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RESUMO

A demanda por vacinas e medicamentos para 0 combate de doencas impulsiona a busca por
novas tecnologias na area de nanobiotecnologia, como é o caso recente da corrida para a vacina
da COVID-19. Nesse sentido, a terapia e vacinacdo génicas emergem como potenciais
ferramentas de combate. No entanto, um dos maiores obstaculos para o sucesso desta técnica
consiste em entregar eficientemente o material genético (DNA/RNA) nas células-alvo. Para
contornar esse problema, nanocarreadores ndo virais podem ser explorados. Dentre eles,
lipossomas catidnicos e nanoparticulas lipidicas se destacam como potenciais veiculos de
sistema de entrega de farmacos. A producdo dessas nanoestruturas em sistemas microfluidicos
operando em regime laminar permite se obter um melhor controle da mistura e das variaveis do
processo, em comparacdo com os métodos convencionais bulk de producédo. Porém, sistemas
microfluidicos a base de difusdo possuem baixa produtividade. Com o intuito de explorar o
aumento de produtividade, a advecgdo cadtica pode ser empregada, mas ainda requer
compreensdo do processo de formacao destas nanoestruturas. Para auxiliar na compreensédo da
fluidodinamica e do processo de mistura nos canais microfluidicos, simula¢fes computacionais
podem ser desenvolvidas, como o estudo de fluidodinamica computacional (CFD). Nesse
contexto, nosso grupo de pesquisa realizou o estudo de CFD e investigou a sintese de
lipossomas em dispositivo microfluidico 3D de alta vazdo (HFR-MD). No entanto, néo foi
analisada a potencial aplicacdo deste dispositivo na sintese de lipoplexos e nanoparticulas
lipidicas (LNPs). Baseado nisso, este projeto visa a incorporacdo de material genético (bDNA)
em sistemas lipidicos (lipoplexos e LNPs) através do estudo de CFD e aplicacdo de técnica
microfluidica de adveccdo caética no dispositivo HFR-MD, visando contribuicBes na area da
medicina. Para tal, investigou-se a melhor configuracdo de malha que pudesse fornecer a
simulacdo computacional mais precisa. Dessa maneira, a analise de CFD permitiu antever o
padrdo de mistura e as condi¢cBes de adveccdo cadtica nas diferentes vazdes testadas, que
posteriormente serviu de apoio para a otimizacao das melhores condicdes de processo para a
sintese das nanoestruturas. Foi observado que para a sintese de lipossomas catidnicos e stealth,
apesar da adveccdo cadtica melhorar as propriedades de diametro hidrodindmico médio
(tamanho) e polidispersdo (PDI) das nanoestruturas, ela ndo se mostrou fundamental, pois a
incorporagdo do lipidio PEGlado foi possivel mesmo sem advecgdo caotica. Além disso,
investigacdo entre o uso de &gua pura e tampdo PBS na fase aquosa mostrou que a agua pura
foi mais eficaz na sintese adequada de lipossomas. Ja para lipoplexos e LNPs, a advecgdo

caotica em alta vazéo se mostrou fundamental para evitar a formacgdo de microagregados no



canal e fornecer propriedades fisico-quimicas 6timas para aplica¢fes. Além disso, a presenca
de uma barreira difusiva mostrou ser benéfica na formacdo de complexos pDNA/lipidios.
Estudos de morfologia apontaram estruturas majoritariamente unilamelares para os lipossomas
e lipoplexos stealth, estruturas mistas para lipoplexos cationicos e possivel nucleo denso de
elétrons para LNPs. Por fim, teste in vitro realizado em colaboragdo com o Instituto de Ciéncias
Biomédicas da USP apontou maior eficiéncia de transfeccéo para as LNPs, o que condiz com
a literatura, porém sem relatar diferencas estatisticas com os lipoplexos. Como contribuigéo
deste trabalho, a validacéo do dispositivo HFR-MD na sintese de nanoestruturas complexas em
condigdes de alta produtividade infere seu potencial uso para futuras investigagdes de LNPs
com lipidios ionizaveis de ultima geracdo, bem como aplicac@es in vivo visando a producdo de

vacinas génicas e aumento de escala.

Palavras chave: microfluidica, nanoparticulas lipidicas, simulacdo computacional, terapia

génica.



ABSTRACT

The demand for vaccines and medicines to fight diseases drives the search for new technologies
in nanobiotechnology, as it is the recent case of the race for the immunization of COVID-19.
In this sense, gene therapy and vaccination emerge as potential combat tools. However, one of
the greatest obstacles to this technique's success lies in efficiently delivering the genetic
material (DNA/RNA) to the target cells. To overcome this problem, non-viral nanocarrier
vehicles can be explored. Cationic liposomes and lipid nanoparticles stand out as potential
vehicles for drug delivery systems. The production of these nanostructures in microfluidic
systems operating in a laminar flow enables better control over the mixture and over the process
variables compared to the conventional bulk production methods. However, diffusion-based
microfluidic systems have low productivity. To explore the increase in productivity, the chaotic
advection can be employed, but it still requires a comprehension of the formation process of
these nanostructures. To help the fluid dynamics and the mixing process comprehension in
microfluidic channels, computational simulations can be developed, such as the study of
computational fluid dynamics (CFD). In this context, our research group carried out the CFD
study and investigated the synthesis of liposomes in a high flow rate 3D microfluidic device
(HFR-MD). However, the potential application of this device in the synthesis of lipoplexes and
lipid nanoparticles (LNPs) was not analyzed. Based on that, this project aims to incorporate
genetic material (pDNA) into lipid systems (lipoplexes and LNPs) by CFD study and
application of chaotic advection microfluidic technique in HFR-MD, aiming contributions in
the field of medicine. For this, the best mesh configuration that could provide the most accurate
computational simulation was investigated. In this way, the CFD analysis allowed the
prediction of the mixing pattern and the chaotic advection conditions in the different flow rates
tested, which later served as support for optimization of the best process conditions to
synthesize nanostructures. It was observed that for the synthesis of cationic and stealth
liposomes, despite the chaotic advection improvements in the hydrodynamic mean diameter
(size) and polydispersity (PDI) properties of the nanostructures, it was not fundamental, since
the incorporation of the PEGIlated lipid was possible even without chaotic advection.
Furthermore, investigation between the use of pure water and PBS buffer in the aqueous phase
showed that pure water was more effective in the proper synthesis of liposomes. For lipoplexes
and LNPs, high flow chaotic advection proved to be fundamental to avoid the formation of
microaggregates in the channel and provide optimal physicochemical properties for

applications. Furthermore, the presence of a diffusive barrier was shown to be beneficial in the



formation of pDNA/lipid complexes. Morphology studies showed mostly unilamellar structures
for liposomes and stealth lipoplexes, mixed structures for cationic lipoplexes and possible
electron dense core for LNPs. Finally, in vitro test carried out in collaboration with Instituto de
Ciéncias Biomédicas of USP showed greater transfection efficiency for LNPs, which is
consistent with literature, however, without reporting statistical differences with lipoplexes. As
a contribution of this work, the validation of HFR-MD for the synthesis of complex
nanostructures under high throughput conditions infers its potential use for future investigations
of LNPs with ionizable lipids, as well as in vivo applications aiming the production of gene

vaccines and scale-up.

Keywords: microfluidics, lipid nanoparticles, computational simulation, gene therapy.
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1 INTRODUCAO

A necessidade mundial de desenvolvimento de vacinas e tratamentos eficientes para
combater doencas existentes e novas doencas que vao surgindo, como a mais recente e
pandémica COVID-19, implica no surgimento de potenciais ferramentas de combate, como a
terapia génica (CULLIS; HOPE, 2017; MCKAY et al., 2020; SHIN et al., 2020). A terapia
génica se baseia na transmissdo de material genético para células-alvo (transfeccéo celular),
com o intuito de expressar um gene terapéutico de interesse, visando prevenir e tratar doencas
(DUNBAR et al., 2018; GUANG LIU; DE YAO, 2002). Este campo vem ganhando destaque,
com diversas empresas e instituicdes de pesquisa buscando novas tecnologias na area (MA et
al., 2020; SAMARIDOU; HEYES; LUTWYCHE, 2020). Um dos principais obstaculos é
encontrar um sistema eficaz de transfec¢do celular, pois os é&cidos nucleicos, quando
administrados de forma livre, sdo rapidamente degradados em meios bioldgicos e eliminados
da circulacdo (EVERS et al., 2018; GUANG LIU; DE YAO, 2002; SIPOLI et al., 2015).

De maneira a conferir protecdo ao material genético e conseguir maiores eficiéncias de
transfeccdo, o uso de vetores ndo-virais surgem como alternativas (JEONG; KIM; PARK, 2007;
SIPOLI et al., 2015; SPAIN et al., 2011). Este tipo de sistema vem sendo amplamente
explorado, devido a possibilidade de se obter alta estabilidade, baixo custo e toxicidade
reduzida (E. MCNEIL et al., 2010; ES et al., 2018; SPAIN et al., 2011). Nesse sentido, surgem
as nanoparticulas como estratégia de carreamento do material genético, em especial as
nanoparticulas lipidicas (lipid nanoparticles — LNP), que vem sendo muito investigadas
(CULLIS; HOPE, 2017; DEL POZO-RODRIGUEZ; SOLINIS; RODRIGUEZ-GASCON,
2016; SPAIN et al., 2011).

As LNPs, como o proprio nome diz, sdo sintetizadas a partir de lipidios. Os principais
lipidios utilizados na sintese de LNPs sdo caracterizados por possuirem cadeias insaturadas de
hidrocarbonetos e uma cabeca polar com grupo amino. Usualmente, como lipidio majoritario
em sua composicdo, tem-se os lipidios catidnicos ou mais recentemente 0s amino ionizaveis.
Os lipidios ionizaveis vém sendo cada vez mais explorados, que, por possuirem insaturacdes
nas suas cadeias de hidrocarbonetos e pKa que varia entre 6 e 7, resultam em melhores
eficiéncias de transfeccdo e menores toxicidades quando comparados com os lipidios
catidnicos. Outra classe importante na composicéo séo os lipidios PEGlados, que modulam o
tamanho da LNP e previnem a sua degradacéo e agregacdo (CULLIS; HOPE, 2017; PATEL et
al., 2019). Um exemplo de aplicacdo de LNPs é a atual vacina da Pfizer, que se utiliza de LNPs

de tamanho em torno de 100 nm de didametro, com lipidio ionizavel para entrega de RNA
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mensageiro (messenger RNA - mRNA) (ANSEDE; GALOCHA; OLIVEIRA, 2020;
REGALADO, 2020).

A microfluidica tem demonstrado enorme potencial na sintese de nanoparticulas
reprodutiveis com caracteristicas aprimoradas quando comparada as técnicas bulk,
especialmente quanto ao tamanho, distribuicdo de tamanho e eficiéncia de complexagdo. Essas
caracteristicas tem levado a ampla aplicacdo e pesquisa de nanoparticulas sintetizadas via
técnicas microfluidicas na area biomédica e quimica (CONVERY; GADEGAARD, 2019;
SHEPHERD; ISSADORE; MITCHELL, 2021). Uma classe de nanoestruturas amplamente
estudadas s&o os lipossomas, vesiculas aproximadamente esféricas compostas por uma ou mais
bicamadas fosfolipidicas, e comumente sdo produzidos via técnica bulk ou microfluidica de
foco hidrodindmico, o qual consiste na mistura de uma corrente de lipidios dispersos em etanol
comprimida por duas correntes laterais de agua (AUDOUY et al., 2002; CARUGO et al., 2016).
As caracteristicas dos lipossomas, como similaridade com a estrutura das membranas celulares
e versatilidade para distribuicdo de farmacos hidrofébicos e hidrofilicos, tem levado também a
muitas aplicacdes na area farmacéutica (FAN; ZHANG, 2013; GV, 2020). Quando associado a
entrega de material genético, os lipossomas sdo chamados de lipoplexos, os quais também
podem ser sintetizados por microfluidica e aplicados a terapia génica (AUDOUY et al., 2002;
BALBINO et al., 2017).

Ja a producdo adequada de LNPs, as quais passaram a ser investigadas com
microfluidica depois do surgimento dos lipoplexos, € melhor atingida com um processo de
mistura rapida e com bom controle sobre o processo de mistura. Com isso, 0 método de
producdo comumente utilizado para LNPs é a técnica microfluidica com adveccdo cadtica
(MAEKI et al., 2018). Esta técnica se caracteriza por usar microdispositivos com geometrias
diferenciadas, onde o fendmeno da adveccdo cadtica surge pelo cisalhamento das particulas
contra a parede ou barreiras inseridas no microcanal. Dessa forma sdo gerados campos com
diferentes velocidades que causam a recirculacdo do fluido e a geracdo de fluxos secundéarios
que melhoram a mistura, levando assim, a maiores eficiéncias de encapsulacdo quando
comparado com dispositivos microfluidicos baseados em difusdo com foco hidrodinamico
(AHN et al., 2018; ALDOSARI; ALFAGIH; ALMURSHEDI, 2021; ES et al., 2020). As
aplicacdes de nanoestruturas para entrega de material genético foram intensificadas apos a
descoberta do efeito stealth causada pela insercao de lipidios PEGlados. Esse efeito age como
uma barreira estérica e aumenta a estabilidade da nanoestrutura na circulagdo sanguinea,
evitando sua opsonizagdo e rapida eliminacdo pelo sistema reticulo-endotelial
(HATAKEYAMA; AKITA; HARASHIMA, 2013; SAMARIDOU; HEYES; LUTWYCHE,
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2020). Alem disso, o uso de dispositivos que se utilizam da técnica de adveccao cadtica facilita
a ampliacdo da producdo por técnicas de paralelizacdo de dispositivos microfluidicos (EVERS
etal., 2018).

Uma maneira de simular e prever os processos microfluidicos é através da
fluidodindmica computacional (CFD). Desse modo, € possivel entender como funciona o
processo de mistura e 0 comportamento dos fluidos nos canais microfluidicos, de maneira a dar
suporte e otimizar os testes experimentais, minimizando assim, custos com reagentes e tempo
operacional para o set up das condicdes de estudo (CARVALHO et al., 2021b; VATANKHAH;
SHAMLOO, 2018).

Apesar das vantagens da microfluidica na sintese de nanomateriais, o desafio atual
consiste em atingir escalas de producdo proximas das requeridas em nivel industrial (JEONG;
ISSADORE; LEE, 2016; WEBB et al., 2020). A compreensédo sobre os efeitos de mistura no
processamento de nanoestruturas permite estimar as melhores defini¢des de processamento na
sintese destes nanomateriais em uma condicdo de alta produtividade que se aproxime das
demandas industriais, 0 que pode ser feito atraves de estudos de CFD e microdispositivos
baseados em adveccdo caotica. Deste modo, este projeto visa realizar estudos de CFD e utilizar
um dispositivo de alto fluxo (HFR-MD) com adveccdo cadtica para a producdo de
nanocarreadores lipidicos (lipossomas, lipoplexos e LNPs) visando a terapia e vacinacdo
génicas, na &rea da nanobiotecnologia.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivos gerais

Esta dissertacdo de mestrado tem como objetivo contribuir na area da microfluidica e
nanobiotecnologia pela incorporacdo de material genético em lipoplexos e lipid nanoparticles
de escala nanométrica, através dos métodos convencional bulk (modelo equivalente a um
sistema batelada) e técnica microfluidica de alta produtividade com advecgéo cadtica (sistema
continuo de producdo) utilizando o dispositivo baseado nos trabalhos de De Camargo e
colaboradores (2016) e Firmino e colaboradores (2021). O desenvolvimento de processos para

a producdo destes complexos visa potenciais aplicagdes em terapia génica na area da medicina.
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1.1.2 Objetivos especificos

A estratégia de pesquisa foi estabelecida nas seguintes metas:

o Elucidar o processo de mistura e a fluidodinamica dentro do canal microfluidico
em adveccdo cadtica: Avaliar o comportamento de mistura e a fluidodinamica para o
microdispositivo em trés velocidades de escoamento, a fim de identificar o efeito da
adveccdo cadtica no processo de mistura etanol-agua. Para isso foram realizadas
simulagdes computacionais da mistura no microdispositivo HFR-MD através de CFD,
utilizando-se o software ANSYS CFX® 2020.

o Investigar o microdispositivo HFR-MD para a sintese de lipossomas catiénicos
(CLs) e do tipo stealth (S-CL): A partir dos estudos de simulacdo computacional,
avaliar vazdes limitrofes e parametros de processo para garantir a formacdo de
lipossomas catibnicos e stealth com propriedades fisico-quimicas apropriadas,
buscando-se obter a vazdo minima para garantir o efeito de adveccéo cadtica necessario
ou ndo para a incorporacao do lipidio PEGlado na nanoestrutura, tomando-se como base
as simulacdes realizadas. A capacidade das nanoestruturas em veicular material genético
é avaliada em bulk e em microfluidica em duas etapas para a formac&o de lipoplexos,
contendo acido desoxirribonucleico plasmidial (pDNA), bem como avaliacdo in vitro.

° Sintese de lipid nanoparticles (LNP) para entrega de pDNA: A partir das condi¢bes
de processo estabelecidas anteriormente para os lipoplexos, é avaliada a viabilidade da
sintese de LNPs em uma Unica etapa no mesmo dispositivo, incorporando pDNA. Para
tal é utilizada a mesma composicdo definida para os lipoplexos. Por fim, testes in vitro
séo realizados para o estudo em aplicacdes biologicas.

Nas duas etapas finais, os CLs, S-CLs, lipoplexos e as LNPs sdo caracterizados em
termos de suas propriedades fisico-quimicas através de técnicas de potencial zeta, diametro
médio hidrodindmico e distribuicdo de tamanhos (zetasizer), morfologia (criomicroscopia
eletronica de transmissdo), e avaliacdo in vitro (com colaboragdo do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (ICB da USP)).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TERAPIA GENICA

O tratamento de doengas através da medicina molecular vem aumentando
significativamente nos Gltimos anos (DUNBAR et al., 2018). A terapia génica consiste na
entrega (delivery) intracelular de material genético para corrigir ou combater genes defeituosos,
responsaveis por causarem doencas atraveés da modulacdo de funcbes e respostas celulares
(JEONG; KIM; PARK, 2007; VERMA et al., 2000). Outra aplicacdo € na vacinacgao, onde o
material genético que codifica uma proteina com potencial para estimular o sistema
imunoldgico e gerar resposta permanente pode ser utilizado (HERWEIJER; WOLFF, 2007;
JOSEFSBERG; BUCKLAND, 2012; ULMER; MANSOURA; GEALL, 2015). No entanto, um
dos maiores obstaculos desta técnica consiste em entregar eficientemente o material genético
(DNA ou RNA) no interior das células-alvo (CULLIS; HOPE, 2017; ES et al., 2018; YIN et
al., 2014), para que uma proteina com potencial profilatico ou terapéutico seja produzida pela
prépria célula (JEONG; KIM; PARK, 2007; TORCHILIN et al., 2003). Quando o material
genético é administrado de forma livre (naked) e sem protecdo, este é rapidamente eliminado
da circulacdo e digerido por nucleases, pois existem inimeras barreiras intra e extracelulares
que o material genético deve superar para alcancar a producao adequada da proteina codificada
(CULLIS; HOPE, 2017; LIU et al., 2007; SCHUSTER et al., 2015).

A fim de superar a limitacdo da entrega do material genético na sua forma naked,
diferentes técnicas de veiculacdo deste material podem ser exploradas. Estas técnicas exploram
aspectos relacionados com nanobiotecnologia. De maneira geral, existem duas categorias de
técnicas para terapia génica que visam contornar este problema: uso de vetores virais e ndo
virais. Os vetores virais sdo obtidos a partir da modificacdo de virus e exploram a capacidade
nata dos virus em entrar no interior das células (FRIEDMANN, 1997; SPAIN et al., 2011). Esse
tipo de carreador, apesar de efetivo, possui muitas limitacGes, dentre elas, incluem-se a
imunogenicidade, toxicidade, alto custo de producdo, baixa seguranga, incapacidade de
entregar grandes transgenes e até mesmo riscos de carcinogénese (DEL POZO-RODRIGUEZ
et al., 2010; JEONG; KIM; PARK, 2007; YIN et al., 2014). O uso de vetores ndo-virais vem
emergindo como uma alternativa promissora na area de nanobiotecnologia para superar as
limitagdes impostas pelos vetores virais, principalmente no que diz respeito a seguranca (ES et
al., 2018; JEONG,; KIM; PARK, 2007). Esse tipo de sistema carreador consiste de modo geral

na encapsulacdo do material genético em nanoestruturas utilizando polimeros ou lipideos.
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Como a natureza do material genético é anidnica, uma estratégia comum € o emprego de
materiais catidnicos. Assim, nanoparticulas e nano agregados podem ser formados e na auséncia
de uma especificidade para o interior de células, explora-se a diferenca de cargas entre a
superficie das células (normalmente anidnica) e a dos complexos catidnicos. Os vetores ndo
virais possuem diversas vantagens, como a capacidade de fornecer um alto grau de
empacotamento de material genético, respostas imunologicas reduzidas, bem como uma
facilidade de fabricacdo quando comparado aos sistemas virais (CULLIS; HOPE, 2017; E.
MCNEIL et al., 2010; JEONG; KIM; PARK, 2007).

Dentre os sistemas ndo virais destaca-se a aplicacdo de polimeros catiénicos, lipossomas
catidnicos, nanoparticulas solidas (solid lipid nanoparticles - SLNs) e LNPs (DEL POZO-
RODRIGUEZ et al., 2010; JEONG; KIM; PARK, 2007; SAMARIDOU; HEYES;
LUTWYCHE, 2020). As LNPs, em especial, ttm sido amplamente investigadas (CULLIS;
HOPE, 2017; DEL POZO-RODRIGUEZ; SOLINIS; RODRIGUEZ-GASCON, 2016).

2.2 LIPOSSOMAS, LIPOPLEXOS E NANOPARTICULAS LIPIDICAS

Quando se trata de terapia génica baseada em genes (DNA ou RNA), as nanoparticulas
lipidicas se destacam como o0s principais veiculos de sistema de entrega de farmacos (drug
delivery system - DDS). A nanoestrutura projetada como LNPs advém dos conhecimentos
prévios dos lipossomas e de sua associacdo com o material genético, formando os chamados
lipoplexos. Os lipossomas sdo sistemas coloidais auto agregados na forma de bicamada e que
em excesso de agua formam vesiculas uni ou multilamelares, com um nucleo aquoso (CULLIS;
HOPE, 2017; ES et al., 2020; RODRIGUEZ-GASCON; DEL POZO-RODRIGUEZ; SOLINIS,
2014). Os lipidios formadores de bicamadas tém natureza anfifilica, com uma cabega hidrofilica
e uma cauda hidrofébica. Os fosfolipidios séo o tipo de lipidios mais comuns para aplicacao
em lipossomas (CAI et al., 2011; CARUGO et al., 2016; RODRIGUEZ-GASCON; DEL
POZO-RODRIGUEZ; SOLINIS, 2014). A conformagio e a morfologia do lipossoma, entre
outros fatores, é determinada pelo parametro de empacotamento (P.E) dos lipidios em bicamada
P.E = V/a.L, onde “V” ¢é o volume das cadeias de hidrocarboneto, “a” ¢ area 6tima de secao
transversal da cabega hidrofilica e “L” o comprimento das caudas hidrofébicas. Quando 0,5 <
P.E < 1, organizagdo lamelar (bicamada) é favorecida, se P.E > 1, estruturas invertidas séo
formadas, e P.E < 0,5 a formacéo de micelas séo favorecidas (MA et al., 2007; NAGARAJAN,
2002; VHORA et al., 2018) . A Figura 1 apresenta um diagrama esquematico de uma estrutura

do lipossoma.
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Figura 1 - Diagrama esquematico basico da formacédo do lipossoma
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Fonte: Traduzido de De La Torre e De Pinho (2015).

Os sistemas lipossomais podem ser usados para a nano encapsulacdo de farmacos e
moléculas bioativas para diversas aplicacBes na area biomédica (CARUGO et al., 2016;
TORCHILIN, 2005). Muitos ingredientes farmacéuticos ativos e compostos biol6gicos como
materiais geneéticos, peptideos, vacinas, proteinas, agentes anticancer, dentre outros, tem sido
encapsulados em particulas de lipossomas e administrados por meio dessas estruturas
vesiculares (FAN; ZHANG, 2013; GV, 2020). Os lipossomas, por mimetizar a membrana
celular, possuem como vantagem baixa toxicidade e ainda podem ser produzidos em tamanho
adequado para aplicacdes, variando nas escalas nano e micrométricas (AGHAEI; NAZAR,
2019; RODRIGUEZ-GASCON; DEL POZO-RODRIGUEZ; SOLINIS, 2014; TORCHILIN,
2005). Quando lipidios catiénicos sdo usados na sua formulacao, os lipossomas catiénicos séo
formados e a interacdo eletrostatica com material genético é favorecida, como representado pela
Figura 2 (ES et al., 2018; SAFINYA et al., 2014). Por fim, também é possivel prolongar o
tempo de circulacdo dos lipossomas e diminuir a captacdo por células fagocitarias no organismo
através da caracteristica stealth. Essa é uma modificagdo na superficie das nanoestruturas que
pode ser feita com a insercédo de lipideos derivatizados como o diestearoilfosfatidiletanolamina
de polietilenoglicol (PEG (1900)-DSPE) (ALLEN; HANSEN, 1991; SAFINYA et al., 2014).
O lipideo PEGIado fica localizado na superficie dos lipossomas, conferindo uma camada de
protecdo ao redor das vesiculas através do impedimento estérico, que evita a ligacdo de
proteinas plasmaticas (opsoninas), gerando o efeito stealth, como apresentado na Figura 3 (ES
etal., 2020; SAMARIDOU; HEYES; LUTWYCHE, 2020; TORCHILIN, 2005). Com isso, sua
insercdo confere melhor biodistribuicdo e estabilidade (SHEPHERD; ISSADORE;
MITCHELL, 2021; ZALIPSKY, 1995).
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Figura 2 - llustracdo de complexacdo entre lipidios catiénicos e material genético
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Fonte: Adaptado de Blakney e colaboradores (2019).

Figura 3 - Representacdo do PEG na superficie do lipossoma

Fonte: Adaptado de Torchilin (2005).

