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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo o estudo da sintese de nanoparticulas
de PBAE e DNA para futuras aplicacbes em terapia génica. Nesta pesquisa, foi
sintetizado o PBAE 557 com massa molar média de 3 kDa. A producédo das
nanoparticulas foi realizada através da complexacao eletrostatica entre 0 PBAE e
DNA em método convencional bulk (escala laboratorial) e também em microfluidica.
Para isso, a metodologia bulk foi padronizada quanto a ordem de adicdo dos
reagentes, tipo de mistura, tipo de pipetagem para adicado dos componentes, razéao
massica entre PBAE e DNA, tempo de complexagéo e crioprotetor para liofilizagao.
Na microfluidica, foram exploradas configuracdes de processo e tratamento de
superficie do dispositivo a fim de minimizar os efeitos de precipitacdo. A partir da
configuracdo com uma corrente de agua central, uma corrente lateral de DNA e a
outra de PBAE, foi investigada a influéncia do método de mistura nas propriedades
das nanoparticulas através de dispositivos que possuem a difusdo como
controladora do processo ou a advecgdo cadtica. Para nanoparticulas de
PBAE/DNA, concluiu-se que a mistura deve ocorrer de forma lenta e ordenada, em
que prevalece a difusdo. Além disso, uma geometria simples que apresenta
pequeno tempo de residéncia e baixo indice de mistura € suficiente para organizar
as moléculas inicialmente antes da mistura se completar em bulk, gerando
nanoparticulas com boas caracteristicas fisico-quimicas e biol6gicas. O estudo do
impacto das variaveis operacionais, como velocidade de escoamento e proporcao
entre as correntes comprovou que a sintese das nanoparticulas deve se processar
de forma lenta e evitando o contato direto entre os reagentes, o que foi verificado
através da obtencao do didmetro, indice de polidispersidade e potencial zeta das
nanoparticulas e sua eficiéncia de transfeccao em células PC3 (cancer de préstata)
e PNT2 (células normais do epitélio da préstata). Sendo assim, este trabalho
contribui para o entendimento da forma de associagédo eletrostatica entre PBAE e
DNA, apresentando variaveis importantes na sintese, que podem ser adaptadas
visando a melhoria do vetor para terapia génica.

Palavras-chave: Poli(B-amino éster), nanoparticulas, terapia génica, microfluidica.



ABSTRACT

This research focused on the study of the synthesis of PBAE and DNA
nanopatrticles for future applications in gene therapy. In this work, PBAE 557 with an
average molecular weight of 3 kDa was synthesized. Nanoparticles were produced
through electrostatic complexation between PBAE and DNA by bulk method and
microfluidics. Bulk methodology was standardized regarding sequence of reagents
addition, type of mixing, type of pipetting of components, mass ratio between PBAE
and DNA, time of complexation and crioprotector for lyophilization. In microfluidic
devices, process configurations and surface treatment were explored aiming to
minimize precipitation effects. Using an aqueous central stream, a PBAE side stream
and a DNA side stream, the influence of mixing conditions in nanoparticles properties
was investigated through diffusion based devices and chaotic advection based
device. It was found that for PBAE/DNA nanoparticles synthesis, mixing should
preferably occur slowly and in an ordered way, in which diffusion controls the
process. Furthermore, a simple device geometry, which presents low residence time
and low mixing index is enough to previously organize molecules before the mixing is
completed in bulk, generating nanoparticles with good physicochemical and
biological characteristics. The study of the impact of operational variables, such as
flow velocity and flow rate ratio, proved that nanoparticles synthesis should take
place under slow conditions and avoiding direct contact between reagents, what was
verified by nanoparticles diameter, polydispersity, zeta potential and transfection
efficiency in PC3 cells (prostate cancer) and PNT2 cells (prostate normal epithelium
cells). Therefore, this research contributes to the understanding of electrostatic
association between PBAE and DNA, showing important features for synthesis,
which can be adapted to create better gene therapy vectors.

Keywords: Poly(B-amino ester), nanoparticles, gene therapy, microfluidics.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. INTRODUGCAO

A terapia génica é uma técnica que apresenta a possibilidade de
tratamento e vacinagdo para diversas doencas (PACK et al., 2005; ZHOU et al.,
2016; DE LA TORRE et al., 2009). Essa técnica consiste na entrega de genes a
células-alvo visando a geracao de uma resposta terapéutica (NAYEROSSADAT et
al., 2012).

Para que a terapia génica ocorra, é necessario que a entrega do material
genético seja feita de maneira eficiente (LUO et al., 2003). Considerando que os
acidos nucleicos possuem caracteristicas aniénicas e que podem ser facilmente
degradados em ambiente extracelular, diversos vetores virais € n&o virais tém sido
desenvolvidos e estudados.

Os vetores nao virais apresentam algumas vantagens, como grande
capacidade de armazenamento de genes, baixa imunogenicidade e sintese simples
(YIN et al., 2014). Esses vetores sdo formados normalmente por moléculas e
polimeros de natureza catidnica. Eles interagem eletrostaticamente com o material
genético, formando nanoparticulas. Diversos polimeros tem sido investigados e o
Poli(B-amino éster) (PBAE) mostra-se como promissor (LYNN; LANGER, 2000).

O PBAE é uma classe de polimeros biodegradaveis que pode ser
sintetizado via adicdo de Michael. Diversos tipos de PBAEs estdo sendo estudados
como vetores para a terapia génica e vem apresentando bons resultados
(MANGRAVITI et al., 2015; WILSON et al., 2017; VUORIMAA et al., 2011). Tzeng et
al. (2011) verificaram que através do PBAE como carreador de DNA, é possivel
transfectar células cancerosas de glioblastoma de maneira eficiente, ndo afetando
as células saudaveis correspondentes. Ja Keeney et al. (2013) constataram que com
vetores de PBAE/DNA os resultados apresentam melhor transfeccédo in vivo em
orgaos intraperitoneais do que o DNA nu.

Uma possivel via de producdo de nanoparticulas € a microfluidica,
definida como a tecnologia que manipula fluidos em microdispositivos, que possuem
canais em dimensdes micrométricas (WHITESIDES, 2006). Através dela, é possivel


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nayerossadat%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23210086
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sintetizar nanoparticulas com propriedades reprodutiveis, como tamanho e
polidispersidade (JOANICOT; AJDARI, 2005).

A microfluidica também permite a exploracdo de diversas geometrias e
condi¢bes de processo que influenciam no modo como a mistura entre reagentes é
conduzida e, assim, afeta a formacdo de nanoparticulas. A mistura pode ser
conduzida por difusdo ou adveccgao caotica e a eficiéncia do processo depende do
tipo de nanoparticula que se deseja sintetizar (BALBINO et al.,, 2013; PESSOA;
SIPOLI; DE LA TORRE, 2017).

Desta maneira, este estudo visa investigar condicbes de mistura
diferentes, explorando processos baseados em difusdo e em advecgao cadtica a fim
de avaliar a formacao de nanoparticulas de PBAE/DNA para aplicagdes em terapia

génica.

1.2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo sintetizar nanoparticulas de Poli(-amino
ester) contendo o DNA plasmidial pEGFP-N1 (expressa a proteina GFP) para futuras
aplicacdes em terapia génica. A sintese das nanoparticulas foi avaliada via processo
microfluidico e comparada com o método convencional bulk. As nanoparticulas
foram caracterizadas em termos de parametros fisico-quimicos e sua aplicacao
biolégica foi avaliada quanto a capacidade de transfeccédo de células PC3 (cancer de
prostata) e PNT2 (normais do epitélio da préstata). Para isso, foi seguida a
estratégia de pesquisa listada abaixo.

e Sintese do PBAE e escolha do polimero

O PBAE 557 foi escolhido como objeto de estudo apds a realizacédo de
um estudo inicial realizado pelo grupo de pesquisa Nano-Cell interactions,
coordenado pelo Professor Marcelo Bispo de Jesus, co-orientador desta dissertacéo.
Nesse estudo (ANEXO |[) foram utilizados os polimeros 556, 557 e 558 para
sintetizar nanoparticulas com DNA. Tais particulas foram avaliadas em relagdo a sua
capacidade de transfec¢cdo e o melhor polimero foi selecionado. O PBAE 557 foi

entdo sintetizado novamente para utilizagdo em todo o trabalho.
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e Analise da associacao PBAE/DNA em sistema bulk

A metodologia de sintese de nanoparticulas PBAE/DNA foi inicialmente
padronizada em sistema bulk quanto a diversas variaveis de processo, como ordem
de adicao dos reagentes, tipo de mistura, tempo de complexacao e razdo massica.
Para isso, o PBAE sintetizado foi complexado com o pDNA pEGFP-N1 (que codifica
a proteina Green Fluorescent Protein — GFP), alterando-se tais variaveis. Para a
escolha do melhor método, as caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas

foram avaliadas quanto ao diametro médio, a polidispersidade e o potencial zeta.

e Associacao PBAE/DNA em sistemas microfluidicos

A associacao entre PBAE e DNA em sistemas microfluidicos foi explorada
em trés dispositivos diferentes: o D-simples e o D-longo, em que o processo €
controlado por difusdo, havendo diferenca apenas no tempo de residéncia, € o D-
barreiras, em que o processo é controlado por adveccao cadtica.

Para isso, foi realizado inicialmente um estudo de configuracées de
processo. A partir da melhor configuracao, a sintese das nanoparticulas foi avaliada
nos trés dispositivos.

Foram analisadas as propriedades fisico-quimicas (tamanho, potencial
zeta e indice de polidispersidade), bem como a interacdo do polimero com DNA,
verificada através de eletroforese em gel de agarose, e a eficiéncia de transfeccao
de células PC3 e PNT2.

e Comparacao entre métodos de sintese
As nanoparticulas sintetizadas em bulk e nos trés dispositivos
microfluidicos foram comparadas em termos das propriedades fisico-quimicas e

capacidade de transfeccao.

e Investigacao das condicoes de processo microfluidico

A sintese de nanoparticulas no dispositivo microfluidico que apresentou
melhor desempenho foi investigada em termos de algumas condicdes de processo
(vazao total do sistema e proporgcao entre as correntes).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. TERAPIA GENICA

A terapia génica consiste na introducdo de material genético em células
especificas com o objetivo de gerar uma resposta terapéutica (NAYEROSSADAT et
al., 2012). Diversos tipos de material genético podem ser utilizados, destacando-se
DNA plasmidial (bDNA) e RNA silenciador (siRNA). A utilizacdo da terapia génica
proporciona a possibilidade de tratamento de diversas doengas adquiridas ou
herdadas (PACK et al., 2005; ZHOU et al., 2016), bem como a vacinagédo (DE LA
TORRE et al., 2009) e a cada dia vem sendo mais detalhadamente investigada.

Para o sucesso desta técnica, o material genético deve ser entregue no
interior das células de maneira eficiente (LUO et al., 2003) e permitir a sintese da
proteina transgene, para que o0 processo de transfeccdo seja completado. A
presenca de enzimas extracelulares e a natureza anidbnica dos acidos nucleicos
contribuem negativamente para a entrega adequada (TWYMAN, 2005). Para
superar essas barreiras, a entrega pode ser realizada através de vetores, que
devem possuir algumas caracteristicas importantes: o carreador deve ser de facil
producdo, ser imunologicamente inerte, deve apresentar entrega sustentada ou
expressao génica eficiente, possuir especificidade com as células desejadas e nao
pode ser capaz de replicar seu préprio DNA (DANI, 1999; SOMIA; VERMA, 2000).

Com o objetivo de tentar atender as exigéncias, diversos tipos de vetores
séo desenvolvidos, sendo esses divididos em dois grandes grupos: 0s virais e 0s
nao virais. Os vetores virais tém alta especificidade com as células-alvo (ROBBINS;
GHIVIZZANI, 1998), pois se explora a capacidade inata dos virus em realizar a
entrega intracelular do material genético. No entanto, estes sistemas podem
apresentar problemas, tais como desencadear resposta imunoldgica, iniciar a
producdo de toxinas e a limitacdo na capacidade de carregamento de material
genético (NAYEROSSADAT et al., 2012). Esse grupo € constituido por virus
modificados no qual se encontram principalmente, os adenovirus, os retrovirus, 0s
AAV (adeno-associated virus) e os HSV (herpes simplex virus). Cada um apresenta
caracteristicas particulares, sendo sua aplicacao direcionada para casos especificos.

Visando contornar as limitagées dos sistemas virais, foram investigadas

associacdes do material genético com polimeros naturais ou sintéticos, peptideos e


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nayerossadat%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23210086
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nayerossadat%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23210086
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lipidios, que permitissem a condensagéo de DNA ou RNA, gerando diversos tipos de
carreadores, como micelas, lipossomas, vesiculas, nanoparticulas e nanoagregados
(SPAIN et al., 2011). Estes sistemas foram denominados vetores nao virais. Apesar
da entrega de genes ainda ser menos eficiente, esse grupo possui diversas
vantagens, como a baixa imunogenicidade, maior capacidade de armazenamento do
material genético e sdo sintetizados mais facilmente (YIN et al., 2014). Na auséncia
de um ligante especifico para direcionamento dos vetores para células especificas,
polimeros e moléculas de natureza catibnica sdo empregados com o objetivo de
permitir a associacdo eletrostatica do material genético (natureza anidnica) e
também garantir a interagdo com a membrana celular (também de natureza
aniénica) (CARRILLO et al., 2014). A associagdo com o material genético permite a
formacdo de nanomateriais, com propriedades importantes, tais como tamanho,
morfologia e densidade de superficie. Dentre as diferentes nanoestruturas,
destacam-se as particulas poliméricas, as nanoparticulas lipidicas soélidas, os
hidrogéis e os lipossomas (Figura 1) (DE LA TORRE et al., 2017).

PEGuilacdo e
outros recobrimentos

Conjugados Particulas
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Figura 1 - Sumario das nanoparticulas exploradas como carreadores de farmacos para terapia do
cancer e algumas das propriedades fisico-quimicas e morfologicas (de la Torre et al., 2017).

Dentre os vetores nao virais, destacam-se os lipoplexos, sendo formados
a partir da complexacao dos acidos nucleicos com lipossomas, contendo lipidios, e
os poliplexos, constituidos, principalmente, de polimeros catiénicos, como quitosana,
poli(l-lisina) (PLL) e polietilenoimina (PEI) (EL-ANEED, 2004; WANG et al., 2012).
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A quitosana € um polimero linear catiénico, biodegradavel e sensivel ao
pH que interage eletrostaticamente com acidos nucleicos, formando nanoparticulas
(SIPOLI et al., 2015). Estudos mostram a eficiéncia da entrega de genes através de
nanoparticulas de quitosana (WU et al., 2009; ROY et al., 1999; AGARWAL et al.,
2015; DASH et al., 2011; MITRA et al.,, 2014). Como exemplo, Roy et al. (1999)
administraram nanoparticulas de quitosana contendo genes contra alergia a
amendoim em ratos e verificaram a geragao de protegao imunoldgica, que nao
ocorreu quando utilizou-se DNA nu. J& Mitra et al. (2014) mostraram que, a partir da
eficiente expressdo génica in vivo, nanoparticulas de quitosana e DNA sao
promissoras como vetores no tratamento de doencas oculares.

A PLL € um polimero sintético, formado pelo aminoacido lisina, carregado
positivamente (KHMARA et al., 2017), cuja utilizagdo em terapia génica vem sendo
vastamente estudada nos ultimos 30 anos (RAFTERY et al., 2013). Cui et al. (2014),
por exemplo, verificaram que nanoparticulas de poli(l-lisina) contendo 6xido férrico e
dioxido de silicio podem ser vetores para a entrega de siRNA, a partir de um
experimento de silenciamento de genes em neurénios de ratos.

Ja a PEl também é um polimero sintético, de carater catidnico, que pode
ser utilizada na sua forma linear ou ramificada. Devido a presenca de muitas aminas,
a polietilenoimina possui alta capacidade tamponante, permitindo sua complexacéo
com acidos nucleicos em uma vasta faixa de pH (MINTZER; SIMANEK, 2009;
RAFTERY et al.,, 2013). As nanoparticulas de PEI sdo amplamente estudadas para
aplicacbes em terapia génica, como a pesquisa de Gharwan et al. (2003), que
demonstrou que a expressdo de um gene repdrter foi significantemente maior
através da administragdo com as nanoparticulas do que com DNA nu.

Apesar de apresentarem altos niveis de transfeccéo, alguns polimeros, como
a poli(l-lisina) e a polietilenoimina, podem ser citotéxicos (LYNN; LANGER, 2000).
Assim, buscam-se alternativas de materiais que permitam a transfeccao eficiente e
possuam baixa toxicidade. Uma possibilidade promissora é o emprego do Poli(B3-
amino éster) (PBAE).
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2.2. POLI(B-AMINO ESTER)

Poli(B amino éster) é uma classe de polimeros sintéticos de caracteristica
catibnica. Sao biodegradaveis, apresentam baixos niveis de toxicidade e podem ser
usados como agentes de transfeccdo de maneira eficiente em diferentes tipos de
células (MANGRAVITI et al., 2015; WILSON et al., 2017; VUORIMAA et al., 2011).

O PBAE pode ser produzido de maneira simples, conforme apresentado
na Figura 2. A sintese é realizada através da adicdo de Michael, que ocorre em duas
etapas. Na primeira, a reacdo ocorre entre monémeros de diacrilato (Figura 2, letra
B) e de aminas primarias ou bis-aminas (Figura 2, letra S) (JEONG et al., 2007).
Outros monémeros como aminoalcoois podem também ser utilizados nesta etapa
(GREEN et al., 2009). Os mondémeros polimerizam, formando a base do polimero.
Posteriormente, na segunda etapa, ocorre a adicdo de aminas que finalizam as
extremidades da cadeia polimérica (end-caps, Figura 2, letra E). Quando o diacrilato
esta em excesso, o polimero base possui extremidades de diacrilato. Quando ha
excesso de amina, as extremidades sdo constituidas de aminas (GREEN et al.,
2008; SUNSHINE et al., 2012). A sintese é realizada em solventes, como
tetrahidrofurano (THF), diclorometano (DCM) e dimetilsulfoxido (DMSO) (JEONG et
al., 2007).

Etapa 1- Polimerizagéo

S
o B o OH o Blo 5 o Blo
Ag-Rghs+ B — SAg-Righoy~gRio
HaN R’ ~
OH '

Etapa 2 — Terminagédo — end-capping
. s o ° o . LE 9 99 s 980 g
o D_.ﬂ ..D.-\..U.- - M e o RG e + H"' £, 'D R G g N ""G H" G H
R R’
s}

n n

OH
Figura 2 - Esquema da sintese do PBAE via adicao de Michael (adaptado de Sunshine et al, 2012).
As letras B, S e E representam o diacrilato, a amina e a amina finalizadora, respectivamente.
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Para a sintese do PBAE, é possivel utilizar diferentes monémeros em
combinagdes variadas, originando diversos tipos de PBAE. Alguns exemplos de

mondmeros usados estao representados na Tabela 1.

Tabela 1 - Exemplos de monémeros para sintese de PBAE (Sunshine et al., 2012).
Amina ou aminoalcool Amina finalizadora

(S) (end-cap) (E)

1,4-butanodiol diacrilato (4) 1,3 diamino
3-amino-1- propanol (3)*

Diacrilato (B)

propano (1)*

O
T LLH /Kmf’x“vo S T
=y O \g/\ HEN OH HENJVENHE

2-(3-aminopropil

1,5-Bis(acriloil oxi) pentano (5)* 4-amino-1- butanol (4)* amino) etanol (6)*

O 9]
1-(3-amiopropil)-4-
1,6-hexanodiol diacrilato (6)* 5-amino-1- pentanol (5)* metilpiperazina
O H N”Nﬁmf“OH (7)"
oo B o D) : 2 o
O N HoN I\LI\ =%
@] 2N

1-(3-aminopropil)
pirrolidina (8)*
HoN™™~""N >

1,4-(3-aminopropil)
piperazina (10)*
HN S g™

(*): A nomenclatura para identificar o polimero utilizado segue a seguinte ordem:
diacrilato/aminoalcool/end-cap. Desta forma, os polimeros s&o identificados por numeros, por
exemplo, PBAE 557, formado por 1,5-Bis(acriloil oxi) pentano, 5-amino-1- pentanol e 1-(3-amiopropil)-
4-metilpiperazina.

Além disso, a modificacdo das moléculas utilizadas para finalizar as
extremidades pode gerar polimeros com diferentes funcionalidades. Dependendo do
mondmero, o PBAE pode adquirir reatividade com grupos hidroxila, éteres, amidas,
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entre outros. Além disso, diferentes grupos finalizadores afetam as propriedades
fisicas do polimero e sua capacidade de transfeccao (ZUGATES et al., 2007). A
finalizagcdo com monémeros de diamina, por exemplo, torna o PBAE um vetor para
entrega de genes tao eficiente quanto um adenovirus (SUNSHINE et al., 2012).

Diversos estudos tém descrito a sintese deste polimero e realizado a sua
caracterizagdo, demonstrando que o PBAE possui grande potencial para ser
utilizado como vetor para a terapia génica (SUNSHINE et al., 2012; TZENG et al.,
2011; GREEN et al., 2008; GREEN et al., 2009; LITTLE et al., 2005; PFEIFER et al.,
2005; FIELDS et al., 2012).

Lynn e Langer (2000), pesquisadores pioneiros na investigacdo do PBAE,
mostraram a viabilidade da complexagcédo deste polimero (carater catibnico) com o
DNA (carater anibnico), formando nanoparticulas de baixa citotoxicidade com
didmetros inferiores a 200 nm.

Além disso, esta classe de polimeros é biodegradavel, devido a hidrélise
do grupo éster, e apresenta citotoxicidade inferior a outros polimeros estudados para
terapia génica, como a PEI (GREEN et al., 2009). Outra caracteristica importante do
PBAE é que este polimero é capaz de tamponar os endossomos celulares,
prevenindo a fusdo com os lisossomos, organelas responsaveis pela degradacéo de
compostos no interior da célula. Sua capacidade tamponante também auxilia na
diminuicdo da taxa de degradacdo das nanoparticulas pelos lisossomos, ja que a
atividade das enzimas lisossomais é maxima em pH éacido. Desta forma, sdo obtidas
maiores eficiéncias de transfeccao (AKINK; LANGER, 2002).