Como alternativa aos lipossomas, as SLNs sdo desenvolvidas para aumentar a
estabilidade do composto, diminuir sua degradacao e aumentar o tempo de libracdo do farmaco.
Este tipo de nanoestrutura € caracterizado por possuir um nucleo (core) hidrofébico de lipidios
solido e rigido, com uma camada de fosfolipidios (hidrofilica), como na Figura 4 (A), sendo
majoritariamente utilizado para encapsular compostos hidrofobicos. Essas caracteristicas
propiciam a reducgédo da toxicidade e melhoram a especificidade e direcionamento do alvo
(target) dos compostos para os tecidos de interesse. Contudo, aspectos como baixa eficiéncia
de encapsulacao, bem como risco de expulséo precoce dos farmacos da matriz lipidica durante
armazenamento, sdo alguns dos fatores limitantes destas estruturas (MARTINS et al., 2007;
MISHRA et al., 2018; WANG et al., 2014). Para superar as dificuldades impostas pelas SLNs,
nanostructured lipid carrier (NLC) foram desenvolvidas para oferecer maior capacidade de
encapsulacao e prevenir a expulsdo precoce do farmaco, atraves de um nucleo contendo uma

mistura de lipidios sélidos e liquidos, conforme observado pela Figura 4 (B). Dessa maneira, a
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nanoestrutura adquire uma matriz semi-cristalina, evitando a cristalizagdo dos lipidios, e
também é conhecida como uma formulacéo hibrida entre SLNs e emuls&o 6leo em agua. Dentre
as aplicacOes, destaca-se seu uso para vacinacdo (ALDOSARI; ALFAGIH; ALMURSHEDI,
2021; ERASMUS et al., 2018; MISHRA et al., 2018).

Figura 4 - Estrutura geral de uma SLN (A) e um NLC (B)
A) B)
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Fonte: Traduzido e adaptado de Wang et al. (2014) e Aldosari, Alfagih e Almurshedi (2021).

Os lipoplexos sdo os complexos gerados a partir da interagdo eletrostatica entre o
material genético (RNA ou DNA) e os lipossomas catidnicos (LI et al., 2018; PACK et al.,
2005). Estes podem ter estrutura diversas, a depender da composi¢cdo, como estrutura
multilamelar (HENRIQUES et al., 2009), hexagonal invertida (CONGIU et al., 2004) e
caracteristicas polimérficas (BALBINO et al., 2012), e a vantagem destes complexos é fornecer
protecdo ao DNA ou outro material genético contra a degradacdo mediada por nucleases
(CHENG et al., 2009; GREGORIADIS et al., 2002). Além disso, possuem carga resultante
catibnica e favorecem interacdes eletrostaticas com as células, permitindo a incorporacédo
intracelular do material genético e sua liberagdo no citoplasma (BALBINO et al., 2012;
NIKCEVIC; KOVACEVIC-GRUIJICIC; STEVANOVIC, 2003). A morfologia e suas
propriedades podem variar dependendo de quais lipidios catidnicos e polimeros séo utilizados
(E. MCNEIL et al., 2010; ES et al., 2018). Por conta das vantagens apresentadas, os lipoplexos
vém sendo estudados por nosso grupo de pesquisa (BALBINO et al., 2016; ES et al., 2018), e
um exemplo de uma estrutura de um lipoplexo multilamelar pode ser visualizado pela Figura 5
(A). Um exemplo de composigéo de lipossomas cationicos envolve 50% de lipideos estruturais

(para favorecer a auto agregacao em bicamadas), 25% de lipideos catidnicos e 25% de lipideos
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helper (que auxiliam na liberacdo do material genético no interior das células) (BALBINO et
al., 2012, 2015).

Figura 5 - Representacdes esquematicas de um lipoplexo multilamelar (A) e uma LNP (B)
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Fonte: Traduzido de Henriques e colaboradores (2009) e Samaridou, Heyes e Lutwyche (2020).

Como alternativas aos lipoplexos, as LNPs foram projetadas para ndo apresentarem
estruturas multilamelares, seguindo a teoria da ndo bicamada. Nesta teoria, a formacdo de
nanoestruturas lipidicas contendo o material genético e que ndo forma bicamada facilita a
liberacdo do material genético no interior das células e aumenta a resposta biolégica (CULLIS;
HOPE, 2017). A principal diferenca entre os lipoplexos e as LNPs é o processo de sintese.
Enquanto que os lipoplexos sdo formados a partir de uma prévia sintese de lipossomas e sua
mistura posterior com o material genético (duas etapas) em bulk ou microfluidica, as LNPs séo
sintetizadas misturando-se diretamente os lipidios com o material genético (uma etapa) através
da microfluidica (EVERS et al., 2018; HIROTA et al., 1999; QUAGLIARINI et al., 2021).
Usualmente, a composicdo lipidica varia em relacdo aos lipoplexos. Tipicamente, a maior
porcentagem € de um lipidio ionizavel ou catiénico (cerca de 50%), colesterol (cerca de 38,5%),
lipidio PEGlado (“PEGylated lipid”) (cerca de 1,5%) e um lipidio estrutural ou helper (cerca
de 10%) (HASSETT et al., 2019; PATEL et al., 2019). A Figura 5 (B) mostra um exemplo de
estrutura tipica de uma LNP. No entanto, a proporcédo lipidica pode variar, bem como sua
estrutura, e ndo necessariamente inclui todos os tipos de lipidios citados (KIMURA et al., 2018;
KULKARNI et al., 2018). Dentre os lipidios, o de a¢do helper mais comum ¢ o 1,2-dioleoil-

sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE), com a funcdo de promover a desestabilizacdo da
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membrana plasmatica e facilitar a liberacéo intracelular de DNA para aplicacdo em lipoplexos
(CONGIU et al., 2004; FARHOOD; SERBINA; HUANG, 1995). Essa classe de lipidios
usualmente possui carga neutra (zwitteridnico), e no caso do DOPE, seu uso pode elevar o
parametro de empacotamento médio, e dependendo da propor¢do utilizada, pode levar a
formagéo de estruturas hexagonais (MA et al., 2007; MAQBOOL et al., 2019; VHORA et al.,
2018). Ja para as LNPs, o DOPE tém como objetivo aumentar a eficacia de entrega in vitro,
promovendo a fusdo da membrana, e o 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC)
estabiliza a nanoparticula (EVERS et al., 2018; HAFEZ; MAURER; CULLIS, 2001; LOU et
al., 2020). Dos lipidios estruturais (formadores de bicamada) mais utilizados tém-se a L-a-
fosfatidilcolina de ovo (EPC), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC) e o
DSPC, que pode funcionar tanto como helper quanto estrutural (BALBINO et al., 2017;
EVERS et al., 2018; VERBEKE et al., 2019). Os lipidios ionizaveis mais empregados sao 1,2-
dioleoil-3-dimetilaménio propano (DODAP), 1,2-dilinoleiloxi-N, N-dimetil-3-aminopropano
(DLin-DMA) e dilinoleilmetil-4-dimetilaminobutirato (DLin-MC3-DMA), e o lipidio catidnico
mais comum é o 1,2-dioleoil-3-trimetilamoénio-propano (DOTAP) (CULLIS; HOPE, 2017,
EVERS et al., 2018; LOU et al.,, 2020). O DLin-MC3-DMA ¢ atualmente considerado o
“padrdo ouro” para silenciar alvos do figado, sendo um dos lipidios mais potentes e ativos, e é
um dos componentes lipidicos do produto Onpattro® (CULLIS; HOPE, 2017; SAMARIDOU;
HEYES; LUTWYCHE, 2020).

Os lipideos de ultima geracéo e capazes de veicular material genético nas estruturas das
LNPs sdo os ionizaveis. Estes sdo uma evolucdo dos lipossomas catidnicos, sintetizados
quimicamente para incorporar o material genético (ALDOSARI; ALFAGIH; ALMURSHEDI,
2021; CULLIS; HOPE, 2017). Estes lipideos ionizaveis possuem pKa variando de 5,8 a 6,8
(SEMPLE et al., 2001, 2010). Desta forma, quando o processamento das LNPs ocorre em pH
acido, a nanoestrutura formada possui carater catidnico, permitindo a associacao eletrostatica
com o material genético. Apds a formacdo da nanoestrutura e incorporacdo do material genético
no seu interior, o pH do meio é alterado para o fisioldgico e acima do pKa do lipideo ionizavel,
e assim a nanoestrutura perde seu carater cationico. Essa alteracdo leva a uma diminuicdo da
toxicidade das nanoestruturas. Quando a LNP é incorporada pela célula e no interior dos
endossomas, a diminuigdo natural do pH em seu interior permite a protonacdo dos lipideos
ionizaveis, e que, devido ao seu excesso na formulacédo, levam a desestruturacdo da membrana
endossomal e consequentemente a liberacdo do material genético no citosol. Esse processo leva
a modulagdo do carater cationico (CULLIS; HOPE, 2017; PATEL et al., 2019; SEMPLE et al.,
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2010). No entanto, o lipideo ionizavel é ainda de dificil comercializa¢do (custo elevado) e
também existe a possibilidade de se pesquisar novas estruturas.

Dos lipidios PEGlados mais utilizados, destacam-se o 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietilenoglicol)-2000]  (DMG-PEG2000) e o  poli
(etilenoglicol)-1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (PEG-DSPE) (EVERS et al., 2018;
LOU et al., 2020). Normalmente o teor de lipideo-PEG € variado para se ajustar o tamanho da
LNP, modulando seu tamanho, geralmente permanecendo em baixas quantidades, em torno de
1,5% (CHEN et al., 2016; SAMARIDOU; HEYES; LUTWYCHE, 2020). Além disso, 0s
lipidios PEGlados previnem a agregacdo das nanoparticulas durante a produgdo e
armazenamento. No entanto, a quantidade de lipidio PEGlado deve ser muito bem ajustada,
pOis NO caso em que Se visa a entrega nos hepatdcitos, € importante que essa camada PEGlada
ndo diminua potencialmente a adsor¢do da apolipoproteina E (ApoE) nas LNPs, pois é um passo
essencial para se alcancar a transfecgdo apropriada das LNPs nesse tipo de células. Portanto, é
necessario encontrar um equilibrio na proporcao de lipidio PEGlado, bem como nos diferentes
tamanhos de suas cadeias hidrofobicas, a fim de se atingir com eficiéncia seu propdésito de
aplicacdo (EVERS et al., 2018; SAMARIDOU; HEYES; LUTWYCHE, 2020).

Além de diferente modo de sintese, outra comum diferenca das LNPs para os lipoplexos
¢ a estrutura das nanoparticulas. No caso dos lipossomas e lipoplexos, considera-se
normalmente uma bicamada vesicular unilamelar ou multilamelar, com nicleo aquoso, e
demais estruturas considera-se LNPs, que contém o material genético em seu interior e boa
parte dos lipidios catidnicos/ionizaveis ocupam o nucleo pela hipotese da ndo-bicamada (non-
bilayer hypothesis), formando um ndcleo denso de elétrons, no qual a estrutura mais comum €
de uma micela invertida (Figura 5 (B)) (CULLIS; HOPE, 2017; EVERS et al., 2018;
SAMARIDOU; HEYES; LUTWYCHE, 2020). Porém, também se héa registros de estruturas
amorfas e até mesmo multilamelares em alguns casos (KULKARNI et al., 2018;
QUAGLIARINI et al., 2021). Boas premissas para se utilizar as LNPs residem no fato de se
conseguir altas eficiéncias de encapsulacgéo, propriedades fisico-quimicas que contribuem para
superar as barreiras biolégicas para os acidos nucleicos, além de poder exibir baixa carga de
superficie (low surface charge), conforme necessario para a administracdo in vivo (CULLIS;
HOPE, 2017; EVERS et al., 2018). Além disso, esse tipo de nanoestrutura com um nucleo
denso de elétrons devido ao complexo &cido nucleico/lipidio, potencializam aplicacdes na area
biomédica devido a sua versatilidade, biocompatibilidade e potente entrega intracelular de
acidos nucleicos (SHEPHERD; ISSADORE; MITCHELL, 2021).
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Devido as diversas vantagens apresentadas, apds longos anos de estudo sobre
lipossomas, lipoplexos e LNPs, em 1995 houve a aprovagdo do Doxil® para o tratamento de
cancer de ovario e sarcoma de Kaposi pela U.S. Food and Drug Administration (FDA), o qual
¢ uma formulacdo lipossomal de doxorrubicina (ICKENSTEIN; GARIDEL, 2019;
NORTHFELT et al., 1996). Em 2018 houve a aprovagdo do Onpattro® para o tratamento de
Amiloidose nos Estados Unidos e na Unido Européia. Esse €é um medicamento para a veiculagdo
de small interfering RNA (siRNA) em LNPs (ICKENSTEIN; GARIDEL, 2019;
SAMARIDOU; HEYES; LUTWYCHE, 2020). Além disso, a possibilidade de se inserir
ligantes para direcionamentos especificos evidencia potenciais nichos de aplicacdo dessas
nanoparticulas, como €é o caso dos imunolipossomas com fragmentos de anticorpo monoclonal
anti-HER2, para direcionar a entrega de farmaco para células com superexpressao de HER2,
visando atingir alvo tumoral (PARK et al., 2001). Outras modificacdes de superficie possiveis
em lipossomas para se obter diferentes direcionamentos sdo mostradas por Torchilin (2005).
No caso das LNPs também ha trabalhos que evidenciam a possibilidade de modificagdo das
nanoparticulas visando diferentes direcionamentos, como é o caso de Kedmi e colaboradores
(2018) e Veiga e colaboradores (2018), que propuseram recentemente uma plataforma de
direcionamento modular para a entrega seletiva de LNPs recobertas com anticorpos
monoclonais (mAbs) incorporando siRNA e mmRNA (modified messenger RNA),
respectivamente, para diversos leucécitos in vivo (VERBEKE et al., 2019). Nao
coincidentemente, dentre as nanoparticulas aprovadas clinicamente, os lipossomas e as LNPs
representam mais da metade das NPs aprovadas pela FDA que estdo atualmente em uso clinico,
conforme é possivel observar pela Tabela 1 (SHEPHERD; ISSADORE; MITCHELL, 2021).
No entanto, no caso das LNPs, apesar das vantagens de se adicionar materiais ligantes para
direcionamento, questdes como custo, maior complexidade, dificuldades regulatérias com
relacdo ao processo de fabricacdo do sistema de LNP e relacdo custo de fabricacao/beneficios
clinicos devem ser levadas em conta (ALDOSARI; ALFAGIH; ALMURSHEDI, 2021,
CHENG etal., 2012).

A eficiéncia de LNPs foi recentemente demonstrada por Mucker e colaboradores
(2020), comprovando o potencial de aplicagdo para vacinas de DNA. Os autores demonstraram
a formacéo de anticorpos neutralizantes para Andes virus (ANDV) e doenca de Zika virus
(ZIKV). Lou e colaboradores (2020) identificaram a formacdo de altas porcentagens de
expressdao do antigeno utilizando LNPs catidnicos baseados em dimetildioctadecilaménio
(DDA) e DOTAP para delivery de vacina de Self-amplifying RNA (SAM).
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Product (generic name)

Approval year

Approved designation(s)

Description

Abelcet (amphotericin B) FDA 1995 Fungal infections Amphotericin B lipid complex

Abraxane (paclitaxel) FDA 2005 Advanced nonsmall cell lung cancer (NSCLC) Metastatic breast Albumin-particle bound paclitaxel
EMA 2008 cancer Metastatic panecreatic cancer

AmBisome (amphotericin B) FDA 1997 Fungal/protozoal infections Liposomal amphotericin B

Apealea/Paclical EMA 2018 Ovarian caneer Micellar formulation of paclitaxel

Curosurf (poractant alpha) FDA 1999 Pulmonary surfactant for respiratory distress syndrome Liposome-proteins SP-B and SP-C

InFed/CosmoFer/Ferrisat

FDA 1992 Europe
2001

Iron deficient anemia

Iron dextran colloid (low molecular weight)

DaunoXome (daunorubicin) FDA 1996 HIV-associated Kaposi's sarcoma Non-PEGylated liposomal daunorubicin
DepoCyt (cytarabine) FDA 1999 Neoplastic meningitis Liposomal cytarabine
DepoDur (morphine) FDA 2004 Analgesia Liposomal morphine sulfate
Diafer Europe 2013 Iron deficiency for patients with chronic kidney disease 5% iron isomaltoside colloid
Diprivan (propofol) FDA 1989 Anesthesia Liposomal propofol
Doxil/Caelyx (doxorubicin) FDA 1995 Ovarian cancer HIV-associated Kaposi's sarcoma Multiple PEGylated liposomal doxorubicin
EMA 1996 myeloma
Feraheme,/Rienso FDA 2009 Iron replacement therapy for chronic kidney disease Iron polyglucose sorbitol carboxymethylether
(feruxmoxytol) EMA 2012 colloid
Ferrlecit (ferric gluconate) FDA 1999 Iron replacement therapy for chronic kidney disease Iron gluconate colloid

Hensify (NBTXR3)

CE Mark 2019

Locally advanced soft cell carcinoma

Hafnium oxide NPs stimulated by radiation to
induce tumor cell death

Injectafer,/Ferinject (ferric FDA 2013 Iron deficient anemia Iron carboxymaltose colloid
carboxymaltose)

Margibo (vineristine) FDA 2012 Acute lymphoid leukemia Non-PEGylated liposomal vincristine

Mepact (mifarmurtide) EMA 2009 Non-metastatic osteosarcoma Non-PEGylated liposomal mifarmurtide

Monoferric/Monofer (ferric
derisomaltose)

FDA 2020 Europe
2009

Iron deficiency anemia

10% iron isomaltoside colloid

Myocet (doxorubicin) EMA 2000 Metastatic breast cancer Non-PEGylated liposomal doxorubicin
NanoTherm Europe 2010 Thermal ablation glioblastoma Iron oxide NP
Onivyde (MM-398 irinotecan) FDA 2015 Metastatic pancreatic cancer PEGylated liposomal irinotecan

Onpattro (patisiran)

FDA 2018 Europe
2018

Transthyretin induced amyloidosis (hRATTR)

siRNA lipid nanoparticle

Venofer (iron sucrose) FDA 2000 Iron replacement therapy for chronic kidney disease Iron sucrose colloid

Visudyne (verteporfin) FDA 2000 Macular degeneration Liposomal verteporfin (light activated)
EMA 2000

Vyxeos (daunorubicin FDA 2017 Acute lymphoeytic leukemia Liposomal daunorubicin and cytarabine

cytarabine)

Fonte: Shepherd, Issadore e Mitchell (2021).

Embora recentemente um progresso notavel nessa area tenha sido feito, como
evidenciado pelo trabalho de Aldosari, Alfagih e Almurshedi (2021), que apresenta diversas
LNPs em estudos pré-clinicos contra doencas, algumas questdes ainda necessitam de maiores
investigacOes. Por exemplo, melhorias na entrega funcional ocasionadas por mudangas nas
estruturas de lipidios amino ionizaveis, bem como a ocorréncia de reagdes imunes e eventos
adversos durante aplicagdes in vivo, ainda ndo sdo muito bem compreendidas (EVERS et al.,
2018; HASSETT et al., 2019; SAMARIDOU; HEYES; LUTWYCHE, 2020). Além disso,
efeitos de biotransformagdes em nanomateriais, como adsorcéo de protein corona e fenémenos
de agregacdo em meios bioldgicos precisam de mais investigacdes, uma vez que afetam os
testes toxicoldgicos e a qualidade dos nanomateriais para suas aplicacdes in vitro e in vivo
(MARTINEZ; ALVES, 2013; MILOSEVIC; ROMEO; WICK, 2020; QIU; CLEMENT;
HAYNES, 2018). Portanto, 0 progresso recente somado as questdes ainda ndo muito bem

esclarecidas, demonstram o potencial de aplicacdo e desenvolvimento dessa area.

2.3 BUSCA DE PROCESSOS PARA A SINTESE DE NANO AGREGADOS LIPIDICOS

O desenvolvimento de produtos farmacéuticos depende de fases de aprovacéo, indo da

fase pré-clinica até a fase clinica 4 (produto ja sendo comercializado) (INSTITUTO
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NACIONAL DE CANCER (INCA), 2018; QUENTAL; FILHO, 2006). Um dos requisitos é
que o desenvolvimento do processo produtivo esteja associado ao produto. Assim, ao se
iniciarem estudos clinicos, o processo de producao ja deve estar estabelecido (HOMMA et al.,
2003; QUENTAL; FILHO, 2006). Desta forma, o desenvolvimento de processos torna-se fator
importante no desenvolvimento de vacinas génicas.

Dentre os métodos mais conhecidos de producgéo de lipossomas e lipoplexos, destacam-
se 0s métodos convencionais (bulk) e a microfluidica. Os métodos bulk séo caracterizados pela
mistura entre fase aquosa, que contém o material genético no caso dos lipoplexos, e 0
nanocarreador (como lipidios catibnicos), através de agitacdo por voértice ou pipetagem manual,
e sdo considerados métodos top-down, onde etapas para reducdo de tamanho e polidispersidade
normalmente se fazem necessarias, como técnicas de sonicacgdo e extrusdo (BALBINO et al.,
2016; CARUGO et al., 2016; HSIEH et al., 2009). Dentre as vantagens que apresentam, pode-
se citar a facilidade de implementagdo e execucdo em escala laboratorial, bem como
equipamentos necessarios relativamente baratos, o que torna estes métodos amplamente
acessiveis (GRIMALDI et al., 2016; PATIL; JADHAV, 2014).

Um dos métodos bulk mais utilizados quando se deseja comparar lipossomas produzidos
também por métodos microfluidicos, é o método de injecdo de etanol. Este método se
caracteriza por dissolver lipidios na fase organica (etanol), e em seguida, com auxilio de uma
seringa, esta solucdo de lipidios é injetada em um volume apropriado de &gua sob agitacéo
continua. A formacéo espontanea de lipossomas ocorre assim que a solucéo etandlica entra em
contato com a fase aquosa (CARUGO et al., 2016). A Figura 6 exemplifica este processo de

sintese.

Figura 6 - Representacdo esquemética do procedimento de injecdo de etanol
]’
Lipidios

em etanol - L?T ’

Fase aquosa
(agua)

Lipossomas

Fonte: Traduzido de Carugo e colaboradores (2016).
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O etanol é um dos solventes organicos mais utilizados tanto nos métodos bulk, quanto
na microfluidica. Isso deve-se ao fato de que esse solvente é 0 menos toxico para aplicacdes na
medicina, podendo ser facilmente retirado por dialise, e concentragdes de até 0,5% (v/v) sdo
aceitas pelas diretrizes atuais na Europa e América (CARUGO et al., 2016; EVERS et al.,
2018).

Os métodos microfluidicos sdo do tipo bottom-up e caracterizam-se por produzir 0s
agregados no tamanho apropriado, sem a necessidade de etapa adicional para o controle e ajuste
de tamanho (EVERS et al., 2018; ZIZZARI et al., 2017).

Os métodos bulk, como o método de injecdo de etanol, apresentam baixo controle sobre
as condicdes de mistura e reprodutibilidade da mistura (GUIMARAES SA CORREIA et al.,
2017; JAHN et al., 2004). Além disso, Aghaei e Nazar (2019) obtiveram tamanhos de particulas
maiores com o0s métodos bulk em comparacdo com a microfluidica, e ainda uma menor
uniformidade da distribuicéo de particulas. O mesmo foi observado por Carugo et al. (2016).
Com isso, a microfluidica surge como uma potencial alternativa para contornar estes problemas
(MAEKI et al., 2018; ZIZZARI et al., 2017).

2.3.1 Microfluidica

Estima-se que o conceito “microfluidica” foi definido em 1990 com a visdo de integrar
todos os processos de analise quimica em um chip micro fabricado, surgindo os pTAS (micro-
total analysis systems). Devido ao seu pequeno tamanho e dimens6es de canal da ordem de
dezenas de micrometros, as plataformas pTAS apresentam custo reduzido de processo e curto
tempo de andlise (ARAYA-FARIAS; DZIOMBA; TRAN, 2020; KOVARIK et al., 2013).
Posteriormente, os trabalhos pioneiros de George Whitesides, Steven Quake e outros,
inspiraram um forte crescimento de aplicacfes microfluidicas, com a introducéo de dispositivos
de PDMS, multicamadas e baseados em goticulas (KONG; SHUM; WEITZ, 2020; SQUIRES;
QUAKE, 2005; WHITESIDES, 2006). Polidimetilsiloxano (PDMS) é um elastémero macio
opticamente transparente e de facil prototipagem, facilitando o projeto e construcdo de
dispositivos microfluidicos de forma pratica e rapida (WHITESIDES, 2006).

A microfluidica € a tecnologia e ciéncia multidisciplinar com grande potencial de
aplicacdes, que consiste na manipulacdo de pequenas quantidades de fluidos na escala
micrométrica (BALBINO et al., 2013; WHITESIDES, 2006). Essa caracteristica permite o
fluxo nos canais desses sistemas em regime laminar, o qual pode ser inferido matematicamente

pelo niumero de Reynolds (Equacdo (1)). Na macroescala, o fluxo é considerado laminar quando
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este apresenta valores menores que cerca de 2300 (BEEBE; MENSING; WALKER, 2002;
SHARP et al., 2002; VATANKHAH; SHAMLOO, 2018). No entanto, na microescala ndo ha
um consenso definido na literatura que permita estimar uma faixa de valor fixa para a transicdo
entre regimes, pois 0s parametros geométricos do canal influenciam nessa determinacdo. Desse
modo, segue-se a premissa de que majoritariamente as pequenas dimensdes e quantidades de
fluido manipulados em microfluidica resultam em regimes laminares, sendo que para obter tal
confirmacéo, estudo sobre dindmica de fluxo deve ser realizado (FIRMINO et al., 2021; LI,
OLSEN, 2006; WANG; YANG; ZHAO, 2014).Com este regime, é possivel se obter melhor
controle sobre a concentracdo das moléculas no espaco e no tempo. Como se trata de sistema
operando em regime laminar, os processos de mistura sdo governados pelo fendmeno da difuséo
molecular (BALBINO et al., 2013; CARUGO et al., 2016; WHITESIDES, 2006), 0 que pode

favorecer a investigacdo de processos de sistemas autoagregados, como o0s lipossomas.

e = pVoDh (1)
U

Quando p e u sdo a densidade e viscosidade do fluido, respectivamente, v, é a
velocidade caracteristica de escoamento do fluido, e D;, € o didmetro hidréaulico, o qual depende
da geometria da secdo transversal do microcanal. Vale destacar que o Re permite indicar o tipo
de escoamento, laminar ou turbulento, através da razao entre as for¢as inerciais e as forgas
viscosas. Dessa maneira, na microescala, diferente da macroescala, quase sempre o escoamento
é considerado laminar, com poucos trabalhos reportando indicios de regime turbulento em
micromisturadores (GUAN et al., 2020; YOU et al., 2015), 0 que acarreta em uma cinética mais
previsivel, sendo resultado de um balanco entre forcas interfaciais, inerciais, viscosas e
capilares (BEEBE; MENSING; WALKER, 2002; CONVERY; GADEGAARD, 2019;
WHITESIDES, 2006).

Na microfluidica, também é comum relacionar o fendmeno de transferéncia de massa
através do namero de Peclet (Pe). O Pe (Equacdo (2)) relaciona a razdo entre o efeito
convectivo e difusivo de moléculas em um fluido (CONVERY; GADEGAARD, 2019;
OLIVEIRA et al., 2016).

pe =L )



37

Quando D é o coeficiente de difusdo, v é a velocidade média de escoamento e L é a
largura da se¢éo transversal do microcanal. Em se tratando da microescala, uma reducéo nas
dimensdes do sistema leva a uma redugéo no Pe, sendo encontrado valores baixos de Pe quando
a difusdo domina o processo de transferéncia de massa (CONVERY; GADEGAARD, 2019;
JEN et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2016).

Por fim, o nimero capilar (Ca) representa a razao entre forca viscosa e forca interfacial,
sendo utilizado para fluidos viscosos, como emulsGes e geracdo de gotas por microfluidica
(CHAVES et al., 2020; JAHN et al., 2008; USHIKUBO et al., 2015). Sua importancia também
é visualizada em escoamentos de sistemas microfluidicos em que ndo ha o uso de bombas, ou
contra as forcas da gravidade, sendo muito explorado no desenvolvimento de microdispositivos
analiticos de papel (uPADs), uma vez que a forca gravitacional € reduzida na escala micro,
possibilitando assim a criacdo deste tipo de dispositivo (CONVERY; GADEGAARD, 2019;
JAFRY etal., 2017; MARTINEZ et al., 2007).

Para a representacéo do fluxo ca6tico na microfluidica, um método muito utilizado é o
calculo da exponencial de Lyapunov, conhecido como finite time Lyapunov exponent (FTLE).
O FTLE quantifica a taxa de separacdo (divergéncia) exponencial entre uma trajetdria e seus
vizinhos proximos ao longo de um intervalo de tempo, sendo capaz de caracterizar a existéncia
e a intensidade caotica no fluxo. Porém, este método necessita de uma analise em regime
transiente, onde a evolucdo temporal é analisada (JAY BRETT et al., 2019; KIM, 2004;
SHILTON; YEO; FRIEND, 2011). Outro método para caracterizacdo de fluxo caotico é pelo
calculo do nimero adimensional de Dean (De). O nimero de Dean é utilizado na analise de
fluxos de caminho secundério (secondary path flow) gerados em canais curvados e tortuosos,
gue ddo origem a adveccdo caltica. A vantagem deste método € a possiblidade de
caracterizacdo em regime estacionario, bem como a geometria e a curvatura do canal sao
levados em conta. O De é amplamente investigado em dispositivos microfluidicos com canais
curvados. O fluxo secundario surge no fluxo de fluido através de um canal curvado por causa
de uma incompatibilidade de velocidade na direcéo a jusante entre o fluido nas regides centrais
(mais rapida) e perto da parede do canal (mais lenta). Isso cria dois vértices em contra-rotacéo
perpendiculares a dire¢do do fluxo primério, gerando a advecgéo caotica, resultando em melhor
mistura dos fluidos no canal (DI CARLO, 2009; HABCHI et al., 2009; VERMA et al., 2008).

O namero de Dean para canal helicoidal ou torcido € mostrado na Equagéo (3).
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0,5
De = (%) Re sen(0) 3)

Sendo D., o diametro equivalente ou hidraulico, p o raio da secdo transversal sob

anélise, Re o0 nimero de Reynolds e 8 o angulo de curvatura (VERMA et al., 2008).

Comparado com os métodos convencionais, a microfluidica exibe vantagens
econdmicas e técnicas, como design de baixo custo, alto controle e minimizacgdo do efeito da
transferéncia de massa e calor, além das vantagens ja mencionadas anteriormente (ES et al.,
2018; HALLDORSSON et al., 2015). Por isso, na tltima década, as aplicacdes da microfluidica
se estenderam a aplicacBGes bioquimicas e médicas, diagndstico de ponto de atendimento e
sintese de novos biomateriais, e provavelmente continuaré a ser integrada em diferentes topicos
de pesquisa e aplicacbes (KONG; SHUM; WEITZ, 2020). Com a exploracao cada vez maior
da microfluidica, ferramentas computacionais tém se tornado um importante aliado no
compreendimento da fluidodindmica e dos processos de mistura em dispositivos microfluidicos
(CHAVES et al., 2020; OLESEN; BRUUS, 2003).

2.3.1.1 Simulacéo de processos microfluidicos

A necessidade pela busca e estudo de simulagGes computacionais que representem 0s
processos microfluidicos advém, principalmente, da resolucdo das equacBes que regem 0S
fendmenos de transporte dos fluidos, uma vez que ha dificuldade de se obter solugdes analiticas
para a maioria dos casos (JUNIOR, 2019; OLESEN; BRUUS, 2003). CFD é uma técnica
numérica usada na anélise de sistemas de fluxo e outros fendmenos associados, sendo resultado
de uma combinacdo das ciéncias matematicas, fisicas e computacionais, com 0 objetivo
principal de compreender sistemas de fluxo de fluidos. Com o auxilio desta técnica, importantes
aspectos de engenharia podem ser solucionados, visando principalmente a otimizacédo e design
de processos e equipamentos, reducao de custos de projeto e o aprofundamento na compreenséo
dos fendbmenos envolvidos, que via de regra sdo dificeis de serem analisados por via
experimental e fisica (JUNIOR, 2019; SANTANA et al., 2020). Além disso, a anélise via CFD
permite superar as limitagdes experimentais e acelerar a busca pelo set up inicial de processo
mais assertivo, diminuindo o gasto com procedimentos experimentais e otimizando o tempo
produtivo (CARVALHO et al., 2021b; CHAVES et al., 2020).

Como jd mencionado, as principais forgas governantes na microfluidica que influenciam

no comportamento e mistura dos fluidos séo a difuséo, conveccao, forca interfacial, viscosa e
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inercial (OLIVEIRA et al., 2016). Além disso, as tipicas baixas vazdes e dimensdes de
dispositivos microfluidicos resultam em baixos nimeros de Re, regime laminar e mistura
governada pela difusdo, o que torna a mistura lenta e inviavel para diversas aplicagdes. Dessa
forma, o comportamento é diferente quando comparado a macroescala (AFZAL; KIM, 2014;
STREMLER; HASELTON; AREF, 2004; XI1A et al., 2005). No entanto, sabe-se que realizando
mudancas na geometria dos canais e nas vazdes aplicadas é possivel melhorar
significativamente a mistura, como pela geracdo de adveccao cadtica, o que pode ser melhor
compreendido com a simulacdo computacional (JEN et al., 2003; VATANKHAH;
SHAMLOO, 2018). Porém, antes desta etapa & preciso entender as equacdes que regem o
transporte dos fluidos, a fim de se determinar o perfil de velocidade e concentragdo, para que
tal analise seja confiavel e represente com precisdo o fendmeno ocorrido na préatica
(TRIPATHI; PATOWARI; PATI, 2021; VATANKHAH; SHAMLOO, 2018).

As equacOes generalizadas que governam os fendmenos de transporte para um sistema
operando com temperatura constante e estado estacionario séo a da continuidade (Equacéo (4))
e Navier-Stokes (Equacédo (5)), para a conservacdo da massa e momento, respectivamente, bem
como a equacdo de transporte de espécies, para o calculo da fracdo massica (Equacédo (6))
(ANSARI; KIM, 2007; BORGOHAIN et al., 2018; TRIPATHI; PATOWARI; PATI, 2021).

Equacéo da continuidade:

ou; 4
“T_ o (4)
(')xj
Equacdo de Navier-Stokes:
d(puiu;) _ _a_P_I_E ®)
(')xj (')xi axi
aui ou;
Sendo 7;; = “(a_xj + a_x]i)

Equacéo da fragdo massica:
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2(pu;C) _ 9D 55
ax]' ax]

(6)

Quando u;, P, 7;;, D e C sdo o vetor velocidade, pressao, tensor tensao, coeficiente de

difusdo binario e fragdo massica da espécie em estudo. p é a densidade (kg/m®) de mistura
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calculada usando a lei de mistura ponderada pelo volume e u a viscosidade dindmica da mistura
(kg.ms?).

A partir destas equacOes é possivel buscar a solugdo numeérica, podendo ser realizada
através de uma discretizacdo. Um meétodo comumente usado € o upwind scheme, que leva em
consideracdo os termos convectivos das equacgdes governantes (VATANKHAH; SHAMLOO,
2018), sendo usualmente aplicado quando Pe > 2 (MOUKALLED; MANGANI; DARWISH,
2016). Com a definicdo do conjunto de equacdes e a forma de solugdo, é possivel implementar
os processos microfluidicos em softwares como ANSYS CFX®, ANSYS FLUENT® e CFD-
ACE™ (AFZAL; KIM, 2014; JEN et al., 2003; TRIPATHI; PATOWARI; PATI, 2021), cujos
resultados podem contribuir na validacdo de experimentos. Como visto por Firmino e
colaboradores (2021), a simulagdo computacional pode atuar como ferramenta colaborativa na
validacdo de hipdteses de processo. Com o auxilio de CFD, os autores puderam comprovar que
a mistura completa dentro do microcanal ndo era fator fundamental para a sintese de
lipossomas, para o caso especifico analisado. Li e colaboradores (2018) utilizaram o software
COMSOL Multiphysics® para simular numericamente a mistura cadtica de goticulas que
passaram pelo microcanal e a tensdo de cisalhamento na juncgéo de geragéo de goticulas. Assim,
os autores utilizaram um modelo multifasico para rastrear com precisdo a interface entre as
fases aquosa e oleosa, servindo como ferramenta auxiliadora na predi¢do das gotas que seriam
usadas como microrreatores para gerar lipoplexos monodispersos. Dessa forma, o estudo de
simulacdo numérica pode ser util na validacdo de processos de sintese de nanoestruturas via

microfluidica.

2.3.2 Rota microfluidica para a sintese de lipossomas

A microfluidica pode ser empregada para a producéo de lipossomas, lipoplexos e LNPs.
Normalmente, para lipossomas e lipoplexos, sdo empregados sistemas de fluxo continuo
baseado no método de focalizacdo hidrodindmica (MHF). Basicamente a focalizacéo
hidrodinamica consiste no uso de um dispositivo microfluidico de fluxo continuo com uma
geometria de fluxo cruzado ou, mais raramente, com uma geometria coaxial anular 3D
(CARUGO et al., 2016; JAHN et al., 2004).

Os lipossomas podem ser produzidos nestes sistemas microfluidicos atraves da
adaptacdo do método classico da injecdo de etanol, aplicando o escoamento continuo dos
lipideos dispersos/solubilizados em etanol e de outra corrente aquosa nos microcanais. Assim,

h& a mistura entre uma corrente organica, que consiste em lipidios dispersados em solugéo de
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solvente organico (comumente alcodlica), e uma corrente aquosa, normalmente agua. Essa
mistura ocorre internamente nos canais, com a solugdo contendo os lipidios sendo
hidrodinamicamente comprimida por duas correntes aquosas laterais. A formacdo dos
lipossomas ocorre com a formacdo de um gradiente de concentracao devido a difusdo muatua de
ambas as fases (AGHAEI; NAZAR, 2019; CARUGO et al., 2016; JAHN et al., 2007).

A medida que ocorre a difuséo entre as correntes, os lipidios se tornam menos solGveis
no meio aquoso, e se auto agregam formando as bicamadas lipidicas no formato de vesiculas,

encapsulando parte do meio, como apresentado na Figura 7 (BALBINO et al., 2013).

Figura 7 - Representacdo esquematica da formacédo de lipossomas em dispositivos microfluidicos
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Fonte: Balbino e colaboradores (2013) e De La Torre, Balbino e Sipoli (2017).

Frequentemente s&o utilizados dispositivos single-MHFF (hydrodynamic flow-focusing
microfluidic) e double-MHFF. A Figura 8 mostra um exemplo de dispositivo microfluidico
single-MHFF (hydrodynamic flow-focusing microfluidic) (A), com apenas uma corrente de
entrada de lipidios (single), e double-MHFF (B), com duas correntes de entrada de lipidios
(double) (AGHAEI; NAZAR, 2019; BALBINO et al., 2013).
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Figura 8 - Dispositivos microfluidicos com foco hidrodinamico
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Fonte: Traduzido de Balbino e colaboradores (2013).

Esta técnica MHF comecou a ser explorada por Jahn e colaboradores (JAHN et al., 2004,
2007, 2010), e o amplo controle sobre o tamanho das particulas e PDI (indice de
polidispersidade) elucidaram as vantagens deste método, e a partir de entdo, varios trabalhos
vém sendo conduzidos (BALBINO et al., 2013; DE LA TORRE; BALBINO; SIPOLI, 2017;
EVERS et al., 2018). Nosso grupo de pesquisa avaliou a producédo de lipossomas, e obteve-se
caracteristicas adequadas para entrega de genes e terapia génica, utilizando dispositivos de foco
hidrodindmico MHF (BALBINO et al., 2013). No entanto, uma das limitacfes desta técnica é
a baixa vazdo volumeétrica de operacdo e concentracao lipidica (EVERS et al., 2018; HOOD;
DEVOE, 2015; MAEKI et al., 2018), com vazdes residindo na faixa de uL/min (BALBINO et
al., 2013, 2017; MICHELON et al., 2017). Como o célculo da produtividade lipidica em
microfluidica leva em conta a concentracédo final e a vazao total de fluxo, como é mostrado na
Equacdo (7), esses parametros acabam resultando em produtividades massicas (g/h) reduzidas
em dispositivos MHF ou baseados em difusdo, menores que 0,3 gramas de lipidio por hora,
conforme os trabalhos encontrados na literatura (FIRMINO et al., 2021). O mesmao calculo pode
ser estendido a outros produtos em microfluidica. Vale ressaltar que em bioprocessos e reatores
costuma-se usar o conceito de produtividade como sendo concentragdo massica por tempo
espacial (g/L.d) (DE FARIAS SILVA; SFORZA, 2016; HAJBA; GUTTMAN, 2017). No
entanto, na microfluidica (processo continuo), o tempo de processo depende da quantidade de
material disponivel (massa e concentracdo) e a vazdo utilizada (TFR), podendo ser usado o
mesmo conceito de reatores (ES et al., 2020) ou em termos massicos (FIRMINO et al., 2021),

uma vez que o célculo é proporcional a concentracao.
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Produtividade = Cfinq * Migqia * TFR @)

Quando Cynq; € a concentragdo molar lipidica final na saida do dispositivo (mol/L),

M cqiq € @ massa molar média dos lipidios (g/mol) e TFR é a taxa de fluxo total (L/h).

Assim, outra estratégia que pode ser explorada para elevar a vazdo de processamento e
aumentar a produtividade nos microcanais € a de adveccao cadtica. A adveccao cadtica consiste
em uma dindmica de escoamento diferenciada, onde uma particula é advectada em um campo
de velocidade que possui uma trajetéria cadtica (AREF, 2002; TOTH et al., 2015). De forma
pratica, promove-se 0 entrelagamento das linhas de corrente, permitindo que os processos de
mistura sejam facilitados. A dindmica das particulas advectadas nos canais acaba sendo
caracterizada por alongamentos e dobramentos repetidos (stretching and folding), causado pela
interacdo de cisalhamento do fluido no canal com as paredes do mesmo (FROMMELT et al.,
2008; SONG et al., 2003). Essa dinamica causa a recirculacdo do fluido préximo a parede
dentro do microcanal, gerando um fluxo secundario, que pode ser visualizado pela Figura 9, no
qual o efeito é mostrado para canais curvos (DI CARLO, 2009). Este fenbmeno permite
melhorar o controle sobre o processo de mistura e diminuir o tempo de mistura, resultando em
maiores produtividades. A advecgdo cadtica normalmente tem sido implementada em sistemas
microfluidicos em valores baixos e intermediarios de numero de Reynolds (BELLIVEAU et
al., 2012; SONG et al., 2003).

Figura 9 - Fluxo secundario em canais curvos para geracdo de adveccgdo cadtica
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Fonte: Traduzido de Di Carlo (2009).

Um exemplo consolidado na literatura cientifica de microdispositivo operando com

adveccdo caotica € o staggered herringbone mixer (SHM), como apresentado pela Figura 10,
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caracterizado por apresentar canais com ranhuras estilo espinha de peixe em sua estrutura
(STROOCK et al., 2002).

Figura 10 - llustracdo esquematica de um dispositivo SHM
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Fonte: Adaptado de Stroock et al. (2002).

Nosso grupo de pesquisa avaliou a producéo de lipossomas catiénicos convencionais e
do tipo stealth utilizando-se da advecc¢do cadtica em um dispositivo SHM, combinado com
concentradores de vacuo centrifugos (CVC) para remo¢do do solvente, obtendo-se alta
produtividade para ambas as estruturas. Além disso, verificou-se que a adveccdo cadtica é mais
eficiente na formacdo adequada de lipossomas stealth quando comparado com dispositivo
microfluidico baseado em difusdo (D-MD), pois evita a formacdo de micelas oblatas, devido
ao melhor processo de mistura no microcanal que este método propicia (ES et al., 2020). Neste

trabalho, vazbes de 1,5 mL/min puderam ser empregadas para a sintese de lipossomas.

2.3.3 Producdo de complexos contendo material genético — lipoplexos com técnicas

microfluidicas

A microfluidica tem sido uma potencial ferramenta para producdo de complexos
lipidios/material genético. Além dos lipossomas, nossa equipe também foca o estudo na
formacéo de lipoplexos. Lipoplexos séo formados através da sintese em duas etapas: primeiro
ha a sintese de lipossomas, e depois a complexagdo destas nanoestruturas com o material
genético. Um esquema de producdo de lipoplexo incorporando pDNA nos canais

microfluidicos atraves do foco hidrodindmico pode ser visualizado na Figura 11.
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Figura 11 - Esquema do dispositivo microfluidico para montagem continua de lipoplexo com pDNA
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Fonte: Traduzido de Balbino e colaboradores (2016).

Balbino e colaboradores (2017) sintetizaram lipoplexos pEGFP-N1 (pDNA carregando
proteina fluorescente verde intensificada) utilizando mdltiplas regides de foco de fluxo
hidrodinamico (HFF). O sistema microfluidico foi projetado para primeiramente sintetizar os
lipossomas, e posteriormente condensa-los com pDNA, no mesmo dispositivo. Os autores
conseguiram atingir eficiéncias de transfeccdo proximas as obtidas via método bulk, cerca de
40%, comprovando a viabilidade do processo para a producao de nanolipossomas e lipoplexos
via microfluidica.

Em termos da formacdo de complexos lipossoma cationico/RNA, Es e colaboradores
(2018) avaliaram a incorporacdo de small interfering RNA (siRNA) em lipossomas compostos
de fosfolipidios EPC, DOTAP e DOPE, na razdo molar de 2:1:1 respectivamente. A
complexacdo ocorreu em modo bulk, mas os lipossomas foram produzidos através de um
dispositivo de foco hidrodindmico, e observaram praticamente nenhuma citotoxicidade dos

lipoplexos e um silenciamento (knockdown) significativo de luciferase.

2.3.4 Producgdo de complexos contendo material genético — lipid nanoparticles com técnicas

microfluidicas

LNPs podem ser formadas através da mistura em uma Unica etapa entre fase organica
contendo lipidios e fase aquosa contendo o acido nucleico (CULLIS; HOPE, 2017; EVERS et
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al., 2018). LNPs possuem um amplo potencial de fabrica¢do por microfluidica, ganhando cada
vez mais atencdo na area de gene delivery, e sua aplicacdo € principalmente focada na entrega
de RNA. A principal razéo para isto reside no fato que o DNA precisa atingir o nucleo para
conferir sua propriedade terapéutica. J& a maioria dos RNAs aplicados a terapia génica, como
MRNA, siRNA, microRNA (miRNA) e SAM, apenas precisam atingir o citoplasma para
promover a expressdo da proteina ou inibicdo (CARVALHO et al., 2020; LI; SZOKA, 2007;
YIN et al., 2014). No entanto, atualmente investigacdes para entrega de DNA também vém
sendo conduzidas.

Kulkarni e colaboradores (2017) estudaram diversas composi¢coes de LNPs para o
delivery de pDNA carreando EGFP ou firefly luciferase (FLuc) para explorar como a
composicdo lipidica pode afetar a eficiéncia de transfeccdo em linhagens de células de
mamiferos e células primarias. Sintetizadas a partir de um micromisturador de juncdo em T, as
LNPs contendo lipidios amino ionizaveis se provaram sistemas de entrega mais eficientes e ndo
toxicos para pDNA, tanto in vitro quanto in vivo, com expressdo acima de 85% de GFP. Mucker
e colaboradores (2020) utilizaram um dispositivo Nanoassemblr® microfluidic device para
producdo de LNPs com lipidios DSPC (7%), lipidio amino ionizavel ATX® (58%), colesterol
(33.5%) e DMG-PEG (1,2-Dimiristoilsn-glicerol, metoxipolietilenoglicol, massa molecular da
cadeia PEG: 2000) (1.5%), incorporando pDNA pWRG/c7d11, e concluiram que é possivel
usar LNPs para produzir vacina de DNA mais potente para Andes virus (ANDV) e Zika virus
(ZIKV), capaz de produzir anticorpos neutralizantes elevados em coelhos e primatas. Ja
Quagliarini e colaboradores (2021) utilizaram um dispositivo SHM com formato em Y com
duas entradas para sintetizar pDNA (GL3)-LNPs, conforme Figura 12. Os autores viram que a
PEGlacdo e concentracdo de amostra foram importantes para se obter LNPs de tamanho
pequeno e homogéneas com alta eficiéncia de transfec¢do e menor citotoxicidade em células
HEK-293. Além disso, a taxa de fluxo total impactou as propriedades fisico-quimicas e niveis
de transfecgéo adquiridas. Com isso, importantes aspectos podem e vém sendo explorados para
diminuir a lacuna deixada em aplicacGes de LNPs envolvendo DNA.
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Figura 12 - Estratégia de formulagdo de LNPs com pDNA
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Fonte: Traduzido de Quagliarini e colaboradores (2021).

A Figura 13 apresenta um esquema de producdo de LNPs que pode ocorrer nos canais
microfluidicos, onde normalmente utiliza-se processos envolvendo advecc¢éo caotica. Observa-
se que o0 aumento subito da polaridade do ambiente das moléculas de lipidios leva a
supersaturacdo, e acredita-se que resulte na formacdo de LNPs (EVERS et al., 2018). A
estrutura final tipica costuma ser um nucleo denso de elétrons constituido pelos &cidos nucleicos
circundados por lipidios predominantemente catiénicos, no formato de micelas invertidas, e
externamente a isso uma monocamada de lipidios estruturais circundada por lipidios PEGlados
ancorados na nanoparticula. Neste caso, a microfluidica é uma ferramenta essencial para a
sintese de LNPs, pois esta requer o controle rigoroso dos processos de mistura, pois é esse
controle no aumento da polaridade e a rapida mistura que permite a apropriada interacdo entre
material genético e os lipidios catiénicos, que formam o core sem que haja tempo para que as
micelas invertidas formadas se agreguem, e em vez disso, ha a posterior precipitacdo dos
lipidios PEGlados que circundam a nanoparticula (CULLIS; HOPE, 2017; EVERS et al., 2018;
SAMARIDOU; HEYES; LUTWYCHE, 2020).
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Figura 13 - Esquema de producédo de LNPs
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Fonte: Traduzido de Cullis e Hope (2017).

Com relagdo a RNA-LNPs, recentemente pode-se perceber um avango significativo no
desenvolvimento de LNPs para vacinacao, impulsionado, em boa parte, pela necessidade de
combate a crise sanitaria da COVID-19, como € o caso das vacinas da Pfizer (BioNTech) e da
Moderna, ambas relacionadas a entrega de RNA através de LNPs, e seu funcionamento pode
ser visualizado pela Figura 14 (DAMMES; PEER, 2020; ROCES et al., 2020). Em comparacao
com outros tipos de vacinas, as vacinas baseadas em mRNA podem ser rapidamente produzidas
a baixo custo, uma vez que se tenha as informacg6es sobre a sequéncia do gene do patdégeno
infeccioso (ALDOSARI; ALFAGIH; ALMURSHEDI, 2021). Com isso, apesar da maior parte
dos ensaios clinicos atuais abrangerem o uso de SiRNA e mMRNA, dezenas de outros candidatos
terapéuticos de RNA também entraram em fases de testes clinicos (DAMMES; PEER, 2020).

Nesse sentido, a microfluidica tem sido muito utilizada.
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Figura 14 - Funcionamento da vacina Pfizer/BioNTech
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Patel e colaboradores (2019) utilizaram a microfluidica (dispositivo e método de mistura
ndo especificado) e diversos lipidios conhecidos na seguinte proporcdo: lipidio ionizavel (Dlin-
MC3-DMA (MC3), Dlin-KC2-DMA (KC2) e 1,2-dioleiloxi-3-dimetilaminopropano
(DODMA)) ou catidnico (DOTAP, N-(4-carboxibenzil)-N,N-dimetil-2,3-bis (oleoiloxi)
propan-1-aminio (DOBAQ) e 1,2-di-O-octadecenil-3-trimetilaménio propano (DOTMA))
(50%), DSPC (10%), DMG-PEG2k (1,5%) e colesterol (38,5%), para produzir diversas LNPs
e compara-las para a entrega de mRNA para terapia génica aplicada para os olhos. Os autores
observaram que as LNPs que continham lipidios ionizaveis com baixo pKa (MC3 e KC2) e
cadeias de hidrocarbonetos insaturados mostraram a maior quantidade de transfeccdo do gene
reporter na retina ap6s uma injecdo sub-retiniana. Billingsley e colaboradores (2020)
sintetizaram iILNPs contendo mRNA para entrega em células T (Figura 15 (C)) atraves de
dispositivo microfluidico (Figura 15 (A)), produzindo didmetro de particulas em torno de 70
nm (Figura 15 (B)). Os autores demonstraram a capacidade das LNPs de entregar mRNA as
células T humanas primarias para induzir a expressao de proteinas funcionais, indicando o
potencial das LNPs em melhorar os métodos de engenharia de células T CAR (chimeric antigen
receptor - receptor de antigeno quimérico) baseados em mRNA. Riley e colaboradores (2021)

também produziram iLNPs contendo mRNA, através de dispositivo herringbone para induzir
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adveccao caotica no canal microfluidico, visando aplicacdo no Utero, conseguindo prover uma

plataforma para entrega de MRNA para substituicdo de proteinas e edi¢do de genes.