A transfeccado dessas nanoparticulas de PBAE tem sido investigada em
diversos tipos celulares e tecidos. Tzeng et al. (2011) verificaram que alguns tipos de
PBAE possuem capacidade de atuar como vetores na transfeccdo de células
cancerosas como glioblastoma de forma eficiente e ndo apresentam efeito em
células saudaveis correspondentes. Sunshine et al. (2012) mostraram a transfeccao
eficiente utilizando PBAE em células do epitélio da retina, além de demonstrarem in
vivo que houve melhor transfeccéo através da nanoparticula (PBAE/DNA) do que no
caso do DNA nu (sem veiculagao).

De maneira similar, Keeney et al. (2013) verificaram que o PBAE
apresentou melhor efeito de transfeccdo em células humanas embrionarias de rim
do que o reagente comumente utilizado, a Lipofectamina. A Lipofectamina € um
reagente de transfeccao lipidico que apresenta alta eficiéncia de transfecgao, pela
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sua elevada caracteristica catibnica, mas também €& muito citotoxico
(KONGKANERAMIT et al, 2008; DOKKA et al, 2000). Estes mesmos autores
também mostraram que para o caso do uso in vivo do PBAE, o DNA foi entregue em
orgaos intraperitoneais mais eficientemente do que no caso do uso de DNA nu.

Adicionalmente, outros autores também investigaram como diferentes
PBAEs influenciam na transfeccdo. Anderson et al. (2005) verificaram que a massa
molecular do polimero e a proporgao polimero/DNA séao fatores criticos na eficiéncia
de transfeccdo. A massa molecular € proporcional ao numero de cations do
polimero, afetando, assim, a afinidade do DNA pelo polimero, visto que interagem
eletrostaticamente. PBAEs de massa molecular muito baixa (abaixo de 10.000 Da)
podem nao complexar com o DNA efetivamente, enquanto polimeros com massa
molecular elevada podem retardar a liberacdo do material genético no interior da
célula, o que € necessario para a transcricdo do gene. Ja a proporcdo PBAE/DNA
influencia na carga superficial do poliplexo, interferindo na estabilidade das
nanoparticulas, na citotoxicidade e na captacédo (uptake) pelas células. Os autores
ainda verificaram que os PBAEs que apresentaram melhores niveis de transfeccao
foram os que geraram nanoparticulas com carga superficial (potencial Zeta) positiva,
acima de 10mV (ANDERSON et al., 2004; ANDERSON et al., 2005; SCHAFFER et
al., 2000).

Outro fator que influencia na eficiéncia de transfeccao é a finalizacdo do
polimero, que ocorre na segunda etapa da adigdo de Michael (Figura 2)
(ANDERSON et al., 2005; ZUGATES et al., 2007). Zugates et al. (2007) utilizaram
uma base de PBAE 45 (polimero nao possui end-cap) e fizeram diversas
modificagdes na amina finalizadora. Eles verificaram que o numero de carbonos e os
grupos funcionais das cadeias laterais influenciam nas propriedades das
nanoparticulas PBAE/DNA, na entrega destas nas células e na transfeccdo. Os
melhores resultados encontrados foram com diaminas primarias, cujas
nanoparticulas possuiam menores tamanhos e a transfeccdo foi melhorada
(ZUGATES et al., 2007).

O emprego do PBAE vem se estendendo além de aplicagdes para a
entrega de genes, sendo também investigado como carreador de farmacos (SHEN
et al., 2009; AN et al., 2016; TANG et al., 2014). Neste contexto, Perni e Prokopovich
(2017) estudaram a veiculacdo de dexametasona (anti-inflamatério) em cartilagens.
O farmaco foi ligado covalentemente ao polimero e verificou-se que, comparada as
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mesmas doses do farmaco comercial, a entrega através do PBAE foi duplicada e a
retencdo nos tecidos foi prolongada. J& Chen et al. (2016) investigaram os efeitos in
vivo da administracdo de Paclitaxel via micelas de PBAE com Polietilenoglicol e poli
lactide em cancer de mama e verificaram que a supressao do tumor foi maior do que
com o farmaco livre.

Assim, considerando a capacidade do PBAE de carrear genes e
farmacos, diversos autores investigam a possibilidade de utilizar este polimero como
um sistema para co-delivery, no qual o material genético e farmacos séo entregues
as células ao mesmo tempo pelo mesmo vetor. Neste caso, esses sistemas podem
ser altamente eficientes, ja que atacam uma doenca através da acdo de duas ou
mais moléculas bioativas (WANG et al., 2016). Além disso, podem reduzir efeitos
colaterais (LI et al., 2016), ja que os vetores contendo material genético possuem
maior especificidade com as células que se deseja atingir do que os farmacos puros,
atacando menos as células saudaveis.

Tang et al. (2015) criaram nanoparticulas de PBAE com polietileno imina
e polietilenoglicol que carream dois tipos de biomoléculas: siRNA e Paclitaxel. O
estudo mostrou o acumulo e retengédo do farmaco e do material genético em cancer
de mama, o que inibiu a metastase e o crescimento do tumor.

Outro estudo realizado por Tang et al. (2014) mostrou que particulas de
PBAE com polietileno imina e RNA apresentaram entrega eficiente de doxorrubicina
em células de cancer de mama, aumentando a citotoxicidade do farmaco. Além
disso, as particulas aumentaram o acumulo da droga no tumor in vivo, inibindo seu
crescimento.

Nos casos de formagao de nanoparticulas PBAE/material genético todos
os estudos fizeram a complexacdo em escala laboratorial, onde o0s reagentes sao
misturados normalmente em tubos, ocasionalmente sob agitacdo em vértex e
temperatura ambiente. No entanto, 0 modo de formagdo das nanoparticulas pode
influenciar nas propriedades finais como tamanho, carga de superficie e
polidispersidade (PESSOA; SIPOLI; DE LA TORRE, 2017; BALBINO et al., 2013).
Neste contexto, a microfluidica torna-se uma tecnologia promissora para a sintese

de nanoparticulas.
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2.3. MICROFLUIDICA

A microfluidica é a ciéncia e tecnologia que manipula fluidos em
dispositivos com canais de dimensbées de micrébmetros, podendo ser aplicada a
diversas areas, como o6tica, médica, quimica, engenharia quimica, fisica, separagcao
e analise, biologia, ciéncia dos materiais e fabricacdo (WHITESIDES, 2006; ARYA et
al., 2013). Diversos tipos de dispositivos podem ser criados, como o exemplo

apresentado na Figura 3.

Figura 3 - Dispositivo microfluidico. (http://www.potomac-laser.com/services/core/hot-embossing/,
acessado em 17/10/2017).

A éarea de microfluidica apresenta grande potencial de mercado,
estimando-se um crescimento de 18% ao ano e o valor de mercado de US$ 6
bilhbes até 2020 (http://www.yole.fr/Microfluidic_Applications_Technologies.
aspx#.WFPOYFxAFQ8). Apesar de sua potencialidade técnica e econdmica, a
microfluidica ainda é pouco explorada no Brasil e na América Latina, ndo havendo
empresas de base tecnoldgica desse setor nesses locais (http:/ fluidicmems.com
/list-of- microfluidics -lab-on-a-chip —and -biomems- companies/). Dessa forma, faz-
se necessario o desenvolvimento de novas tecnologias nesta area, além da
formacéo de profissionais.

Esta tecnologia apresenta diversas vantagens em relacao a macro escala,

como utilizacdo de pequenas quantidades de reagentes, pequeno contato do
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pesquisador com as substancias em estudo, possibilidade de mimetizar ambientes
de células, paralelizagcado de dispositivos, alto controle experimental, obtengdo de
dados em tempo real, entre outras (HALLDORSSON et al., 2015). Além disso, a
grande razdo drea/volume dos canais micrométricos intensifica efeitos de
transferéncias de calor e massa, permitindo a diminuicdo do tempo de reacao
(BALBINO et al., 2016).

As areas médica e de bioprocessos vém investigando intensamente a
utilizacdo da microfluidica, pois as caracteristicas hidrodindmicas impostas nestes
sistemas permitem o controle de reagentes quimicos, células, lipidios e acidos
nucléicos no espaco e no tempo (WHITESIDES, 2006; DRAGHICIU et al., 2010;
KURITA et al., 2010; REINER et al., 2010; BAEK et al., 2011; YAMASHITA et al.,
2011). Desta forma, a microfluidica emerge como potencial para mudar
significativamente a forma com que a biologia moderna é conduzida (BEEBE et al.,
2002), permitindo o desenvolvimento de novas ferramentas/dispositivos que
contribuam de forma substancial nas areas médica e bioldégica (HANSEN; QUAKE,
2003; YAGER et al., 2006; EL-ALI et al., 2006; WHITESIDES, 2006). Os dispositivos
micromeétricos projetados para realizar tarefas especificas tém demonstrado
superioridade sobre seus analogos em macroescala (LUTZ et al., 2003; SOMMER et
al.,, 2008) e em muitos casos, possibilita aplicacbes que ndo seriam viaveis na
macroescala (SACKMANN et al., 2014).

A microfluidica amplia as possibilidades de estudos celulares em
condi¢des dindmicas, permitindo estudos de mecanismos de respostas, quimiotaxia
e citotoxicidade, pois é capaz de mimetizar o microambiente celular. Além disso,
permite 0 desenvolvimento de novas técnicas de isolamento e cultivo de células
microbianas e animais (WEIBEL et al., 2007). Tais dispositivos podem ainda avaliar
a cinética das reagdes em tempo real por meio de sistemas de sensores, reduzindo
o tempo de ensaio (ZHANG et al., 2007). Sendo assim, a microfluidica mostra-se
uma ferramenta promissora e, que se acoplada a técnicas de biofotdnica, serao
possiveis grandes avangos nas areas biolégica, médica e de engenharia.

Dentre varias aplicacdes, pode-se citar a cultura de células tronco neurais
humanas em dispositivos geradores de gradiente de concentragdo (Figura 4A),
ensaios de inibicdo enzimatica em dispositivos de gotas (Figura 4B), a separacao de
bactérias de células sanguineas humanas em sistemas microfluidicos de analise

(Figura 4C) e a fermentacdo de microorganismos em dispositivos com
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microbiorreatores (Figura 4D) (CHUNG et al., 2005; CAl et al., 2011; WU et al., 2009;
SHAPPER et al., 2010).
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Figura 4 - Exemplos de dispositivos microfluidicos utilizados para diversas aplicagoes. (A) dispositivo
gerador de gradiente utilizado para cultura de células tronco neurais humanas, Chung et al., 2005. (B)
dispositivo gerador de gotas para ensaio de inibicdo enzimatica, Cai et al., 2011. (C) Esquema de
dispositivo utilizado para separagao de bactérias de células sanguineas humanas, Wu et al., 2009.
(D) Microbiorreator para fermentacao de microorganismos, Schapper et al., 2010.

A microfluidica ainda esté limitada a escala laboratorial. No entanto, ha
estudos que mostram que é possivel ampliar a escala através da amplificacao de
processo. Han et al. (2017) criaram uma estratégia para aumentar o rendimento a
nivel industrial. Primeiramente, 8 dispositivos foram paralelizados formando um
conjunto. Apds, 10 conjuntos foram empilhados em um médulo e 5 méddulos
integrados formaram um sistema com um total de 400 canais (Figura 5) (HAN et al.,
2017).
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Figura 5 - Amplificagao de escala com dispositivos microfluidicos (Han et al., 2017).

2.3.1. Materiais utilizados em microfluidica

Os microdispositivos podem ser fabricados com diversos materiais.
Devido as dimensodes dos canais, as propriedades de superficie sdo amplificadas em
relacdo a macroescala, pois a relagdo area superficial/volume é significativa na
microfluidica. Desta forma, a escolha do material de construgcdo dos
microdispositivos € de grande importancia. Além disso, essa escolha também
depende da aplicacao final (REN et al., 2013).

Os primeiros dispositivos fabricados eram de silicio ou vidro
(WHITESIDES, 2006). O vidro é oticamente transparente e o silicio € opaco. Ambos
resistem a solventes orgéanicos, sdao altamente termocondutivos e ainda muito
utilizados (REN et al., 2013). No entanto, o vidro e o silicio ndo s&o permeaveis a
gases, limitando sua aplicagao biolégica, principalmente para o cultivo de células
animais e microorganismos aerobios.

Dentre outros materiais utilizados para a construgao de microdispositivos,
podem-se citar o polimetilmetacrilato (PMMA) e o polidimetilsiloxano (PDMS) (SATO;
KITAMORI, 2010).

O PMMA é um termoplastico rigido e transparente, que apresenta alta
estabilidade quimica e mecanica, baixo preco, facilidade de producdo e
biocompatibilidade (MUCK et al., 2004; CHEN et al., 2008). O método mais utilizado
para a fabricacdo de microdispositivos de PMMA é o hot embossing (CHEN et al.,
2008).
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Dentre os polimeros, o mais utilizado € o PDMS. Esse é um elastémero
oticamente transparente, termicamente estavel, flexivel, biocompativel, ndo téxico e
permeavel a gases, o que permite utiliza-lo em aplicacbes biol6gicas (MCDONALD;
WHITESIDES, 2002; REN et al., 2013). Apesar de suas diversas caracteristicas
desejaveis, o PDMS pode apresentar alguns problemas, especialmente devido a sua
natureza hidrofébica. Neste caso, o material pode adsorver pequenas moléculas
hidrofébicas, interferindo no tempo de reacdo e no resultado do processo (SIA;
WHITESIDES, 2003). Além disso, diversos solventes organicos interagem com o
polimero, intumescendo o PDMS, alterando as dimensbes dos canais e,
consequentemente, alterando o processo como um todo (LEE et al., 2003).

A fim de evitar tais problemas, € possivel realizar tratamentos de
superficie, como tratamento com plasma de oxigénio para reduzir a hidrofobicidade
do PDMS (TAN et al., 2010), tratamento com alcoxisilanos que conferem ao PDMS
propriedades do vidro (BEAL et al., 2012) e com ultravioleta na presenca de
oxigénio que também reduz o carater hidrofébico do polimero (ZHOU et al., 2010).

De modo geral, os dispositivos mais explorados em pesquisas sao
formados por PDMS/vidro. A base é de vidro e a construcdo (moldagem) dos canais
ocorre no PDMS. Neste caso, moldes de silicio s&o normalmente fabricados através
de fotolitografia (Figura 6). Neste processo, uma camada de fotorresiste é aplicada a
uma bolacha de silicio e sobre ele é colocada uma mascara que contém um padrao
(demarcacao dos microcanais). Apés submissdo a radiagao ultravioleta, o padréao é
transferido para o fotorresiste, causando a cura do fotorresiste que ficou submetido a
radiacdo. O molde em alto relevo dos microcanais é formado, pois o fotorresiste néo
curado é removido com um agente revelador. Com este molde formado, uma mistura
de polimero (normalmente PDMS) com o respectivo agente reticulante é adicionado
e polimerizado sobre o molde. Em seguida, o PDMS polimerizado é retirado do
molde, j& com a impressédo dos microcanais em sua estrutura. O PDMS contendo os
canais € entdo selado a um substrato de vidro via plasma de oxigénio (LIN et al.,
2001; MCDONALD; WHITESIDES, 2002; REN et al., 2013).

AplGs a preparacao do molde, a replicacdo € muito rapida, permitindo a
obtencdo de inumeros dispositivos. Nesta situacédo, a fotolitografia € um método
viavel para a construcdo dos primeiros prototipos.
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Figura 6 - Fabricacdo de microdispositivo através de fotolitografia (Mcdonald; Whitesides,
2002).

Os diferentes materiais e técnicas de microfabricacdo permitem o projeto
de dispositivos com diferentes geometrias e explorar diversas condicdes
fluidodindmicas. Com isso, gradientes de concentracao e diferentes formas de
mistura podem ser investigados.

2.3.2. Diferentes condicoes de escoamento em ambiente microfluidico

Outra importante potencialidade da microfluidica é a exploragdo de
diversas caracteristicas dos dispositivos microfluidicos, como geometria, vazdes e
configuracado de processo (que determina como ocorre a introducdo dos reagentes
no interior do dispositivo).
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Na microfluidica, o fluxo de fluidos é laminar, caracterizado por numeros
de Reynolds abaixo de 100 (ISMAGILOV et al., 2000). O numero de Reynolds (Re),
que relaciona as forcas inerciais e viscosas de um fluido, é definido pela Equacéao 1,
em que v € a velocidade, d é o diametro caracteristico do canal por onde escoa, p é

a massa especifica do fluido e p € a sua viscosidade dinamica.

Equacao 1

Em regime laminar, a mistura entre correntes de fluidos ocorre
principalmente por difusdo, que € um processo lento (KIM et al, 2010). Em
processos onde ocorre reagao e a mistura deve ser eficiente, microdispositivos que
apresentam a difusdo como fendmeno controlador podem néo ser eficazes.
Aumentar o tempo espacial, isto é, o tempo de permanéncia das moléculas no
microdispositivo para que a mistura ocorra pode ser uma primeira alternativa para
contornar o problema. No entanto, algumas reagcdes necessitariam de tempos
espaciais muito grandes, fazendo com que as dimensdes do dispositivo nao
estivessem mais dentro da escala micrométrica, ndo sendo uma tecnologia
microfluidica (KARNIK et al., 2014).

A Figura 7 abaixo representa o escoamento de dois fluidos em um canal
de escoamento simples. Neste caso, a medida que as correntes se encontram, a
convecgao garante a transferéncia de massa no sentido longitudinal ao escoamento

e a difusao ocorre no sentido transversal.

diffusion

convection

Figura 7 - Diagrama esqueméatico representando o escoamento de duas correntes misciveis em
microcanal com geometria em Y. A medida que ocorre 0 escoamento no sentido longitudinal, ocorre a
difusdo molecular no sentido transversal ao escoamento (adaptado de Oliveira et al., 2016).
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Ismagilov et al. (2000) identificaram a influéncia da velocidade de
escoamento no processo de mistura. Neste caso, o numero adimensional Peclet
(Pe) foi utilizado. Esse numero relaciona o transporte convectivo ao difusivo e é

definido por

Equacao 2
em que v refere-se a velocidade média do fluxo, H € a altura do canal e D € o

coeficiente de difusdo. Quanto menor o Pe, mais significativa € a difuséo.

Ismagilov et al. (2000) investigaram a mistura de duas solugdes em um
dispositivo simples de focalizagdo hidrodindmica (formato em Y). O produto da
reacao das solugdes era um complexo fluorescente. Os autores verificaram que para
altos valores de Pe, aumentando-se a velocidade dos fluidos, a largura da faixa em

gue ocorre a mistura diminui (Figura 8), tornando-a menos eficiente.

X (0,0,0) fluo-3 CacCl,

H/2 \ J
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Figura 8 - Dispositivo em Y apresentando a faixa onde ocorre a mistura e, consequentemente, a
reacao (Ismagilov et al., 2000).

Assim, a fim de elevar a qualidade da mistura nos microcanais, uma
possivel solugcdo € o desenvolvimento de micromisturadores, que tem a fungéo de
perturbar o escoamento, acrescentando desvios das linhas de corrente do
escoamento laminar, explorando a convecgédo (ou advecgdo) ou mesmo fontes
externas de energia como fenébmenos responsaveis pela mistura.

Neste caso, os misturadores podem ser ativos ou passivos. Misturadores
ativos utilizam energia externa ao sistema para causar perturbagdées no escoamento,
como ultrassom, acustica, vibracbes que induzem a formagdo de bolhas e
instabilidades eletrocinéticas (HESSEL et al., 2005). J& em misturadores passivos a
perturbacao no escoamento ocorre através de mudangas na geometria dos canais,
como heringbone, canais em curvas e canais com barreiras (STROOCK; MCGRAW,
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2004; PESSOA; SIPOLI; DE LA TORRE, 2017) (Figura 9). Nestes dispositivos, a

mistura é controlada principalmente pela advecgéo cadtica.
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Figura 9 - Microdispositivos com misturadores passivos. (A) herringbone, Strooc; McGraw, 2004; (B)
canal em curvas, Pessoa; Sipoli; de la Torre, 2017; (C) canal com barreiras, Pessoa; Sipoli; de la
Torre, 2017.

A advecgao caodtica pode ser definida como um fendmeno em que
particulas adquirem trajetérias cadticas, estando em um campo de velocidade
laminar, gerando uma maior area interfacial e, consequentemente, uma mistura mais
rapida (STREMLER et al., 2004). A adveccao cadtica pode ser explorada para
diversos processos de mistura através de variagbes na geometria do
microdispositivo e nas vazbes dos reagentes. A Figura 10 apresenta as linhas de
corrente para o fluxo em um canal em serpentina com diferentes niameros de
Reynolds. Na Figura 10A pode-se observar que as linhas de corrente (linhas
tracejadas) sdo concéntricas, caracterizando o escoamento tipicamente laminar
onde as porc¢des de fluido escoam em paralelo e prevalecendo a difusdo como
processo de mistura. J&4 na Figura 10B, as linhas de corrente (representadas pelas
linhas tracejadas) ndo apresentam o mesmo padrdo de escoamento. Nesse caso,
apesar do escoamento ainda ser laminar, ocorre sobreposicdo das porcbes de

fluidos, garantindo uma maior area de contato entre as por¢des de fluidos, fazendo
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com que em uma menor distancia no canal de escoamento (menor tempo espacial)

a mistura completa entre fluidos ocorra.

(a) (h)

Figura 10 - Fluxo em microcanal em serpentina. (A) Re=1; (B) Re=10, com advecgado caodtica
(Stremler et al., 2004).

2.3.3. Sintese de nanoparticulas em sistemas microfluidicos

A potencialidade da microfluidica em gerar diferentes geometrias, com
diversos padrées de escoamento, permite explorar a sintese de nanoparticulas em
diferentes condigcdes. Nesse contexto, a tecnologia microfluidica permite o
desenvolvimento de novos processos, Vviabilizando a sintese de nano e
microparticulas com propriedades reprodutiveis, como tamanho e polidispersidade
(JOANICOT; AJDARI, 2005).

Através da microfluidica, a mistura dos fluidos € controlada no espacgo e
no tempo e o processo € continuo, ocorrendo a formacao de nanoparticulas através
de, por exemplo, precipitacao (GARG et al., 2016).