Figura 15 - Sintese de LNPs de mRNA via rota microfluidica
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Fonte: Traduzido de Billingsley e colaboradores (2020).

Modificacdes quimicas também podem ser realizadas para melhorar o delivery de RNA,
aumentar a expressao da proteina e a sua atividade (ALDOSARI; ALFAGIH; ALMURSHEDI,
2021; SAHIN; KARIKO; TURECI, 2014). Nesse sentido, 0 SAM pode induzir expressio
proteica local e atividade prolongada com doses menores do que o mRNA convencional
(BLOOM; VAN DEN BERG; ARBUTHNOT, 2021; GEALL et al., 2012). Uma vez no
citoplasma, o0 SAM funciona como um molde de traducéo para produzir a RNA polimerase e,
em seguida, fazer varias cdpias idénticas da fita de RNA original (HOU et al., 2021; PUSHKO
et al., 1997). Lou e colaboradores (2020) utilizaram um dispositivo Micromixer espinha de
peixe escalonado em forma de Y (Y-shaped staggered herringbone) para delivery de uma
vacina de RNA de auto-amplificagdo (self-amplifying RNA (SAM)) com LNPs catidnicos em
duas composi¢oes diferentes: 1) DOPE, um lipidio catidnico e DMG-PEG2000 na razdo molar
de 49:49:2 e 2) DSPC, colesterol, um lipidio catidbnico e DMG-PEG2000 na razdo molar de
10:48:40:2 respectivamente, e obtiveram altas expressdes de antigeno, bem como as
formulacdes interagiram com as células in vitro.

As primeiras aplicacdes das LNPs, e que continuam muito em alta, sdo referentes a

entrega de SiRNA. Inicialmente, através do desenvolvimento e aprovacdo do Onpattro®
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(patisiran) em 2018 pela FDA, as LNPs se consolidaram como os transportadores mais
avancados e adequados para a entrega de siRNA in vivo (AKINC et al., 2019; ALDOSARI;
ALFAGIH; ALMURSHEDI, 2021; DAMMES; PEER, 2020). A razao pela qual as LNPs foram
tdo bem-sucedidas no silenciamento do gene hepatico foi devido a capacidade das LNPs
ionizaveis de adsorver a apolipoproteina E (ApoE) na circulacdo, através de administracéo
intravenosa, dando origem a um ligante de direcionamento natural que se liga com alta
afinidade ao receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDL), que é amplamente expresso
em hepatdcitos, desencadeando assim a absor¢do por endocitose, conforme Figura 16 (AKINC
et al., 2019; DAMMES; PEER, 2020; JAYARAMAN et al., 2012). Apds atingir o citoplasma,
siRNA interage com o complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), e entdo, o RISC
¢ guiado para 0 mRNA alvo, que é reconhecido e clivado ou blogueado para traducao
(DYKXHOORN; LIEBERMAN, 2006; EVERS et al., 2018). No final de 2019, um segundo
medicamento de siRNA, o Givosiran, foi aprovado (DAMMES; PEER, 2020). Desta maneira,
fica evidenciado a eficiéncia das LNPs no silenciamento hepatico (KULKARNI et al., 2019;
SHEPHERD et al., 2021).

Flgura 16 - Modelo de entrega de siRNA mediada por nanoparticulas lipidicas para hepatdcitos in vivo
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Fonte: Traduzido de Akinc e colaboradores (2019).

A microfluidica pode ser utilizada também para a entrega de SiRNA, como
demonstraram Shepherd e colaboradores (2021), os quais utilizaram um dispositivo SHM

baseado em PDMS para mistura rapida, conforme Figura 17. Os autores também avaliaram o
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aumento de escala através da técnica de paralelizacdo dos dispositivos, conseguindo gerar
formulacBes de LNPs escalonaveis e reproduziveis, necesséarias para aplica¢fes clinicas

emergentes, incluindo RNA terapéutico e vacinas.

Figura 17 - Plataforma microfluidica escalonavel para formulacfes de LNPs de RNA

( Formulag¢@o microfluidica J

- Pequ'e‘na”s"
A\,\'\\&"///// / LNPs (<100 nm)

( . . w
Potente atividade
n vivo

- w
Fonte: Traduzido de Shepherd e colaboradores (2021).

Como ¢é possivel observar pelos trabalhos citados, as LNPs sdo comumente produzidas
utilizando-se o fenbmeno da adveccgéo cadtica, ndo sendo encontrada evidéncias do uso de foco

hidrodinamico para a producéo de lipid nanoparticles.

2.3.5 Estratégias para aumento de producdo e amplificacdo de escala em processos

microfluidicos

Apesar dos dispositivos microfluidicos conseguirem sintetizar nanoparticulas com
menores tamanhos e com maior uniformidade comparado aos métodos bulk, a produtividade
ainda é muito baixa, na ordem de pL/min para dispositivos MHF baseados em difusdo
(BALBINO et al., 2013; ES et al., 2020), devido as caracteristicas de fluxo laminar e baixas
quantidades de fluido manipulado com o tempo (HOOD; DEVOE, 2015). Com a crescente
busca e validagédo das nanoparticulas como potentes veiculos para drug e gene delivery system,
h& a necessidade de viabilizar a producéo a nivel industrial, ao mesmo tempo que mantendo as
vantagens oferecidas pela microfluidica (LU et al., 2016). Portanto, uma alternativa atrativa é
0 numbering-up (ampliacdo de escala) pela técnica de paralelizacdo dos dispositivos

microfluidicos.
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Esta técnica de paralelizacdo permite o aumento de produtividade pela integracdo de
diversas cdpias de um mesmo dispositivo em um Unico chip, usando-se um conjunto de
unidades bombeadores de fluido (seringas) (ROMANOWSKY et al., 2012). Um dos desafios
impostos por esta técnica é conciliar a taxa de producdo desejada minimizando a quantidade de
bombeamento necessario (MULLIGAN; ROTHSTEIN, 2012). Uma representacao

esquematica da paralelizacdo de dispositivos pode ser visualizada na Figura 18.

Figura 18 - Representacdo esquematica da técnica de paralelizagdo de dispositivos microfluidicos

Fonte: Mulligan e Rothstein (2012).

Jeong, Issadore e Lee (2016) e Tetradis-Meris e colaboradores (2009) discorreram sobre
técnicas de paralelizacdo para formacdo de emulsdes. Porém, na area de producdo de lipid
nanoparticles, a técnica ainda é pouca difundida, e a produtividade necessaria para atender a
operacdo em escala comercial permanece como um gargalo a ser superado (SHEPHERD et al.,
2021).

Outra técnica que vem sendo analisada é a modularizacdo de sistemas em microescala.
Nesta técnica, microcanais ou microreatores sao paralelizados e essas estruturas sdo empilhadas
de tal forma que um mddulo é criado (BILLO et al., 2015). Além disso, varios modulos podem
ser integralizados de maneira a elevar a taxa de producdo em trés niveis. No entanto, para sua
aplicacdo em microfluidica, primeiro faz-se necessario encontrar um meio de paralelizar o
sistema microfluidico (HAN et al., 2017; SHEPHERD et al., 2021).

Por fim, também hé a estratégia de aumentar as dimensdes dos canais, mas mantendo
as mesmas caracteristicas de mistura rapida e transferéncias de calor e massa encontrados nas
dimens0es caracteristicas da microescala. Com isso, é possivel elevar a produtividade sem que

haja 0 comprometimento nas caracteristicas de transporte e fluxo dentro dos canais de mistura.
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Além disso, esta técnica reduz a propensao ao entupimento dos canais (SANTANA; SILVA;
TARANTO, 2019; WARKIANI et al., 2015; ZHANG et al., 2017).

Independentemente do método de escalonamento a ser utilizado, antes de iniciar seu
estudo de implementacdo faz-se importante encontrar o processo que garanta a formacéo
adequada das nanoparticulas na maxima vazao volumétrica e concentragdo lipidica. Assim, é
interessante ampliar alternativas do uso da advecgéo caotica e aumento da vazao nos canais.

Dispositivos do tipo herringbone, apesar de amplamente utilizados, apresentam
complexidade de microfabricacdo, e assim, novos dispositivos que permitam simplificar a
construcdo sem necessidade de sala limpa (cleanroom), e aumentar a capacidade de producgéo
podem ser pesquisados. Como exemplo de alternativas mais simples para o emprego da
adveccdo caodtica, pode-se citar o trabalho de De Camargo e colaboradores (2016) que utilizou
vazoes entre 0,6 e 60 (mL/min) em um dispositivo microfluidico HFR-MD (high flow rate
microfluidic device) elaborado pelo método PSR (polymerization and scaffold removal) para
extragdes liquido-liquido, e obtiveram alta produtividade de emulsdes, corroborando para com
as vantagens desta técnica previamente citadas. A geometria utilizada pelos autores pode ser
visualizada pela Figura 19. Este mesmo dispositivo foi adaptado por Firmino e colaboradores
(2021) para a producdo de lipossomas de alta produtividade, com polidispersidade baixa e
tamanho adequado para aplicacdo (~ 176,4 nm de diametro). Vale ressaltar que esta geometria
ainda ndo foi utilizada para a producéo de lipossomas catiénicos, lipoplexos e LNPs.

Figura 19 - Geometria dos canais microfluidicos do dispositivo HFR-MD preenchidos com corantes

0,6 mL/min 500pm 0.4 mL/min 500 pm

60 mL/min 500 pm 40 mL/min 500 jum

Fonte: Adaptado de De Camargo e colaboradores (2016).

Outra alternativa a paralelizacdo é demonstrada por Webb e colaboradores (2020), que

utilizaram um dispositivo que permite a produgdo de nanoparticulas em vazdes que variam de
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1 mL até 20 (L/h). Este dispositivo é chamado de toroidal mixer, e se baseia na criacdo de
adveccao cadtica usando estruturas circulares dentro do caminho de fluxo. Além disso, também
h& micromisturadores em espirais (TRIPATHI; PATOWARI; PATI, 2021) e osciladores (XIA
etal., 2015).

Assim, a busca de processos eficientes que garantam elevada produtividade e que sejam
factiveis de serem implementados em indUstrias para a sinteses de lipossomas catidnicos, do
tipo stealth e lipid nanoparticles, pode contribuir para o desenvolvimento tecnoldgico e
eliminar gargalos de produ¢do, como o caso da pandemia que vivemos atualmente e que requer
elevados indices de producdo de vacinas génicas. Ou seja, compreender os fenbmenos
existentes na sintese dessas nanoestruturas contribui para o desenvolvimento racional de
operacdes unitarias que possam suprir as necessidades mundiais de producdo e a busca por

processos eficientes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

Os lipidios L-o-fosfatidilcolina de ovo (EPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (DOPE) e 1,2-dioleoil-3-trimetilamonio-propano (DOTAP) foram adquiridos
da Lipoid (Ludwigshafen, Alemanha). 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-
[metoxi (polietilenoglicol)-2000] (DSPE-PEG 2000) foi obtido pela Sigma-Aldrich Brasil. Foi
usado tampado fosfato salino (PBS) pH 7,2 da Laborclin. Etanol absoluto (99,5%) foi adquirido
da Labsynth (Diadema, SP, Brasil), e foi utilizado apds processo de desidratacdo, seco em uma
peneira molecular de 3 A adquirida da Sigma-Aldrich. Para a fabricacdo do microdispositivo
HFR-MD de PDMS, usou-se 0 Sylgard 184 Silicon Elastomer Kit da Dow Corning (Midland,
MI, USA). pDNA de luciferase (pDNA-Luc) foi fornecido pelo grupo do Instituto de Ciéncias
Biomédicas Il da Universidade de S&o Paulo.

3.2 METODOS

3.2.1 Dispositivo microfluidico HFR-MD (High Flow Rate Microfluidic Device)

Foi utilizado um dispositivo de PDMS baseado no método PSR do trabalho de De
Camargo e colaboradores (2016) e Firmino e colaboradores (2021) para os testes com adveccao
caltica, para sintese dos lipossomas, lipoplexos e LNPs. A geometria em espiral dos canais
pode ser visualizada pela Figura 19. Inicialmente é fabricado o molde plastico composto pelas
bases laterais e de vidro. A forma lateral é confeccionada em impressora 3D com tecnologia de
impressdo por extrusdo. O polimero usado na impressora é o acido polilatico (PLA) atoxico. A
moldura lateral impressa tem dimensdes 7,8 cm x 4,1 cm x 1,6 cm e 0,4 cm de espessura,
conforme Figura 20 (A). A base de vidro tem 7 cm x 10 cm. A forma lateral € aderida a base
de vidro apos adicionar uma pequena quantidade do proprio material de fabricacdo do
microdispositivo (PDMS) e curar por cerca de 30 minutos na estufa a 60°C. Posteriormente,
esse método consiste em utilizar trés fios de nylon com 200,0 um de didmetro, os quais sdo
inseridos nos orificios da peca de molde (scaffold). Estes sdo unidos e esticados na extremidade
oposta contendo um dnico orificio no centro, ao qual os fios também séo fixados. Os fios sdo
entdo torcidos e passam a ocupar o que posteriormente gera o microcanal (entradas). E possivel

controlar o numero de tor¢cdes médias (65 * 5 tor¢Oes) para garantir a reprodutibilidade da
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fabricagdo. O molde é entdo preenchido com uma mistura de monémeros de PDMS e agente de
cura na proporc¢do 10:1 razdo méssica. Posteriormente, o PDMS é curado em uma estufa de
laboratdrio (90°C por 40 minutos). Os fios de nylon séo entdo retirados com o auxilio de uma
pinc¢a, os quais formam o microcanal torcido, com cerca de 3,5 cm de canal trangado. Apds essa
etapa, com o auxilio de um bisturi, 0 microdispositivo € destacado da base lateral e liberado do
molde. Por fim, um pequeno tubo (mangueira) é inserido no canal de saida e agulhas nos canais

de entrada (Figura 20 (B)). Ap0s essa etapa, 0 microdispositivo se encontra pronto para uso.

Figura 20 - Dispositivo HFR-MD. (A) Molde produzido por impresséo 3D aderido & base de vidro para
fabricacéo do dispositivo. As setas verdes indicam as trés entradas e a saida do microdispositivo. (B)
Microdispositivo com agulhas nas entradas e mangueira ligada & saida. Qw representa a corrente aquosa € Qa a
corrente alcodlica. As posi¢des | e 1l representam o inicio da juncdo dos trés canais de entrada e 2,5 cm a jusante,
respectivamente.
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Fonte: Firmino e colaboradores (2021).

As configuracdes do dispositivo utilizadas ao longo do trabalho podem ser verificadas
na Figura 21, sendo a configuracdo padrdo (A) consistindo em corrente organica central e
correntes laterais aquosas, e com barreira difusiva (B) consistindo em corrente central aquosa e
uma corrente lateral organica, no qual a corrente de etanol (organica) simula a corrente com
lipidios ou lipossomas, seja no centro ou na lateral, dependendo do tipo de estrutura a ser
sintetizada. Ja as correntes laterais de agua simulam a corrente que contém material genético
(pPDNA) ou apenas agua pura no caso dos lipossomas, e quando seu uso se faz na corrente
central, esta atua como barreira difusiva de agua pura. Além disso, também foram estudadas
razdes entre taxas de fluxo (FRR) 1 e 10. A FRR representa a razdo entre a vazao volumétrica
(Q) das correntes laterais e a vazao volumétrica da corrente central, considerando Q,, a vazao
volumétrica da corrente aquosa de agua e Q, a vazdo volumétrica da corrente organica
alcodlica, conforme Equagdo (8), sendo FRR, o célculo para a configuracdo padrdo e FRRp

para a presenca de barreira difusiva. Taxas de fluxo total (TFR) entre 0,2 e 20 mL/min foram
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avaliadas. A TFR é a soma total dos fluxos das correntes aquosas e organica, conforme Equacao

(9).

20, Q. + 0, (8)
FRR, = —% FRRp =¥ <%
T BT Qu
TFR=Q, + Qy, + 0, ©))

Figura 21 - Configuracdes do dispositivo HFR-MD estudadas e imagens da geometria do canal microfluidico.
Configuragdo padrdo (A) e com barreira difusiva (B).

A)

Agua —,

Etanol — — Saida

Agua —,

B)

Agua —,

r

Agua —» ——Saida

Etanol —

3.2.2 Simulacdo computacional e parametros adimensionais

A fluidodindmica no HFR-MD foi avaliada computacionalmente e experimentalmente.

Inicialmente foram realizadas simula¢6es com CFD para descobrir os limites de processamento:
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vazdo minima que garanta a adveccao cadtica e vazdo maxima que garanta a formacéo das lipid
nanoparticles no HFR-MD, avaliando o perfil gerado pela mistura das correntes de etanol e
agua, sem considerar a influéncia dos lipidios e material genético na transferéncia de massa, e
considerou-se a formacéo dos lipossomas e demais nanoestruturas como sendo consequéncia
da mistura etanol-agua. Essa hipoOtese foi baseada em outros trabalhos da literatura que
consideraram a predicdo de formacgéo de nanoestruturas a partir da mistura entre fases aquosas
e organicas (FIRMINO et al., 2021; L1 et al., 2018).

A geometria utilizada é a mesma proposta por Firmino e colaboradores (2021). A
geometria foi criada em um software computer aided design (CAD), Solid Edge. A Figura 22
apresenta as dimensdes e o perfil da geometria utilizada. Regido E abrange a saida do
dispositivo, sendo um cilindro medindo 0,38 mm de diametro externo. Regides A, B e C foram
criadas como simples circunferéncias medindo 0,20 mm de diametro. A regido D compreende
as trés circunferéncias medindo 0,20 mm de didmetro (externo), cujos centros sdo colocados a
0,18 mm e espacados por 120 graus (Figura 22 (A) e (B)), indo até a juncdo com a regido E
(Figura 22 (C)).

Figura 22 - Estrutura e dimensdes do dispositivo HFR-MD computacional

A <N
A Comprimentos:
i A =2233 mm
F C D E B=22.27 mm
— C=15mm
D =35mm
E=17 mm
B F =33 mm

Fonte: Traduzido de Firmino e colaboradores (2021).
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A malha foi construida usando o ANSYS Meshing. Elementos tetraédricos foram
gerados para capturar os detalhes da geometria (Figura 22 (D)). O refinamento (inflation) das
bordas foram realizadas de modo a assegurar que os gradientes gerados na mistura fossem bem
captados. Para isso, o inflation automatico foi realizado, no qual a variacdo do nimero de
camadas (maximum layers) foi estudada: 5; 10 e 15 camadas, de modo a obter-se a malha com
melhor relacdo precisdo/tempo computacional, sem que houvesse sobrecarga de esforgo
computacional. Tal implementacdo e analise sdo mostradas na se¢do 4.1.1.1 de resultados. A
selecdo da geometria do elemento da malha foi baseada na caracteristica complexa do dominio
computacional cuja curvatura da topologia do microcanal representou um desafio adicional
(Figura 22 (E)).

O tamanho de elemento minimo escolhido foi de 2x10 mm e méaximo de 1x10°* mm,
baseado na malha validada por Firmino e colaboradores (2021). A malha foi gerada
automaticamente. De maneira analoga, a taxa de crescimento (growth rate) foi estabelecida
como 20%.

O conjunto de equacdes governantes de transporte de fluidos foram resolvidas: equacgéo
da continuidade (Equacdo (4)), Navier-Stokes (Equacéo (5)) e transporte de espécies (Equacéo
(6)), como apresentado anteriormente na se¢do 2.3.1.1. Para tal, considerou-se uma mistura
etanol e 4gua em regime laminar, fluidos incompressiveis e Newtonianos, pressao atmosférica
padrdo, estado estacionario, sem efeitos de gravidade e flutuabilidade, condicdo de néo
deslizamento nas paredes do sélido e transferéncia de calor desprezivel. Resolveu-se a equacgéo
de transporte de espécies quimicas apenas para a agua, considerando-se a difusividade
cinematica de acordo com a razao etanol-agua, e a fracdo de etanol pdde ser obtida através de
balanco material.

As velocidades médias de entrada de etanol e agua foram calculadas considerando-se
suas respectivas vazbes de entrada e a area de secdo transversal (Ast) das entradas do

dispositivo, conforme Equacdo (10).

AST = 7T.T2 (10)

Sendo r o raio da circunferéncia de entrada (100 um) deste dispositivo.
Na saida considerou-se pressao estatica zero. Os termos de conveccdo das equacdes de
transporte foram discretizados usando esquema upwind, cujo critério de convergéncia foi

estipulado como 1x10°, para garantir rigorosidade e confiabilidade sem demandar esforgo



61

computacional excessivo. Ademais, considerando a natureza difusiva-convectiva do problema,
a estratégia de discretizacdo foi baseada no método dos volumes finitos (FIRMINO et al., 2021,
GLATZEL etal., 2008; TRIPATHI; PATOWARI; PATI, 2021).

A solucdo foi obtida considerando-se as condic@es iniciais e dupla precisdo (double
precision), sendo estipulado um méximo de 1000 iteracoes.

Um tutorial exemplificativo mostrando o passo a passo de uma simulagdo pode ser
visualizada no Apéndice I.

Além disso, com os dados provenientes das simulacdes foram calculados os indices de
mistura (Equagdes (11) e (12)), perfis de mistura e velocidade ao longo da segdo transversal.
Foi utilizado o software ANSYS CFX® 2020 para a simulacdo. Valor residual da média
quadratica (RMS) inferior a 10~° foram estipulados para fornecer um alto rigor de convergéncia
da solucdo (ALAM; AFZAL; KIM, 2014). Efeitos de malha foram analisados na predicdo dos
resultados, bem como diferentes razdes entre taxas de fluxo (FRRs), TFRs e configuragdo das
correntes de entrada do dispositivo. Por fim, os dados de fragdo volumétrica foram retirados
para o calculo do indice de mistura (I.M.) para a fracdo de volume de etanol, cujos dados
planilhados foram fornecidos pelo ANSYS CFX®. A formula utilizada para o .M. esta descrita
nas Equacdes (11) e (12).

\/Zliv—1(ci —Cm)? (1)
o= m
o2 (12)
IM=1- |-
o

Onde o ¢ a variancia do conjunto dados, N é o numero de pontos amostrais, c; € a fracao
de volume de etanol pontual e c,, é a fracdo de volume de etanol média. A variancia maxima
(omax) foi considerada como sendo a maior variancia do conjunto de dados, sendo obtida na
regido mais proxima da juncdo (AFZAL; KIM, 2014; ALAM; AFZAL; KIM, 2014). Imagens
dos indices de mistura ao longo do microcanal foram elaboradas com o software OriginPro®
8.5.

Os perfis de concentracdo de etanol foram retirados considerando-se um plano nos eixos
X (altura) e Y (largura), em diversos comprimentos de canal (eixo Z), bem como foram obtidas
imagens no plano Y e Z, passando por X = 0 cm (meio do canal), para analise ao longo do
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comprimento. Ja para o perfil de velocidade do etanol ao longo da largura do canal, os dados
foram obtidos considerando-se a largura do canal em um comprimento de 2 cm e altura de 0
cm (meio), considerando que é uma largura onde o perfil de velocidade se encontra totalmente
desenvolvido, cujas imagens foram elaboradas no software OriginPro® 8.5.

Para o célculo do numero de Reynolds (Equacéo (1)), considerou-se a fracdo de etanol
na mistura (Xe = 0,5 para configuracdo original e Xe = 0,25 para configuragcdo com barreira
difusiva), respectivas densidades e viscosidades da solucdo (893,5 [kg/m3] e 0,0011 [Pa.s] para
configuracdo original e 945,75 [kg/m3] e 0,0010 [Pa.s] para barreira difusiva), diametro
equivalente (D,,) de 303,81 um, conforme Equacdo (13), e velocidade média (Vmed) de
escoamento (0,028; 0,7 e 2,8 m/s para TFRs 0,2; 5 e 20, respectivamente) com base no D,
calculado. A partir das velocidades médias de escoamento e o comprimento de canal (Lcanar)
trancado para a mistura (3,5 cm) foram obtidos os tempos de residéncia (tres), conforme
Equacdo (14). Todos os dados foram extraidos com base em Firmino e colaboradores (2021),

presente no material suplementar.

44,, (13)
Pea="p,”
T _ Lcanal (14)
res —
Vmed

Sendo A,, a area de superficie molhada da se¢do transversal e B, o0 perimetro molhado
(FIRMINO et al., 2021; LU et al., 2016; VERMA et al., 2008).

Ja para o nimero de Peclet (Equacdo (2)), calculou-se o coeficiente de difusdo mutuo
(D) de etanol-agua, considerando a fracdo volumétrica de etanol (X,), conforme Equacéo (15)

(HOOD et al., 2014). Também se considerou a velocidade média de escoamento e 0 D,

previamente calculados para a determinacdo do nimero de Reynolds.

D[m2s71107°] = 11,22X5 — 24,11X* + 12,27X3 + 6,45X% — 5,88X, + 1,42 (15)

Para o calculo do nimero de Dean (Equacéo (3)), foi considerado o D, usado para o
calculo de Re, o raio da secéo transversal no comprimento de canal analisado, o0 Re calculado
e 0 angulo de curvatura aproximado da geometria no comprimento de canal sob analise. Os

calculos de De foram realizados com base na metodologia empregada por Verma e
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colaboradores (2008), cuja geometria de canal é a mesma da utilizada nesse trabalho. Maiores
detalhes da metodologia empregada podem ser vistos no anexo |.

3.2.3 Caracterizacdo experimental da condicdo de mistura - Tracador fluorescente para

avaliacéo do perfil de mistura

Para obter o perfil de mistura experimental, testes de fluorescéncia em FRR 1 com
rodamina B foram realizados. A concentracdo de rodamina B na saida foi ajustada para cada
vazdo, de modo a garantir uma boa visibilidade do gradiente de fluorescéncia ao longo do canal,
sendo de 0,0025; 0,005 e 0,0005 mM para as TFRs de 0,2; 5 e 20, respectivamente. Os testes
foram realizados apenas para a configuracdo original do dispositivo, sendo a corrente central
etandlica com Rodamina B, e correntes laterais de agua ultrapura. Para todos os testes
experimentais foram utilizadas seringas de vidro de volumes varidveis entre 5 e 10 mL
(Hamilton, NV, USA) e bombas-seringas (PHD Ultra, Harvard Apparatus). As imagens foram
retiradas em comprimentos em torno de 0,1 e 2 cm a partir de juncdo, a partir de microscopio
invertido (Inverted Research Microscope Eclipse Ti-U, Nikon, Tokyo, Japan). O calculo de
intensidade de fluorescéncia foi realizado no software ImagelJ®, onde as imagens foram
transpostas para a escala de cinza, feita a conversdo de escala de pixels para micrémetros,
através da barra de escala conhecida, e em alguns casos ajustou-se o brilho e contraste, para
entdo se obter posteriormente a curva de intensidade de cinza aproximada ao longo das larguras
especificadas. E vélido ressaltar que as imagens de fluorescéncia s&o resultadas dos efeitos de
fluorescéncia acumulada ao longo de toda a altura do microcanal. A imagem de fluorescéncia
reporta o evento em 2D. No entanto, é necessaria a andlise critica das imagens, pois o fenébmeno
estd ocorrendo em 3D e a altura do microcanal ndo pode ser desconsiderada. Nesse sentido, nos
locais onde ha maior altura espera-se que haja maiores intensidades de fluorescéncia em
condicBes de mistura completa. A Figura 23 exemplifica o método realizado para ambos 0s
comprimentos analisados: 0,1 cm (Figura 23 (A)) e 2 cm (Figura 23 (B)).

Para termos comparativos, na simulacdo usou-se 0s dados exportados das secdes
transversais em 0,1 e 2 cm obtidos do CFD-Post do Ansys. A soma dos pontos de concentragéo
de etanol para todas as alturas em determinada faixa de largura foi retirada para a geragéo da
curva. Para a andlise do perfil de mistura em cada comprimento foram consideradas as larguras
reais medidas, de maneira aproximada, visto que é varidvel em cada comprimento de canal
devido ao entrelagamento, e portanto ndo considerou-se o diametro equivalente/hidraulico

nessa analise.
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Figura 23 - Linha de secéo transversal tracada no canal para intensidade de cinza. Corte aproximado para 0s
comprimentos de (A) 0,1 cmem TFR 0,2 e (B) 2cmem TFR 0,2.

A) B)

200 pm

Imagens retiradas dos testes de fluorescéncia e processadas no software ImageJ®. Quando necessario, ajustes de
brilho e contraste foram realizados.

Jé& o perfil tedrico de mistura completa foi realizada seguindo os mesmo procedimentos
de Firmino e colaboradores (2021), no qual retirou-se a imagem da se¢do transversal do CFX
em ambos 0s comprimentos, e a soma das alturas em intervalos espacados foram registrados, e
nesse caso, obteve-se 19 pontos para cada comprimento de canal analisado. As imagens geradas
comparando-se os perfis de mistura foram elaboradas no software OriginPro® 8.5. Nesse caso,

considerou-se mistura completa quando a mesma atingiu 100%.

3.2.4 Sintese de lipossomas cationicos (CLs) e stealth (S-CL)

As CLs e S-CLs foram produzidas com uma composicao de lipidios dispersos em etanol
seco com concentracdo total lipidica de 25 mM, similar a proporcao definida pelos autores Es
e colaboradores (2020) e Perli e colaboradores (2019), sendo EPC, DOTAP e DOPE em uma
razdo molar de 50-25-25 (%) para os lipossomas catidnicos, respectivamente, e EPC, DOTAP,
DOPE e DSPE-PEG (2000) em uma razdo molar 50-25-24-1 (%), para os lipossomas catidnicos
stealth, respectivamente. Antes da sintese, a solucdo lipidica foi sonicada por 15 minutos entre
25 e 35°C (Modelo Ultrasonic Bath 08895-43, Cole-Parmer®). Para a produc¢éo dos lipossomas,
foi utilizado &gua ultrapura ou tamp&o PBS como correntes laterais aquosas, e corrente central
etandlica. As solucBes foram carregadas em seringas de vidro (Hamilton, NV, USA) e bombas-
seringas (PHD Ultra, Harvard Apparatus) foram utilizadas nos processos microfluidicos.
Inicialmente os CLs foram sintetizados com o propésito de validar o dispositivo HFR-MD. Para
tal, foram utilizadas condic¢des similares as testadas por Firmino e colaboradores (2021) para

este dispositivo, estabelecidas as FRRs (flow rate ratios) 1 e 10, e TFR (total flow rate) de 5
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mL/min. Analisou-se também a influéncia da escolha de tampdo PBS (10 mM) como fase
aquosa nas caracteristicas dos lipossomas, como didmetro médio, PDI e potencial zeta, como
explorado por Perli e colaboradores (2019). Posteriormente, vazdes totais de escoamento foram
variadas a fim de se encontrar a melhor condicéo de processo, tanto TFRs mais altas (10, 15 e
20 mL/min), quanto mais baixas (0,2; 0,5 e 1 mL/min). Para esse estudo, fixou-se a melhor
FRR encontrada para a TFR de 5 mL/min. Para colaborar com os resultados encontrados, foram
ainda realizadas simulagcdes em todas as condi¢6es supracitadas, em ANSYS CFX®. Por fim,
as melhores condicdes operacionais encontradas para os CLs foram avaliadas para a producgéo
de S-CLs. Para todos os testes utilizou-se as 3 entradas do dispositivo: corrente central com 0s
lipidios dispersos em etanol, e as duas correntes laterais (canais com 45° em relac¢éo ao canal

central) aquosas (agua ultrapura ou tampao PBS).

3.2.5 Sintese de lipoplexos e LNPs

A formacéo dos lipoplexos deu-se com a utilizacdo de pDNA para validacao do processo
de formacdo das nanoestruturas carregadas com material genético. Para este estudo, avaliou-se
diferentes configuracdes do dispositivo: (1) corrente central organica com lipossomas e as duas
laterais de 4gua com material genético (Figura 21 (A)); (2) corrente central aquosa de agua
pura, uma corrente lateral de lipossoma e outra corrente aquosa de material genético (Figura 21
(B)); bem como diferentes concentragdes lipidicas e TFRs. Utilizou-se também o método
convencional bulk de producgéo, baseado no método de Es e colaboradores (2018), de maneira
a comparar com o sistema microfluidico na avaliacdo da capacidade das nanoestruturas em
veicular DNA de luciferase. O protocolo bulk é definido pela mistura em banho de gelo entre o
material genético e os lipossomas atraves do uso de agitador vortex.

A proporc¢do entre lipidios e material genético necessaria para se atingir a devida
complexacdo e formulacao das nanoestruturas (lipoplexos ou LNPSs) pode ser calculada através
da proporcdo molar de cargas (molar charge ratio (R+)), que pode ser traduzida como razéo
N/P (nitrogénio-fosfato), uma vez que os lipidios catibnicos ou ionizaveis possuem grupo
amino (N*) em sua composicdo, 0 que confere carga positiva. Por outro lado, os acidos
nucleicos (RNA ou DNA) séo caracterizados por possuirem nucleotideos em sua composicao,
que detém grupos fosfato (P), o que confere carga negativa (BALBINO et al., 2017; LOU et
al., 2020; ROCES et al., 2020). O protocolo é definido com base em Es e colaboradores (2018).

Com isso, essa razdo pode ser calculada conforme o equacionamento abaixo (Equacdes (16) e

17)):
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mols carga (+) (16)
R+ =
=  mols carga (-)
R, = Clip *Yeat * Vlip * [N+] (17)
. [P~] = Cgen * Vgen
Quando:

- Cy;, € a concentracdo molar da solucdo etandlica contendo os lipidios que serdo
introduzidos no micromisturador;

- Year € @ fracdo molar do lipidio catiénico ou ionizavel,

- Viip € 0 volume da solugéo lipidica organica que sera introduzido no micromisturador;

- [N*] é a quantidade de grupo(s) amino(s) em um mol do lipidio catidnico ou ionizavel;

- [P~] é a quantidade de grupo(s) fosfato(s) em um mol de material genético;

- C4en € @ concentragdo molar do material genético na entrada do micromisturador,

- Vgen € 0 volume da(s) corrente(s) aquosa(s) contendo material genético que sera

introduzido no micromisturador.

Basicamente, calcula-se a proporcdo necessaria entre cargas positivas e negativas
(BALBINO et al., 2017). Com base em Balbino e colaboradores (2016, 2017), foi determinado
um R: de 3 para os lipoplexos e LNPs com pDNA, por ter se mostrado uma proporc¢ao capaz
de produzir nanoestruturas com propriedades fisico-quimicas apropriadas para terapia génica.

As LNPs foram produzidas misturando-se em uma Unica etapa os lipidios na corrente
etandlica e o DNA na corrente aquosa. Analogo aos lipoplexos, estudou-se as duas

configuracdes de dispositivo, mesmas composi¢des lipidicas e diferentes TFRs.

3.2.6 Caracterizacdo fisico-quimica e analises estatisticas do complexo de lipossomas

cationicos e LNPs com material genético

A avaliacdo das propriedades fisico-quimicas de nano materiais foi realizada em termos
do didmetro hidrodindmico médio, polidispersidade, potencial zeta e morfologia (BALBINO et
al., 2015; BHATTACHARJEE, 2016).

Em suas metodologias, o PDI e o didmetro hidrodindmico médio podem ser medidos

pela técnica de DLS usando-se um equipamento como Malvern Zetasizer®, com um angulo de
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deteccdo de 173° para as versdbes mais modernas (BALBINO et al., 2013, 2015;
BHATTACHARJEE, 2016). Esta técnica se baseia no movimento Browniano das
nanoparticulas em uma suspensao coloidal. Os valores de PDI permitem que se obtenha
informacbes quanto a uniformidade da distribuicdo das nanoparticulas (monodispersa ou
polidispersa) (AGHAEI; NAZAR, 2019; BHATTACHARIJEE, 2016). Usualmente busca-se
valores baixos de PDI, que indicam uma populacdo homogénea (AGHAEI; NAZAR, 2019;
BALBINO et al., 2013).

O potencial zeta, que também se utiliza das propriedades da disperséo coloidal, mede a
densidade de carga superficial através da mobilidade eletroforética das nanoparticulas em
suspensdo, e provém informacdes sobre a estabilidade coloidal (AGHAEI; NAZAR, 2019;
BHATTACHARJEE, 2016). Via de regra, busca-se valores maiores que 30 mV ou menores
que -30 mV, indicando estabilidade coloidal. No entanto, em sistemas que se busca a
estabilidade por efeito estérico, como o caso em que ha a inser¢do de lipidio PEGlado na
estrutura, o potencial zeta torna-se um fator somativo, e ndo determinante, uma vez que nesses
casos, pode-se atingir valores proximos de zero, e ainda assim resultar em um sistema estavel
(LOU et al., 2020; MISHRA et al., 2018). O potencial zeta pode ser medido utilizando-se um
Zetasizer® (BALBINO; AZZONI; DE LA TORRE, 2013; BHATTACHARJEE, 2016).

Os lipossomas catiénicos, lipoplexos e as LNPs carregando material genético foram
caracterizados nos seguintes aspectos: (1) didmetro médio (por técnica DLS), indice de
polidispersidade (por técnica DLS) e potencial zeta (com Laser Doppler Anemometry)
utilizando equipamento Zetasizer NanoZS da Malvern, a 25°C; (2) morfologia através de Cryo-
TEM, utilizando condi¢Ges operacionais como disposto no trabalho de Es e colaboradores
(2020). Todos os protocolos de caracterizacdo ja foram estabelecidos pelo grupo de pesquisa.

Para as andlises de tamanho e PDI por Dynamic Light Scattering (DLS) e potencial zeta,
as amostras foram diluidas a concentracao de 0,2 mM de lipidios, e as medidas foram realizadas
trés vezes para cada replicata em &gua ultrapura (BALBINO et al., 2015, 2017), ou em PBS, e
neste caso somente para os estudos com o tampéo (PERLI et al., 2019). Para Criomicroscopia
Eletrénica de Transmissdo (cryo-TEM), as amostras de lipossomas produzidas em FRR 1
(concentracéo lipidica final de 12,5 mM) foram diluidas até a concentragdo de 10 mM (ES et
al., 2020). Ja para lipoplexos e LNPs ndo foram realizadas dilui¢bes, sendo utilizadas as
concentracdes finais dos processos de sintese, sendo 6,25 e 3,6 mM, respectivamente. Um
sistema de vitrificacdo automatizado (Vitrobot Mark IV, FEI, Holanda) foi usado para a
preparacdo das grades. As grades foram expostas ao tratamento de descarga de plasma

(easiGlow, Pelco, EUA) com corrente de 25 mA durante 50 segundos para aumentar a
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hidrofilicidade. As amostras foram preparadas em temperatura controlada (22°C) e umidade
(100%) para evitar a evaporagdo dos corpos de prova. 3 puLL de amostra foram colocados em
uma grade de cobre revestida de carbono de 300 mesh (Ted Pella, EUA, #01895-F) com um
blot time de 3 s. As imagens foram adquiridas em microscépio eletrénico de transmisséo
modelo JEM1400Plus (Jeol, Japan), operando a 120kV; o microscopio é equipado com uma
camera OneView CMOS 4k x 4k (GATAN, EUA) para a aquisi¢do digital de imagens. A
aquisicdo dos dados foi realizada no Laboratério Nacional de Nanotecnologia (LNNano)
localizado no Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM). O protocolo
adotado € similar a trabalhos prévios do nosso grupo de pesquisa que tiveram suas imagens de
cryo-TEM geradas pelo CNPEM (CARVALHO et al., 2022b; ES et al., 2020).

Para analises estatisticas, testes t presumindo variancias equivalentes realizados em
Excel foi usado para comparar duas amostras independentes, considerando-se diferencas entre
as condicdes se valor-p < 0,05, e ANOVA fator Unico com teste de Tukey para comparar duas
ou mais amostras, considerando-se diferenca estatistica significativa entre grupos se o valor
absoluto da diferenca entre duas médias foi igual ou maior que a diferenca minima significante
(d.m.s.) (CARVALHO et al., 2021a; CONAGIN; BARBIN; DEMETRIO, 2008; ES et al.,
2020).

3.2.7 Avaliagéo in vitro

A avaliacdo bioldgica das LNPs e lipoplexos se deu pela transfeccao in vitro de pDNA-
Luc. A avaliacdo da eficiéncia de transfeccdo foi realizado com a colaboracdo do ICB 1l da
USP, especificamente com a participacdo da Dra. Marianna Teixeira de Pinho Favaro do
Laboratorio de Desenvolvimento de Vacinas, supervisionada pelo professor Dr. Luis Carlos de
Souza Ferreira.

Primeiramente o plasmideo gentilmente doado pelo grupo de pesquisa coordenado pelo
Prof. Adriano Azzoni (Departamento de Engenharia Quimica da Escola Politécnica da USP)
foi transformado em E. coli top10 quimiocompetente. Os clones foram selecionados em LB-
agar em presenca de kanamicina, e os trés clones replicados foram crescidos em 5 mL de
LB+kan, tendo atingido um DOso final equivalente entre si. Foi selecionado o clone 1 a partir
desta etapa. Em seguida, houve a etapa de purificacdo do plasmideo. A E. coli top10 contendo
o0 pVAX-LUC foi cultivada em pequeno volume (50 mL) overnight, e no dia seguinte este pré-
indculo foi utilizado para fazer um cultivo maior de 1 litro de LB + kan. O crescimento se deu

por 18 horas a 37°C / 220 rpm e ao término deste periodo atingiu a DOeoo = 2,94. O pellet
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bacteriano foi submetido a lise e purificagdo conforme instrucGes do fabricante, utilizando o kit
MegaPrep da Qiagen. Ao final, o DNA foi precipitado por isopropanol, lavado em etanol 70%
e seco overnight para garantir a evaporacdo completa. Ao final, foi ressuspenso em agua miliQ
autoclavada estéril, e quantificado.

Células VERO foram cultivadas até atingirem uma confluéncia de 90%. Antes de iniciar
0 experimento, o meio foi substituido por DMEM sem soro, ao qual foram adicionadas as
formulacGes. Apds 4 horas de incubacdo, o meio foi substituido por DMEM + 10% SFB. As
células entdo foram incubadas por 24 ou 48 horas. No momento da coleta, as células tiveram o
meio aspirado e foram lisadas com o Cell Lysis Reagent (Promega). Para a medida, as células
foram misturadas com a Luciferina (Promega), e medidas imediatamente em um lumindmetro.

Controles com Lipofectamina, naked pDNA e blank (s6 luciferina, equivalente ao
branco) foram realizados. As imagens de eficiéncia de transfec¢do foram geradas pelo software
OriginPro® 8.5.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 AVALIACAO DA MISTURA E SIMULACAO COMPUTACIONAL DO DISPOSITIVO

O dispositivo HFR-MD é um prototipo de escala laboratorial que necessita de
investigacdes e validacOes para uma possivel ampliacéo de escala. Uma imagem do dispositivo
fabricado em laboratdrio pode ser visualizada na Figura 24. Apesar de ter sido validado para a
producéo de emulsdes e lipossomas, sua eficacia na formacéo de lipossomas catiénicos, stealth,
lipoplexos e LNPs, ainda necessita de comprovagéo. Desta forma, realizou-se uma simulacéo
computacional da mistura etanol-agua representando de maneira indireta a mistura com lipidios
e material genético, bem como a caracterizacdo experimental das condi¢Ges de mistura com
tracador fluorescente para permitir a compreensédo da fluidodinamica e do processo de mistura
em diferentes vaz0es. Essas informagdes podem contribuir indiretamente para a elucidagdo dos
principais fatores que influenciam na formacdo das nanoestruturas lipidicas e na formacéo de

hipdteses para 0s mecanismos de formacéo dos lipossomas.

Figura 24 - Dispositivo HFR-MD produzido em laborat6rio e utilizado para as investigagdes de processo. O
canal para a mistura possui 3,5 cm de comprimento trancado a partir de fios de nylon de 0,2 mm de didmetro,
com as entradas laterais apresentando cerca de 45° em relacdo ao canal central.

4.1.1 Simulagdo computacional

No estudo de um processo microfluidico, a simulagdo computacional pode fornecer
importantes informacBes sobre a dindmica real de mistura e validacdo de processos
microfluidicos (CARVALHO et al., 2021b; EMERSON et al., 2006). Nesse sentido, a
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simulagdo computacional foi realizada para se analisar o processo de mistura, presencga ou ndo
de adveccdo cadtica, e antever condi¢cdes Otimas de processo. Para que este estudo fosse
possivel, a geometria do HFR-MD foi construida em CAD com base nas dimensdes reais do
microdispositivo construido (Secdo 3.2.1). As dimensdes do dispositivo podem ser visualizadas
na Figura 22, que foram previamente estabelecidas por Firmino e colaboradores (2021). A
Figura 21 fornece uma visdo dessa geometria com as respectivas entradas e saidas. Cabe
destacar que a simulacgéo se refere a um sistema etanol/agua, pois considerou-se que a formacéo
dos lipossomas é consequéncia da mistura entre ambas as substancias, pela mudanca de
polaridade (Figura 7) e conforme explicado na segdo 2.3.2 anteriormente, e a simulagdo da
formagdo das nanoestruturas dentro do microcanal seria por dinamica molecular, o que
acrescentaria outra abordagem e adicionaria uma complexidade significativa ao estudo
(HANSEN; OTTESEN, 2006; RUDYAK; KRASNOLUTSKII; IVANOV, 2011).

Para as primeiras investigacOes, analisou-se a condi¢do de TFR de 5 mL/min em FRR
1 e 10, a fim de se obter os respectivos padrdes de concentracdo de etanol ao longo do canal,
condicdes estas previamente testadas e validadas por nosso grupo de pesquisa para este
dispositivo. Assim, o trabalho de Firmino e colaboradores (2021) serviu como base de
comparacdo para a simulacdo realizada e determinacéo de condicGes iniciais de investigagéo.
Analisou-se posteriormente também as TFRs de 0,2 e 20 mL/minem FRR 1. As TFRs de 0,2 e
20 mL/min foram escolhidas por abrangerem duas grandezas de fluxo diferentes, e hipotetizou-
se previamente que poderiam impactar no perfil de mistura e gerar diferentes caracteristicas de
mistura. Além disso, a TFR de 20 mL/min também havia sido a vazdo maxima analisada por
Firmino e colaboradores (2021), e a TFR de 0,2 mL/min muito préxima da minima analisada
pelos autores (0,5 mL/min). Todas as condigdes analisadas estdo descritas na Tabela 2.

Antes de adentrar nas investigacGes sobre a fluidodindmica do sistema, € importante
definir uma malha que seja rigorosa e refinada o suficiente para garantir que os resultados
obtidos serdo confiveis. Apesar de Firmino e colaboradores (2021) terem gerado uma malha
que pdde ser validada pelos resultados experimentais encontrados, os autores ndo analisaram o
possivel impacto na simulacdo do perfil de mistura devido ao uso de diferentes malhas. Desse

modo, realizou-se um estudo sobre o efeito da malha no perfil de mistura.
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Tabela 2 - Nomenclatura e pardmetros de estudo utilizados ao longo do trabalho

Fracéo de etanol
Nomenclatura TER (mL/min) FRR volumétrica na saida
do processo
(% vIv)
TFRs@FRR10 5 10 5,09
TFRs@FRR1 5 1 55
TFRo,,@FRR1 0,2 1 55
TFR20@FRR;: 20 1 =

Notas: TFRx — X representa o valor da taxa de fluxo total em mL/min; FRRy — Y representa o valor da razéo
entre taxas de fluxo.

4.1.1.1 Efeito de malha

Apesar de ja& haver trabalhos que analisaram essa geometria (FIRMINO et al., 2021;
VERMA et al., 2008), ndo foi encontrado na literatura algum estudo sobre efeito de malha. A
analise do efeito de malha faz-se importante principalmente quando geometrias complexas sdo
estudadas. De modo geral, quanto mais nos e elementos a malha tiver, menor sera o erro obtido
pela simulacdo (WANG; YANG; LYU, 2007). Além disso, como sabe-se que usualmente o
regime laminar esta presente na microfluidica, é possivel realizar o refino (inflation) da malha
nas regifes mais externas, pois € onde se encontra os maiores gradientes de velocidade. Esse
refino aumenta a precisao na captacao dos gradientes (LI et al., 2018). Além disso, uma malha
com alta resolucdo e refinada evita efeitos de difusdo numeérica, efeito que normalmente induz
falsos efeitos de mistura no canal em baixas resolugdes de malha (TOTH et al., 2015). Mais
especificamente, a difusdo numérica ocorre quando a direcdo do fluxo ndo esta alinhada com
os volumes de controle da malha, ou seja, quando as linhas de corrente sdo obliquas aos volumes
de controle, cuja maximizagao da difusdo numérica ocorre quando as linhas de corrente formam
45° com as linhas de malha (WAREY; HAN; KAUSHIK, 2021). Desse modo, partindo-se da
configuracdo de numero de elementos definidos por Firmino e colaboradores (2021), fez-se um
estudo de refinamento usando-se o inflation nas bordas da geometria. Os resultados do perfil
de fracdo volumétrica de etanol para a condi¢do padréo escolhida (Z = 0,05 cm, TFR 5 e FRR

1) nas diversas malhas obtidas podem ser visualizados abaixo.
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Tabela 3 - Efeito de malha no perfil de mistura. Dados de malha retirados do meshing do ANSYS-CFX® 2020.

Os perfis de mistura foram retirados em um comprimento de canal de 0,05 cm e vaz&o de 5 mL/min. A variagdo

na fragdo de etanol é definida pelo intervalo de cores, sendo a cor vermelha a maior fragdo (100%) e azul escuro
a menor (0%).

Camadas para inflation

Condicbes 0 5 10

o

Z>

QO
\
\

y
=

_ £

Resultado

da malha

Resultado
do perfil
de mistura

Nbés: 841.248
Elementos: 4.200.431

Nbs: 1.753.878
Elementos: 4.312.114

=4

Nés: 3.006.922
Elementos: 6.645.511

Nos: 4.285.858
Elementos: 9.150.048

De acordo com a Tabela 3, observa-se que quanto mais refinada a malha se torna, mais
nos e elementos sdo gerados, 0 que causou relevante diferenca no perfil de mistura gerado,
principalmente entre uma malha sem inflation e com 15 camadas de refinamento. Ou seja,
quanto mais refinada a malha, maior precisdo na captacdo dos gradientes é atingida. Mesmo
quando utiliza-se de esquema upwind de primeira ordem (menor resolugdo que métodos de
ordem maior) é possivel minimizar a difusdo numérica aplicando o refinamento da malha
(WAREY; HAN; KAUSHIK, 2021), como foi observado pelos resultados encontrados. Desse
modo, optou-se por definir o inflation com 15 camadas como padréo para os demais estudos de
simulacdo, pois mesmo que para 10 camadas ndo tenha sido observadas grandes diferencas, o
tempo de resolucdo e esforco computacional demandados para 15 camadas ndo aumentaram

significativamente, o que possibilitou essa escolha.
4.1.1.2 Efeito da razéo entre taxas de fluxo - FRR no processo de mistura
A partir da definicdo da vazéo total constante de 5 mL/min, optou-se por simular duas

proporgdes diferentes de etanol e 4gua na entrada, refletindo no estudo das FRRs 1 e 10. A

hipdtese pré-estabelecida foi de que a diferente proporcao de etanol/agua poderia alterar o perfil
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de mistura e impactar posteriormente na sintese das nanoestruturas. Desse modo, com a analise
de CFD, seria possivel observar os perfis de velocidade e de fracdo volumétrica de etanol ao
longo do microcanal.

Para o estudo da influéncia da FRR no processo de mistura, avaliou-se duas condicdes:
FRR 1 em TFR 5 (TFRs@FRR1) e FRR 10 em TFR 5 (TFRs@FRR10). A Tabela 4 mostra o
comparativo dos perfis de velocidade e concentracdo para o etanol em ambas as condicdes.
Percebe-se uma clara diferenca de grandeza de velocidade nas condic¢des analisadas, 0 que era
esperado, uma vez que na FRR 1 e 10 a velocidade média de entrada do etanol é de 1,33 e de
0,241 m/s, respectivamente, levando em conta a TFR e o didmetro do canal da entrada circular.
Com relacéo ao perfil de concentracdo de etanol, observa-se que a concentracdo tende a 50 e
9% paraa FRR 1 e 10, o que condiz com os valores calculados (Tabela 2), tornando a simulagéo
confiavel. Além disso, um leve retorno de agua na corrente central proximo a juncdo €
observavel, causado pela maior pressdo inferida pelas correntes laterais aquosas. Além disso,
apesar da vazdo total ser a mesma (TFR 5 mL/min), os efeitos de velocidade e gradientes de
concentracdo sdo completamente diferentes, pois a alteracdo na proporcao etanol/agua séo

refletidas pela mudanca de FRR e que afeta diretamente o sistema e a transferéncia de massa.