Como exemplo, pode-se citar a sintese de lipossomas em dispositivos
microfluidicos baseados em focalizagao hidrodinamica (Figura 11). Lipossomas sao
sistemas lipidicos anfifilicos, que se auto-agregam em esferas de bicamada quando
estdo em ambiente aquoso (BALAZS; GODBEY, 2011). A focalizacao hidrodindmica
ocorre quando uma corrente central € comprimida por duas ou mais correntes
laterais, auxiliando a mistura entre elas.

A sintese de lipossomas em sistema microfluidico foi investigada
explorando-se a difusdo. Neste contexto, Jahn et al. (2004) estudaram a formacao
de lipossomas em um dispositivo de focalizagdo hidrodindmica, em que uma
corrente central de isopropanol com lipidios dispersos era focalizada por duas

correntes laterais aquosas (Figura 11). Como o isopropanol € um solvente miscivel
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em agua, ocorre a difusdo destes componentes entre as correntes de fluido,
deixando os lipidios em contato com a agua. Devido ao seu carater anfifilico, as
moléculas se auto-agregam de maneira a diminuir o contato das caudas apolares
hidrofébicas com a agua, formando bicamadas que formam vesiculas esféricas, com

um centro hidrofilico.

vesicle Foimaonon ot ntedace

M

Figura 11 - Formagédo de lipossomas em dispositivo microfluidico de focalizagdo hidrodinamica.
(adaptado de Jahn et al., 2004).

Balbino et al. (2013) investigaram a complexagao de lipossomas com
DNA plasmidial em dois dispositivos diferentes: um simples de focalizagcao
hidrodindmica, em que o processo de sintese é baseado em difusdo (Figura 12A), e
o outro com barreiras nos canais, que geram regides de contragcdo e expansao,
fazendo com que a mistura ocorra através da adveccgao cadtica (Figura 12B). Os
autores verificaram que o tipo de dispositivo influencia 0 modo de associacao entre o
pPDNA e os lipossomas. Com a mistura mais eficiente no dispositivo com advecgao
caodtica, o pDNA ficou mais fortemente associado aos lipossomas, 0 que resultou em
uma transfeccdo menos eficiente em células Hela. Assim, concluiu-se que a
maneira como ocorre a mistura (por difusdo ou adveccao cadtica) influencia no
modo de associacado entre DNA e lipossoma, interferindo nos resultados biolégicos.
Nesse caso, uma mistura mais eficaz gerou resultados biol6gicos menos eficientes
(BALBINO et al., 2013).
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Figura 12 - Dispositivos microfluidicos para complexacao de lipossomas catiénicos com pDNA. (A)
dispositivo simples de focalizacao hidrodinamica. (B) dispositivo com barreiras (Balbino et al., 2013).

Outro exemplo que mostra como o0 modo de conduzir 0 processo €
importante para os resultados finais € o estudo de Pessoa, Sipoli e de la Torre
(2017). Os autores utilizaram 4 geometrias diferentes baseadas em focalizacao
hidrodindamica para investigar os diversos padroes de mistura para a sintese de
nanoparticulas de quitosana/ATP: um dispositivo simples de focalizacéo
hidrodinamica, outro mais longo, outro em curvas e o ultimo em curvas com barreiras
(Figura 13).
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Figura 13 - Microdispositivos utilizados para a sintese de nanoparticulas de quitosana. (A) geometria
simples; (B) geometria simples com canal comprido; (C) canal em curvas; (D) canal em curvas com
barreiras (adaptado de Pessoa; Sipoli; de la Torre, 2017).

Os autores verificaram que em geometrias mais complexas (canal em
curvas e canal com barreiras) em que ocorre adveccao cadtica, existe a formacao de
microestruturas que precipitam e entopem o microcanal e geram nanoparticulas com
alta polidispersidade, limitando aplicacdes bioldgicas. Além disso, concluiram que o
processo de formagédo de nanoparticulas de quitosana deve se proceder de forma
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lenta e ser controlado pela difusdo, como nos dispositivos de focalizacdo
hidrodinamica (PESSOA; SIPOLI; DE LA TORRE, 2017).

Em relagdo a nanoparticulas de polimeros sintéticos, Karnik et al. (2008)
estabeleceram uma metodologia simples e reprodutivel da producdo de
nanoparticulas de PLGA-PEG (Poli acido lactico co-glicdlico — Polietilenoglicol)
através de nanoprecipitagdo em um dispositivo microfluidico de focalizagdo
hidrodindmica. A sintese ocorreu com a rapida mistura entre uma corrente central
organica de PLGA-PEG em acetonitrila e duas correntes laterais de agua (Figura
14A). A medida que ocorre a difusdo da agua na acetonitrila, 0s monémeros do
copolimero PLGA-PEG comecam a se agregar de forma a diminuir a interagdo do
PLGA, hidrofébico, com a agua. A ponta hidrofilica do monémero, composta por
PEG, fica em contato com a agua. Dessa forma, com a auto-agregacdo dos
mondémeros, ocorre a formacao das nanoparticulas (Figura 14B) (KARNIK et al.,
2008). A condigcao fluidodindmica durante o escoamento garante que o processo
difusivo da acetonitrila em agua ocorra de forma reprodutivel ao longo do tempo e
espaco. Esta caracteristica garante a formacdo de nanoparticulas com baixa
polidispersidade. Variagbes nas condicoes de processo como velocidade de
escoamento, propor¢ao entre as vazdes e concentragdo dos polimeros permite a
investigacao da sua influéncia no diametro das nanoparticulas formadas.

Water

W, 1 w
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Figura 14 - Sintese de nanoparticulas de PLGA-PEG por nanoprecipitagao (adaptado de Karnik et
al., 2008). (A) esquema do dispositivo, da posigao das correntes e da ocorréncia da nanoprecipitagao.
(B) Auto-agregagao dos monémeros levando a formacao da nanoparticula.



41

Recentemente, nanoparticulas de PBAE/DNA também foram sintetizadas
em dispositivo microfluidico. A literatura apresenta apenas um trabalho que investiga
esta sintese em microfluidica (WILSON et al.,, 2017). O PBAE 446 foi sintetizado
através da adigdo de Michael, como descrito no item 2.2. O dispositivo de PDMS
utiizado era de focalizacdo hidrodinamica e continha trés correntes de
PBAE+acetato de sddio e uma corrente de DNA+acetato de sddio (Figura 15). Apos
a formagado das nanoparticulas, estas foram gotejadas em nitrogénio liquido para
congelamento instantaneo (Figura 16) e depois foram liofilizadas.
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Figura 15 - Esquema das correntes de PBAE e DNA utilizadas no dispositivo microfluidico para
sintese de nanoparticulas (Wilson et al., 2017).
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Figura 16 - Esquema da sintese de nanoparticulas de PBAE/DNA no microdispositivo e
congelamento em nitrogénio liquido (Wilson et al., 2017).

As nanoparticulas PBAE/DNA sintetizadas apresentaram eficiente
transfeccdo em trés linhagens de células cancerosas (GB319, B16 e MDA-MB-231)
e a liofilizacdo nao apresentou efeitos significativos (WILSON et al., 2017).

No trabalho de Wilson et al. (2017), os autores compararam as eficiéncias
de transfeccdo de nanoparticulas sintetizadas em bulk e em microfluidica. No
entanto, ndo existe estudo que avalia o efeito da mistura das nanoparticulas de
PBAE/DNA em diferentes processos microfluidicos. Desta forma, o presente trabalho
teve grande importancia na avaliagcdo do efeito de mistura por difusdo e adveccao

cadtica na sintese destas nanoparticulas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. SINTESE DO PBAE

A sintese do PBAE foi realizada de acordo com a metodologia
apresentada por Mangraviti et al (2015). Primeiramente, um polimero base é
sintetizado através da Adicao de Michael, em que um aminoalcool (S) € adicionado a
um diacrilato (B) na propor¢édo de 1:1,2 em mol. A reagéo ocorre a 90°C durante 24
horas, sob agitagdo. Posteriormente, o polimero € solubilizado em DMSO
(dimetilsulféxido), e pequenas moléculas que contém aminas (E) sdo adicionadas e
a reagao se processa a temperatura ambiente durante uma hora sob agitacdo. Foi
sintetizado o PBAE 557, que apresentou melhores niveis de transfec¢do segundo o
grupo de pesquisa Nano-Cell interactions (Anexo 1). A Figura 2, apresentada no item
2.2, contétm um esquema da reacdo e a Tabela 2 apresenta 0os monOmeros
utilizados.

Tabela 2 - Mondmeros utilizados para a sintese dos PBAEs.

B S E
PBAE

Nome Marca Nome Marca Nome Marca

_ o _ 1-(8-amino
1,5-Bis(acriloil Chem 5-Amino-  Chem _ _ Alfa
propil)- 4-metil 557

oxi) pentano  Cruz/ TCl 1-pentanol Cruz _ _ Aesar

piperazina

3.2. CARACTERIZACAO DO PBAE

A massa molar do polimero sintetizado foi obtida através de cromatografia
de permeacdo em gel (GPC). As amostras foram solubilizadas em THF a uma
concentracdo de 10 mg/mL. Apéds filtrar, as amostras foram submetidas a
cromatografia no equipamento OmniSEC (Malvern Instruments, Worcestershire, UK).
Os resultados foram obtidos em relagcdo ao padrdo de poliestireno. O equipamento
forneceu os dados de massa molar numérica média e ponderal média e a
polidispersidade foi calculada dividindo-se a ponderal pela numérica. Para todos os

ensaios posteriores, foi utilizado o PBAE sintetizado de menor polidispersidade.



43

Para confirmar a estrutura quimica do polimero, foi utilizada a ressonancia
magnética nuclear de proton ('H). Para isso, o PBAE 557 foi dissolvido em DMSO
deuterado na concentracao de 1 mM e os espectros foram obtidos no equipamento
RMN Bruker Avance 1ll 400 MHz. Foram obtidos espectros ap6s a primeira etapa da

reacao e apos o término da segunda.

3.3. COMPLEXACAO DO PBAE COM pDNA PELO METODO CONVENCIONAL
BULK

Primeiramente, o plasmideo pEGFP-N1 (BD Biosciences Clontech, Palo
Alto, EUA) foi amplificado e purificado conforme descrito por Radaic, de Paula e de
Jesus (2014), utilizando o kit PureLink HiPure Plasmid DNA Purification Kit-Maxiprep
(Invitrogen, EUA). A concentracao e pureza do DNA foram obtidas através do leitor
de placas Cytation5 (Biotek, EUA) a 260 nm. Os plasmideos foram aceitos para uso
quando o indice A260/A280 era maior que 1,8.

Para a preparacdo da amostra de nanoparticulas, o PBAE e o pDNA
foram diluidos separadamente em tampao acetato de sédio 25 mM (pH 5). Para a
complexacao, as solugcdes foram misturadas e esperou-se o tempo de incubacéo.

Foram realizados diversos ensaios em bulk, para os quais foram
empregadas metodologias diferentes, variando ordem de adicdo dos reagentes
(PBAE adicionado no pDNA ou o inverso), razdo massica (de 0,25 a 90), tipo de
mistura (pipetagem ou vortex), tipo de pipetagem para adicdo dos reagentes (normal
ou reversa) e tempo de complexacao (0 a 40 minutos).

3.4. VERIFICACAO DA INCORPORACAO DO DNA

A verificagdo da complexacdo do polimero com o pDNA foi realizada
através de ensaio de retardo na mobilidade eletroforética em gel de agarose. Para
isso, em uma cuba eletroforética, foram preparados 70ml de gel de agarose com
tampao TAE, corado com brometo de etidio. Cada amostra continha 1 pug de DNA e
a respectiva massa de PBAE, dependendo da razdo madssica. Antes de serem
inseridas no gel, adicionou-se as amostras glicerol (1%). Foi inserida uma amostra

de pDNA puro (sem polimero) para controle. Na cuba, as nanoparticulas foram
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submetidas a uma diferenca de potencial de 60V durante 45 minutos. A leitura do gel

foi feita no foto documentador ChemiDoc (Bio-Rad®).
3.5. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS NANOPARTICULAS
3.5.1. Diametro e indice de polidispersidade

O diametro das nanoparticulas e o indice de polidispersidade foram
obtidos através do espalhamento dindmico de luz (dynamic light scattering — DLS)
no equipamento Zetasizer Nano S90 (Malvern Instruments, Worcestershire, UK).

Para a realizagdo das medidas, amostras de nanoparticulas ja
sintetizadas, contendo 1 pg de DNA e a respectiva massa de PBAE (de acordo com
a razao massica) foram diluidas em agua para completar um volume de 800 pl e os

dados coletados a 25°C.
3.5.2. Potencial Zeta

O potencial zeta das nanoparticulas foi medido através da velocidade de
mobilidade eletroforética, através da exposicdo das amostras a um campo elétrico
no equipamento Zetasizer Nano S90 (Malvern Instruments, Worcestershire, UK).

Para a realizacdo das medidas, foram utilizadas amostras iguais as do
item 3.5.1. A medida foi feita a 25°C.

3.5.3. Morfologia

A morfologia das nanoparticulas foi verificada através da microscopia
eletrénica de transmissdo no microscopio Tecnai G2 Spirit BioTWIN (FEI Company).
As amostras foram diluidas em tampéo acetato de sédio 25 mM e inseridas em uma
grade de cobre. Apés, foram coradas com acetato de uranila 2%. A grade foi
mantida sob vacuo até a realizacao da leitura.

A verificacdo da morfologia foi realizada apenas para uma condicao de

sintese de nanoparticulas em microfluidica.
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3.6. CULTURA DE CELULAS

Foram utilizadas células de cancer de préstata (PC3) e células epiteliais
normais da préstata (PNT-2). A cultura foi realizada em meio RPMI 1640 (Lonza),
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativo (Sigma) e 1% de uma
combinacdo de penicilina (Sigma) e estreptomicina (Sigma). As células foram
mantidas em estufa a 37 °C, com atmosfera de 5% de CO; e foram repicadas trés

vezes por semana até atingirem a confluéncia.

3.7. TRANSFECCAO

A avaliacdo da transfeccdo foi realizada através do monitoramento da
expressao da proteina GFP através do plasmideo pEGFP-N1 presente nas
nanoparticulas.

Primeiramente, 100.000 células por pog¢o foram plaqueadas em placas de
12 pocos. No dia seguinte, o meio suplementado em que as células foram cultivadas
foi retirado. Apés, as nanoparticulas sintetizadas foram adicionadas as células em
meio de cultura RPMI 1640 (Lonza) ndo suplementado. Apds um tempo minimo de 4
horas de contato das particulas com as células, a solu¢ao adicionada foi removida e
o meio suplementado foi novamente colocado. Ap6s 24 horas, foram obtidas
imagens das células através do microscépio invertido Cytation 5 (Biotek, EUA). Ja a
avaliacao da eficiéncia de transfeccéo foi feita por citometria de fluxo, onde amostras
foram analisadas (10.000 eventos por amostra) em citdmetro de fluxo FACSCalibur
(Beckton Dickinson), utilizando-se o programa CellQuest 2.8. A andlise da
porcentagem das diferentes populagbes GFP positivas foi feita utilizando-se o
programa FlowJo (Treestar — versao 7.6.1 para Windows).

3.8. DESENVOLVIMENTO DE DISPOSITIVOS MICROFLUIDICOS

A fabricagdo dos dispositivos microfluidicos foi realizada no Laboratério
de Microfabricacédo (LMF) no Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais
(CNPEM). A metodologia empregada foi a litografia macia, descrita pelo grupo de
pesquisa LaNBDA (BALBINO et al., 2013). Foram utilizados os moldes ja
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empregados pelo grupo (PESSOA; SIPOLI; DE LA TORRE, 2017), tendo sido

necessaria apenas a réplica dos dispositivos.

3.9. SINTESE DE NANOPARTICULAS EM MICRODISPOSITIVOS

A metodologia para a sintese de nanoparticulas através da microfluidica
foi baseada no procedimento empregado para a formagdo de lipossomas em
dispositivos microfluidicos descrito pelo grupo de pesquisa LaNBDA (BALBINO et
al., 2013) e em Wilson et al. (2017). O processo de sintese foi aperfeicoado ao longo
do trabalho, visto que ndo h& na literatura método estabelecido para a producéo do
complexo PBAE/DNA e estudos da otimizagdo do processo.

Para a sintese das nanoparticulas em microfluidica, foram utilizados trés
dispositivos. Dois deles tém o processo controlado por difusdo (Figura 17 A e B),
divergindo apenas no tempo de residéncia. O outro (Figura 17C) tem o processo
controlado por adveccdo caotica. Os dispositivos foram estudados previamente para
a sintese de nanoparticulas de quitosana/ATP (PESSOA; SIPOLI; DE LA TORRE,
2017)

O dispositivo que apresentou melhor desempenho em relacdo as
propriedades fisico-quimicas e biolégicas das nanoparticulas sintetizadas foi
investigado mais detalhadamente em relacdo as condigdes de processo (vazédo do
sistema e proporcao entre as correntes).
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Figura 17 - Esquema de microdispositivos que foram utilizados para sintese de nanoparticulas de
PBAE/DNA. (A) Dispositivo simples de focalizagdo hidrodindmica D-simples, em que o processo é
controlado por difus&o. (B) Dispositivo D-longo; (C) Dispositivo com canais com barreiras D-barreiras,
em que o processo é controlado por advecgao cadtica (Pessoa, Sipoli, de la Torre, 2017).



47

3.10. ENSAIOS DE FLUORESCENCIA

Para se avaliar a eficiéncia da mistura em cada dispositivo, foram
realizados ensaios de fluorescéncia, em que se adicionou o corante sulforodamina B
a uma concentracao de 0,01M na corrente central aquosa. Uma das correntes
laterais era de tampéao acetato de sédio com PBAE e a outra apenas com acetato de
sodio. Com as imagens obtidas por microscopia, foi possivel quantificar a eficiéncia
da mistura através do indice de mistura (M). Baseando-se na intensidade de pixels
das imagens, o software ImagedJ gera um perfil de intensidade ao longo de uma
seccao transversal do canal. A intensidade de pixels € proporcional a concentragéo
do corante e a partir da qual se pode calcular o M (PESSOA; SIPOLI; DE LA
TORRE, 2017). Para o calculo, primeiramente obtém-se a variancia da amostra,

2 —ty)?
o= N

na qual c; € a intensidade de fluorescéncia em um ponto i, ¢, € a intensidade de

dada por:

Equacao 3

fluorescéncia média da amostra e N € o niumero de eventos no espagco amostral.

Com a variancia, pode-se calcular o indice de mistura através da Equagéo 4:

M=1-

2
Omax

Equacao 4
em que Omax € @ maxima variancia encontrada na amostra.
Um indice de mistura M=1 indica uma mistura completa, j&a M=0, indica

que n&o houve mistura.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta dissertacdo de mestrado é o trabalho inicial envolvendo a formacéo
de nanoparticulas com PBAE do grupo de pesquisa LaNBDA, coordenado pela
Professora Doutora Lucimara Gaziola de la Torre. Este também € um dos trabalhos
iniciais de pesquisa desenvolvidos pelo Laboratério Nano-Cell Interactions
coordenado pelo Professor Marcelo Bispo de Jesus e também co-orientador desta
dissertacao.

Assim, este trabalho tem como principal objetivo a investigacdo da
complexacao entre PBAE e DNA e a consequente formacao de nanoparticulas que
podem ser utilizadas como vetores para terapia génica. Como a literatura descreve
diferentes protocolos de complexacdo entre DNA e PBAE, a primeira etapa desta
investigacao teve como meta avaliar e padronizar o0 método de sintese das
nanoparticulas em sistema bulk, para, posteriormente, migrar para a microfluidica,
usada como ferramenta para observar, analisar e entender o processo de formacgao
das nanoparticulas PBAE/DNA. Dessa forma, & possivel definir a melhor rota de
sintese, bem como as caracteristicas fisico-quimicas necessarias para futuras
aplicac6es em terapia génica.

Para isso, o PBAE 557 foi definido como objeto de estudo. Esta escolha
foi feita a partir de uma triagem inicial realizada pelo grupo Nano-Cell, que investigou
trés diferentes PBAEs (556, 557 e 558). Esses polimeros foram previamente
selecionados tendo como base a eficiéncia de transfeccdo em células da retina,
reportada por Sunshine et al. (2012). Nesta investigacdo preliminar, os polimeros
foram complexados em processo bulk com DNA plasmidial pGFP N1 nas razdes
massicas 30, 45 e 60 (massa do polimero/massa de DNA) e as nanoparticulas
resultantes foram utilizadas para tratar células PC3 (prostate cancer - cancer de
prostata) e PNT2 (normal prostate epithelium - normais do epitélio da prostata).
Através de andlise da eficiéncia de transfeccdo nessas células, verificou-se que o
polimero 557 apresenta niveis maiores (~60% para PC3 e 40% para PNT2), o que o
torna mais promissor para ser um vetor de acidos nucleicos para esse tipo de célula.
Além disso, também foi possivel observar que a razao massica 30 obteve melhores

resultados. Estes resultados estdo apresentados no Anexo I.
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4.1. SINTESE E CARACTERIZACAO DO PBAE

O PBAE 557 foi sintetizado através da adicdo de Michael realizada em
duas etapas. Na primeira, forma-se a cadeia central, constituida pelos monémeros
1,5-Bis(acriloil oxi) pentano (representado pelo nimero 5) e 5-Amino -1-pentanol
(representado também pelo numero 5). Na segunda etapa ocorre a finalizacao das
laterais da cadeia central com a adicdo do end-cap 1-(3-amino propil)-4-metil

piperazina (representado pelo numero 7) (Figura 18).

Etapa 1
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(55)
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Figura 18 — llustragédo da reacéo de sintese de uma molécula de PBAE 557.

Para verificar se a sintese ocorreu de forma eficiente e a estrutura
quimica do polimero, utilizou-se a técnica de ressonancia magnética nuclear de
prétons ('H) apés cada etapa da sintese, conforme apresentado na Figura 19.

O primeiro espectro de H (Figura 19A) foi obtido ap6s a primeira etapa da
reacdo, em que ocorre a formacgdo e crescimento da cadeia principal. E possivel
observar deslocamentos quimicos referentes a fungdo acrilato ao redor de 6ppm,
destacados na Figura 19A. Ja o segundo espectro de H (Figura 19B) foi obtido apds
a segunda etapa da reacdao, em que ocorre a funcionalizacdo das terminacoes
acrilicas com o end-cap. Essa funcionalizagcao é comprovada pelo desaparecimento
dos deslocamentos da fungao acrilica em 6ppm, 0 que sugere que as terminagdes
fizeram parte da reacao com o end-cap.
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Figura 19 — Espectros de ressonancia magnética nuclear de prétons ('H) do polimero 557. (A)
Espectro obtido apds a primeira etapa de sintese; (B) Espectro obtido apds a segunda etapa da
sintese. A marcagao indica os deslocamentos caracteristicos da fungéo acrilato (A) e seu posterior
desaparecimento em funcao da funcionalizagao da cadeia que ocorre nas terminagdes acrilicas (B).

Os H espectros encontrados estdo de acordo com a literatura, que
também verifica a eficacia da primeira etapa da sintese de PBAE pelos
deslocamentos caracteristicos da fungdo acrilato entre 5,8 e 6,5 ppm e a
funcionalizacdo com end-cap através do desaparecimento desses deslocamentos
(TZENG; GREEN, 2013).

Apbs confirmar a estrutura quimica do PBAE 557 sintetizado, o polimero
foi caracterizado de acordo com a massa molar através da técnica de cromatografia
de permeacao em gel, utilizando poliestireno como padrdo. O polimero foi
sintetizado em 6 replicatas independentes, sendo em seguida avaliado em termos
da massa molar. Assim, a massa molar média variou de 2,0 a 3,8 kDa e a
dispersidade ficou em uma faixa de 1,3 a 2,1. Os resultados de massa molar e
dispersidade estdo de acordo com o descrito na literatura cientifica, que apresenta
massas molares de PBAEs variando de 2 a 120 kDa, dependendo dos monémeros
utilizados e condicdes do processo de sintese (LYNN et al, 2001; BHISE et al,,

2010). Além disso, PBAEs obtidos através de adicdo de Michael geralmente
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apresentam polidispersidade relativamente alta (PDI>1,3) (LIU et al, 2018;
ELTOUKHY et al., 2013; KIM et al., 2005).

Desta forma, o procedimento adotado permitiu a sintese adequada do
polimero 557, possibilitando os estudos da formagéao das nanoparticulas PBAE/DNA.

4.2. INVESTIGACAO E PADRONIZACAO DA SINTESE DAS NANOPARTICULAS
PBAE/DNA ATRAVES DO METODO BULK

Apbs a sintese e caracterizacdo do polimero PBAE 557, buscou-se
investigar e padronizar a sintese das nanoparticulas PBAE/DNA em sistema bulk,
formadas a partir da complexacao eletrostatica entre o polimero e o acido nucleico.

Diversos trabalhos da literatura reportam a sintese dessas nanoparticulas
em bulk. No entanto, existem diversas divergéncias entre os métodos, como, por
exemplo, quanto a forma de mistura, ordem de adigcdo dos reagentes, e tempo de
complexacdo. Em fungédo disso, neste trabalho, o impacto de cada varidvel nas
caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas foi estudado, até que um padrao
de metodologia foi estabelecido para as demais sinteses utilizadas para comparacao
com o método microfluidico (ltem 4.3). Desta forma, é possivel identificar os

principais parametros que influenciam na formag&o das nanoparticulas.
4.2.1. Avaliacao de diferentes tipos de mistura: pipetagem e vortex

A literatura apresenta divergéncias em relacdo a maneira de se misturar o
PBAE com o DNA para a sintese de nanoparticulas. H& trabalhos que utilizam
simples pipetagem (SUNSHINE et al., 2012; ELTOUKHY et al., 2012), outros que
sugerem realizar uma mistura de maneira mais vigorosa (VUORIMAA et al., 2011;
ZUGATES et al., 2007; KIM et al., 2013; BISHOP et al., 2013; RATA-AGUILAR et al.,
2015) e ainda ha aqueles que utilizam vértex (LYNN; LANGER, 2000; GREEN et al.,
2009; ZHOU et al., 2016).

A fim de verificar qual método resulta em melhores caracteristicas fisico-
quimicas, foram testadas 4 condicbes de mistura diferentes: vortex em alta
velocidade por 30 e 10 segundos, vortex em velocidade média por 10 segundos e
pipetagem. A pipetagem foi realizada de modo a simular uma condi¢do de mistura
mais branda, com minima influéncia convectiva. J& a mistura utilizando o
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equipamento de laboratério - o vértex, promove a mistura do fluido a partir de um
movimento mecanico oscilatorio, que transmite essa energia para o tubo que contém
fluido. Assim, no interior dos tubos, vértices sado criados, permitindo a mistura do
fluido com grande contribuicdo convectiva. Comparativamente a pipetagem, a
mistura via vortex foi considerada mais vigorosa.

Assim, a partir das duas técnicas laboratoriais de mistura, pode-se avaliar
o respectivo efeito nas propriedades coloidais como didmetro hidrodindmico,
potencial zeta e indice de polidispersidade. Estes resultados estdo apresentados na
Figura 20.
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Figura 20 — Caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas PBAE/DNA em fungédo do tipo de
mistura. (A) Diametro médio hidrodinamico; (B) Potencial Zeta; (C) PDI. *A maioria dos dados de
diametro e PDI obtidos nao estavam de acordo com o quality report do equipamento.

A partir da Figura 20, pode-se observar que o tipo de mistura apresenta
influéncia significativa nas propriedades coloidais. Uma mistura mais vigorosa, como
o vértex, favorece maior agregacgao, gerando nanoparticulas com maiores diametros,
chegando a escala de micrémetros (Figura 19A). E também interessante notar que a

intensidade e tempo de aplicagdo do vortex também influenciam no didmetro. O
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maior tempo de agitacdo (30 segundos) e a maior velocidade geram particulas de
maior diametro. Em contrapartida, a polidispersidade também se mantém mais
elevada (Figura 20C), comparativamente aos outros métodos, indicando que este
processo gera complexos PBAE/DNA desorganizados. Essa desorganizagao gera
agregados de menor potencial zeta, sugerindo a reticulacéo entre particulas.

Ja em uma condicdo de mistura mais amena, como na pipetagem, o
didmetro hidrodinamico é menor, cerca de 600 nm (Figura 20A), e com menor PDI
(Figura 20C), sugerindo que a associagdo PBAE/DNA ocorre de forma proporcional
e homogénea. Esse comportamento é refletido pelo potencial zeta, que alcanga
maiores valores (Figura 20B), comparativamente.

Desta forma, uma mistura mais vigorosa gera nanoparticulas nao
uniformes, dado o indice de polidispersidade elevado. Além disso, nota-se que o
desvio padrdao das medidas é maior no caso de agitagdo por vortex, o que mostra
gue a agregacao ocorre de forma mais aleatéria do que no caso da pipetagem, que
apresenta desvios menores.

E importante ressaltar que a maior parte dos dados de diametro e PDI
nao estavam de acordo com o quality report do equipamento de DLS para o caso de
vortex. Isso ocorre quando a correlagdo matematica do Zetasizer ndo se aplica as
amostras, o que pode ocorrer quando se tem uma amostra muito heterogénea, como
acontece no caso de agitacdo por vértex em alta velocidade, que apresenta valor
elevado de polidispersidade.

A partir desses experimentos, pode-se inferir que agitacdes mais brandas
geram complexos PBAE/DNA com menores diametros, polidispersidade e maior
potencial zeta. Assim, considerando os resultados obtidos, padronizou-se a
pipetagem como técnica laboratorial para agitagao dos componentes.

4.2.2. Avaliacao de diferentes maneiras de pipetagem de reagentes: normal ou

reversa

A maneira como se realiza a pipetagem para adicdo dos componentes
pode ser fonte de erro e nao reprodutibilidade de resultados. Para liquidos viscosos,
como é o caso da solugdo de PBAE, recomenda-se a utilizagdo de pipetagem
reversa (MARX, 2014), em que se pega um excesso de liquido na ponteira que nao
€ dispensado na amostra. Isso é feito para evitar que uma porcao de liquido que
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pode ter ficado aderida a ponteira ndo seja dispensada, que poderia ocasionar erros
de volume e, consequentemente, inconsisténcia nos resultados. Essas diferencas
podem ser significativas quando se trata de material viscoso, como o caso da
solucéo de PBAE.

Em geral, os trabalhos sobre nanoparticulas de PBAE néo fornecem esse
tipo de detalhe da metodologia. Dessa forma, buscou-se investigar se a pipetagem
tem influéncia nas caracteristicas das nanoparticulas. Foram sintetizadas
nanoparticulas de PBAE/DNA utilizando pipetagem normal ou reversa para a

solucao polimérica. As medidas das propriedades estao ilustradas na Figura 21.
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Figura 21 — Caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas PBAE/DNA de acordo com o tipo de
pipetagem (normal ou reversa). (A) Diametro médio hidrodinamico; (B) Potencial Zeta; (C) PDI.

Apesar de os desvios padrdo serem maiores no caso de pipetagem
normal, ndo ha diferenca estatistica entre as medidas das diferentes pipetagens.
Para o indice de polidispersidade, ha uma pequena diferenca que pode ser
considerada irrelevante (de 0,14 para 0,18).

Embora o tipo de pipetagem ndo se mostrou influente sobre as
propriedades coloidais das nanoparticulas, a pipetagem normal foi realizada com
cautela, evitando a perda de material na ponteira e também o excesso de gotas que

podem ficar aderidas na parte externa da ponteira. Assim, para um procedimento
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mais simples e menos detalhado, optou-se por padronizar a sintese das

nanoparticulas PBAE/DNA utilizando a pipetagem reversa.

4.2.3. Avaliacao da ordem de adicao dos reagentes: adicionar PBAE no DNA ou
DNA no PBAE

Nos trabalhos presentes na literatura que abordam a sintese de
nanoparticulas PBAE/DNA através do método bulk ndo ha concordancia sobre a
ordem de adicao dos reagentes. Ha estudos que sugerem adicionar o PBAE no DNA
(GREEN et al.,, 2009; ANDERSON et al., 2014; BISHOP et al., 2013; AKINC et al.,
2003; ZHOU et al, 2016), outros indicam adicionar o DNA no PBAE (RATA-
AGUILAR et al., 2015; LYNN; LANGER, 2000) e ha também aqueles que nao
mencionam a ordem de adicdo (SUNSHINE et al., 2012; TZENG et al., 2011;
VUORIMAA et al., 2011; ZUGATES et al., 2007; KIM et al., 2013).

Além disso, para outros polimeros, como a polietilenoimina (PEI), a ordem
de adicao é de grande importancia. Foi verificado que adicionar o polimero no DNA
pode ser até 10 vezes mais eficiente para se obter as melhores propriedades finais
das nanoparticulas (KOH et al., 2009). Em contraste, um estudo com co-polimeros
de poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAm) mostrou que ao se adicionar o DNA na
solugdo de polimero, foram obtidas nanoparticulas menores que 200 nm de
didmetro, enquanto ao se alterar a sequéncia de adicdo, foram obtidas
nanoparticulas muito maiores (>800 nm) e multiplos agregados foram formados,
prejudicando a aplicacao (TWAITES et al., 2004).

Com a discrepancia da literatura e os diferentes comportamentos de
diversos polimeros, fez-se importante investigar como a ordem de adicao pode
influenciar nas propriedades das nanoparticulas PBAE/DNA. Assim, as
nanoparticulas foram sintetizadas em bulk adicionando-se o PBAE no DNA e outras
amostras foram preparadas na ordem inversa, colocando o DNA no PBAE. As
caracteristicas fisico-quimicas encontradas por DLS estado representadas na Figura
22.
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Figura 22 — Caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas PBAE/DNA de acordo com a ordem
de adicao dos reagentes. (A) Diametro médio; (B) Potencial Zeta; (C) PDI.

Com os resultados obtidos verificou-se que nao ha diferenca estatistica
entre as caracteristicas obtidas pelas diferentes sequéncias de adi¢do do polimero e
acido nucleico. Portanto, pode-se concluir que para a sintese de nanoparticulas do
PBAE 557 com DNA a ordem de adicdo dos reagentes nao interfere nas

propriedades fisico-quimicas finais.

4.2.4. Efeito da razao massica PBAE/DNA nas propriedades coloidais

O grupo de pesquisa do Professor Marcelo Bispo de Jesus (Nano-Cell
Interactions Lab) mostrou que diferentes razdes massicas entre PBAE e DNA nas
nanoparticulas levam a eficiéncias de transfecgao distintas (Anexo I).

Com o intuito de investigar essa divergéncia, sintetizaram-se
nanoparticulas com diversas razdes massicas e suas caracteristicas fisico-quimicas
foram avaliadas. As razdes massicas estudadas variaram na faixa de 0,25 a 90
(Figura 23).
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Figura 23 — Caracteristicas fisico-quimicas de nanoparticulas PBAE/DNA de acordo com a razao
massica. (A) Diametro médio hidrodinamico e potencial zeta; (B) PDI.

Conforme ilustrado na Figura 23, as caracteristicas fisico-quimicas das
nanoparticulas variam com a razdo massica. Abaixo da razdo 1, ha excesso de
DNA, de modo que sua carga negativa prevalece, fazendo com que o potencial zeta
seja negativo. Nesse caso, a aplicacao para terapia génica pode ser prejudicada, ja
gue a membrana celular possui carater aniénico, o que dificultaria a internalizacéao
de particulas carregadas negativamente.

Entre as razbes massicas 1 e 5, existe uma regiao de isoneutralidade, em
que o potencial zeta € préximo de 0. Devido ao baixo valor absoluto do potencial
zeta, o sistema coloidal é mais instavel, o que faz com que haja maior agregacao
entre as particulas e, consequentemente, maior tamanho, chegando até a escala de

micrometros. Quando o potencial zeta é mais elevado, as nanoparticulas tendem a
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se repelir, evitando, assim, a agregacao entre elas e a formagao de complexos
maiores (HEURTAULT et al., 2003).

Na faixa de razdao massica de 10 a 45, nota-se uma estabilidade no
didmetro e no potencial zeta, que sugere que, nessa regiao, hd uma complexagao
organizada do PBAE com o DNA. E importante salientar que de 15 a 45 os desvios
padrao sdo mais baixos, o que sugere uma uniformidade maior das amostras. A
partir da razdo massica 60, ha, provavelmente, um excesso de PBAE que pode estar
se agregando e formando particulas maiores. Ja4 o indice de polidispersidade se
mantém estavel entre as razées 1 e 90.

Ponderando os resultados obtidos, considera-se a faixa de 15 a 45 ideal
para atingir as melhores caracteristicas fisico-quimicas.

Os resultados obtidos estdo de acordo com o que foi reportado na
literatura. A faixa étima de razdo massica depende do tipo de PBAE. No entanto,
para razdes massicas muito baixas, as nanoparticulas possuem carga negativa ou
positiva fraca, o que faz com que se agreguem e formem complexos maiores.
Aumentando-se a razao massica, a carga positiva é intensificada e formam-se
nanoparticulas menores (WU et al., 2006).

Também foi verificada a associagdo do DNA com o PBAE através de
ensaio de retardo na mobilidade eletroforética em gel de agarose (Figura 24). Foi
demonstrado que para todas as razées massicas maiores que 5, em que a
nanoparticula resultante é positiva, ndo ha liberacdo do DNA.
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Figura 24 — Ensaio de retardo na mobilidade eletroforética em gel de agarose de nanoparticulas
PBAE/DNA de acordo com a razao massica.

Embora as propriedades fisico-quimicas na faixa de razdo massica de 15
a 45 sejam adequadas, como ja mostrado pelo grupo Nano-Cell, a transfeccao de
células PC3 e PNT2 é melhor quando mediada por nanoparticulas de razdo massica
30 (Anexo I). Sendo assim, definiu-se a razdo massica 30 para os proximos estudos

em sistemas microfluidicos.

4.2.5. Avaliacao de etapa adicional de liofilizacao

Nanoparticulas do polimero PBAE apresentam grande vantagem na
transfeccdo de células, pois possuem grande capacidade de entregar o material
genético nas células e sao biodegradaveis, em fungdo da hidrélise do grupo éster
(GREEN et al., 2009). Tais nanopatrticulas poliméricas sdo normalmente sintetizadas
em suspensdes aquosas. No entanto, as particulas sao fisicamente instaveis no
meio aquoso e podem sofrer agregacao e degradagao dependendo do tempo de
estocagem, danificando as propriedades originais e prejudicando seu uso. Dessa
forma, através da liofilizagao, é possivel manter a amostra intacta para futuros usos
(FONTE; REIS; SARMENTO, 2016).

A liofilizacado € um processo de congelamento e secagem que consiste
em trés etapas: primeiramente a amostra € rapidamente congelada, em ultrafreezer
(<90°C) ou com nitrogénio liquido (-190°C). Apds, a amostra é submetida a
sublimacdo e depois ocorre a dessorcdo de agua remanescente sob vacuo
(NIREESHA et al., 2013).
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Durante a etapa de congelamento, ocorre a formacgéo de cristais de gelo.
A cristalizacdo pode induzir ao cisalhamento mecanico das nanoparticulas,
causando desestabilizacdo e modificando suas propriedades. Para evitar que isso
ocorra, adiciona-se um crioprotetor a amostra antes de congela-la. O crioprotetor
forma uma matriz onde as nanoparticulas ficam imobilizadas, protegendo-as do
cisalhamento. Dentre o0s crioprotetores mais utilizados para nanoparticulas
poliméricas estao a sacarose e a trealose. A trealose apresenta algumas vantagens,
como ser menos higroscopica e menos reativa quimicamente (FONTE; REIS;
SARMENTO, 2016).

A literatura apresenta trabalhos que utilizam trealose (PFEIFER et al.,
2005) como crioprotetor de nanoparticulas de PBAE e também outros que usam
sacarose (TZENG et al.,, 2011). A fim de padronizar um protocolo de liofilizacao
adequado para as nanoparticulas PBAE/DNA deste trabalho, testou-se a utilizacao
de trealose como crioprotetor. As propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas
foram averiguadas antes e depois da liofilizagdo (Figura 25). Também foi feito ensaio
de retardo na mobilidade eletroforética em gel de agarose para verificar se a
liofilizacdo teria algum efeito sobre a associacao entre PBAE e DNA (Figura 26).
Caso houvesse DNA livre, isto é, ndo associado a nanoparticula, este iria migrar no
gel e uma banda similar ao do DNA livre seria identificada. A concentragdo de
trealose utilizada foi de 4% (massa/volume) (DE JESUS et al., 2014).
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Figura 25 — Caracteristicas fisico-quimicas de nanoparticulas PBAE/DNA frescas e liofilizadas.
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Figura 26 — Ensaio de retardo na mobilidade eletroforética em gel de agarose de DNA livre e de
nanoparticulas PBAE/DNA liofilizadas, utilizando trealose como crioprotetor.

Analisando os resultados obtidos, observa-se que ha diferenca entre o
tamanho das nanoparticulas. Porém, essa diferenca € muito pequena. Ja para o
potencial zeta houve uma grande queda do valor da amostra fresca e liofilizada. Tal
fato pode ter ocorrido devido a possivel formagao de ligacdes de hidrogénio entre a
trealose e as nanoparticulas. A carga positiva das nanoparticulas € proveniente da
protonacdo da amina do PBAE em pH &cido. Se a trealose faz ligacbes de
hidrogénio com esses grupos, a carga positiva é parcialmente neutralizada e a carga
da superficie diminui, ocasionando o decréscimo no valor do potencial zeta (POZO-
RODRIGUEZ et al., 2009). O préprio processo de secagem, com remocéo e adigao
de agua, pode ainda alterar a organizacao/associacdo das moléculas, levando a
alteracao das propriedades coloidais. No entanto, a diminui¢cdo da carga positiva nao
causa liberacao do DNA, como pode ser visto através da eletroforese (Figura 26).

Assim, confirmou-se que a trealose € um crioprotetor adequado para
nanoparticulas PBAE/DNA e, portanto, foi utilizada em todos os processos de

liofilizacao.

4.2.6. Avaliacao da cinética de complexacao entre PBAE e DNA nas
propriedades coloidais e biologicas

A literatura apresenta trabalhos de sintese de nanoparticulas PBAE/DNA
com diferentes tempos de complexacédo. A maioria deles varia entre 5 e 30 minutos
(ZUGATES et al., 2007; KIM et al., 2013; GREEN et al., 2009; WU et al., 2006;
RATA-AGUILAR et al., 2015). Ha também trabalhos que ndo mencionam o tempo de
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complexacao. Entédo, a fim de entender como o tempo de complexacéo influencia as

propriedades das nanoparticulas, variou-se a duracao da associagdo entre o PBAE

e 0 DNA de 0 a 40 minutos. Para que a mesma amostra pudesse ser utilizada em

diferentes ensaios (fisico-quimicos e biolégicos), foi necessario liofiliza-las, para que

nao houvesse qualquer interferéncia nos resultados em fungdo do tempo de

estocagem. Como ja padronizado no item 4.2.5, foi utilizada trealose como

crioprotetor, na concentragcéo de 4% (massa/volume).

Assim, para cada tempo, as caracteristicas fisico-quimicas, como

didmetro médio hidrodindmico, polidispersidade e potencial zeta foram determinados

(Figura 27).
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Aparentemente, os dados oscilam em torno de um valor médio. No entanto, nédo se
sabe sua influéncia nas caracteristicas biologicas.

A fim de verificar se o tempo de complexacao interfere na associagao do
DNA com o polimero, as amostras foram submetidas a um ensaio de eletroforese
em gel de agarose durante 45 minutos (Figura 28). A primeira banda corresponde ao
DNA plasmidial puro para comparagdo e os numeros referem-se aos tempos de
complexacao.

Figura 28 — Ensaio de retardo na mobilidade eletroforética em gel de agarose para amostras de
nanoparticulas PBAE/DNA com diferentes tempos de complexacéo.