Tabela 4 — Comparacdo de perfil de velocidade e de concentracdo de etanol em TFR de 5 mL/min para diferentes
FRRs

Condicdes TFRs@FRR1 TFRs@FRR10

etanol.Superficial Velocity etanol.Superficial Velocity
2.447e+00 6.941e-01
2.202e+00 H 6.246e-01 ‘
- 1.858e+00 5.552e-01
Perfil de 1713600 || 552001

~01
2.082e-01 ¢
4.894e-01 1.388e-01
2.447e-01 6.941e-02
0.000e+00 0.000e+00

mst-1 msh-

velocidade

etanol.Volume Fraction etanol.Volume Fraction
1.000e+00 1.000e+00
9.000e-01 ‘ 9.000e-01
. 8.000e-01 8.000e-01 -
Pe rf| | d e 7.000e-01 7.000e-01
- o
5.000¢-01 y
~ 4.000e-01

conce ntragao —— 3.000¢-01 3.000e-01

2.000e-01 2.000e-01
1.000e-01 1.000e-01
1.000e-15 9.000e-02

Imagens obtidas no software ANSYS-CFX® 2020.
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A partir da mesma simulacgdo, foi avaliado também o perfil de mistura ao longo de
diferentes comprimentos do microcanal nas duas FRRs (Tabela 5).

Tabela 5 - Perfil de concentracéo de etanol em varios comprimentos de canal para estudo do efeito da FRR em
TFR 5. Imagens de cortes da secdo transversal no plano XY (altura x largura).

Comprimento
TFRs@FRR1 TFRs@FRR10
de canal

stanol Volume Fraction
1.000e+00
9.000e-01 F
8.0002-01
7.000e-01 -
6.000e-01
5.0002-01
4.000e-01
3.0006-01
2.000e-01
1.000-01 I
1.0008-15

Juncéo

etanol Volume Fracti

ion
1.000e+00
9.000e-01
8.000e-01
7.000e-01
6.000e-01
5.000e-01
4.000e-01
3.000e-01
2.000e-01
1.000e-01
9.000e-02

etanol Voluma Fraction
9.000e-01 F
8.0002-01
7.000e-01 -

0,05cm : | S oo0e01

4.000e-01

3.000e-01
2.000e-01
1.000e-01 I

1.000e-15

etanol Vol

lume Fraction
1.000e+00
9.000e-01
8.000e-01
7.000e-01
6.000e-01
5.000e-01
4.000e-01
3.000e-01
2.000e-01
1.000e-01
9.000e-02

etanol Voluma Fraction
1.000e+00
9.000e-01
8.000e-01

- 1 7.000e-01 -

6.000e-01

0,2 cm _ _

4.000e-01

1 X 3.000e-01
2.000e-01

1.000e-01 I

1.000e-15

nol. Vol

lume Fraction
1.000e+00
9.000e-01
8.000e-01
7.000e-01
6.000e-01
5.000e-01
4.000e-01
3.000e-01
2.000e-01
1.000e-01
9.000e-02

Imagens obtidas no software ANSYS-CFX® 2020.

Como abordado anteriormente, a adveccgao caotica é caracterizada pelo entrelagamento
das linhas de corrente e formagéo de fluxos secundarios. Esse efeito gera distor¢des no perfil
de mistura e causa a recirculacdo do fluido proximo a parede do canal. A caracteristica do fluxo
encontrado na simulacdo é comparével ao perfil de concentragdo encontrado por Firmino e
colaboradores (2021) e Vatankhah e Shamloo (2018) para o mesmo dispositivo e
micromisturador em espiral, respectivamente, como comprovado pela Figura 25, no qual
observa-se o efeito do entrelagamento das linhas de corrente ocasionando distorgdes nos perfis

de fracdo maéssica. Desta forma, pelas simulaces realizadas, pode-se inferir que ha o
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entrelagcamento das linhas de corrente e consequente formacéo de advecgdo caotica para ambas

as FRRs analisadas, sendo visivelmente mais pronunciado para a FRR 1.

Figura 25 - Perfis de concentragdo de fluxos cadticos encontrados na literatura. (A) Imagem de segdo transversal
do perfil de fracdo de etanol em FRR 3 e TFR 5 a uma distancia de 0,015 cm da juncéo das correntes; (B)
Imagens de secdo transversal do perfil de fragao do fluido de estudo em uma distancia mais proxima (esquerda) e
outra mais longe (direita) das entradas do micromisturador.

A) B)

o

Fracdo massica

o .

Fonte: Adaptado de (A) Firmino e colaboradores (2021) e (B) Vatankhah e Shamloo (2018).

Como foi demonstrado por Firmino e colaboradores (2021) que ambas FRRs
produziram lipossomas adequados nesse dispositivo, optou-se por definir a FRR 1 como o
padrdo para as analises seguintes, ja que é a condicdo em que se tem maior produtividade e é
onde se observa com mais facilidade as varia¢6es de fragdo de etanol e intensidade da advecgao

cadtica.

4.1.1.3 Efeito da taxa de fluxo total - TFR no processo de mistura

Um parametro que costuma ser muito investigado em processos que se busca aumentar
a produtividade é a vazdo. De maneira geral, quanto maior a vazdo, maior a produtividade ao
longo do tempo, resultado do menor tempo de mistura (BELLIVEAU et al., 2012; HOOD;
DEVOE, 2015). Nos casos em que se faz uso da adveccdo cadtica em microcanais, ha uma taxa
de fluxo minima que induz e torna o fenbmeno significativo (HABCHI et al., 2009;
VATANKHAH; SHAMLOO, 2018). Para buscarmos essas condi¢des, de maneira a se obter
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informagdes sobre a fluidodindmica em diferentes niveis de vazdes, e 0 quanto isso poderia
impactar na auto agregacdo dos lipidios para a formacdo dos lipossomas, investigou-se a
simulacdo em diferentes vazbes (TFR de 0,2; 5 e 20 mL/min), limitando-se a faixa operacional
experimental do microdispositivo. Com isso, foram obtidos os perfis de velocidade e
concentracdo de etanol em FRR 1 (Tabela 6), sendo que os mesmos perfis para a TFR 5 se
encontram na Tabela 4.

Tabela 6 - Comparagéo entre TFR de 0,2 e 20 mL/min para o perfil de velocidade e concentracdo de etanol em

FRR 1
CondicGes TFRo2@FRR1 TFR20@FRR1
etanol Superficial Vielocity etanol Superficial Velocity
1.085e-01 9.173¢+00
9.7620-02 8.2560+00
. 8677602 7.33%+00
Perfil de | '
. |
velocidade
2.169e-02 1.8350+00
1 DBEerDEI 9.1738-01 I
0.000e-+00 0.000e-+00
[m s™1] [m s™1]
etanol.Volume Fraction elanol.Volume Fraction
\ 1.0000400 gy B
9.000e-01 9.000e-01
. 8,0008-01 8.0008-01
Perf” de g 7.000e:04:4 7.000e-01 {
‘ ; sovceot | e
5,0008-01 5.000e-01
3 —_— 4,000e-01 4.0008-01
Concentra(}ao 3.000e-01 3.000e-01
2,0008-01 2.0008-01
1.000e-01 I 1.000e-01 I
1.000e-15 1.000e-15

Imagens obtidas no software ANSYS-CFX® 2020. Nota: os mesmos perfis para a TFR5@FRR1 se encontram
na Tabela 4.

Analisando-se os perfis de velocidade gerados pela Tabela 6, ndo se observa diferencas
significativas entre as TFRs 5 e 20 com relacdo ao padrdo de variacdo dos gradientes de
velocidade gerados ao longo do microcanal. No entanto, fica evidente as diferencas de
velocidade do etanol ocasionadas pelas diferentes taxas de fluxo, sendo a velocidade média de
entrada de 5,305 m/s para a TFR 20. Além disso, percebe-se que os gradientes de fracdo
volumétrica de etanol sdo muito similares ao longo do microcanal. Ja quando estendemos a
analise para a TFR 0,2, observa-se uma diferenca significativa para ambos os perfis de
velocidade e concentracdo. Além da diferenga de grandeza, cuja velocidade média de entrada

de etanol é de apenas 0,0531 m/s paraa TFR 0,2, percebe-se uma clara extensdo dos gradientes
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de velocidade e concentracgdo ao longo do microcanal quando comparados com as demais TFRs,
cujos indices de mistura na TFR 0,2 sdo significativamente menores no inicio da mistura, cerca
de 10% nos comprimentos de canal entre 0,1 e 0,25 cm. Esse comportamento sugere um maior
efeito difusivo dentro do microcanal paraa TFR 0,2, retardando o processo de mistura. Para dar
suporte a esta afirmacéo, calculou-se o nimero de Peclet (Pe) levando-se em conta o didmetro
equivalente. Para a TFR 0,2 encontrou-se um Pe de 1.809,93; bem abaixo dos valores
encontrados para as TFRs 5 e 20, que foram de 45.248,30 e 180.993,19; respectivamente. Essa
afirmacéo corrobora com a literatura, onde encontrou-se trabalhos que discorreram sobre taxas
de fluxo e nmeros minimos de Reynolds e Peclet que propiciaram um maior efeito convectivo
e adveccdo cadtica (GAROFALO et al., 2009; TRIPATHI; PATOWARI; PATI, 2021;
VATANKHAH; SHAMLOO, 2018).

Para melhor verificar o perfil de velocidade gerado ao longo da largura do microcanal,
construiu-se gréficos de velocidade de etanol ao longo de uma secdo transversal em um
comprimento de canal (2 cm) onde supostamente haveria um regime de velocidade totalmente
desenvolvido. Nota-se pela Figura 26 (I) que os perfis de velocidade séo distintos para cada
TRF. Para o caso da TFR 0,2, o perfil de velocidade é mais acentuado, e a velocidade maxima
é alcancada somente mais proxima do centro do canal (Figura 26 (I1)), o que sugere maior
resisténcia ao escoamento laminar causada pela viscosidade dos fluidos, implicado pelo
escoamento tipico de Poiseuille em dutos circulares (DURST, 2008).

Para entender como estas diferencas apresentadas de velocidade e concentracdo
poderiam impactar no perfil de mistura, a fracdo de etanol ao longo da secéo transversal em trés
comprimentos de canal (0,05; 0,1 e 0,25 cm) foi avaliada, sendo que as imagens paraa TFR 5
nos comprimentos 0,05 e 0,1 cm se encontram na Tabela 5. Pela anélise das Tabela 5 e Tabela
7, verifica-se que o perfil encontrado para a concentracdo de etanol nas TFRs 5 e 20 sdo
similares e sem notdrias diferencas. Quando analisamos a TFR 0,2, o perfil de mistura muda
consideravelmente e ndo apresenta o entrelagamento dos gradientes da corrente etandlica, como
nas TFRs 5 e 20. Pelo contrario, se observa uma distribuicdo das camadas de concentracéo
etandlica sem distor¢des, nitidamente observavel no comprimento de 0,25 cm da Tabela 7.
Essas evidéncias indicam a presenca de advecgdo caotica somente para as TFRs 5 e 20. Um
padrédo da distribuicdo de concentragcdo nos casos majoritariamente difusivos e sem adveccéo
cadtica pode ser observado pela Figura 27, sendo anélogo ao comportamento encontrado para
aTFRO0,2.
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Figura 26 - Perfis de velocidade superficial de etanol ao longo da sec¢do transversal do microcanal para as
diversas TFRs em FRR 1. Imagens mostram o perfil de velocidade para as TFRs de maneira agrupada () e
separada (11, 111 e 1), para o comprimento de canal de 2 cm e altura central (meio).
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Buscando-se comprovar as teorias impostas pela simulagéo acerca da presenga ou nao
da adveccdo cadtica, o estudo de sua quantificacdo e a andlise acoplada com os indices de

mistura foi realizado e é apresentado a seguir.
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Tabela 7 - Perfil de concentracéo de etanol em varios comprimentos de canal para estudo do efeito da TFR em
FRR 1. Imagens de cortes da secdo transversal no plano XY (altura x largura).

Comprimento
TFRo2@FRR1 TFR20@FRR1
de canal
atanol Volume Fraction etanol Violume Fraction
1.0006+00 1.0006.+00
9.000e-01 9.000e-01
8.0000-01 = B.0002-01
7.000e-01 7.0008-01
6.000e-01 6.000e-01
0,05 cm £.0006-01 5000001
4.000e-01 4000601
3.000e-01 3.000e-01
2.000e-01 2.000e-01
1.000e-01 1.0008-01
1.000e-15 1.000e-15
atanol Volume Fraction etanol Violuma Fraction
1.0006+00 1.0008+00
9.000e-01 9.000e-01
B.0002-01 B.0002-01
7.000e-01 7.0008-01
6.000e-01 6.000e-01
0,1cm 500001 o
4.000e-01 4000801
3.000e-01 3.000e-01
2.000e-01 2.000e-01
1.000e-01 1.0008-01
1.000e-15 1.000e-15
TFRo2@FRR1 TFRs@FRR1 TFR20@FRR1
0,25 cm

Imagens obtidas no software ANSYS-CFX® 2020.

Figura 27 - Padrdo de mistura difusiva

Plano

et

% @, Q3 9y 0, O O s 9y %5 7,

Fracdo massica

Fonte: Adaptado e traduzido de Tripathi, Patowari e Pati (2021).
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4.1.1.4 indice de mistura e avaliacio da advecgao cadtica

Quando a analise de adveccdo caotica é realizada, é interessante que se busque métodos
para quantificacdo do seu efeito, para ndo se restringir apenas a analise qualitativa e visual. O
método mais comumente utilizado é o calculo da exponencial de Lyapunov. No entanto, este
método necessita de uma analise em regime transiente, onde a evolucéo temporal € levada em
conta. Considerando que a andlise do processo de mistura ocorreu apenas em regime
permanente para o caso do HFR-MD, este método ndo pdde ser utilizado. Como alternativa, o
calculo do nimero de Dean pode ser usado para canais curvados. Desta forma, buscou-se
comprovar a hipdtese de que ha advecgdo cadtica nas vazdes elevadas. O nimero de Dean s é
valido para se analisar a adveccao cadtica em geometrias curvadas, e portanto, a comparagado
do HFR-MD com dispositivos baseados em difusdo (D-MD) presentes na literatura que nédo
possuem mudancas de curvatura ou formato dos canais ndo pode ser realizada. A Tabela 8
abaixo mostra os valores encontrados para o nimero de Dean (De) (Equacéo (3)) nas condicBes
até aqui simuladas, para dois comprimentos de canal: 0,05 e 0,1 cm, pois como visto pela
simulacdo, estes comprimentos de canal sdo visivelmente mais adequados para se analisar e

validar o fendmeno da adveccao cadtica.

Tabela 8 - Numeros de Dean nas condicdes analisadas para quantificagdo da adveccdo cadtica em dois
comprimentos de canal

Z (cm) TFRo2@FRR1 | TFRs@FRR:1 | TFR20@FRR1 | TFRs@FRR1o
0,05 2,71 67,74 270,95 81,64
0,1 2,29 57,25 228,98 69,00

Notas: Para o calculo do De, foi considerado o didmetro hidraulico (303,81 um), nimeros de Reynolds (Tabela
23) e dados de raio da secdo transversal e angulo de curvatura local (Tabela 24) estimados conforme mostrado
no Anexo I.

Como esperado, quanto maior a vazdo, maiores foram os valores de Dean encontrados,
pois também aumenta-se 0s numeros de Reynolds. A diferenca obtida entre 0 comprimento
0,05e 0,1 cm pode ser explicada pelo diferente grau de curvatura, sendo um pouco mais elevado
para Z = 0,05 cm (Anexo | - Tabela 24). De modo geral, quanto maior o valor de De, maior a
presenca do fluxo secundario transversal e melhor € a mistura (HABCHI et al., 2009;
VATANKHAH; SHAMLOO, 2018). Porém, é preciso analisar a influéncia do De para este
sistema, pois a cada diferente estrutura e curvatura dos canais, a analise pode mudar (DI
CARLO, 2009; VERMA et al., 2008). Com base nisso, Verma e colaboradores (2008)

estudaram a adveccédo caotica e o fluxo de Dean para este sistema de canais entrelagados, e
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portanto, a comparagédo torna-se valida. Fluxo de Dean é a denominag&o para o perfil de fluxo
secundario gerado em canais curvados, cuja representacdo de sua presenca e intensidade é
através do numero de Dean. Os fluxos secundarios sao gerados a partir da recirculacao do fluido
préximo a parede, que causam linhas de corrente perpendiculares ao fluxo primario dos fluidos
(Figura 9), levando a geragdo da adveccgdo cadtica (DI CARLO, 2009; VERMA et al., 2008).
Os autores encontraram que para este sistema, a partir de um De = 20, a advec¢do cadtica
domina o perfil de fluxo dos fluidos. Nesse sentido, percebemos que de fato, a partir da TFR 5
esta condicdo é atingida. Além disso, Di Carlo (2009) afirma que os efeitos de adveccao caotica
e geometria de canal sdo negligenciaveis quando se trabalha em vazdes muito baixas, como é o
caso de boa parte dos sistemas microfluidicos. Ou seja, quando a vazdo é muito baixa e se
encontra valores de De proximo a 1 ou inferiores, a adveccao cadtica ndo € atingida e nao exerce
sua influéncia, bem como a geometria curvada nao propicia melhora significativa da mistura.
Com isso, podemos perceber que a TFR 0,2 possui um valor de De muito préximo de 1, e que
neste caso, ndo ha a presenca de adveccao cadtica, ou mesmo pode ser negligencidvel. Neste
caso, 0 processo de mistura serd governado preferencialmente pela difusdo massica.

Apesar das informacdes e analises que sdo possiveis de serem retiradas com o niumero
de De para o sistema microfluidico em questdo, Verma e colaboradores (2008) afirmam que o
De, quando analisado isoladamente, ndo captura o perfil de fluxo dos fluidos por si s6, uma vez
que a curvatura é levada em conta, porém os efeitos de tor¢cdo causados pelo entrelacamento
dos canais ndo sdo comtemplados nesta analise.

Com o objetivo de compreender e consolidar o efeito cadtico na eficiéncia de mistura
nas condicOes testadas, calculou-se o indice de mistura nas FRRs e TFRs até entéo analisadas,
como é mostrado na Tabela 9 abaixo, bem como o comprimento necessario para se atingir a
mistura completa de 100% (Tabela 10). Apesar de haver trabalhos investigando que a partir de
70% de indice de mistura ja ha indicativo de condicdes de mistura completa (CETIN; ASIK;
TAZE, 2013; PESSOA; SIPOLI; DE LA TORRE, 2017), optou-se por manter a definicdo de
100%, pois hipotetizou-se que condicGes abaixo de 100% ainda haveria uma condicdo local

dentro do microcanal ndo favoravel para a auto agregacdo dos lipideos em lipossomas.
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Tabela 9 - indices de mistura para as condices simuladas em diversos comprimentos de canal

Z (cm) TFRs@FRR10 TFRo2@FRR1 TFRs@FRR: TFR20@FRR1
0 74,01% 45,06% 44,81% 42,53%
0,05 88,61% 67,01% 67,43% 70,35%
0,1 91,98% 74,31% 83,36% 87,37%
0,25 97,18% 87,32% 96,19% 96,36%
0,5 99,76% 96,45% 99,68% 99,57%
1 100,00% 99,74% 100,00% 100,00%
2 100,00% 100,00% 100,00% 100,00%

Valores calculados com base nos dados fornecidos pelo software ANSYS-CFX® 2020. Os comprimentos de
canal (Z) sdo contabilizados a partir da juncéo das correntes de entrada.

Tabela 10 - Comprimento de canal para mistura completa nas condic¢Ges analisadas
TFRs@FRR10 TFRo2@FRR1 TFRs@FRR1 TFR20@FRR1

Z (cm) 0,53 1,66 06 0,745

Os valores encontrados sdo aproximagdes com base no que se pode observar pelos gradientes de etanol nas
simulag6es realizadas.

Como é possivel observar, a FRR 10 é onde se tem 0 menor comprimento necessario
para atingir a mistura completa (100%), como esperado, uma vez que a propor¢do de agua é
muito maior que a de etanol, o qual é diluido rapidamente, atingindo cerca de 9% (Tabela 2)
em volume na mistura completa. Além disso, a TFR 0,2 é a vazdo com indices de mistura mais
baixos dentre elas, condicdo esta sem a presenca da advecc¢do cadtica, levando mais que o dobro
do comprimento para se atingir a mistura completa em comparacdo com as demais TFRs. Como
visto, a presenca da adveccdo cadtica é fundamental para se obter o melhoramento da mistura,
0 que condiz com os indices de mistura encontrados. Apesar da pequena diferenca encontrada
entre as TFRs 5 e 20, ambas condi¢fes com advecgdo cadtica presente, a mesma pode ser
explicada pela possivel menor difusdo transversal na TFR 20. Como o processo de mistura é
ocasionado tanto por contribui¢des difusivas quanto convectivas, a alta vazdo propicia maior
efeito convectivo, podendo minimizar a contribuicdo difusiva e levar a comprimentos maiores
para mistura completa (FIRMINO et al., 2021; ISMAGILOV et al., 2000).

Desta maneira, também se optou por realizar a comprovagdo experimental, através da
anélise do escoamento com tracador fluorescente, a fim de se obter o perfil de mistura na

préatica, e compara-los aos resultados de simulacéo.
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4.1.2 Avaliagdo experimental da mistura

Uma vez estabelecida a analise do perfil de mistura pela simulacdo computacional,
torna-se interessante que a validacdo experimental seja realizada, de modo a se buscar a
correspondéncia entre simulacdo e a pratica experimental, permitindo a comprovacao das
hipoteses geradas. Assim, de modo a se obter o perfil de mistura experimental e confrontar com
os resultados encontrados pela simulacdo realizada, ensaios de escoamento com o tracador
fluorescente rodamina B foram realizados. Este tracador foi inserido na corrente central
alcodlica. Para as correntes laterais utilizou-se agua pura. Uma vez que a captacao das imagens
de fluorescéncia tinha um certo tempo de exposicdo adequado entre uma imagem e outra, a
concentracdo de rodamina B precisou ser ajustada, sendo que na saida do canal foi de 0,0025;
0,005 e 0,0005 mM para as TFRs de 0,2; 5 e 20, respectivamente. Foram selecionados
comprimentos aproximados de 0,1 (préximo a juncdo) e 2 cm a partir de juncéo, ou seja, locais
supostamente sem e com mistura completa, como previamente visto pelas simulacgdes
realizadas. As imagens de fluorescéncia obtidas para as TFRs estudadas estdo apresentadas na
Tabela 11, cuja FRR 1 foi fixada.

Tabela 11 - Imagens de fluorescéncia obtidas com rodamina B simulando o processo de mistura no canal
microfluidico para as vaz@es analisadas em FRR 1. Corrente central etan6lica com Rodamina B em
concentragdes de saida de 0,0025; 0,005 e 0,0005 mM para as TFRs de 0,2; 5 e 20 mL/min, respectivamente.
Correntes laterais de 4gua pura foram utilizadas.

Local TFRo2@FRR1 TFRs@FRR: TFR20@FRR1

Proximo

a juncao

Proximo

az2cm

200 pm

Imagens retiradas em microscépio invertido.
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Como houve diferenca de tonalidade luminosa para algumas imagens, pela variacéo de
concentracdo de rodamina B utilizada, ajustes de brilho e contraste foram realizados no
ImageJ®, de modo a se obter curvas apropriadas de intensidade de cinza, sem que houvesse
extrapolacéo de intensidade. Como a quantificacdo do indice de mistura € normalizado para se
obter um nimero adimensional, a comparacdo do comportamento de mistura torna-se viavel
para os trés casos avaliados.

Pelas imagens obtidas (Tabela 11), percebe-se que no inicio do canal (préximo a juncao
das correntes de entrada) boa parte dele ndo esta preenchido com o material fluorescente, nas
trés vazdes, como pode ser visto pelas nuances apresentadas entre as cores vermelha (com
tracador) e preta (somente &gua). Isso era esperado, uma vez que se viu pela simulagéo
computacional que ndo ha mistura completa para os comprimentos de canal proximos a jungéo
(Tabela 9). De maneira analoga, quando voltamos a analise para a regido proxima a 2 cm, todo
o canal estd preenchido com o tracador, para todas as TFRs, que pode ser checado pelas
tonalidades na borda do canal que representam a geometria do HFR-MD, indicando que a
mistura completa foi atingida. Esta evidéncia corrobora com a simulacdo computacional
realizada, inferindo que a simulacdo é fiel ao comportamento experimental. As maiores
intensidades visualizadas em certos locais no centro do microcanal ndo indicam que ha maior
fracdo de tracador, mas sim que representam a geometria do dispositivo e a caracteristica de
obtencdo da imagem em microscépio invertido, que contabiliza a soma das intensidades ao
longo da altura, e portanto, nas regides em que ha maior altura, hd maior intensidade, para o
caso de mistura completa. Visando confirmar a boa correspondéncia da simulacdo com o0s
experimentos, os perfis gerados pela simulacéo e fluorescéncia puderam ser comparados. A
Figura 28 apresenta a comparagéo nas trés vazoes de estudo.

Analisando os perfis apresentados, claramente se observa uma concordancia entre a
simulacdo e o resultado experimental, principalmente em Z = 2 cm, e apesar de conter notorios
desvios em Z = 0,1 cm para certas faixas de largura, neste comprimento ndo ha mistura
completa, e portanto € uma regido mais propicia a desvios. Mesmo assim, percebe-se que para
as trés vazodes o perfil simulado e experimental possui a mesma tendéncia e comportamento
similar em toda a largura. Além disso, deve-se considerar que, apesar do alto critério de precisdo
e rigorosidade aplicado, ambos podem possuir erros de aproximagédo durante a extracdo dos
resultados. Apesar disto, ao se realizar uma analise integrada considerando ambos 0s
comprimentos, conclui-se que o perfil de mistura encontrado pela simulacdo representa a
realidade experimental, ja que em Z = 2 cm percebe-se uma maior concordancia em todas as

vazOes, representada pela maior proximidade das curvas de intensidades relativas.
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Figura 28 - Perfis de mistura para as vazdes de (A) 0,2; (B) 5 e (C) 20 mL/min analisadas em FRR 1 ao longo da
largura do microcanal de mistura comparando a simulacéo e os testes experimentais com fluorescéncia nos
comprimentos de canal de 0,1 e 2 cm a partir da jungéo
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A fim de se confirmar as hipo6teses de mistura completa em Z = 2 cm, comparou-se 0S
resultados experimentais com a mistura tedrica completa, obtida a partir da geometria,
somando-se as alturas em cada ponto extraido da largura do canal. Assim, foi possivel obter o
perfil tedrico da mistura completa, andlogo a metodologia empregada por Firmino e
colaboradores (2021). A mistura completa foi considerada quando foi atingido 100% no indice
de mistura para as condicGes analisadas. Dessa forma, a comparagdo é mostrada na Figura 29,
para as trés vazdes, nos dois comprimentos de canal (0,1 e 2 cm), sendo que o perfil teérico
esperado ¢é dependente do formato da secéo transversal do canal no comprimento analisado.
Como é possivel observar pela curva em preto, o perfil da mistura completa € diverso entre os
dois comprimentos, praticamente oposto um do outro. Analisando-se as respectivas sec¢oes
transversais apresentadas na Figura 30, isso era esperado, pois nitidamente as regides com

maiores areas se encontram em lados contrarios.

Figura 29 - Comparacéo entre perfil de mistura completa e experimental ao longo da largura do microcanal para
as diferentes vaz0es analisadas em FRR 1 nos comprimentos de canal de 0,1 e 2 cm a partir da juncéo

Z =0,1 cm —— Mistura completa Z =2cm —— Mistura completa
——TFR 0,2 ——TFR 0.2
——TFRS ——TFR 5

1.0 4

07 ——TFR 20 : ——TFR 20

0.8 0.8 -

0.6 4 0.6 -

0.4 0.4 4

Intensidade relativa

Intensidade relativa

0.2

0.0

T T T 1 T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 0 50 100 150 200 250 300 350 400

Largura de canal (micrometros) Largura de canal (micrometros)

Imagens elaboradas no software OriginPro® 8.5.

A partir dos graficos apresentados, observa-se que em Z = 0,1 cm os perfis
experimentais seguem o mesmo padrdo da mistura completa, exceto pelas quedas mais bruscas
na segunda metade da largura. 1sso pode ser justificado pelo fato de ndo haver mistura completa
(100%) para nenhuma TFR, como pode ser verificado pela Figura 31. Além disso, notoria
atencdo pode ser voltada ao fato de que na TFR 0,2, tanto a simulagdo quanto o perfil
experimental tiveram a queda de intensidade relativa mais lenta na segunda interseccdo da
geometria, representado pela segunda e menor “corcova”, a partir de cerca de 200 micrometros
até a parede do canal (perto de 350 micrometros), quando comparado com as TFRs 5 e 20 neste

comprimento. Visualmente, de acordo com os perfis de concentracdo (Tabela 7), percebe-se
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que a segunda “corcova” diz respeito ao fluxo proveniente da corrente etandlica, pois é onde ha
maior fragdo volumétrica de etanol, o que indica que nesse local houve menor mistura com as
correntes de &gua, 0 que corrobora também com o menor indice de mistura observado pela
Figura 31 paraa TFR 0,2.

Figura 30 - Secdes transversais dos comprimentos de canal 0,1 e 2 cm do dispositivo HFR-MD obtidas pela
simulagéo computacional

A) 0,1cm B) 2cm

Imagens retiradas do ANSYS-CFX® 2020 em escala de cinza paraa TFR 20 e FRR 1.

Figura 31 - indices de mistura ao longo do dispositivo HFR-MD para as TFRs analisadas em FRR 1 com base
nos dados fornecidos a partir das simulagées em CFD
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As linhas tracejadas destacam os comprimentos de canal utilizados como comparativo.
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No comprimento Z = 2 cm, observa-se também o mesmo padrdo entre os perfis
experimentais e mistura completa, aumentando a intensidade da primeira para a segunda metade
do canal, sendo que os desvios nos graus de intensidade apresentados em algumas larguras
provavelmente sdo causados por erros experimentais. Mesmo que a variacao na intensidade néo
seja tdo precisa nas curvas experimentais, o local de maior intensidade é atingido na mesma
regido da mistura completa, bem como percebe-se que as intensidades no inicio e no final do
canal se comportam de maneira similar, o que justifica a mistura completa encontrada pelos
indices de mistura para as trés vazdes neste comprimento. Resultados anadlogos foram
encontrados por Firmino e colaboradores (2021) neste dispositivo paraa FRR 1 e TFR 0,5 em
um comprimento préximo da juncdo e outro distante, cujos perfis experimentais tiveram o
mesmo comportamento, porém desvios também foram encontrados. Estes resultados
encontrados permitem inferir que o processo de autoagregacao dos lipidios ocorrera totalmente
dentro do microcanal, pois o canal de mistura do HFR-MD possui 3,5 cm, e em 2 ¢cm ja se tem
a mistura completa, inclusive paraa TFR 0,2.

Os resultados e conclus@es obtidas pelas simulacdes realizadas, bem como os testes
experimentais de fluorescéncia, serviram como apoio para antever e estabelecer condicdes
Otimas de processo para a investigacdo da sintese de lipossomas e demais nanoestruturas
analisadas neste trabalho. Como encontrado pelas simulagfes, a adveccao cadtica e fluxo de
Dean se faz presente a partir da TFR 5 dentre as condic¢des analisadas. Desta forma, a TFR 0,2
foi descartada como o padréo inicial na investigacdo dos lipossomas, uma vez que esse
fendmeno € caracterizado por melhorar a mistura, e poderia impactar positivamente na
formagéo adequada dos lipossomas. Dentre as TFRs 5 e 20, optou-se por definira TFR 5 como
condicéo inicial, pois mesmo ndo sendo a vazdo com maior produtividade, em termos de
processamento foi a vazdo mais segura para se operar, além de ja ter sido previamente validada

por Firmino e colaboradores (2021) na sintese de lipossomas.

4.2 SINTESE DE LIPOSSOMAS

Um dos métodos microfluidicos mais conhecidos e validados na literatura para a
formacéo de lipossomas é o método de focalizagdo hidrodinamica (MHF) (AGHAEI; NAZAR,
2019; JAHN et al., 2004; PATTNI; CHUPIN; TORCHILIN, 2015). No entanto, apesar dos
dispositivos baseados em difuséo (como os da Figura 8) permitirem a producéo de lipossomas
com baixa polidispersidade e tamanho, a concentracdo lipidica e baixas taxas de fluxo se tornam
uma limitacéo desta técnica (AHN et al., 2018; BELLIVEAU et al., 2012; MAEKI et al., 2018).
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Nesse sentido, o dispositivo HFR-MD (Figura 20) foi investigado com o intuito de contornar
este problema, visando a implementacdo de adveccdo cadtica, técnica esta, ja validada para
lipossomas (ES et al., 2020; FIRMINO et al., 2021; KASTNER et al., 2015). No entanto, ndo
foi encontrado na literatura algum trabalho que investigou a sintese de complexos material
genético/lipidios com o HFR-MD. Dessa forma, buscou-se elucidar seu potencial uso para a
sintese de lipossomas cati6nicos, do tipo stealth, lipoplexos e LNPs.

4.2.1 Producéo de lipossomas catiénicos - CLs em agua

Buscando-se validar o dispositivo na producdo de CLs, inicialmente foram utilizadas
condicdes de fluxo ja estabelecidas por Firmino e colaboradores (2021) para a producao de
lipossomas nesse dispositivo (TFR 5 mL/min), e com composic¢des lipidicas semelhantes as
previamente estabelecidas por nosso grupo de pesquisa (BALBINO et al., 2013; ES et al., 2020;
PERLI et al., 2019), como prova de conceito.

A Tabela 12 apresenta os resultados de diametro médio hidrodinamico, PDI e potencial
zeta encontrados para os lipossomas nas condi¢cfes analisadas: FRRs de 1 e 10 e TFR de 5
mL/min. Para as analises, as amostra foram diluidas a 0,2 mM em &gua pura para diminuir a
quantidade de etanol, visto que o etanol pode estar presente na bicamada lipidica, e desse modo
diminuiria a tensdo interfacial ao longo das bicamadas lipidicas e poderia resultar em diametros
maiores (AGHAEL NAZAR, 2019; ES et al., 2020; FIRMINO et al., 2021). E possivel perceber
gue o aumento da FRR resultou em nanoestruturas maiores e mais polidispersas, bem como um
reduzido potencial zeta. Isso pode ser explicado pela mistura muito rapida do etanol, que leva
a formacdo intensa de nanoestruturas em um curto comprimento de canal, como visto pela
(Tabela 9). Além disso, também pode ser acoplada a analise da menor largura difusional etanol-
agua propiciada pela FRR 10, o que ocasiona reduzida taxa de mistura difusional dentro do
micromisturador, possivelmente levando a nucleacdo parcialmente incompleta e uma taxa mais
baixa de formacdo de lipossomas. Ao contrario do que se observa para dispositivos baseados
em difusdo, o aumento na quantidade de etanol na FRR 1 pode controlar a formacgdo de
fragmentos de bicamada por meio de mudancas de polaridade, favorecendo assim a formagéo
de lipossomas com caracteristicas adequadas na presenca de adveccgéo caotica (ES et al., 2020;
KASTNER et al., 2015). Também pode-se acrescentar a isto o efeito da FRR visto pela
simulacdo, em que a FRR 10 propicia um alto indice de mistura logo no inicio do canal (Tabela
9), 0 que pode contribuir para o fenémeno citado, uma vez que baixas varia¢Ges (gradientes) de

etanol foram observadas. Dessa forma, considerando que na FRR 10 o tempo para mistura
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completa é menor, a sintese dos lipossomas também ocorre muito rapidamente, visto que a TFR
5 j& é elevada, e experimentalmente pode ter ocasionado um descontrole no processo de
autoagregacao. Es ¢ colaboradores (2020) obtiveram CLs de mesma composi¢ao em dispositivo
herringbone de duas entradas, sintetizando particulas de 187 nm, PDI de 0,12 e potencial zeta
de 59,8 mV, em TFR de 0,5 mL/min e FRR 1. Balbino e colaboradores (2013) sintetizaram os
mesmos CLs, porém em dispositivo single-MHF baseado em difusdo, obtendo nanoestruturas
de diametro proximo a 124,9 nm, PDI de 0,31 e potencial zeta de 57,4 mV, em FRR 10.
Comparativamente, pode-se concluir que o dispositivo HFR-MD ¢é adequado para a sintese de
lipossomas, estando também de acordo com valores encontrados por Firmino e colaboradores
(2021) para este dispositivo, os quais sintetizaram lipossomas de lecitina de soja na TFR de 5
mL/min, e obtiveram tamanhos de particula de 176,4 nm e PDI de 0,074, em FRR 1. Por fim,
é interessante frisar o efeito da FRR nas propriedades dos lipossomas quando se muda o perfil
de mistura e o dispositivo. Zizzari e colaboradores (2017), Aghaei e Nazar (2019) e Jahn e
colaboradores (2010) utilizando-se de dispositivo MHF baseado em difuséo, perceberam que o
aumento na FRR causa a diminui¢cdo no tamanho dos lipossomas, ainda que possa haver
aumento do PDI (AGHAEI; NAZAR, 2019). Uma vez que esses dispositivos se baseiam
estritamente na difusdo para propiciar a mistura, a FRR maior resulta em menor largura
difusional, necessitando assim, em teoria, menor comprimento de canal para se atingir a
completa autoagregacédo e formagéo do lipossoma (ZHIGALTSEV et al., 2012). No entanto,
guando se utiliza dispositivo de advec¢do caotica, a influéncia pode ser diversa. Apesar do
etanol continuar sendo hidrodinamicamente comprimido pelas correntes laterais aquosas, a
melhora no efeito de mistura causado pelo fluxo secundario favorece a utilizacdo de
concentracfes mais elevadas de etanol e lipidios, havendo melhor controle sobre a formacao do
fragmento da bicamada através da mudanca de polaridade, contribuindo para a formacéo de
lipossomas com caracteristicas adequadas (ES et al., 2020; FIRMINO et al., 2021). Além disso,
o0 Teste de Tukey e o teste t de Student bicaudal confirmaram diferencas estatisticas para PDI e
potencial zeta entre as FRRs, bem como menor numero de Reynolds para a FRR 1 (Tabela 13),
0 que condiz com a literatura (FIRMINO et al., 2021).

Elevados numeros de Peclet (Tabela 13) foram encontrados para ambas as FRRs, o que
acarreta maior contribuicdo de transporte convectivo, corroborando com o efeito de fluxo
transversal secundario encontrado anteriormente, sendo pronunciado paraa FRR 1. No entanto,
essa anélise ndo pode ser feita separadamente, uma vez que outros fatores como composicao

lipidica, concentragdo total lipidica e TFR se provam fatores de suma relevancia no
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compreendimento da formacéo de lipossomas (AGHAEI; NAZAR, 2019; FIRMINO et al.,
2021; ZIZZARI et al., 2017).

Tabela 12 — Caracterizagdo fisico-quimica dos CLs produzidos no dispositivo HFR-MD em agua e TFR 5 com
relagdo ao diametro médio, PDI e potencial zeta com seus respectivos desvios padrfes (DP) para as diferentes

Condicao 2 Diametro médio e APDI +DP AL (mV £ DP)
(nm = DP)

TFRs@FRR1 162,8 £6,9 0,158 = 0,017 66,1+ 1,0

TFRs@FRR10 184,6 £ 67,5 0,295 + 0,081 514+64

Q valor-p foi maior que 0,05, ndo indicando diferencas significativas. A valor-p foi menor que 0,05, indicando
diferencas significativas entre os grupos.

Tabela 13 - Nimeros de Reynolds e Peclet para a anélise de FRRs em TFR 5

Condicao Re Pe
TFRs@FRR1 172,74 45.248,30
TFRs@FRR10 208,20 22.374,83

Em seguida, estudou-se o efeito da concentracdo de ions na modulacgao dos lipossomas,
a fim de se obter informacGes se a alteracdo da agua pura como corrente aquosa por um tampéo
poderia ser mais adequada ou nao na sintese de nanoestruturas no dispositivo HFR-MD, sendo

que para tal estudo utilizou-se a TFR de 5 mL/min.

4.2.2 Comparagdo fisico-quimica entre lipossomas cationicos - CLs produzidos em agua e em

tampdo fosfato-salino - PBS

A analise de sintese de lipossomas na presenca de tampdo PBS foi realizada e
comparada com a formacdo em &gua. Esse estudo foi realizado por dois motivos: (i) pelo
possivel melhoramento na modulacdo de lipossomas, como investigado por Perli e
colaboradores (2019); (ii) ser amplamente utilizado no pos-processamento de LNPs
(BLAKNEY et al., 2019; PATEL et al., 2019; SEMPLE et al., 2010). Desse modo, buscou-se
investigar a influéncia de ions presentes no meio através do uso de tampdo PBS nas
caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomas na sua maior (FRR 10) e menor quantidade (FRR
1), mantendo a mesma composicéo para os lipossomas cationicos.

A diferenca entre CLs produzidos em &gua e em PBS utilizando-se a TFR de 5 mL/min
pode ser visualizada em termos de didmetro hidrodindmico médio e PDI (Figura 32 (A)), e
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potencial zeta (Figura 32 (B)). Conforme estudo realizado por Perli e colaboradores (2019), os
autores apontaram melhorias significativas quando incorporaram PBS as correntes laterais na
formagdo de S-CLs em dispositivo de focalizagdo hidrodinamica em FRR 10, quando
comparado com correntes laterais de agua. Com a utilizacdo de PBS, foi hipotetizado que os
jons reduzem as interacGes hidrofilicas entre as cabecas polares dos fosfolipidios e,
consequentemente, podem favorecer as interagdes hidrofobicas entre as caudas apolares,
propiciando o controle da auto agregacdo dos lipidios em bicamada e promovendo a formacao
de S-CL monodisperso dentro dos microcanais, reduzindo também, o processo de micro
agregacao dentro dos canais e evitando formagéo de micelas. No entanto, apesar de ter sido um
importante parametro, concluiu-se que o aumento da forga idnica por si s6 ndo € responsavel
pela modulacdo adequada da auto agregacdo do S-CL. Por fim, viu-se que o aumento na
presenca de ions causou a reducdo do potencial zeta. Como esperado, e de acordo com a teoria
de Gouy-Chapman, o aumento de ions presentes no meio implica em maiores quantidades de
anions ao redor da membrana lipidica catidnica, levando a formacdo de uma dupla camada
elétrica, que por sua vez, ocasiona o encolhimento da atmosfera idnica pelo aumento da
presenca de ions e uma protecdo eletrostatica (PERLI et al., 2019; SHAH et al., 2015; YANG
et al., 2017). Conforme resultado encontrado na Figura 32 (B), esta hipdtese também se mostra
valida para CLs sem lipidio PEGlado. No entanto, a reducdo do potencial zeta para valores
abaixo de £ 30 mV por si s6 ndo implica em maior desestabilidade coloidal, como verificado
por Perli e colaboradores (2019), sendo também influenciada pelas forcas atrativas de Van der
Waals (BHATTACHARIJEE, 2016; SHAH et al., 2015). Além disso, € possivel notar que a
mudanca de FRR se mostrou parametro essencial na auto agregacdo lipidica em PBS, levando
a uma distribuicdo de particulas mais polidispersa e de tamanho notavelmente maior em FRR
1. Como observado por Perli e colaboradores (2019), em situacbes com maiores quantidades
de ions (FRR 10 ou maiores concentracdes), as interacfes fosfolipidio-fosfolipidio sdo
governadas por forcas de van der Waals, uma vez que as interagdes repulsivas séo
significativamente diminuidas devido a blindagem i6nica pronunciada entre 0s grupos aminos
dos lipidios catiénicos causada pela presenca de anions no meio, levando a formagéo adequada
da bicamada e distribui¢des de tamanho mais estreitas (menor PDI). Ou seja, na condigdo de
maior concentracao lipidica e menor presenca de ions, a possiblidade de fuséo de lipossomas é
maior devido a maior disponibilidade lipidica e maior proximidade das estruturas recem-
formadas. Ou seja, esse efeito dos sais facilita a aproximacdo dos lipidios, que na maior
guantidade lipidica (FRR 1), aumenta o namero de moléculas fosfolipidicas agregadas, levando

a particulas maiores, como pode ser observado na Figura 32. No entanto, cabe destacar que a
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o tampdo PBS torna-se fator mais relevante quando ha a insercéo do lipidio PEGlado, pois 0s
ions dispersos no meio podem modular a hidrofilicidade do lipidio PEGlado minimizando sua
afinidade com a corrente aquosa, diminuindo sua for¢a motriz de difus@o, importante para evitar

a formacéo de microagregados e micelas (PERLI et al., 2019).

Figura 32 — Comparacdo fisico-quimica de diametro médio, PDI (A) e potencial zeta (B) entre CLs produzidos
em agua e em tampdo PBS para a TFR 5 nas diferentes FRRs, com concentracdo final lipidica de 12,5 mM para
aFRR 1e 2,27 mM paraa FRR 10
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Nota: para ambas as condicdes (com agua e tampdo PBS) usou-se a mesma concentragdo lipidica de entrada (25
mM). Imagens elaboradas no software OriginPro® 8.5.

Para confirmar a hipotese de que a auto agregacao foi impactada com a escolha do
tampédo PBS, principalmente quando em maior proporcdo lipidica (FRR 1), o teste de Tukey foi
realizado. Os resultados mostraram que, para a FRR 1, as triplicatas independentes entre dgua
e PBS sdo estatisticamente diferentes, tanto para didmetro médio, quanto PDI e potencial zeta.
Com relacdo a FRR 10, pelos motivos ja citados, os resultados de tamanho e PDI foram
substancialmente melhores, sendo que apenas o potencial zeta se mostrou estatisticamente
diferente, o que era de se esperar, uma vez que o tampédo PBS altera a dupla camada elétrica,
conforme discutido anteriormente. Portanto, este estudo com o tampdo PBS mostrou que o
mesmo ndo se mostrou adequado na sintese de lipossomas em FRR 1, comprovado pela
caracterizagdo fisico-quimica e precipitacfes observadas, e mesmo em FRR 10 ndo houve
melhoras significativas para justificar sua escolha. Desse modo, optou-se por prosseguir com a
agua pura, pois sistemas a base de lipidios catiénicos também sdo sensiveis a alta quantidade
de sais e podem levar a precipitagdes (ROCES et al., 2020), como pbde ser visualizado nesse
trabalho. Além disso, a investigacéo proposta por Perli e colaboradores (2019) foi realizada em

dispositivo de focalizagdo hidrodinamica, a qual se baseia em mistura difusiva e transferéncia
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de massa gradual, levando a um balanceamento adequado de cargas nesse caso (PERLI et al.,
2019). Ja para o caso desse trabalho, que se utiliza da adveccdo cadtica e mistura mais rapida
no HFR-MD, esses conceitos ndo sdo igualmente validos, pois além dos diferentes gradientes
de concentracdo que sdo gerados, ndo foi utilizado o lipidio PEGlado, que causa diferentes
efeitos no processo de autoagregacgdo e modulagdo da nanoestrutura na presenca de sais.

Apos a analise do efeito da mudanca de FRR e do tampéo PBS nas propriedades dos
lipossomas, foi estudado o efeito da variacdo de fluxo total (TFR), com o intuito de analisar se
o tempo de residéncia diferente poderia ser um fator importante na auto agregacéo, além dos
efeitos de mistura. Para esse estudo, a FRR 1 foi estabelecida como condigéo padréo, uma vez
que melhores resultados em agua pura foram obtidos.

4.2.3 Efeito da taxa de fluxo total - TFR nas caracteristicas dos lipossomas

Uma vez definido pardmetros importantes como FRR e fase aquosa, o estudo da TFR
pdde ser realizado. Tal estudo objetivou analisar se o padrdo de mistura e tempo de residéncia
poderiam impactar nas propriedades fisico-quimicas dos lipossomas.

O efeito de mistura no microcanal foi estudado para as vazdes de 0,2; 5 e 20 mL/min,
com FRR 1 fixada, a fim de identificar se as condi¢fes extremas de menor e maior vazao
alterariam as caracteristicas dos lipossomas. Os tempos de residéncia (tres) para as trés vazbes
no canal trancado de mistura estdo dispostos na Tabela 14, onde percebe-se a clara diferenca de

escala de 1res entre a vazao mais baixa e as TFRs de 5 e 20 mL/min.

Tabela 14 - Tempo de residéncia para as vazdes de 0,2, 5 e 20 mL/min considerando apenas o canal trangado
para ocorrer a mistura

TFR (mL/min) Tres (MS)
0,2 1250
) 50
20 12,5

Atraveés da simulacdo realizada em software ANSYS-CFX®, sabe-se previamente que
a adveccdo caotica e presente nas altas vazdes (TFR 5 e 20), e que o comprimento para se atingir
a mistura completa é menor que paraa TFR 0,2. Isso nos forneceu um indicativo de que vazdes
altas poderiam resultar em nanoestruturas menores e com baixo PDI, uma vez que melhores

condicBes de mistura sdo atingidas. Com o intuito de visualizar esse possivel efeito, foram
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testadas também algumas TFRs intermediérias: 0,5; 1; 10 e 15 mL/min. Os resultados

experimentais encontram-se na Figura 33.

Figura 33 - Efeito da vazéo nas propriedades de didmetro hidrodindmico médio e PDI dos lipossomas catiénicos

produzidos em FRR 1. * Indica diferenca estatistica significativa de diametro quando comparado com as TFRs

de 10; 15 e 20 mL/min. # Indica diferenga estatistica significativa de PDI quando comparado com as TFRs de 5;
10; 15 e 20 mL/min.
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Imagens elaboradas no software OriginPro® 8.5.

De acordo com a Figura 33, é possivel perceber uma tendéncia de melhora nas
propriedades dos lipossomas conforme ha o aumento da vazao. Isso corrobora para as hipoteses
da eficiéncia de mistura ser importante, como visto pelas simulacdes realizadas. Graficamente
e experimentalmente percebe-se duas regides distintas: uma regido de didmetros e PDI maiores,
que abrange as TFRs de 0,2 a 1 mL/min, e uma segunda regido com diametros e PDI menores,
abrangendo as TFRs de 5 a 20 mL/min. Curiosamente, isso corrobora com a hipétese de
adveccdo caotica que foi encontrada a partir da TFR 5. Ou seja, é possivel inferir que a dindmica
de mistura é predominantemente difusiva até a TFR 1 devido aos diametros e PDI similares, e
que passa a ser caotica apés a TFR 5. Além disso, 0s testes estatisticos revelaram mudangas
significativas de tamanho e PDI das particulas nas TFRs muito baixas (0,2 e 0,5 mL/min).
Apesar disto, ndo foi visto nenhuma aglomeracéo de particulados no canal para nenhuma destas
vaz0es, bem como pode-se considerar didmetros e PDIs adequados para aplicagcdes, conforme
visto na literatura (AGHAEI; NAZAR, 2019; KASTNER et al., 2015; ZIZZARI et al., 2017).
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Ou seja, conclui-se que para os lipossomas catidnicos, a presenga mais intensa da adveccao
caotica e maiores TFRs ndo trazem melhorias muito significativas a ponto de se tornar crucial
para uma producéo de lipossomas com propriedades fisico-quimicas adequadas para aplicaces,
0 que corrobora com diversos trabalhos de lipossomas na literatura em que ndo foram
observadas melhorias significativas com aumento da TFR (JAHN et al., 2010; JOSHI et al.,
2016), inclusive em alguns casos com uso da advecgdo cadtica (ES et al., 2020; FIRMINO et
al., 2021; KASTNER et al., 2015).

Como anélise subsequente, decidiu-se investigar se a formacéo de S-CLs ocorreria de
maneira similar. Com isso, fixou-se a FRR 1 e avaliou-se a condi¢do padréo (TFR 5) e se a
vazdo minima (TFR 0,2) seria capaz de incorporar o lipidio PEGlado adequadamente.

4.2.4 Producéo de lipossomas stealth

Como discutido anteriormente, a incorporagdo do lipidio PEGlado confere a
propriedade stealth que causa o impedimento estérico e potenciais beneficios em estudos de
terapia génica. Desse modo, com o objetivo de incorporar o lipidio PEGlado na estrutura,
utilizou-se das condi¢Oes estudadas para os CLs e conclusdes obtidas como ponto de partida
para a producéo no dispositivo HFR-MD. Inicialmente, fez-se um estudo de vazdes amenas, de
modo a investigar a vazdo minima necessaria para incorporar o lipidio PEG sem que houvesse
aglomerados no canal, como visto por Es e colaboradores (2020) e Perli e e colaboradores
(2019) em dispositivos D-MD, o que inviabilizaria uma produ¢do continua. Portanto, iniciou-
se 0s testes em FRR 1, padronizando-se a agua pura como correntes laterais e analisando-se as
TFRs 0,2 e 5 mL/min. Os resultados estdo dispostos na Tabela 15.

Tabela 15 - Propriedades fisico-quimicas de didmetro médio, PDI e potencial zeta com 0s respectivos desvios

padrdes (DP) dos lipossomas stealth sintetizados em FRR 1 para as TFRs 0,2 e 5 mL/min em agua pura como
correntes laterais aquosas

TFR A Diametro médio PDI + DP ¢ (mV = DP)
(mL/min) (nm = DP)
0,2 174,4+ 9,9 0,21 + 0,029 63,2+1,7
5 160,3+9,3 0,19 + 0,044 64,8 £2.2

A valor-p menor que 0,05, indicando diferencas significativas entre os grupos.