Assim, a Figura 28 mostra que apenas o DNA puro (controle) corre no gel.
Isso indica que nas demais amostras a associagdo entre o PBAE e o DNA foi
efetiva, de maneira que o DNA ndo foi liberado durante a complexagcao ou enquanto
era submetido ao ensaio eletroforético. E interessante destacar que no tempo de 0
minutos também n&o houve arraste, 0 que sugere que a complexagao ocorre muito
rapidamente, podendo ser até instantanea. Esse resultado diverge do que é descrito
na literatura, que diz que € necessario aguardar de 5 a 30 minutos, em média, para
que a complexacao entre PBAE e DNA seja completa, como ja mencionado
anteriormente. Esta afirmagdo também é confirmada pela analise do didmetro em
funcado do tempo de complexacgao (Figura 27).

Sabendo-se que o DNA esta associado ao PBAE nas nanoparticulas
sintetizadas, buscou-se investigar a transfecgdo em células cancerosas e saudaveis.
Para isso, foram utilizadas células PC3 (cancer de préstata) e PNT2 (normais do
epitélio da prostata). Os resultados de eficiéncia de transfeccao estao reportados na
Figura 29. Para a realizagdo do ensaio, foram utilizadas as amostras ja liofilizadas.
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Figura 29 — Eficiéncia de transfeccdo em células PC3 e PNT2 de nanoparticulas PBAE/DNA
sintetizadas com diferentes tempos de complexacao.

N&o houve diferenca significativa entre as transfecgdes das diferentes
amostras de nanoparticulas sintetizadas com tempos de complexacao distintos. Tal
resultado demonstra que as propriedades das nanoparticulas sintetizadas nao
interferem na atividade biolégica. Portanto, uma faixa de didmetro entre 350 e 550
nm (Figura 27A) nao influencia os resultados de transfeccdo, o que estd de acordo
com outros estudos publicados, que mostram que, apesar de nanoparticulas de
tamanhos menores poderem ser internalizadas mais rapidamente pelas células,
essa faixa de variagdo nao prejudicaria a transfeccao (GRATTON et al., 2008).

Dessa forma, conclui-se que o periodo de 0 a 40 minutos é apropriado
para a sintese das nanoparticulas PBAE/DNA, ja que as caracteristicas fisico-
quimicas resultantes sdo adequadas para a transfecgao das células. Tal intervalo de
tempo sugere que a sintese desse tipo de nanoparticula € um processo robusto e
fornece uma margem de seguranga para O processo, que Nnao necessita ser
estritamente controlado.

Apesar de ndo haver influéncia do tempo nas transfecgbes, nota-se uma
diferenca entre a eficiéncia de transfecgdo das células PNT2 e PCS,
consistentemente maior nas células cancerigenas. O resultado pode estar associado
a prépria natureza da célula tumoral e normal. Células tumorais possuem mutagdes
genéticas que podem influenciar processos como a endocitose, geralmente
favorecendo a captacdo de nutrientes e outras moléculas para acompanhar o

crescimento desses tecidos. Isso faz com que a internalizacao de material genético
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e a posterior transfeccdo sejam diferentes em células cancerosas e saudaveis
(KONG et al., 2017).

Além disso, através desse ensaio, também foi possivel comprovar que a
liofilizacdo ndo possui impacto negativo na eficiéncia de transfeccao, visto que
atingiu niveis semelhantes aos previamente estudados (Anexo I).

Com todos os estudos realizados, foi possivel padronizar a sintese das
nanoparticulas PBAE/DNA em sistema bulk. Como algumas variaveis ndo tém
influéncia sobre as propriedades fisico-quimicas, a metodologia foi selecionada
arbitrariamente. A metodologia adotada foi, entao, utilizar pipetagem para agitacéo,
pipetagem reversa para dispensar o polimero no frasco, adicionar o DNA ao PBAE,
tempo de complexacdo de 20 minutos, razdo méassica PBAE/DNA de 30 e trealose

como crioprotetor na concentracao de 4% (massa/volume).

4.3. INVESTIGAGAO DA SINTESE DE NANOPARTICULAS PBAE/DNA ATRAVES
DE TECNOLOGIA MICROFLUIDICA

A microfluidica é uma técnica em que a operacdo do processo ocorre em
regime continuo. Como os escoamentos em sistemas microfluidicos operam
normalmente em regime laminar, os microdispositivos sdo modelos de reatores nédo
ideais, com perfil de velocidade e de concentracdo. A andlise dos eventos ao longo
do microcanal possibilita associar o tempo espacial com a evolu¢cdo do processo,
permitindo analisar os aspectos importantes que podem influenciar, por exemplo, em
uma complexacao eletrostatica. Neste caso, a analise combinada de transferéncia
de massa por difusdo e convecgao deve ser realizada. Esse recurso nao é possivel
para processos que ocorrem em batelada. Como a relagdo area/volume em
processos microfluidicos é muito maior quando comparada a macroescala, analises
de interagdes com a superficie dos microcanais também se tornam importantes.

Desta forma, visando investigar mais profundamente os mecanismos de
interacao eletrostatica entre o DNA e o PBAE, utilizou-se a tecnologia microfluidica
como ferramenta de observagédo. Através de sistemas microfluidicos, foi possivel
alterar diversos componentes do processo de sintese a fim de se analisar
individualmente seu efeito nas propriedades fisico-quimicas e biolégicas das

nanoparticulas.
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Existe apenas um trabalho na literatura que estuda a sintese de
nanoparticulas PBAE/DNA em microfluidica. Nesse estudo realizado por Wilson et
al. (2017), um dispositivo de focalizagdo hidrodinamica 3D foi utilizado.
Diferentemente desta dissertacao, o objetivo do trabalho foi sintetizar nanoparticulas
PBAE/DNA em uma escala consideravelmente alta (45ml/h) e verificar a durabilidade
das amostras liofilizadas e estocadas durante um periodo de tempo. Os mecanismos
de interagdo entre o polimero e o acido nucleico ndo foram investigados, e as
variaveis de processo foram analisadas superficialmente.

Processos de sintese de nanoparticulas poliméricas em dispositivos
microfluidicos 2D de focalizagdo hidrodindmica tém sido muito explorados na
literatura (BALBINO et al., 2013; PESSOA, SIPOLI, DE LA TORRE, 2017). No
entanto, ndo ha trabalhos utilizando geometria 2D e a sintese de nanoparticulas
baseadas em PBAE. Dessa forma, sabendo-se que a focalizagao hidrodinamica é
comumente utilizada para a sintese de nanoparticulas poliméricas, nesta
dissertagdo, foram estudados dispositivos microfluidicos de focalizagéo
hidrodinamica 2D (D-simples e D-longo). Além disso, no intuito de investigar o efeito
do tipo de mistura na complexacao entre PBAE e DNA, foi também empregado um
dispositivo com projecao de cotovelos e barreiras, que explora a adveccgao caodtica e
gera uma mistura mais eficiente (D-barreiras). Todos os dispositivos ja haviam sido
utilizados pelo grupo de pesquisa LaNBDA (BALBINO; AZZONI; DE LA TORRE,
2013; PESSOA; SIPOLI; DE LA TORRE, 2017) para a sintese de lipossomas
catibnicos e seus complexos e também para nanoparticulas de quitosana. Esses
dispositivos sdo canaletas que permitem o escoamento continuo e sdo construidos a
partir de técnica de litografia macia e possuem trés paredes do polimero PDMS (de
carater hidrofébico) e uma base de vidro (de carater hidrofilico).

4.3.1. Avaliacao das configuracoes de processo

A fim de se avaliar o comportamento da complexacdo em diferentes
formas de contatos entre os reagentes, foram analisadas duas configuracbes de
processo. Foi utilizado um dispositivo microfluidico de focalizagdo hidrodindmica em
formato T simples (D-simples), cujos canais possuem 140 um de largura, 50 um de
altura e 34 mm de comprimento da focalizagdo até a saida (Figura 17A). Como nao
ha trabalhos que reportam esse processo, a vazao total do sistema (Qr = 30 pl/min)
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foi escolhida baseada em estudos de sintese microfluidica de nanoparticulas de PEI
e DNA (CHEE et al,, 2009; DEBU; BECK-BROICHSITTER; KISSEL, 2012). Para
esse estudo inicial, manteve-se a proporgao entre as correntes laterais e a corrente
central a igual a 1. Essa proporcao € definida pelo FRR (flow rate ratio), dado pela
Equacéo 5.

2. Quaterais

FRR =
chntral

Equacéao 5
Na primeira configuracdo, a corrente central era constituida de DNA com
tampao acetato de sédio (pH 5) e as correntes laterais eram de PBAE 557 também
diluido em tampao acetato de soédio pH 5 (Figura 30A). Os reagentes foram
submetidos a um pH acido seguindo a metodologia bulk e o procedimento proposto
por Wilson et al. (2017). Sendo o FRR = 1, a vazao de DNA é de 15 ul/min e a das
correntes de PBAE de 7,5 ul/min cada uma. Na segunda configuracao, as correntes
foram invertidas, de modo que as laterais eram constituidas de DNA + tampao
acetato de sédio e o PBAE diluido no mesmo tampéao estava localizado na corrente
central (Figura 30B). Nesse caso, o valor das vazdes é de 15 pl/min para o PBAE e
7,5 pl/min para cada corrente de DNA. Para ambas as configuracées de processo,
as concentragOes finais de DNA (9,4 ug/ml) e de PBAE (281,25 pg/ml) eram a
mesma e foi estabelecida a razao massica PBAE/DNA de 30, como anteriormente
identificado como a de melhor resultado nos ensaios bioldgicos.
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Figura 30 — Configuracdes de processo para a sintese de nanoparticulas PBAE/DNA em dispositivo
microfluidico D-simples. (A) Corrente central de DNA e correntes laterais de PBAE. (B) Corrente
central de PBAE e correntes laterais de DNA. Todas as correntes estao diluidas em tampao acetato
de sodio pH 5. A vazao total das correntes é de Qr = 30 pl/min.

Através da Figura 30, nota-se que ha uma intensa precipitacao nos dois
casos. A precipitagdo ocorre a partir da fronteira entre as correntes e se acumula na
regidao de escoamento do DNA. Uma vez que a precipitacdo ocorreu apds o encontro
das correntes de PBAE e DNA, acredita-se que tanto o PBAE quanto o DNA estejam
precipitando.

Sendo o carater do PBAE hidrofobico, a primeira hipétese € de que o
polimero estaria sendo adsorvido no PDMS, também de carater hidrofébico. No
entanto, trabalhos relatam que a precipitacdo de polimeros em canais de PDMS,
como a PLGA, ocorre apenas para massas molares acima de 45 kDa (RHEE et al.,
2011), que equivale a 15 vezes a massa molar do PBAE 557 utilizado.

A outra provavel hipétese, entdo, é que o PBAE estaria precipitando no
vidro, no qual o dispositivo esta selado. Como o PBAE esta em meio 4cido, possui
carater catiénico, podendo, entdo, estar interagindo eletrostaticamente com o vidro
que é anibnico. Com o encontro das outras correntes, ocorre um disturbio no
sistema, de modo a iniciar a formagao de precipitado e ades&o no vidro.

Ja o DNA estd sob uma condigdo em que é susceptivel a precipitagao.
Em baixos valores de pH, o DNA perde ligacdes de hidrogénio, tornando-se menos
estavel e menos soluvel (THAPLYAL; BEVILACQUA, 2014). Dessa maneira, ao
encontrar a corrente de PBAE, o contato direto faz com que haja uma associagao
desbalanceada entre os reagentes, a qual atua como forca motriz para a
precipitacdo. Essa associacdo desbalanceada também ja foi identificada pelo grupo
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de pesquisa, investigando a formacdo de nanoparticulas de quitosana e ATP
(PESSOA; SIPOLI; DE LA TORRE, 2017).

Ao longo do tempo, a observacdo em microscopio invertido indica que o
precipitado aumenta nas duas condicdes de processo. Isso ocorre porque conforme
0 material se deposita no dispositivo, ocorre agregacao de PBAE e precipitacao de
DNA de forma descontrolada, como num processo de nucleacdo, aumentando o
volume do precipitado ao longo do tempo.

E interessante notar que o fendmeno de precipitagdo ocorre na regido
mais préxima ao DNA. No caso em que o DNA esta na regido central, é nessa
mesma regido que se observam os precipitados (Figura 30A) e quando o DNA esté
nas correntes laterais, o0 mesmo ocorre (Figura 30B). Este comportamento pode
provavelmente ser consequéncia de efeitos de difusdo. O plasmideo de DNA
utilizado possui 4728 pares de base. Estima-se que, para DNA dupla fita, cada base
equivale a 650 Da (MANIATIS; JEFFREY; VAN de SANDE, 1975). Sendo assim, a
massa molar do pDNA é de cerca de 3000 kDa. J& a massa molar do polimero
PBAE 557 é de, em média, 3 kDa, como descrito no item 4.1. Dessa forma, o DNA é
aproximadamente mil vezes maior que o polimero. Como a difusividade é
inversamente proporcional ao tamanho, o PBAE se difunde mais rapidamente do
que o DNA. Além disso, o fluxo difusivo, dado pela Primeira Lei de Fick (Equacao 6),
esta diretamente associado ao gradiente de concentracao.

_ 46
]A,Z_ AB dZ

Equacao 6
. . . ~ dCy - .~
J se refere ao fluxo, Dag é o coeficiente de difusao e d—ZA € a variagao da

concentracao ao longo do eixo z.

Sendo a concentracdo do PBAE 30 vezes maior que a concentragao do
DNA (em funcéo da razdo massica 30), o fluxo difusivo de PBAE & maior que o de
acido nucleico. Portanto, entende-se que a precipitacdo ocorre na regidao de
escoamento do DNA devido a combinacdo de dois fatores, a difusividade mais
rapida do polimero em funcdo de sua baixa massa molar e o fluxo difusivo mais
intenso do PBAE em fungéo de sua maior variacdo de concentragao.

Apesar das precipitacdes encontradas, as caracteristicas fisico-quimicas
das nanoparticulas formadas foram analisadas por DLS. Para o processo com DNA

na corrente central, obteve-se 713,3 + 41,0 nm de didmetro médio, 0,305 + 0,207 de
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PDI e 31,0 £ 3,5 mV de potencial zeta. Os valores de diametro e PDI sdo apenas
representativos, ja que ndo estavam adequados aos critérios do equipamento. Ja
para o processo em que a corrente central era de PBAE, encontrou-se um diametro
médio de 373,3 + 7,4 nm, PDIl de 0,176 + 0,012 e potencial zeta de 13,8 £ 15,2 mV.

Analisando os dados adquiridos, nota-se que as propriedades de tamanho
e PDI do processo em que o DNA esta na corrente central apresentam grandes
valores de erro. O mesmo ocorre para o potencial zeta do processo com o polimero
no centro. Isso era esperado, ja que houve intensa precipitacdo e a agregacao entre
o PBAE e o DNA ocorreu de forma desbalanceada, gerando nanoparticulas nao
uniformes. Apesar de alguns valores se apresentarem adequados, como o diametro
do processo com polimero central e o potencial zeta do processo com DNA central,
a distribuicdo de tamanhos é bastante larga, com tamanhos variando entre 100 e
1000 nm, como mostrada na Figura 31.
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Figura 31 - Distribuicdo de caracteristicas fisico-quimicas de nanoparticulas PBAE/DNA. (A)
Distribuicdo de potencial zeta para o processo em que a corrente central € de DNA. (B) Distribuicao
de tamanho por niUmero no processo em que a corrente central é de PBAE.

Visando modificar o modo de contato das correntes de maneira a diminuir
a precipitagcéo, testou-se a inclusdo de uma corrente de tampao acetato de sodio
central (Figura 33), a fim de se criar uma barreira difusiva para os componentes, de
modo a gerar uma associacao mais gradativa e balanceada entre as moléculas. O
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mesmo procedimento foi empregado para evitar a formacédo de precipitados na
sintese de nanoparticulas de quitosana/ATP pelo grupo de pesquisa LANBDA
(PESSOA; SIPOLI; DE LA TORRE, 2017). No trabalho de Pessoa, Sipoli e de la
Torre (2017), a introducdo de uma corrente central aquosa acidificada aumentou o
comprimento de difusdo (ws, Figura 32) entre as moléculas de quitosana e ATP, que
criou, em conjunto com a velocidade do fluxo, um tempo espacial maior para a
formacdo das nanoparticulas. Isso evitou a formacdo de microestruturas que

precipitavam no microcanal.

Figura 32 — Configuracao de processo para a sintese de nanoparticulas de quitosana e ATP, na qual
ha uma corrente central aquosa que cria um caminho difusivo wy. (Pessoa, Sipoli e de la Torre, 2017).

Sendo assim, para a nova configuracdo de processo na sintese de
nanoparticulas PBAE/DNA, as correntes de DNA e de polimero foram diluidas no
mesmo tampao acetato de sédio (pH 5) da corrente central. Manteve-se a mesma
vazao total de 30 ul/min e FRR de 1, sendo assim, a vazao de tampéao de 15 pl/min e

a vazao da corrente de polimero e de DNA de 7,5 pl/min.
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Figura 33 — Configuracdo de processo para sintese de nanoparticulas PBAE/DNA em dispositivo
microfluidico D-simples. A corrente central é constituida de tampao acetato de sédio (pH 5) e esta
numa vazao de 15 pl/min. As vazdes de DNA e PBAE s&o de 7,5 pl/min.

A partir da Figura 33, nota-se que mesmo com a barreira difusiva, que faz
com que o DNA e o PBAE se encontrem mais lentamente, houve precipitacdo. No
entanto, nesta configuracao de processo, a precipitacdo ocorreu na regidao central,
na corrente de tampé&o acetato. O PBAE, possivelmente, mantém sua interagédo com
o vidro em fungdo de suas cargas. Assim, a medida que as moléculas de PBAE e
DNA se encontram, aliado a afinidade eletrostatica entre o PBAE e o vidro,
complexos PBAE/DNA podem se formar, mas de forma desorganizada, com o PBAE
parcialmente aderido a superficie do microcanal, induzindo a precipitagdo com a
formagao de macroagregados, aumentando com o tempo, devido ao processo de
escoamento continuo.

Apesar da formagcdo de macroagregados, as caracteristicas fisico-
quimicas também foram adquiridas. O didmetro médio é de 860,3 +147,1 nm, o PDI
é 0,475 + 0,110 e o potencial zeta 0,2 + 0,2 mV. Todos os valores obtidos néo
obedeciam aos critérios do equipamento, confirmando o desbalango eletrostatico na
formacdo das nanopatrticulas.

Como esperado, devido ao processo intenso de precipitagdo e agregacao
desbalanceada, as nanoparticulas possuem grande tamanho, alto indice de
polidispersidade e potencial zeta inadequado.

De maneira a comprovar as hipéteses e a fim de reduzir a precipitacao,
substituiu-se a corrente de tampao por agua ultra pura (pH 7) (Figura 34), nas

mesmas condigdes de processamento (Qr = 30 pl/min e FRR = 1).
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Figura 34 - Configuracdo de processo para sintese de nanoparticulas PBAE/DNA em dispositivo
microfluidico D-simples. A corrente central é constituida de agua ultra pura (pH 7) e esta numa vazao
de 15 pl/min. As vazées de DNA e PBAE séo de 7,5 pl/min.

Analisando o processo apresentado na Figura 34, é possivel comprovar a
hipdtese da precipitagdo do DNA em fung&o do pH 5. Ao encontrar a 4gua, que esta
em pH 7, o DNA se depara com uma condi¢cao mais favoravel a sua solubilidade, de
maneira que na fronteira DNA/agua, ndo se observa precipitagdo, pela presenca de
um gradiente de pH. Ao longo do canal, a mistura vai acontecendo e o pH no final do
processo vai se igualando a 5, pela prépria presenca do tampao acetato. No entanto,
conforme ocorre a mistura, o DNA solubilizado complexa-se com o PBAE de
maneira lenta e ordenada.

Ja o PBAE continua interagindo eletrostaticamente com o vidro. O PBAE
tem sua solubilidade diminuida em pHs maiores. Desta forma, na fronteira
agua/PBAE, ocorre uma leve formacdo de precipitado (Figura 34) Como ndo ha
precipitacdo do DNA, que tem grande tamanho, ocorre apenas o acumulo do
polimero no vidro. Assim, a precipitacdo € mais leve, como pode ser observado na
Figura 34. Em relacdo as propriedades fisico-quimicas, obteve-se um diametro
médio de 666,9 + 133,3 nm, indice de polidispersidade de 0,307 + 0,011 e potencial
zeta de 20,1 = 0,1 mV, sendo que todos os resultados estavam de acordo com 0s
parametros do equipamento.
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J, Diametro: 373,3 + 7,4 nm
Qrsae —> PDI: 0,176 £ 0,012
’|‘ “ Potencial zeta: 13,8+15,2 mV.
QDMA
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J, Diametro*: 860,3+147,1 nm
Qraurio—> PDI*: 0,475 + 0,110
o T Potencial zeta*: 0,2 + 0,2 mV
D QPBAE
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Figura 35 - Resumo dos fenbmemos e caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas PBAE/DNA
para cada configuragdo de processo. (A) Corrente central de DNA e laterais de PBAE. (B) Corrente
central de PBAE e laterais de DNA. (C) Corrente central de tampao acetato de sodio e laterais de
PBAE e DNA. (D) Corrente central de agua e laterais de PBAE e DNA. * Resultados em que houve
falha na leitura.

Comparando todas as propriedades das nanoparticulas obtidas (Figura
35), a configuracdo de processo que obteve melhores caracteristicas foi a que
possui corrente central de polimero. No entanto, houve intensa formacao de
precipitados, 0 que nao garante as condi¢gbes impostas, como razdo massica, e
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compromete a reprodutibilidade. Sendo assim, definiu-se como a melhor
configuracdo de processo aquela cuja corrente central é constituida por agua, em
que ha pequena formacao de precipitados e as propriedades fisico-quimicas estao
adequadas, com desvios padrao baixos.

4.3.2. Tratamento de superficie dos microcanais

Como foi visto anteriormente, na melhor configuracao de processo, em
que ha uma corrente de agua central, ainda ha ocorréncia da precipitacdo do PBAE
em fungé@o da interacdo com o vidro. Assim, a fim de excluir esse fenébmeno, a
estratégia foi de realizar um tratamento de superficie para tornar o vidro hidrofobico.
Desta forma, o0s microcanais foram tratados com Aquapel®, um produto
industrializado utilizado para o tratamento de vidros de veiculos automotivos para
repelir goticulas de chuva. A repulsdo da agua ocorre pela adsor¢do de um polimero
no vidro que muda a caracteristica hidrofilica da superficie. O Aquapel se liga ao
vidro, tornando a superficie hidrofébica (SABHACHANDANI et al., 2016). Portanto,
ao utiliza-lo no microdispositivo, espera-se que nao haja mais precipitacdo do
polimero.

O tratamento se deu pela passagem do Aquapel pelos microcanais e a
passagem de ar para retirar o excesso, como descrito na literatura (KOSTER et al.,
2008). Apods o tratamento, utilizou-se a configuracdo com agua na corrente central e
as mesmas condicdes de processo, sendo a vazao total Qr = 30 pl/min e o FRR = 1
(Figura 36).
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Figura 36 — Tratamento do microdispoditivo com Aquapel a fim de tornar a superficie do vidro
hidrofobica. A corrente central é constituida de agua ultra pura (pH 7) e estd numa vazao de 15
pl/min. As vazdes de DNA e PBAE s&o de 7,5 pl/min.

Analisando a Figura 36, observa-se que o tratamento foi eficiente, visto
que ndo ha mais precipitacdo do PBAE. Como a superficie do vidro tornou-se
hidrofébica, ndo ha mais interagdo do polimero carregado positivamente, evitando a
precipitacdo. No entanto, nota-se uma leve precipitacdo do DNA. Visto que nao
ocorreu anteriormente, claramente nota-se a forte influéncia do tratamento de
superficie na formagao de microagregados de DNA.

Alguns fatores podem ter influenciado a formacao de precipitados. Em
meios 4cidos, as bases do DNA s&o protonadas, induzindo a desnaturagdo. Isso faz
com que o nucleo hidrofébico da molécula seja exposto, aumentando a afinidade
com a superficie hidrofébica do vidro (ALLEMAND et al., 1997). Além disso, as
interagdes hidrofdbicas sdo favorecidas pela forga idnica do ion Na*, advindo do
tampé&o acetato de sddio. Adicionalmente, como o DNA estd em pH 5, ainda esta
susceptivel a precipitacdo. Ao encontrar a corrente de dgua como uma condicao
favoravel a sua solubilidade, ocorre um fenémeno de aglomeragao (crowding), em
gue as moléculas migram para a agua ao mesmo tempo, gerando desestabilidade.
Nao sendo possivel acomodar todas as moléculas de DNA na agua, ele tende a
precipitar. Sendo assim, a combinacdo do fenbmeno de aglomeragdo com as
interacdes hidrofdébicas do DNA com a superficie do vidro tratado, faz com que haja
precipitacao.

Acredita-se que no caso do nédo tratamento do vidro, apesar de também
acontecer a aglomeracdo do DNA na corrente de agua, a precipitacao nao ocorre,
pois o vidro, de carater aniénico, repele o DNA, também anibnico. Sendo assim,
preferencialmente, o0 DNA se mantém em solucdo. Além disso, supde-se que as
interacdes hidrofébicas do DNA com o PDMS sdo mais fracas do que com o
tratamento do Aquapel. Para verificar a hipétese, sugere-se a realizacdo de um
ensaio de angulo de contato, no qual poderia ser verificada a intensidade da
interacdo entre o DNA e diferentes superficies, como o vidro, o PDMS e o vidro
tratado.

As propriedades das nanoparticulas sintetizadas nessa configuracao
foram obtidas por DLS. O didmetro médio encontrado é de 388,0 + 5,4 nm, o indice

de polidispersidade é 0,136 + 0,029 e o potencial zeta é 33,5 + 0,7 mV. Analisando
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esses resultados, verifica-se que as caracteristicas estdo adequadas para que as
nanoparticulas atuem como vetores de acidos nucleicos em células, apesar de ainda
haver leve precipitacdo. O tamanho esta dentro da faixa ja encontrada no item 4.2.6
(processo bulk) que possibilita a transfeccdo de células PC3 e PNT2, o potencial
zeta € positivo, o que facilita a interacdo da nanoparticula com a membrana celular e
a polidispersidade ¢é baixa, mostrando a uniformidade das nanoparticulas
PBAE/DNA sintetizadas.

4.3.3. Efeito da difusao e adveccao caodtica na complexacao

A fim de investigar mais profundamente a forma como ocorre a
complexacdo entre o PBAE e o DNA, foram empregados trés dispositivos
microfluidicos com geometrias diferentes para um estudo comparativo. Um deles é o
D-Simples, que possui design em T e ja foi utilizado anteriormente no estudo de
configuracéo de processo. O outro é o dispositivo D-Longo, também em formato de
T, mas com o canal mais longo e o ultimo é o D-barreiras, que possui cotovelos e
dentes ao longo de todo o canal (Figura 17). Nos dois primeiros (D-simples e D-
longo), o processo de mistura é controlado pela difusdo. A diferenca entre eles é o
tempo de residéncia, maior para o D-longo. Ja no D-barreiras, o processo €&
controlado pela advecgao cadtica. Isso ocorre devido aos cotovelos e dentes que
alteram a direcao e velocidade do fluxo, promovendo o cruzamento das linhas de
corrente, 0 que intensifica o processo de mistura.

Para as variaveis de processo investigadas, o efeito nas nanoparticulas
foi avaliado ao final do processamento, em termos de diametro médio,
polidispersidade, potencial zeta, eficiéncia de transfecgdo em células PC3 e PNT2 e
incorporagdo do DNA através de eletroforese. Todos os dispositivos foram
previamente tratados com Aquapel, para tornar as superficies internas dos
microcanais hidrofobicas. Assim, avaliou-se o efeito da concentracdo dos reagentes
e a vazao total, visando investigar a influéncia dessas variaveis no fendébmeno de
precipitacdo e nas propriedades fisico-quimicas e biolégicas das nanoparticulas
geradas. Para todos os testes, utilizou-se a configuracdo de processo com a
corrente de agua no centro, FRR = 1 e razdo massica PBAE/DNA de 30. Para fins
de comparacgao, foram sintetizadas nanoparticulas pelo método bulk, com a mesma
concentracdo e proporcao entre reagentes e agua de cada experimento. Para
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permitir a avaliagdo adequada, foi necessario realizar o processamento com trealose
e, em seguida, realizar a liofilizagédo, a fim de garantir a estabilidade das amostras,
como ja estudado no item 4.2.5 para a sintese em bulk. Sendo assim, o crioprotetor
trealose foi adicionado a corrente de DNA, como empregado na literatura (WILSON
et al,, 2017), de forma a se obter a concentragao final de 4% (massa/volume) na
amostra coletada, j& com as nanoparticulas sintetizadas. Nas amostras sintetizadas
em bulk também foi utilizada trealose na concentracao de 4%.

Primeiramente, utilizou-se a vazao total anteriormente testada de Q7 = 30
ul/min e uma concentragao final de PBAE de 562,5 ug/ml e de DNA de 18,75 pg/ml.
A Figura 37 apresenta imagens dos processos, obtidas através da microscopia, as
propriedades fisico-quimicas e os resultados de transfeccao.
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Figura 37 — Imagens dos processos e caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas das nanoparticulas
PBAE/DNA obtidas em cada dispositivo e em bulk, em que a concentracao final de PBAE é de 562,5
pg/ml e Qr = 30pl/min. (A) Imagem de microscopia da focalizagdo do dispositivo D-simples. (B)
Imagem de microscopia da focalizacdao do dispositivo D-longo. (C) Imagem de microscopia da
focalizagdo do dispositivo D-barreiras. (D) Diametro médio. (E) PDI. (F) Potencial Zeta. (G) Eficiéncia
de transfeccao em células PC3 e PNT2.

Através das imagens de microscopia obtidas dos dispositivos durante o
processo (Figura 37 A, B e C), vé-se que ha a formacéao de precipitados, da mesma
forma como identificado no item 4.3.2. O DNA precipita devido ao fenédmeno de
aglomeracao na corrente de agua, combinado com sua interacdo com a superficie
hidrofébica do vidro tratado, como ja discutido no item 4.3.2. No entanto, nota-se que
a precipitacdo é mais intensa que anteriormente. Tal fato est4d associado a
concentracdo do DNA, que nesse caso € o dobro da concentracdo empregada
previamente. Além disso, o PBAE que nao estava precipitando, volta a apresentar
leve precipitacdo durante todo o canal, desde a entrada da corrente. O fenbmeno
pode ter ocorrido porque a concentragdo empregada nesse ensaio € duas vezes a
concentracdo utilizada anteriormente nos estudos de configuracdo de processo.
Dessa maneira acredita-se que o PBAE, devido a alta concentragdo, apresente
interacdes com o PDMS, em funcao do carater hidrofébico de ambos os polimeros.
Como esperado, 0 mesmo comportamento é verificado nos trés dispositivos, ja que
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as dimensdes desses até a focalizacao sdo as mesmas, bem como a constituicéo
das correntes e do dispositivo em si.

Em funcdo da ocorréncia da precipitacdo, a complexacao entre PBAE e
DNA acontece de maneira desbalanceada. Isso gera nanoparticulas nao uniformes,
com altos PDIs, como no D-simples e no D-longo, justificando a grande diferenca
encontrada nos ensaios de transfecgcédo. Além disso, n&o € possivel encontrar uma
tendéncia de comportamento das propriedades fisico-quimicas em relagdo a forma
de mistura, talvez pelo elevado valor de concentracdo dos reagentes. O baixo
potencial zeta pode estar associado a precipitacdo do PBAE e as baixas eficiéncias
de transfeccao para os trés dispositivos provavelmente também foram prejudicadas
pela formacao de precipitados tanto do PBAE, quanto do DNA. Ja as nanoparticulas
sintetizadas em bulk apresentaram altas eficiéncias de transfec¢cdo, como ja
demonstrado pelo grupo de pesquisa Nano-Cell (Anexo I).

Com o intuito de minimizar a precipitacdo e gerar nanoparticulas com
propriedades uniformes e que possam ser utilizadas de maneira eficiente na
transfecgdo, reduziu-se a concentracdo de PBAE e de DNA pela metade,
comparativamente ao avaliado anteriormente. Assim, a concentracao de PBAE final
utilizada foi de 281,25 pug/ml. Os outros pardmetros foram mantidos os mesmos:
vazao total Qr de 30 pl/min, FRR de 1, razdo massica de 30 e concentragao final de
trealose de 4% (massa/volume). A Figura 38 apresenta os resultados obtidos.
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Figura 38 - Imagens dos processos e caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas das nanoparticulas
PBAE/DNA obtidas em cada dispositivo e em bulk, em que a concentracao final de PBAE é de 281,25
pg/ml e Qr = 30pl/min. (A) Imagem de microscopia da focalizagdo do dispositivo D-simples. (B)
Imagem de microscopia da focalizagdo do dispositivo D-longo. (C) Imagem de microscopia da
focalizagao do dispositivo D-barreiras. (D) Didametro médio. (E) PDI. (F) Potencial Zeta. (G) Eficiéncia
de transfecgdo em células PC3 e PNT2.

A partir dos resultados obtidos, verifica-se que ndo ha mais precipitagao
do PBAE. Tal fato era esperado, ja que neste caso foi utilizada a mesma
concentracao do processo de estudo de tratamento de superficie.

Embora a precipitacdo do DNA ja fosse prevista, ela mostra-se mais
intensa neste ensaio do que no item 4.3.2, mesmo as concentragbes sendo iguais. A

introducdo da trealose pode ter auxiliado no aumento da precipitacdo. A trealose
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pode causar a desnaturacdo do DNA, através da exposicdo de suas bases, que
ocorre em funcdo da maior afinidade do DNA pela trealose do que pela agua
(BEZRUKAVNIKQOV et al.,, 2014). Além disso, como a trealose é um carboidrato
soluvel em agua, pode afetar a solubilidade do DNA e sua susceptibilidade a
precipitagcdo pode ocorrer. Dessa forma, a trealose, associada aos outros fenbmenos
ja discutidos anteriormente (aglomeracao e interagdes hidrofébicas com o Aquapel),
podem ter induzido a precipitagdo do DNA.

Apesar da precipitacdo, as nanoparticulas formadas apresentaram
didmetros médios entre 250 e 400 nm, que estd dentro da faixa aceitavel e
encontrada nos processos bulk, ndo possuindo, a principio, impacto negativo na
transfecgdo. No entanto, analisando as distribuicdes de tamanho, verifica-se que
estas sao largas, com nanoparticulas variando de 30 a 1000 nm (Figura 39). A nao
uniformidade das nanoparticulas pode ainda ser consequéncia da precipitacdo

encontrada nos microcanais e que leva a uma agregacao desbalanceada.

A Size Distribution by Number

= T T I I

Mumber (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm}

Size Distribution by Mumber

o

T T T A P I
BOF .................. .................. ................ .................
P e SRR SUUUU o ST ;

LT1T TIET I .................. . ...... T | I .................

Mumber (Percent)

0.1 1 10 10000

Size (d.nm}



83

C Size Distribution by Number
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Figura 39 — Distribuicdes de tamanho por nimero das nanoparticulas sintetizadas em dispositivos
microfluidicos. (A) D-simples. (B) D-longo. (C) D-barreiras.

Um resultado interessante € que tanto para as células PNT2 quanto para
PC3, ndo houve diferenga estatistica entre as eficiéncias de transfecgdo pelas
nanoparticulas do D-simples e do D-barreiras, o que pode ser um indicativo de que o
método de mistura, apesar de gerar particulas com caracteristicas fisico-quimicas
estatisticamente diferentes, ndo se observa diferenca nas bioldgicas, como
observado para o método bulk. No caso do D-longo, vé-se que as caracteristicas
fisico-quimicas das nanoparticulas sao similares as dos demais dispositivos. Sendo
assim, infere-se que a baixa eficiéncia de transfeccdo provavelmente foi causada
devido a erros experimentais. A hipétese pode ser verificada repetindo-se 0 mesmo
experimento e completando a analise com triplicatas independentes.

Ja o método bulk resultou em eficiéncias de transfeccao estatisticamente
mais altas do que as nanoparticulas dos dispositivos microfluidicos. Nesse caso, é
possivel que a presenca de precipitacao tenha tido impacto negativo, de modo que
resulte em menos DNA nas patrticulas, diminuindo a transfecgéo.

Assim, como nova tentativa para minimizar a precipitagéo, outro ensaio foi
entdo realizado diminuindo a concentracao final dos reagentes. A concentracao de
PBAE foi de 140,625 pug/ml, a de DNA de 4,7 ug/ml, o FRR foi mantido em 1, a razéo
massica continuou 30, a concentracao final de trealose utilizada foi de 4% e a vazao
total empregada foi de 90ul/min (aumentou-se a vazéo total do escoamento). A
Figura 40 contém os resultados encontrados.
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Figura 40 - Imagens dos processos e caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas das nanoparticulas
PBAE/DNA obtidas em cada dispositivo e em bulk, em que a concentracdo final de PBAE é de
140,625 pg/ml e Qr = 90ul/min. (A) Imagem de microscopia da focalizagdo do dispositivo D-simples.
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(B) Imagem de microscopia da focalizagao do dispositivo D-longo. (C) Imagem de microscopia da
focalizagdo do dispositivo D-barreiras. (D) Didametro médio. (E) PDI. (F) Potencial Zeta. (G) Eficiéncia
de transfeccao em células PC3 e PNT2.

Analisando a Figura 40, observa-se que a redugdo da concentracdao de
DNA levou a diminuicdo da precipitacdo, como ja era esperado. Diminuindo a
concentracao, reduz-se a quantidade de moléculas de DNA que se aglomeram ao
mesmo tempo na agua, facilitando a sua dispersdo na corrente central aquosa,
diante do processo de focalizagéo hidrodinamica.

Com a reducao da precipitagao, os desvios padrao associados a todas as
caracteristicas fisico-quimicas e a eficiéncia de transfeccdo apresentaram valores
menores. Isso demonstra maior uniformidade entre as amostras processadas no
ambiente microfluidico.

O diametro médio apresentou-se dentro da faixa adequada para a
transfeccdo de células PC3 e PNT2. Nao houve diferenga estatistica entre os
valores do D-simples e D-barreiras, apenas para o D-longo. No entanto, a diferenca
€ muito pequena e pode ser desconsiderada.

Em relacdao a eficiéncia de transfeccdo, tanto para as células PNT2
quanto para a PC3, houve uma pequena diferenca estatistica entre o D-simples e o
bulk. Acredita-se que essa diferenca seria eliminada a partir da execugcao de
triplicatas. Novamente, isso indica que o0 modo de complexacao entre o PBAE e o
DNA nao influencia nas caracteristicas biolégicas das nanoparticulas.

Foi realizado, entdo, um ultimo ensaio variando-se a concentracdo dos
reagentes. A concentracao de PBAE final empregada foi de 70,3 ug/ml, a de DNA
era de 2,34 ug/ml, manteve-se o FRR de 1, a razdo massica de 30, a concentragao
de trealose final de 4% e a vazao total utilizada foi de 120 pl/min (aumentou-se a
vazao total do escoamento). A Figura 41 apresenta os resultados obtidos. Imagens
de microscopia das células transfectadas estao no Anexo Il



86

500 D

400 -
300 -
200 -
100 -
0 - T T T

D-simples D-longo  D-barreiras Bulk

A D-simples

Diametro (nm)

N
[6)]
)

n
o
1

o
H
—

—_
o
1
—

B D-longo

Potencial Zeta (mV)

6]
L

0 T T T )
D-simples D-longo D-barreiras Bulk

0,35 -

F

0,30 -

0,25 -

_ 0,20 -
[a]

8 0,15 -

0,10 -

0,05 -

0,00 - T T T
D-simples D-longo  D-barreiras Bulk

C D-barreiras
G HPNT2 =PC3

D

(6]
o o o o

ciéncia de transfecg¢ao
oo (%)

D-simples D-longo D-barreiras Bulk

Figura 41 - Imagens dos processos e caracteristicas fisico-quimicas e biol6gicas das nanoparticulas
PBAE/DNA obtidas em cada dispositivo e em bulk, em que a concentragao final de PBAE é de 70,3
pug/ml e Qr = 120ul/min. (A) Imagem de microscopia da focalizagdo do dispositivo D-simples. (B)
Imagem de microscopia da focalizacdo do dispositivo D-longo. (C) Imagem de microscopia da
focalizagdo do dispositivo D-barreiras. (D) Diametro médio. (E) PDI. (F) Potencial Zeta. (G) Eficiéncia
de transfeccao em células PC3 e PNT2.



87

A partir da Figura 41, nota-se que, diminuindo ainda mais a concentragédo
dos reagentes, minimiza-se a precipitagdo. Como ja apresentado anteriormente, isso
ocorre devido a minimizacdao do fenbmeno de aglomeracdo do DNA na agua, visto
gue em concentracdes menores, ha menos moléculas do &cido nucleico competindo
pela agua, o que, consequentemente, favorece a solubilidade e, portanto, reduz a
interacdo com a superficie hidrofébica do vidro, levando a menor formagcdo de
precipitados.

Os diametros médios obtidos estdo dentro da faixa adequada para
transfeccdo para os trés dispositivos e para o bulk. No entanto, nota-se uma
eficiéncia de transfeccao consideravelmente inferior para as nanoparticulas
sintetizadas no D-barreiras. O resultado n&o era esperado, visto que os trés
dispositivos vinham apresentando resultados similares. Analisando, entdo, a
distribuicdo de tamanho das nanoparticulas produzidas no D-barreiras (Figura 42),
verifica-se que as amostras ndo sao uniformes, havendo grande variacdo de
tamanho, chegando a mais de 700 nm. Isso pode ter influenciado na eficiéncia de
transfecgé@o, que apresentou resultado ndo consistente com os demais em fung¢ao da
nao uniformidade da amostra. Apesar de alguns estudos mostrarem a nao
interferéncia de uma extensa faixa de diametros das nanoparticulas na transfeccéao
(GRATTON et al., 2008), o efeito do tamanho depende do tipo de célula (PRABHA et
al., 2014). Sendo assim, em uma amostra polidispersa, pode haver particulas de
tamanhos nao adequados a transfeccao das células PC3 e PNT2.

A nao uniformidade das nanoparticulas pode ter sido gerada em funcéo
da adveccao caodtica, em que a sobreposicao das linhas de corrente pode levar a
uma complexagao eletrostatica mais desorganizada. O resultado esta de acordo
com os estudos em bulk, nos quais foi identificado que a simples pipetagem gera

nanoparticulas mais uniformes do que as produzidas por vértex (item 4.2.1).
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Figura 42 — Distribuicdo de tamanho em numero das nanoparticulas PBAE/DNA obtidas através do
dispositivo D-barreiras.

Com o intuito de avaliar qual a melhor forma de mistura para a sintese de
nanoparticulas PBAE/DNA e realizar novos ensaios alterando variaveis de processo,
todos os dispositivos foram comparados, em todas as condigcbes impostas. Para
facilitar a visualizacdo, a Figura 43 apresenta todos os resultados compilados.
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Figura 43 — Compilagao de todos os resultados de caracteristicas fisico-quimicas e biol6gicas das
nanoparticulas PBAE/DNA sintetizadas em cada dispositivo e em bulk. (A) Diametro médio. (B)
Potencial zeta. (C) Indice de polidispersidade. (D) Eficiéncia de transfeccdo em células PNT2. (E)
Eficiéncia de transfeccdo em células PC3.

Analisando os resultados obtidos, nota-se que o0 tamanho das
nanoparticulas ndao segue uma tendéncia em funcdo da concentracdo dos
reagentes. Como a vazao foi alterada para as duas condicbes de menor
concentracdo, ndo se pode fazer uma relagdo direta com a concentragdo. Além
disso, nos trés casos de concentragcdes mais elevadas, ocorre a formagdo de
precipitados. A precipitacdo € um processo aleatério, podendo influenciar no
processo de forma a gerar nanoparticulas de diversos tamanhos. Assim, nao é
possivel avaliar os efeitos do tipo de mistura no diametro, visto que a formacao das
nanoparticulas ocorre de maneira desbalanceada.

Como ja explicitado anteriormente, na condicdo de maior concentracao
dos reagentes, houve intensa precipitacdo, tanto do PBAE quanto do DNA. Como
houve precipitacdo do polimero, de carga positiva, possivelmente isso contribuiu
para os menores valores de potencial zeta das nanoparticulas dos trés dispositivos,
0 que nao foi observado no bulk. A medida que a concentragdo diminui, o Potencial
zeta volta a ter valores altos para os dispositivos, que se assemelham aos valores
do bulk. Para as duas condi¢des de concentracdes menores (concentracdo do PBAE
de 70 e 140 pg/ml), o potencial zeta € menor do que quando a concentragdo do
PBAE é 281ug/ml. Isso pode ter ocorrido em fungdo do aumento do tamanho.
Aumentando-se o diametro, a carga exposta resultante é menor, diminuindo o

potencial zeta.
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Em relacdo ao indice de polidispersidade, para a maior concentragéo,
foram obtidos PDIs com altos valores de erro, 0 mesmo que ocorreu com o diametro.
O resultado pode ser sido influenciado pela associacao desbalanceada entre os
reagentes nessa condi¢cdo, levando a amostras nao uniformes.

Finalmente, avaliando as eficiéncias de transfeccao, € possivel observar
no ensaio de maior concentracdo, a transfeccdo foi prejudicada em funcédo do
fendbmeno da precipitacdo nos canais, 0 que ndo acontece no método bulk. Se os
reagentes precipitam, a agregacao pode ser desestabilizada, induzindo a formacéao
de nanoparticulas aleatérias, de tamanhos e cargas superficiais diferentes. Além
disso, elas podem conter diferentes quantidades de DNA, o que pode afetar a
eficiéncia de transfeccao (SIPOLI et al., 2015b) Ja para concentragcdes mais baixas,
a eficiéncia de transfeccao € similar entre os métodos. No entanto, para casos onde
ainda ocorre precipitacdo, como o processo se da de maneira aleatéria, nao se pode
estabelecer uma correlagdo entre 0 método de sintese e a eficiéncia de transfecgéo.

E interessante notar que a eficiéncia de transfeccdo de nanoparticulas
sintetizadas em bulk nao se manteve constante de um ensaio para o outro. O que
pode ocorrer é que a agregacao acontece de forma distinta em funcdo da
concentracao dos reagentes, de forma que as nanoparticulas contenham diferentes
quantidades de &cidos nucleicos, o que pode interferir diretamente na transfeccao.
Além disso, outros ensaios ja haviam demonstrado que a sintese através desse
método ocorre de forma aleatéria, o que ndo garante a reprodutibilidade.

A fim de se determinar um dispositivo para realizar futuros ensaios,
selecionou-se a condigdo de menor concentragdo (concentragédo final de PBAE de
70,3 ug/ml) para fazer uma analise mais criteriosa da mistura em cada dispositivo e
da associacao do PBAE com o DNA. Tal condicao foi selecionada por apresentar
caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas apropriadas e por ser a condicdo onde
ocorre minima precipitacao.

Para verificar a associacdo do DNA com o polimero, amostras de
nanoparticulas de cada processo foram submetidas a um ensaio de retardo de
mobilidade eletroforética em gel de agarose. Como controle, foi utilizado o mesmo
plasmideo pGFP-N1 livre. A partir da Figura 44, verifica-se que em todos os casos o
DNA se encontra associado eletrostaticamente ao polimero, ndo havendo liberacdo

do acido nucleico.
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Figura 44 — Ensaio eletroforético de nanoparticulas PBAE/DNA sintetizadas em métodos diferentes
na concentracédo final de PBAE de 70,3 pg/ml.

Também foram obtidas imagens de microscopia eletrénica de transmissao
a fim de verificar a morfologia das nanoparticulas. Como o ensaio foi realizado
apenas uma vez, ainda é necessario ajustar a concentracdo e o grid utilizado. As
imagens estdo apresentadas apenas no Anexo Il em funcdo de sua baixa
qualidade, nao tendo sido utilizadas para analises.

Para avaliar a eficiéncia da mistura em cada dispositivo, foram realizados
ensaios de fluorescéncia e depois calculou-se o indice de mistura (M) para cada
caso. Foi utilizada uma concentragao de sulforodamina de 0,01M na corrente central
de agua e as correntes laterais eram constituidas de tampéao acetato, sendo que em
uma delas foi adicionado PBAE. Outros estudos similares ndo utilizaram o polimero
em nenhuma corrente (PESSOA; SIPOLI; DE LA TORRE, 2017). No entanto, como
a viscosidade do PBAE pode influenciar na mistura, optou-se por utiliza-lo e ter uma
simulacdo do sistema mais condizente com a realidade. Foi utilizada a mesma
concentracéo final de PBAE (70,3 pg/ml), a mesma vazao total Qr = 120 pl/min e
FRR=1.

O indice de mistura foi calculado na saida dos trés dispositivos, a fim de
verificar se os reagentes foram expostos a uma mistura completa até sairem do
microdispositivo. A Figura 45 apresenta as imagens de fluorescéncia e o M para
cada dispositivo.



93

D-simples D-longo D-barreiras
®
o T [ J L
o | o l
r —
RN NN == e
1
// o \\ l__:. ,_._'\
4 A Y - 1 ’ \
’ \ - ’ N
’ \ - ! ’ \
’ \ - 1 ’ A
’ N - 1 ’ A
’ \ - | ’ S
’ \ PR ’ \
s/ \ P 1 / \
M=0,34 M=0,72 M=0,78

Figura 45 — Imagens de microscopia do ensaio de fluorescéncia no final do canal de cada dispositivo
e seus respectivos indices de mistura (M).

A partir da Figura 45, vé-se que o indice de mistura € menor para o D-
simples e similar para o D-longo e para o D-barreiras. O D-longo possui o
comprimento do canal maior em relacdao ao D-simples, 0 que eleva o tempo de
residéncia e, consequentemente, favorece uma mistura melhor. Ja o D-barreiras
possui dentes que criam regides similares ao processo submetido a vortex, que
intensificam a mistura. Como ja discutido anteriormente, a alteracdo das linhas de
corrente (que antes eram continuas) na advecgao caotica, causa uma distribuicao
nao balanceada das cargas localmente, afetando a associacdao entre polimero e
acido nucleico, comportamento similar a sintese de nanoparticulas de
quitosana/ATP (PESSOA; SIPOLI; DE LA TORRE, 2017). Assim, apesar do melhor
indice de mistura, para as nanoparticulas PBAE/DNA, esse efeito € prejudicial,
levando a nanoparticulas nao uniformes, com baixa eficiéncia de transfecg¢ao (Figura
41 e Figura 42).

Ja para o D-longo, como nao ha o efeito da adveccgao cadtica, tem-se que
a diferenca entre ele e o D-simples é o tempo de residéncia. Em ambos os
dispositivos a associacao eletrostatica entre PBAE e DNA é controlada pela difusao,
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o que faz com que a mistura ocorra de forma lenta e ordenada. O maior tempo de
contato entre os reagentes favorece uma mistura melhor, o que é comprovado pelo
indice de mistura calculado. Porém, nota-se que, tanto as propriedades fisico-
guimicas quanto a eficiéncia de transfeccéo sao aproximadas para o D-simples e D-
longo, havendo pequena diferenga, que pode ser decorréncia da variabilidade de
processo. Para o bulk, os resultados das propriedades também sédo similares aos
dispositivos D-simples e D-longo. No entanto, os desvios padrao das variaveis de
tamanho, potencial zeta e transfecgdo sdo maiores para a sintese em bulk. Isso
sugere que a sintese mais aleatéria no sistema bulk leva a amostras menos
uniformes.

Avaliando-se todos os resultados obtidos, constatou-se que no D-simples
a mistura nao € completa (34%), 0 que sugere que ela se complete no frasco apds a
coleta da amostra, como em um processo bulk. No entanto, o0 menor desvio padrao
das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas sugere a sintese de amostras mais
uniformes. Isso indica que a condugdo inicial da mistura por difusdo no
processamento microfluidico organiza de maneira mais adequada as nanoparticulas,
0 que pode favorecer a obtencdo de melhores caracteristicas e de eficiéncias de
transfeccdo, ndo sendo necessario que a mistura se complete no microcanal. De
qualquer forma, a comprovacao desta hipdtese deve ser realizada a partir de varias
outras repeticoes.

Sendo assim, em fungao dos resultados obtidos e da maior facilidade de
operacdo em relacdo ao D-longo, o dispositivo D-simples foi selecionado para

avaliar outras variaveis do processo microfluidico.

4.3.4. Influéncia das variaveis operacionais na sintese de nanoparticulas
PBAE/DNA

4.3.4.1. Vazéo

Visando entender a influéncia da velocidade de escoamento na mistura e
na sintese das nanoparticulas de PBAE/DNA, foram realizados dois ensaios
adicionais variando-se a vazao total Qr e mantendo-se todos os demais parametros
constantes. Foi utilizado o dispositivo D-simples, com razdo massica de 30, FRR = 1,
concentracao final de trealose 4%, concentracao final de PBAE de 70,3 pug/ml e as
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vazdes empregadas foram de 60 e 90 pl/min em cada experimento. Os resultados
foram comparados com os dados anteriores do processo em que Qr = 120 pl/min
(Figura 46). O indice de mistura também foi obtido no final do canal para cada caso
e esta apresentado na Tabela 3.
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Figura 46 — Caracteristicas fisico-quimicas e biologicas de nanoparticulas PBAE/DNA sintetizadas
em dispositivo microfluidico D-simples, variando-se a vazdo total Q. (A) Didmetro médio. (B)
Potencial zeta. (C) PDI. (D) Eficiéncia de transfec¢édo em células PC3 e PNT2.

Tabela 3 — indice de mistura para cada vazao total do processo.

Qr (u/min) M
60 0,42
90 0,38
120 0,34

A partir dos resultados obtidos, verifica-se que o indice de mistura diminui
a medida que a vazao total aumenta. Quanto maior a vazao, menor o tempo de
residéncia dos reagentes no microdispositivo, 0 que leva a uma mistura menos
eficiente, e, portanto, menor indice de mistura. Para velocidades mais altas, a
contribuicdo convectiva na mistura aumenta, de forma a prejudicar a difusdo, o que
se reflete no indice de mistura mais baixo (ISMAGILOV et al., 2000).
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Analisando a Figura 46, observam-se menores valores de PDI e desvios
padrao das propriedades fisico-quimicas para as condigdes de vazdo mais altas (90
e 120 pl/min). Quando se tem velocidades de escoamento mais elevadas, o indice
de mistura € menor, o que sugere que a mistura por difusdo ocorra mais lentamente.
Com base nos resultados, isso indica que, no caso de nanoparticulas PBAE/DNA,
essa mistura mais lenta favorece a sintese de nanoparticulas mais uniformes.

Em funcdo da maior uniformidade das nanoparticulas em vazdes mais
altas, a eficiéncia de transfeccao também é favorecida, apresentando maiores
valores para as condi¢cboes de vazao de 90 e 120 pl/min do que para 60 pl/min. No
caso da eficiéncia de transfecgcéo das células PC3 para a vazao 120ul/min, nota-se
um decréscimo ndo condizente com o esperado. Isso pode ter ocorrido em fungéo

de algum erro experimental, que devera ser revisado posteriormente.

4.3.4.2. Relacao entre as correntes de fluxo - FRR

Outra variavel importante a ser avaliada é a proporcao entre as correntes,
dada pelo FRR. O FRR relaciona as vazdes laterais com a vazao central. Assim,
maior FRR indica que a vazdo da corrente central aquosa é menor e a barreira
difusiva também, de forma que a mistura das correntes laterais contendo PBAE e
DNA ocorrera mais rapidamente.

Foram realizados quatro ensaios adicionais a fim de investigar os efeitos
do FRR na mistura e na sintese de nanoparticulas PBAE/DNA. Para todos os
estudos, utilizou-se a concentracéo final de PBAE de 70,3 pg/ml, razdo massica de
30, vazao total de 120 pl/min e concentragéo final de trealose de 4%. O FRR foi
variado entre 0,5, 2 e 5. Os resultados foram comparados com os dados anteriores
do processo em que FRR=1 (Figura 47). O indice de mistura também foi obtido no

final do canal para cada caso e esta apresentado na Tabela 4.
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Figura 47 - Caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas de nanoparticulas PBAE/DNA sintetizadas em
dispositivo microfluidico D-simples, variando-se o FRR. (A) Didametro médio. (B) Potencial zeta. (C)
PDI. (D) Eficiéncia de transfeccdo em células PC3 e PNT2.

Tabela 4— indice de mistura para cada FRR do processo

Qg (ul/min) M
0,5 0,33
1 0,34
2 0,55
5 0,58

Analisando os indices de mistura obtidos, observa-se que aumentam a
medida que o FRR também aumenta. Isso ocorre, pois quando o FRR é mais
elevado, a somatéria das vazbées das correntes laterais € maior em relagdo a
corrente central. Tal fato faz com que a barreira difusiva (corrente central aquosa)
seja mais intensamente focalizada pelas correntes laterais, diminuindo sua extenséo
e aumentando a probabilidade de contato direto entre os reagentes. Assim, como o
caminho difusivo percorrido pelas moléculas é menor, a difusdao ocorre de forma
mais rapida, melhorando a eficiéncia da mistura.

Em relagédo as propriedades das nanoparticulas, vé-se que a eficiéncia de

transfecgcdo decresce com o aumento do FRR, exceto para FRR=5. Como ja
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discutido anteriormente no item 4.3.4.1, para as nanoparticulas de PBAE/DNA, uma
mistura mais lenta favorece a obtengdo de melhores propriedades, o que estd de
acordo com os resultados obtidos.

No caso do FRR=5, nota-se a formacgéo de precipitados (Figura 48), que
nao acontece nos demais ensaios. Isso ocorre porque nessa condicao a barreira
difusiva tem pequeno impacto, de forma que o contato entre PBAE e DNA acontecga
mais rapidamente. Teoricamente, aumentando-se o FRR indefinidamente, a
configuracdo de processo sem a corrente central aquosa seria atingida, similar ao
processo investigado no item 4.3.1, em que ocorre intensa precipitagao.

oAl P b, o ]

Figura 48 — Imagem de microscopia do final do canal do dispositivo D-simples no processo de
sintese de nanoparticulas PBAE/DNA em que FRR=5.

Sendo assim, o contato mais direto entre os reagentes prejudica a
formacgao de nanoparticulas uniformes e favorece a formacéao de precipitados. Como
esse € um processo aleatério, pode ter influenciado no resultado da eficiéncia de
transfecgdo, em funcado da variabilidade das caracteristicas fisico-quimicas e da
concentracdo de DNA nas nanoparticulas. E possivel que haja nanoparticulas de
diametros ndo apropriados para a transfeccdo de células PC3 e PNT2. E possivel
gue sejam internalizadas, mas dependendo das caracteristicas, a célula se utiliza de
vias diferentes para isso, 0 que leva as nanopatrticulas a diferentes compartimentos
intracelulares, nos quais pode ocorrer a degradacdo do DNA, de forma a ndo se
completar o processo de transfeccao (NEUHAUS et al., 2016).
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5. CONCLUSAO

Esta dissertagdo teve como objetivo realizar um estudo sistematico da
sintese de nanoparticulas PBAE/DNA e os efeitos das variaveis de processo nas
caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas. Para isso, foi necessario, primeiramente,
estabelecer um método de sintese bulk, ndo padronizado na literatura. A partir disso,
foi possivel utilizar a microfluidica como uma ferramenta de observacao, a partir da
qual se investigaram diversas condigdbes de processamento, tipos de mistura e
variaveis de processo.

De modo geral, concluiu-se que a sintese de nanoparticulas de PBAE 557
e DNA deve ocorrer de maneira lenta, através da difusdo, sendo necessaria uma
barreira difusiva no processo microfluidico. Devido a isso, vazdes mais baixas, FRR
mais altos e a advecgao cadtica, que levam a misturas mais rapidas, tém impacto
negativo nas propriedades fisico-quimicas e biolégicas das nanoparticulas.

Através do conhecimento adquirido nesse trabalho, foi possivel entender
como ocorre a complexagdo eletrostatica entre o PBAE e o DNA, o que néo foi
investigado na literatura. Assim, sabendo-se os efeitos das variaveis de processo, €
possivel altera-las de maneira consistente a fim de otimizar os vetores de &cidos
nucleicos. Aliado a isso, € necessario o estudo mais aprofundado do comportamento
celular frente as diferentes caracteristicas das nanoparticulas.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel concluir que:
¢ O estudo em bulk da forma de mistura (pipetagem ou vortex) forneceu um
indicativo de que uma mistura mais vigorosa afeta negativamente as caracteristicas
das nanoparticulas, comportamento similar a sintese através de adveccgao cadtica;

e Na sintese em bulk, ndao ha influéncia da ordem de adicdo dos reagentes,
podendo-se adicionar polimero no DNA ou DNA no polimero;

¢ A razao massica entre PBAE e DNA exerce papel fundamental nas caracteristicas
fisico-quimicas das nanoparticulas, sendo mais adequadas na faixa de 15 a 45.

e A faixa de didmetros entre 350 e 550 nm néao teve influéncia na transfeccao,
considerando amostras uniformes;

¢ A variagdo do tempo de complexagdo na faixa de 0 a 40 minutos ndo influencia a
eficiéncia de transfeccdo, o que indica uma rota robusta de sintese das
nanoparticulas do PBAE 557 com DNA, o que potencializa sua aplicacao;
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e A liofilizacdo das nanoparticulas com o crioprotetor trealose nao tem impacto
negativo na eficiéncia de transfeccédo, o que confere maior viabilidade de aplicacao
das nanoparticulas, considerando que podem ser estocadas;

e Ha grande influéncia da condigdo operacional no fenémeno da precipitacdo. Além
da configuracdo de processo adequada (corrente de agua central), € necessario
realizar o tratamento de superficie, tornando o vidro hidrofdbico. Adicionalmente,
deve-se operar em baixas concentracdes, evitando a precipitacdo do DNA em
funcéo do efeito de aglomeracéo na agua e interagdo com a superficie hidrofobica;

¢ O modo de contato entre os reagentes influencia as propriedades finais das
nanoparticulas, sendo prejudicial um contato mais direto;

e Condicdes de processo que levam a uma associacao desbalanceada entre DNA e
polimero acarretam amostras menos uniformes, impactando na eficiéncia de
transfeccéo;

e Vazoes mais baixas e FRR mais elevado levam a uma mistura mais rapida, que
influencia negativamente nas propriedades das nanoparticulas;

e A organizagao inicial das moléculas pela focalizagdo hidrodinamica favorece a
obtencdo de nanoparticulas mais uniformes, mesmo que a mistura se complete em
bulk.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Visando ao melhor entendimento da sintese de nanoparticulas PBAE/DNA e a

influéncia de suas propriedades na aplicacao bioldgica, sugere-se para trabalhos

futuros:

Realizar ensaios microfluidicos de sintese variando-se apenas a
concentracao, mantendo todos os demais parametros constantes;

Realizar triplicatas de todos os experimentos a fim de se eliminar os
resultados obtidos em funcédo de variabilidades de processo e se ter uma
avaliacdo mais embasada;

Quantificar o DNA nas nanoparticulas sintetizadas por tecnologia
microfluidica em cada condicdo de processo, para verificar se as variaveis
interferem nessa concentracdo, que pode influenciar na eficiéncia de
transfeccéao;

Submeter as nanoparticulas a ensaios de acessibilidade do DNA,
considerando que o método de complexacao pode interferir na interacédo entre
DNA e polimero, de forma que sua acessibilidade seja afetada e,
consequentemente, a transfec¢ao;

Avaliar a citotoxicidade das nanoparticulas através de ensaios de MTT;
Investigar como as propriedades fisico-quimicas influenciam no trafego
intracelular;

Combinar alteracdes em varidveis de processo de forma a entender qual
exerce maior influéncia sobre a sintese de nanoparticulas PBAE/DNA,;

Repetir a microscopia eletrdnica de transmissao, ajustando a concentracao de
nanoparticulas e selecionando o melhor grid, a partir das quais sera possivel

verificar a morfologia e sua influéncia na transfecgao.
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Neste artigo, apresenta-se uma verificacdo inicial de eficiéncias de
transfeccdo de nanoparticulas de PBAE/DNA em células PC3 e PNT2, a partir da
qual se concluiu que o PBAE 557 é o polimero mais promissor para ser utilizado
como vetor de genes para células da préstata. Também foi possivel identificar a
razdo massica 30 (massa PBAE/massa DNA) como a mais adequada para a sintese
das nanoparticulas.
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Abstract

Gene therapy is an important area in medicine that presents the possibility of treating
diseases, like cancer. The delivery of nucleic acids to cancer cells is a promising therapeutic
approach and attempted by many vectors. Poly(B-amino ester) (PBAE) is a cationic class of
biodegradable polymers that are capable of complexing with DNA forming nanoparticles.
Owning their easy to perform synthesis, PBAEs presenting different physicochemical
properties can be obtained. These polymers are expected to exhibit different transfection
results in each type of cell, due to the variability in properties and specific behavior of cells.
Few studies have explored the PBAE for gene delivery in cancer cells; however, the
comparison of PBAE gene delivery capability between prostate cancer and non-cancer cells
remains unclear. Hence, we were compared the transfection efficiency among three PBAE
(556, 557 and 558) polyplexes in prostate cancer PC3 and non-cancer PNT2 cells. The 557
polymer showed the highest distinction between cancer and non-cancer cells. Therefore, we
performed a physicochemical characterization, including the molecular weight of the polymer
and size, zeta potential, polydispersity and morphology of nanoparticles. Our work presents a
starting point in the development of an optimized PBAE vector for prostate cancer cells.

Keywords: Poly(B-amino ester), nanoparticles, gene therapy, prostate cancer

1. Introduction

Cancer is one of the leading health concerns around the world, and prostate cancer is
the second most common cancer among men [1]. Among several kinds of treatment such as
chemotherapy, radiotherapy, and surgery, gene therapy has emerged as a promising
alternative. Gene therapy consists in the delivery of nucleic acids to specific cells with a
therapeutic finality [2]. For the treatment to be efficient, genetic material must be protected
and intracellularly delivered effectively [3]. Therefore, many studies have focused on the
development of gene delivery systems, which ideally should be easy to produce,
immunologically inert, specific to target cells, and have an unlimited size capacity and

efficient gene expression [4]. To fulfill these requirements, many vectors have been
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developed, including non-viral vectors. One of the most common non-viral systems is the
polyplexes, formed by the electrostatic complexation between genetic material and cationic
polymers [5], such as polymeric nanoparticles. Polymeric nanoparticles can be synthesized
using several polymers, and Poly(B-amino ester) (PBAE) has emerged as a promising one.

PBAE is a class of cationic and biodegradable polymers that present low toxicity in
many cell lines compared to other polymers [6]. Many types of PBAE have been investigated
as gene therapy vectors and have presented high transfection efficiency in cancer cells [7,8].
After testing a variety of PBAEs, PBAE 457 presented good transfection results (up to 60%)
in glioblastoma cells and had no significant effect on healthy cells [9]. Despite PBAE
polyplexes being possible efficient vectors, the efficacy of the treatment is cell-dependent.
Among 18 different PBAEs tested, 455 nanoparticles achieved the highest transfection
efficiency in human embryonic kidney cells (70-80%). In contrast, the same nanoparticles
performed low transfection efficiency in mouse embryonic fibroblasts (20-25%) [10]. Although
many works have explored PBAEs as gene carriers, it is still unclear how PBAE perform as
gene delivery in human prostate cancer cells (PC3) compared to healthy prostate cells
(PNT2).

In this regard, this paper aims to investigate the response of cancer and non-cancer
prostate cells towards PBAEs nanoparticles treatment. Here, we compared transfection
efficiency of three different PBAEs in PC3 and PNT2 cells. After selecting the most efficient
polymer, we characterized its physicochemical properties to better understand how the

physicochemical properties could influence the transfection efficiency.

2. Materials and Methods

2.1 Synthesis of the polymers

End-modified PBAEs 556, 557 and 558 were synthesized according to Mangraviti et
al (2015) [7]. The polymer synthesis occurs in two steps: polymerization and end-cap
modification. First, the main chain was formed via Michael’s addition, in which an amine (5-

Amino-1-pentanol, Chem Cruz®) was added to a diacrylate (1,5-Bis(acryloyloxy)pentane,
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Chem Cruz®) at 1:1.2 molar ratio. The reaction was kept under stirring during 24 h at 90°C.
Second, the polymer was solubilized in dimethyl sulfoxide (DMSO), and the end-cap
modification was performed using 2-(3-Aminopropylamino)ethanol (E6) (Sigma-Aldrich®) for
556, 1-(3-aminopropyl)-4-methylpiperazine (E7) (Alfa Aesar®) for 557 and 1-(3-
Aminopropyl)pyrrolidine (E8) (Alfa Aesar®) for 558. The reaction occurred at room
temperature during one hour.

2.2 pDNA purification and complexation

In this study two plasmids were used pEGFP-N1 (BD Biosciences Clontech, Palo
Alto, CA, USA) and pBR322. pEGFP-N1 was used to assess transfection efficiency, which
encodes EGFP under the control of the cytomegalovirus promoter. pBR322 was used as a
control in cytotoxicity assays because lacks eukaryotic promoters, therefore the GFP toxicity
is avoided. Both plasmids were amplified and purified using PureLink ™ HiPure Plasmid DNA
Purification Kit-Maxiprep (Invitrogen, Maryland, USA) according to manufactures instructions.
The plasmid concentration and purity were determined using a TAKE3 plate and a Cytation 5
multi-mode plate reader (Biotek, Winooski, VT, USA) at 260 nm (A260). The plasmids were
accepted for further use when A260nm/A280nm ratio was greater than 1.8. After, both pDNA
and PBAE were solubilized in sodium acetate buffer 25mM pH 5. Next, the PBAE solution
was added to the pDNA solution, and the polyplexes were incubated for 20 minutes.
Polyplexes were always freshly prepared for transfection.

2.3 Cell Culture

For transfection efficiency studies two cell lines were used, human prostate cancer
cells (PC3) and normal human epithelial prostate cells (PNT2). Both cell lines were cultivated
in RPMI 1640 (Lonza) medium, supplemented with 10% of bovine fetal serum and (Sigma)
and 1% of a combination of Penicillin (Sigma) and Streptomycin (Sigma). Cells were
maintained at 37°C, with 5% of CO, atmosphere and subcultured every 2 days.

2.4 Transfection

For transfection efficiency evaluation, 100,000 cells were plated per well in a 12-well

plate. After 24 hours, the medium was replaced with bare media and cells were treated with
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the polyplexes. After 4 hours of incubation, the solution was replaced with complete media.
The next day, the percentage of EGFP-positive cells was assessed by flow cytometry in the
cytometer FACSCalibur (Beckton Dickinson) and data analyzed using FlowJo software (Tree
Star, Ashland, OR).

2.5 Citotoxicity

For cytotoxic evaluation, PC3 and PNT2 cells were plated (10,000 per well) in 96-well
plates. After 24 hours, cells were treated with polyplexes in eight different concentrations of
557 (from 0.6x102 pg/pL to 0.77 pg/uL). Polyplexes containing pBR322 plasmid were used
to avoid toxicity related to GFP overexpression. After 24 h, media was replaced with MTT
solution (0.5 mg/ml) and cells were incubated for one and half hour. Next, formazan crystals
were dissolved in 100 ul of DMSO. The solutions were homogenized for 5 min on a plate
shaker, and the absorbance was measured at 570 nm with Cytation 5 multi-mode plate
reader (Biotek, Winooski, VT, USA). Cell viability was plotted as a percentage of the control,
and the mean values were calculated from three independent experiments.

2.6 Polymer characterization

PBAE 557 was characterized according to chemical structure and molecular weight.
Chemical structure was confirmed by Nuclear Magnetic Resonance ('H). 557 was dissolved
in deuterated DMSO in a concentration of 1mM and submitted to NMR Avance |ll 400 MHz
equipent to obtain the spectra. This procedure was permormed after the first step of polymer
synthesis and after the second step. Molecular weight was determined by gel permeation
chromatography (GPC). 557 was dissolved in tetrahydrofuran (THF) in a concentration of 10
mg/ml and filtered. After, the sample was submitted to chromatography and data was
calculated relating to polystyrene standards.

2.7 PBAE polyplexes characterization

Polyplexes formed by the complexation of 557 and pDNA were characterized by
dynamic light scattering (DLS) and transmission electron microscopy (TEM). For DLS, 1 ug
of pDNA was solubilized in sodium acetate buffer 25 mM pH5. The same buffer was added

to 30 ug of PBAE. The polymer solution was added to the DNA solution and gently mixed.
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After 20 minutes of incubation, the solution was completed with water to reach 800 ul and the
sample was analyzed in a Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Panalytical, Malvern, United
Kingdom). For TEM, the polyplex was prepared over a piece of parafilm. First, two droplets of
sodium acetate buffer containing 3ul were dropped in the parafim. 0.1 pg of pDNA was
added to one and 3 pg of 557 was added to the other (mass ratio 30 m/m). The droplets
were mixed and incubated for 20 minutes. 5 pl of the polyplex was placed over a copper grid
coated with Formvar® and 5 pl of uranyl acetate 5% was added to the polyplex. The sample
was kept in vacuum chamber until it was submitted to TEM analysis in a LEO 906

microscope (Leo, Thoenwood, NY). 20 images of the sample were obtained.

3. Results

3.1 Polymer 557 achieved higher transfection efficiency than 556 and 558

To compare the transfection efficiency of PBAE in cancer and non-cancer cells,
polyplexes using different PBAE polymers (556, 557, 558) were transfected in PC3 and
PNT2 cells using three different mass ratios (30, 45 and 60 m/m) (Figure 1). The choice was
made based on the transfection efficiency of these polymers in retinal cells, according to
Sunshine (2012). The commercial transfection agent Lipofectamine 2000 was used as
positive control.

Transfection efficiency of 556 polyplexes was positively correlated with polyplex mass
ratio in both PC3 and PNT2 cells (FigurA), reaching transfection efficiencies of 50-60% in
both cells for mass ratio 60. In contrast, for 557 polyplexes (FigurB), transfection efficiency
was negatively correlated with mass ratio. Interestingly, 557 transfection efficiency at mass
ratio 30 was significantly higher in cancer cells compared with non-cancer cells. In addition,
557 performed slightly higher transfection efficiency in cancer cells (~60%) than
Lipofectamine (~50%). Moreover, Lipofectamine performed similar transfection efficiencies in
both cancer and non-cancer cells. The toxicity of 558 polyplexes (data not shown) in both cell

lines precludes the transfection efficiency at tested molar ratios (FigurC).
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From a therapeutic perspective, it is interesting to note that 557 polyplexes were
capable to achieve high transfection levels (~60%) in cancer cells, which were significantly
higher than non-cancer cells (~30%). Therefore, we decide to further investigate the

cytotoxicity and physicochemical properties of 557 polyplexes.
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Figure 1. Transfection efficiency of different mass ratios of PBAE polyplexes in PC3 and PNT2 cell. A -
556 PBAE polymer; B — 557 PBAE polymer; C — 558 PBAE polymer. PC3 and PNT2 cells were plated in 12 well
plates 24h before transfection reaching 70% confluency in the moment of the procedure. The PBAE polyplexes
were prepared by dissolving 1 pg of pDNA and the PBAE, according to the mass ratio, in acetate buffer pH 5 (25
mM), the PBAE was added to pDNA solution and allowed to self-assembly for 20 minutes. Incomplete RPMI
media was added to the polymer complex solution in a 1:10 Acetate:RPMI volume ratio to the final volume of 500
pL. After 4h incubation, transfection media was replaced by complete media. After 24 hours, the cells were
resuspended using trypsin and analyzed by flow cytometry in FACSCalibur™ cytometer (BD Bioscience)
recording 10.000 events per sample. Lipofectamine 2000 was used as a positive control, and the cells were
treated according to the manufacturer protocol. Each value is represented as the average + SD of three
independent experiments.
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3.2 557 polymer and the corresponding polyplex are less cytotoxic for both cell lines

Next, we investigated the cytotoxic effects of the free polymer and 557 polyplexes
complexed with pBR322 plasmid in PC3 and PNT2 cells at the mass ratio of 30 m/m.
pBR322 was used in cytotoxicity assays to avoid GFP toxicity. The results are shown in
FigureA for PC3 and in FigureB for PNT2. Free polymer 557 (without pDNA) was also tested
with equivalent concentrations. Free polymer was more toxic than the corresponding
polyplexes in both cell lines. Non-cancer cells (PNT2) was more sensitive than cancer (PC3)
cells for both 557 polymer and polyplexes complexed with pBR322 plasmid (Table 5). The
concentration of polymer used at 557 30 m/m transfection is approximately 200 times lower

than the IC50 in PNT2 cells and more than 400 times lower than the IC50 in PC3 cells.
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Figure 2. Cell viability assay of PC3 and PNT2 cells treated with 557 30 w/w PBAE Polyplex and 557 PBAE
Polymer. A — PC3; B — PNT2. Cells were plated in 96 well plates 24h before treatment. The PBAE polyplexes
were prepared at 30 w/w mass ratio by dissolving pDNA and the PBAE sample in equal amounts of acetate buffer
pH 5 (25 mM), the PBAE was added to pDNA solution and allowed to electrostatic complexation for 20 minutes.
The PBAE polymer, used as control, followed the same procedure but without pDNA. Incomplete RPMI media
was added to the polymer complex solution in a 1:10 Acetate:RPMI volume ratio to the final volume of 200 pL.
After 24 h, ten microliters of 5mg/mL MTT stock solution was added to each well and incubated for 1 hour.
Formazan crystals were solubilized with 100 pL of DMSO, and the 530 nm absorbance was recorded at a plate
reader. Each value is represented as the average + SD of three independent experiments.

Table 5: Values of IC50 for 557 free and the corresponding polyplexes in PC3 and PNT2 cells.
Treatment PC3 PNT2

polyplexes  25.74 £3.40 pg/ul  11.98 £2.13 pg/ul

free polymer 10.58 £4.02 pg/pul  5.53 £ 1.06 pg/ul
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3.3 Physicochemical characterization of the polymer 557

To further characterize the 557 polymer, we performed nuclear magnetic resonance
(NMR) to confirm the polymer chemical structure and gel permeation chromatography (GPC)
to determine the molecular weight.

Two NMR spectra were acquired, one for each step of the 557 synthesis (Figure).
The first H spectrum (FigureA) was obtained after the first step of polymerization, in which
the main carbon chain is formed and increases as the reaction between the amine (5-amino-
1-pentanol) and the diacrylate (1,5- pentanediol diacrylate) takes place. It is possible to
observe on the spectrum chemical shifts for acrylic function around 6 p.p.m.. The
functionalization of acrylic-terminated main chain with 1-(3-aminopropyl)-4-methylpiperazine
was confirmed by NMR spectroscopy through the loss of the acrylate peaks specific to the
monomer close to 6 p.p.m. (FigureB). The end-capping characterization of the 557 polymer
is in accordance with previous study (Tzeng and Green, 2013).

Next, the molecular weight of the 557 polymer was determined by GPC. We
synthesized 557 seven times and submitted a sample of each to GPC analysis. The

molecular weight of 557 varied from 2 to 5.4 kDa, relative to polystyrene standards.
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Figure 3. H1-NMR spectrum of 557 polymer synthesis steps. A — Product of reaction between 5-amino-1-
pentanol and 1,5-pentanediol diacrylate (55); B — End-capping functionalization with 1-(3-aminopropyl)-4-
methylpiperazine (557). 10 mg of the sample was diluted in DMSO-d6 and analyzed in a 400 MHz NMR Bruker
Avance Il Spectrometer, using the residual DMSO-d5 signal at 2.50 ppm as the internal calibration reference.
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3.4 557 polyplexes characterization

After the physicochemical characterization of the 557 polymer, we further investigated
the physicochemical properties of 557:pDNA polyplexes. As the polyplexes formed
nanoparticles, we measured size, polydispersity and Zeta potential by dynamic light
scattering (DLS). 557 polyplexes size is 390.5 + 174.3 nm, with a polydispersity of 0.159 *
0.046 and Zeta potential +28.7 + 3.1 mV. Further insight into the nanoparticle morphology
and size distribution was gained by Transmission electronic microscopy (TEM). The
polyplexes are mainly spherical (FigureA) and through the Gaussian curve, we calculated
mean size (73.52 = 33.45 nm) and polydispersity (0.207) (FigureB). Differences between
average diameter obtained from dynamic light scattering and TEM are consequence of
different techniques. However, in both TEM and dynamic light scattering the polydispersity
are similar and close to 0.2. Although the polyplexes morphology is rounded, we can observe

some aggregation (Figure 4A), inherent of the laboratorial complexation process.

-
(%]
1

Relative Frequency (%) U0

o
o
—

I:| n 1
N ® & & » &

Diameter (nm)

Figure 4. Size distribution of 557 polyplexes accessed by TEM. A — Representative images of 557 polyplexes
at 16700x and 21560x magnification. The 30 w/w polyplexes were prepared by solubilizing 557 polymer and
pDNA contents in equal amounts of acetate buffer pH 5 (25 mM) and adding the polymer solution in the pDNA
solution. After 20 minutes, the nanoparticles were added to a Formvar® coated copper microscopy grid and
stained with uranyl acetate staining solution. After drying for 24 hours, the grids were analyzed in the LEO 906
Carl Zeiss Transmission Electron Microscope and the sizes of the nanoparticles were determined using
ParticleSizer Imaged script. B — Size distribution histogram of 557 PBAE Polyplexes.

4. Discussion
Transfection efficiency is a multistep process and depends on several factors

including cell type, nanomaterial physicochemical properties, incubation time and cytotoxicity
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[11]. In this regard, we compared three different PBAEs for gene delivery in prostate cancer
and non-cancer cells. The 558 polyplexes transfection efficiency was neglectable (Figure
1C), probably because of the high levels of cytotoxicity, since we observed alterations on cell
morphology and lower number of cells on cells treated with 558, which preclude the use of
this polymer as gene vector for this type of cell. Conversely, both 556 and 557 polyplexes
achieved high transfection efficiencies (Figures 1A and B). Interestingly, 557 showed
significantly higher transfection efficiency on PC3 cancer cells compared with PNT2 non-
cancer cells (Figure 1A). From a therapeutic perspective, this difference is an interesting
outcome towards a cell-specific delivery. Furthermore, being able to target cancer cells and
affect less healthy cells may reduce side effects, that are present in other types of treatment,
such as chemotherapy [12, 13]. Hence, we have chosen 557 to be the object of further
studies. To increase transfection in tumor cells and consequently improving the therapeutic
outcomes, it is important to understand the underlying mechanisms of gene delivery into the
specific cell. Transfection efficiency is a trade between the physicochemical properties of the
nanoparticle and uptake and intracellular processing depending on the cell line. Polymer
composition and structure might influence cell uptake. In the case of PBAE, it has been
already shown that end-capping the main PBAE chain enhances cell transfection efficiency
[14]. Here, we have tested three different end-caps (2-(3-Aminopropylamino) ethanol, 1-(3-
aminopropyl)-4-methylpiperazine and 1-(3-Aminopropyl)pyrrolidine) and found that 557 (end-
capped with E7) had better transfection performance. This result is in accordance with
previous studies, that show that one of the end caps that presents better transfection results
in many cell lines is E7 [15-17]. Therefore, knowing the properties of the polymer and
nanoparticles and how they may interfere in transfection, opens the perspective to tailor them
to achieve therapeutic success.

Regarding nanoparticles transfection efficiency, the size is one parameter that might
influence transfection and can be adjusted to improve results [18]. In this work, we used
polyplexes with average hydrodynamic diameter of 390.5 nm. Many authors have reported

good transfection results in different cell lines with PBAE nanoparticles ranging, mostly, from
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50 to 250 nm [19-22]. Although we had polyplexes with higher diameter than reported from
the literature, it was possible observe differences in transfection, specially for cancer and
noncancer cells. This average diameter can probably be the result of the laboratorial and
hand shaken procedure.

It is possible to optimize gene carriers through the modification of process
complexation, including complexation time, order in which the reagents are combined,
volume of reagents and method of addition (pipetting or dropwise addition). These conditions
may influence polyplexes characteristics (i.e. size and Zeta potential), and, consequently,
transfection efficiency [23]. Moreover, different strategies for complexation may result in
different polyplex structures that may influence transfection. Recently, PBAE nanoparticles
synthesis was investigated using microfluidictechnology, enabling the regulation of the
velocity in which complexation between polymer and pDNA occurs, what might affect size,
polydispersity, DNA accessibility, among other properties [24].

Besides the 557 PBAE:pDNA polyplexes physicochemical properties, here we
reinforce that it is compulsory to investigate the treatment response of each cell line
independently and adapt polyplexes properties accordingly. Thus, this study exhibits for the

first time the response of PC3 and PNT2 cells towards PBAE polyplexes treatment.

Conclusion

In this work, we compared three PBAE polyplexes and determined that PBAE 557
nanoparticles performed an intrinsic preference for gene delivery in prostate cancer cells,
compared with healthy cells. Other studies have shown similar results, but using different cell
lines and different PBAE polymers [9]. Although 557 polyplexes are slightly bigger (~390nm)
than previous PBAE polyplexes (50-250 nm) reported in the literature [19-22], the high
transfection efficiency reached emphasize that more data are required to determine the real
effect of size in transfection efficiency mediated by PBAE. Our results may be used as a
starting point for further studies to develop a specific and optimized PBAE vector for prostate

cancer cells.
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ANEXO Il

Para a condi¢ao de processo com corrente central aguosa e concentragao
final de PBAE de 70,3ug/ml, foram obtidas imagens de microscopia das células
PNT2 (Figura 49) e PC3 (Figura 50) transfectadas através de nanoparticulas
sintetizadas nos trés dispositivos e em bulk. Também foi realizado ensaio de retardo

de mobilidade eletroforética em gel de agarose (Figura 51).

Figura 49 — Imagens de microscopia das células PNT2 apds ensaio de transfeccdo com
nanoparticulas PBAE/DNA sintetizadas por diferentes métodos. (A) D-simples; (B) D-longo; (C) D-
barreiras; (D) Bulk.
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Figura 50 - Imagens de microscopia das células PC3 apds ensaio de transfecgdo com nanoparticulas
PBAE/DNA sintetizadas por diferentes métodos. (A) D-simples; (B) D-longo; (C) D-barreiras; (D) Bulk.

DNA DR D- D-
livre simples longo barreiras

Figura 51 — Ensaio de retardo de mobilidade eletroforética de nanoparticulas PBAE/DNA sintetizadas
por diferentes métodos.
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Para a condi¢cao de processo com corrente central aquosa e concentragao
final de PBAE de 70,3ug/ml, no estudo da variacdo das vazdes e do FRR também
foram obtidas imagens de microscopia das células PNT2 (Figura 52 eFigura 54Figura

49) e PC3 (Figura 53 e Figura 55) transfectadas.

o

Figura 52 - Imagens de microscopia das células PNT2 apds ensaio de transfeccao com
nanoparticulas PBAE/DNA sintetizadas em diferentes condigbes de vazao. (A) 60 pl/min; (B) 90
pl/min; (C) 120 pl/min.
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Figura 53 - Imagens de microscopia das células PC3 apos ensaio de transfecgdo com nanoparticulas
PBAE/DNA sintetizadas em diferentes condi¢cbes de vazao. (A) 60 pl/min; (B) 90 pl/min; (C) 120
pl/min.
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Figura 54 - Imagens de microscopia das células PNT2 apds ensaio de transfeccdo com
nanoparticulas PBAE/DNA sintetizadas em diferentes condi¢des de FRR. (A) 0,5; (B) 1; (C) 2; (D) 5.
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Figura 55 - Imagens de microscopia das células PC3 apos ensaio de transfec¢cdo com nanoparticulas
PBAE/DNA sintetizadas em diferentes condi¢cdes de FRR. (A) 0,5; (B) 1; (C) 2; (D) 5.
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ANEXO Il

Para a condi¢ao de processo com corrente central aguosa e concentragao
final de PBAE de 70,3ug/ml, a morfologia das nanoparticulas foi verificada através
de microscopia eletrénica de transmissao (Figura 56).

& B

Figura 56 — Imagens de microscopia eletrdnica de transmissdo das nanoparticulas PBAE/DNA
sintetizadas por diferentes métodos (A) D-simples; (B) D-longo; (C) D-barreiras; (D) bulk.