Como é possivel observar, a vazdo de 0,2 mL/min j& foi suficiente para a incorporagdo

do lipidio PEGIado nos lipossomas com boas propriedades fisico-quimicas e sem formacao de
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microagregados no microcanal. Como visto pela simulagdo computacional, a TFR 0,2 ndo
apresenta uma dindmica de mistura caotica. Nesse sentido, esperava-se que houvesse a geracdo
de microagregados, da mesma forma que observado em dispositivos D-MD (ES et al., 2020;
PERLI et al., 2019). Curiosamente, ndo foi o que ocorreu. Esse fato pode inferir que na TFR
0,2 ja existe uma contribuicdo convectiva ndao desprezivel, mesmo que ndo seja 0 necessario
para alterar o perfil de mistura. Para comprovar essa hipotese, comparou-se o nimero de Peclet
obtido (1.809,93) com a literatura. Na literatura, foram encontrados varios trabalhos
discorrendo sobre a predominancia da difusdao na microfluidica quando Pe < 2. Ou seja, para
Pe > 2, j& se pode inferir que a convecgdo ganha representatividade (GOBBY; ANGELLI;
GAVRIILIDIS, 2001; JEN et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2016).

Como observado por Es e colaboradores (2020), quando se utiliza dispositivos como
SHM ou HFR-MD, que permitem operacdes em uma escala de vazdo 10 vezes maior que
dispositivos D-MD, ou até mais, a autoagregacdo dos lipideos ocorre favoravelmente com a
alteracdo da geometria, bem como a mudanca de polaridade e solubilidade lipidica podem ser
modificadas tanto pela TFR quanto pela FRR, de modo a favorecer a formacéo dos lipossomas.
A hipdtese gerada pelos autores € de que a mistura mais rapida e eficiente ocasionada pelo uso
de adveccdo caética evita a transi¢do da fase lamelar para a fase micelar no uso do lipidio
PEGIado, uma vez que a formacdo de micelas (10 a 20 nm (PERLI et al., 2019)) ¢é favorecida
em processos difusivos em que a mistura é lenta, pois ¢ mais rapidamente formada (10°a 10°
s) comparada com a formacéo de bicamada (10" a 1072 s), influenciada também pela reducéo
do parametro de empacotamento (P.E) médio ocasionado pelo DSPE-PEG 2000 (VHORA et
al., 2018). Termodinamicamente, durante a hidratacdo dos lipidios e a diminuicdo de sua
solubilidade, o processo espontaneo de autoagregacdo ocorre inicialmente pela formacdo de
membranas lipidicas planares, devido as instabilidades termodindmicas e energéticas geradas
nas bordas dos fragmentos fosfolipidicos que estdo com as caudas hidrofébicas expostas a agua.
Para minimizar essa energia, a tendéncia natural € a de conformacdo em vesicula esférica,
condicdo energeticamente e entropicamente favoravel de baixa energia livre que ocorre
somente quando a energia de borda excede a energia de resisténcia a flexdo (BALAZS;
GODBEY, 2011; BALBINO et al., 2013; HUANG et al., 2017). O formato e o tamanho da
nanoestrutura formada estdo associados com a minimizagao da energia de flexdo e a energia
elastica requerida para flexionar e tornar os discos planares em estruturas vesiculares, e para
isso aconteca de maneira apropriada, as técnicas de produgdo cumprem papel fundamental
(CAPRETTO et al., 2013; HUANG et al., 2017; ZOOK; VREELAND, 2010). Dessa forma,
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em misturas rapidas e cadticas o lipidio PEGlado pode ser apropriadamente inserido na
estrutura de bicamada dos lipossomas.

Apesar da TFR 0,2 fornecer lipossomas com caracteristicas plausiveis para aplicacdes,
mudancas estatisticas para o diametro médio hidrodinamico dos lipossomas foram encontradas,
tanto pelo teste t de Student, quanto pelo teste de Tukey. Desse modo, considerando o impacto
favoravel do aumento da vazdo tanto para a producdo de CLs quanto S-CLs, optou-se por
padronizar a TFR 5 como a condic¢do padrdo para uso posterior na sintese de lipoplexos, pois
também se mostrou a melhor condicdo para se operar, apresentando vantagens operacionais,
uma vez que a TFR 20, por ser uma vazdo muito alta para se trabalhar, implica em maiores
perdas de coleta inerentes ao processo de sintese.

Por fim, de modo a confirmar a formacdo adequada dos CLs e S-CLs na condicdo
padronizada, e de que fato ndo houve a formacao de micelas no caso dos CLs stealth, fez-se
uma anélise de morfologia por cryo-TEM das amostras com o apoio do Centro Nacional de
Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM).

4.2.5 Andlise de morfologia dos lipossomas

Uma das técnicas mais utilizadas no estudo da morfologia de nanoestruturas é o cryo-
TEM. Através desta técnica é possivel observar se os lipossomas sdo majoritariamente
unilamelares ou multilamelares, se ndo ha presenca de micelas, e se de fato apresentam as faixas
de tamanho mostradas pela andlise de DLS. Desse modo, visou-se validar se as boas
propriedades de tamanho, PDI e potencial zeta corresponderiam a sua estrutura morfoldgica.
Partindo-se disso, realizou-se ensaios de cryo-TEM dos lipossomas com 0 apoio do CNPEM.
Os resultados das analises de cryo-TEM sdo mostrados na Figura 34 para CLs (A) e S-CLs (B),
ambos produzidos em TFR 5 e FRR 1.
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Figura 34 - Imagens de cryo-TEM dos CLs e S-CLs produzidos em TFR 5 e FRR 1. A) Imagens de CLs e B) S-
CLs. As setas indicam os lipossomas de tamanhos correspondentes aos encontrados por DLS, quantificados com
o software ImageJ® (National Institute of Health, EUA).

A) B)

Fonte: Imagens elaboradas com o apoio do CNPEM (2021). As concentracdes lipidicas utilizadas na analise
foram de 10 mM para ambos os lipossomas. Os lados mais escuros das imagens representam a camada de
carbono das grades.

Pelas estruturas geradas, observa-se que ambos o0s lipossomas catiénicos e do tipo
stealth resultaram em unilamelares, onde se é possivel observar a bicamada em alguns casos,
similar ao que foi encontrado por Es e colaboradores (2020). A partir de todas as analises
realizadas, é possivel concluir que o dispositivo, mesmo sendo um prototipo, é adequado para
a producdo de lipossomas cationicos e stealth em alta produtividade, principalmente na TFR 5,
0 que nos permitiu avancar na producdo dos lipoplexos e também na investigacdo de LNPs com
pDNA. A alta produtividade atingida nessa condicdo é comparavel ao encontrado por Es e
colaboradores (2020) para dispositivo herringbone. Os autores encontraram que as condic¢des
de sintese de lipossomas utilizadas, TFR de 1,5 mL/min e concentracéo lipidica final de 12,5
mM (FRR 1), resultaram em produtividade cerca de 70 vezes maior que dispositivo baseado
em difusdo (D-MD) em condig¢des de TFR 120 uL/min e concentracdo lipidica final de 2,27
mM atingidas por nosso grupo de pesquisa (BALBINO et al., 2013). Considerando que a
concentracdo final atingida neste trabalho é a mesma e a TFR é mais elevada, alcanca-se
produtividade ainda maior com o HFR-MD. Porém, apesar de tais condi¢des de produtividade
serem elevadas quando comparado com dispositivos MHF tradicionais (TFR < 10 mL/h)

(SHEPHERD et al., 2021), atualmente ja existem trabalhos investigando produgdes de
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lipossomas com vazéo acima de 20 L/h (WEBB et al., 2020) e LNPs acima de 18 L/h (300
mL/min) (SHEPHERD et al., 2021).

A partir das simulacgdes realizadas e dos resultados de DLS e cryo-TEM, percebe-se que
para o0 caso dos lipossomas, tanto CLs quanto S-CLs, o efeito de advecéo caotica ndo é fator
determinante, mesmo que benéfico, pois dentro das condi¢cBes analisadas, baixas TFRs e
consequente negligenciavel presenca do fluxo de Dean resultaram em nanoestruturas
adequadas, ainda que tenham mostrado diferencas estatisticas de tamanho e PDI com relagédo
as TFRs elevadas. No entanto, a produtividade é notavelmente mais baixa na TFR 0,2, sendo
25 e 100 vezes menor que as TFRs 5 e 20, respectivamente. Por sua vez, a FRR se provou um
parametro mais relevante, uma vez que o processo de auto agregacgdo é diretamente impactado
pela mudanca de polaridade e proporcéo lipidica, a qual mostrou que o aumento da polaridade
em FRR 1 pdde ser bem controlada com o HFR-MD, cuja analise pode ser acoplada com a
concentracdo massica lipidica, que sendo menor na FRR 10, a menor disponibilidade lipidica
impactou negativamente no adequado processo de autoagregacdo e nas propriedades fisico-
guimicas encontradas. J& para os lipossomas sintetizados na presenca de tampéo PBS, o efeito
se provou contrario, na alta concentragdo lipidica (FRR 1) e menor quantidade de sais, essa
propor¢do com maior disponibilidade lipidica no meio levou ao deshalanceamento de cargas
que resultaram em microagregados e maior polidisperséo, pois os sais intensificam as interagoes
hidrofébicas pela minimizacdo das repulsdes entre as cabecas hidrofilicas, podendo levar a
agregados maiores (PERLI et al., 2019). Feitas essas conclusdes, e visto que a incorporacao do
lipidio PEGlado ndo mostrou diferencas fisico-quimicas e morfolGgicas perceptiveis,
estabeleceu-se a FRR 1, TFR 5 e &gua pura como fase aquosa para 0 processamento de

lipossomas que vieram a ser utilizados posteriormente na sintese de lipoplexos.

4.3 Sintese de lipoplexos

A partir da padronizagdo dos lipossomas, iniciou-se a investigagdo de sintese de
lipoplexos, a fim de compreender qual seria o efeito da inclusdo de material genético nas
diferentes condigdes de escoamento, a qual poderia servir de base para a sintese posterior de
LNPs, além de buscar condi¢des 6timas para a producdo de nanoestruturas potenciais para
aplicacdes em terapia génica. Para tal estudo, utilizou-se os lipossomas cationicos (CL). Os

esquemas de sintese e diferencas de set up de processo podem ser visualizados na Figura 35.
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Figura 35 - Representac@es esquematicas das definicdes de processo para a sintese das diferentes nanoestruturas
no dispositivo HFR-MD. Set up de processo para a sintese de (A) lipossomas, (B) lipoplexos e (C) LNPs.
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Fonte: Adaptado de Firmino e colaboradores (2021) e Carvalho e colaboradores (2022).

Para a sintese de lipoplexos, optou-se por manter os parametros de estudo dos
lipossomas (FRR e TFRs) e as analises de fluidodindmica previamente observadas pelas
simulacdes. Desse modo, seria possivel concentrar as analises e observacdes nos modos de
sintese, sem precisar acrescentar diferentes analises devido a mudanca de parametros como
TFR e FRR, 0 que causaria complexidade nas analises criticas e formulacdo de hipéteses.
Portanto, inicialmente optou-se por usar as mesmas condicdes investigadas com os lipossomas:
TFRs de 0,2, 5 e 20, FRR 1, concentracdo elevada de 12,5 mM de lipidios na entrada alcodlica
central, e nas laterais a fase aquosa contendo o pDNA (Figura 35 (B)) em concentracdo
necessaria para se obter um R: de 3. Curiosamente, houve precipitacdo e formacdo de
microagregados na TFR 0,2, como mostrado na Figura 36 (A).

A fim de buscar a minimizacdo do efeito de microagregacao ao longo do microcanal,
elevou-se a TFR. Assim, quando a TFR foi elevada de 0,2 para 5 mL/min, evidenciou-se que a
formagéo destes precipitados ocorreu em menor proporcao (Figura 36 (B)). Ja paraa TFR 20,
inicialmente também houve indicios de possivel precipitacdo, como sugere a Figura 36 (C) em
alguns pontos do canal. No entanto, cabe destacar que no caso da TFR 20, a imagem s6 foi
possivel de ser obtida logo ao final do processo, pois nesta condi¢do o tempo de processo era
muito reduzido (escala de poucos segundos) frente a quantidade de material disponivel para
sintese, e ndo havia tempo suficiente para o processamento microfluidico (incluindo o start do
processo e a coleta da amostra) e obtencdo da imagem simultaneamente. Para se ter certeza ou

ndo do ocorrido, posteriormente novos testes em TFR 20 foram realizados, e ndo se visualizou
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a formacdo de precipitados durante o processo de sintese, permanecendo o canal limpo da
mesma forma como mostrado na Figura 36 (D).

Figura 36 — Formacé&o de agregados no canal apontados em vermelho para a sintese de lipoplexos nas TFRs 0,2
(A); 5 (B) e 20 (C). D) Imagem do canal limpo usado como comparativo.

Imagens retiradas em microscépio invertido.

De qualquer maneira, nas condi¢cbes em que houve precipitacdo (TFR 0,2 e TFR 5), a
producédo continua é inviabilizada, pois os microagregados observados no microcanal podem
alterar a condicdo de regime permanente pelo acimulo de material no interior do canal. Este
fato ocorreu porque muito possivelmente houve um desbalanceamento de cargas implicado pela
adicdo do material genético nas correntes laterais (carga negativa). O fato de ndo ter havido
precipitado na TFR 20 pode estar relacionado com o efeito mais intenso de advecgdo caotica,
como verificado pela simulagdo e nimero de Dean, cuja condi¢do ainda em regime laminar
(Tabela 23) pode ter sido suficiente para uma complexacéo eficiente e reprodutivel. 1sso indica
que o processo difusivo para a mistura deva ser lento. Apesar de ndo ter sido encontrado nenhum
trabalho na literatura que tenha investigado o efeito da TFR na sintese de lipoplexos em
dispositivos de adveccdo cadtica para confirmar tal hipdtese, um estudo realizado para LNPs
poderia contribuir para tal andlise. Roces e colaboradores (2020) sintetizaram LNPs em
dispositivo herringbone variando-se a TFR de 5 a 20 mL/min, e de modo geral observaram a
diminuicdo no tamanho das LNPs com o aumento da TFR, bem como viu-se uma producéo
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homogénea com baixa polidispersidade. Mesmo que os autores ndo tenham estudado e efeito
da adveccéo cadtica, é de se inferir que houve tal influéncia nos resultados encontrados.

Para uma complexacao adequada de lipossoma/material genético ocorrer, duas etapas
sdo importantes: (i) a fusdo da membrana lipidica induzida pelo material genético, devido as
interacOes eletrostaticas (atracfes de Coulomb); (ii) colapso cooperativo de DNA induzido por
lipossomas. A segunda etapa é considerada evento chave, e leva a aglomerados ligados a
estrutura das moléculas de DNA no qual a forma esférica das vesiculas ainda pode ser
discernida. Uma estrutura em forma de bastdo curto é formada na qual o DNA é condensado
dentro da bicamada lipidica. Com isso, ha um ganho de entropia associando a liberagdo de
contra-ions fortemente ligados do DNA e das bicamadas lipidicas, sendo a principal forga
motriz da complexacdo, sendo impactada também pela repulsdo entre DNA-DNA.

A mudanca de entalpia envolvendo a complexacao entre lipossomas e material genético
é dita como sendo endotérmica (menos de 1 kcal absorvida por mol de lipidio ou carga de
DNA), sendo requerido um certo aumento na entropia para conduzir a formagéo dos complexos
(GASPAR; COELHO; SILVA, 2020; MA et al., 2007). No entanto, mais importante que 0s
efeitos termodinamicos sdo os efeitos cinéticos na determinacdo do tamanho da vesicula
formada, causados pelo escoamento e forma de processamento, cujo impacto na conformacéo
estrutural induzido pelos efeitos da mistura organica-aquosa é mais relevante (CAPRETTO et
al., 2013; KIMURA et al., 2020).

Considerando que mesmo na presenca de adveccdo caotica os efeitos difusivos
continuam sendo importantes pela caracteristica de fluxo em regime laminar (FIRMINO et al.,
2021), o que impacta no processo de complexacdo, buscou-se investigar uma alternativa que
poderia reduzir e evitar a formacéo de microagregados no canal. Nesse caso, encontrou-se que
a insercdo de uma barreira difusiva central poderia influenciar nos efeitos de carga e
concentracdo lipidica, como relatado por Pessoa, Sipoli e De La Torre (2017). Nesse caso, a
ideia é que a minimizacdo do contato direto entre as correntes laterais (uma contendo pDNA e
outra os lipossomas), simultaneamente com a redugdo da concentracdo, levaria a um
balanceamento das cargas. No entanto, foi hipotetizado que a geometria dos canais tran¢ados
do HFR-MD ndo permitiria uma barreira difusiva total (quando comparado a geometria
retangular), mas sim um efeito parcial, ja que em alguns momentos haveria o contato direto
entre as correntes laterais, de acordo com a caracteristica do canal, como simulado na Figura
37. Assim, para se ter uma ideia melhor do seu efeito, investigou-se previamente a barreira

difusiva por meio da simulagdo computacional.
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Figura 37 - Perfil de escoamento no dispositivo HFR-MD simulando o efeito da insercédo da barreira difusiva na
mistura. Setas verdes simulam a trajetdria de escoamento da corrente lateral organica em uma primeira situagédo
sem encontro com a outra corrente lateral aquosa (setas em azul); e uma segunda situagéo de encontro entre
essas correntes, no qual a funcéo da barreira difusiva (setas em vermelho) néo se faz efetiva.

4.3.1 Efeito da insercdo da barreira difusiva

A andlise da insercdo de uma barreira difusiva ja foi previamente analisada pelo nosso
grupo de pesquisa, no qual foi observado seu impacto positivo no balanceamento de cargas
positivas e negativas e no contato apropriado entre material genético e moléculas lipidicas que
evitou a formacdo de agregados no microcanal (ES, 2020), e também no apropriado balanco de
cargas e interaces eletrostaticas entre quitosana (CHI) e adenosina trifosfato (ATP) na sintese
de nanoparticulas CHI/ATP (PESSOA,; SIPOLI; DE LA TORRE, 2017). Porém, em ambos 0s
casos, tal uso da barreira difusiva se deu em dispositivos D-MD, no qual ndo ha alteracdo da
geometria ou mesmo efeitos de adveccdo cadtica. Dessa maneira, com o intuito de se analisar
0 impacto da barreira difusiva na dindmica de mistura no dispositivo HFR-MD, e se de fato
poderia evitar a formacao dos microagregados, simulac6es foram realizadas nas vazdes padroes
(TFR 0,2; 5 e 20) e FRR 1. Neste caso, o calculo da FRR (FRRj) é diferente da configuracéo
sem barreira difusiva, e pode ser vista pela Equacdo (8). Para tal, a corrente central passou a ser
de 4gua e uma corrente lateral passou a ser etandlica, conforme mostrado na Figura 21 (B). Os
resultados de tais simulagdes sdo mostrados nas Figura 38 e Figura 39 para a velocidade

superficial e fracdo volumétrica de etanol, respectivamente.
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Figura 38 - Perfis de velocidade do etanol com a inser¢do da barreira difusiva nas TFRs (A) 0,2; (B) 5e (C) 20
mL/min em FRRg 1

A) TFRo2@FRR1 B) TFRs@FRR1 C) TFR20@FRR1

Imagens obtidas no software ANSYS-CFX® 2020.

Figura 39 - Perfis de concentracéo de etanol com a insercdo da barreira difusiva nas TFRs (A) 0,2; (B) 5 e (C) 20
mL/min em FRRg 1

A) TFRo2@FRR1 B) TFRs@FRR1 C) TFR20@FRR1

Imagens obtidas no software ANSYS-CFX® 2020.

Como é possivel observar, a velocidade média de mistura (azul mais escuro) € atingida
mais rapidamente nas TFRs mais elevadas, similar ao observado sem a presenca da barreira.
Quanto aos gradientes de concentracdo, também se observa pouca diferenca entre as TFRs 5 e
20, e maior extensao dos gradientes paraa TFR 0,2 ao longo do microcanal.

Para entender como estas diferencas poderiam impactar no perfil de mistura, a fracao
de etanol ao longo da secdo transversal em dois comprimentos de canal, 0,05 e 0,1 cm, foi
avaliada, conforme apresentado na Figura 40 (A) e (B), respectivamente. Como esperado,
baseado no perfil de adveccdo cadtica, o resultado encontrado para a fracdo de etanol nas TFRs
5 e 20 é similar e sem notorias diferencas. Quando se analisa a TFR 0,2, o perfil de mistura
muda consideravelmente e ndo apresenta o entrelacamento das linhas de corrente etandlica
como nas TFRs 5 e 20, apresentando perfil difusivo similar ao padréo apresentado (Figura 27).
Portanto, encontrou-se condigfes de mistura similar ao apresentado sem a presenca da barreira,

onde ha indicios de adveccdo cadtica somente para as TFRs 5 e 20.
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Figura 40 - Perfil de concentracdo de etanol na presenca de barreira difusiva para as diversas TFRs em FRRg1.
Imagens de cortes da se¢éo transversal no plano XY (altura x largura) para comprimentos de canal de 0,05 cm
(A)e0,1cm (B).

A) 0,05 cm
TFRo2@FRR1 TFRs@FRR1 TFR20@FRR1
B)0,1cm
TFRo2@FRR1 TFRs@FRR1 TFR20@FRR1
-

Imagens obtidas no software ANSYS-CFX® 2020.

Outra comparacao relevante entre configuracdes com e sem barreira recai no gradiente
de etanol. Com a insercdo da barreira, € possivel perceber um maior gradiente de concentracao
guando comparado com a configuracao original do dispositivo, para um mesmo comprimento
de canal. Isso era esperado, uma vez que a barreira atua como uma resisténcia a transferéncia
de massa entre a corrente lateral aquosa e a lateral alcodlica, levando a um maior comprimento
(mais tempo) de canal para que haja a mistura entre ambas e atinja a consequente concentracao
de equilibrio. Com isso ocorre uma associacado eletrostatica, conforme descrito anteriormente,
mais gradual e dependente da difusdo das macromoléculas (ES, 2020; PESSOA; SIPOLI; DE
LA TORRE, 2017), levando a uma complexacdo balanceada e uniforme e conforme projetada
inicialmente.

De modo a se certificar quantitativamente que a mistura é mais lenta na presenca da
barreira, comparou-se os indices de mistura em ambas situa¢fes, como mostra a Figura 41.
Como é possivel concluir, de fato a barreira difusiva torna a mistura mais gradual, efeito este
pronunciado para a TFR 0,2, onde se tem um escoamento predominantemente difusivo. Esse
resultado pode ser comprovado pois também foi necessario maiores comprimentos para a
mistura completa (Tabela 16). Uma vez que o perfil de mistura entre TFR 5 e 20 se mostrou
similar, o maior comprimento encontrado para a TFR 20 pode estar relacionado com o menor

tempo de residéncia para a mistura. Mesmo que tenha sido visto que os indices de mistura se
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iniciam mais elevados para a TFR 20 por conta do maior nimero de Dean, Peclet e intensidade
de adveccdo caética, quando se aproxima de 100%, a mistura estende-se mais um pouco até
atingir o 100% comparado a TFR 5. Como avaliado por Verma e e colaboradores (2008),
menores tempos de residéncia implicam em menores indices de mistura. Além disso, como
inferido por Firmino e e colaboradores (2021), o efeito difusivo na direcdo do fluxo cruzado é
menor em vazfes maiores, 0 que pode levar a um maior comprimento para mistura completa
em situacdes similares de adveccgdo cadtica, como é o caso das TFRs 5 e 20. Quanto aos
numeros de Reynolds, Dean e Peclet, o decaimento na fracdo de etanol de 50 para 25% na
presenca da barreira, e consequente alteracdes na densidade, viscosidade e coeficiente de
difusdo ndo impactaram significativamente nos pardmetros adimensionais, sendo proximos dos
valores encontrados sem a barreira difusiva.

Como visto, a insercdo da barreira difusiva minimiza o contato direto entre as correntes
laterais, que na préatica sdo as correntes que contém o pDNA e os lipossomas, prolongando o
comprimento necessario para se obter uma mistura completa. Desta forma, formulou-se a
hipdtese de que a barreira aquosa poderia criar um ambiente mais homogéneo e propiciar o
contato gradual entre lipossomas e 0 pDNA, atuando também com um efeito dilutivo, o que
poderia evitar a formagdo de microagregados, semelhante ao efeito constatado por Pessoa,
Sipoli e De La Torre (2017) para quitosana e moléculas de ATP.

Figura 41 - Comparacéo de indices de mistura com e sem barreira difusiva ao longo do dispositivo HFR-MD
para as TFRs analisadas em FRR 1 obtidos pela simulagcdo computacional com o software ANSYS-CFX® 2020
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Tabela 16 - Comparativo de comprimento de canal necessario para mistura completa com e sem barreira difusiva
para as diversas TFRs em FRR 1

SEM BARREIRA COM BARREIRA
TFRO2 | TFR5 | TFR20 TFRO0,2 TFR5 TFR 20
Z(cm) | 166 0,6 0,745 1,85 0,68 0,03

Os valores encontrados sdo aproximaces com base no que se pdde observar pelos gradientes de etanol nas
simulages realizadas.

Desse modo, prosseguiu-se com a investigacdo na sintese dos lipoplexos incluindo a
barreira difusiva, mas mantendo a alta concentracdo de entrada de lipidio (12,5 mM) e material
genético igual ao caso sem a barreira. Dessa forma, a analise ficaria restrita ao efeito da barreira
difusiva. As imagens dos canais durante o processo de producdo podem ser visualizadas na
Figura 42, para as TFRs 0,2 (A) e 20 (B).

Figura 42 - Imagens do canal microfluidico com a inser¢do da barreira difusiva durante sintese de lipoplexos em
TFR 0,2 (A) e TFR 20 (B) mL/min em FRRg 1

A) B)

Imagens retiradas em microscépio invertido.

Curiosamente, mesmo na presenca da barreira ainda se viu a formacdo lenta e
progressiva de precipitados para a TFR 0,2 em alguns pontos do canal. 1sso deve-se ao fato de
gue essa geometria, em alguns momentos, permite o contato direto entre as correntes laterais,
devido ao entrelagcamento. Baseado nisto, para esta TFR, mesmo que a corrente central atue
como barreira na maior parte do comprimento de mistura, ainda ndo é 0 necessario para se
evitar a precipitagdo em alguns pontos localizados. Microagregados também ocorreram para a
TFR 5, porém em uma propor¢do bem reduzida. Ja para a TFR 20 néo se viu essa formagao de
agregados, o que nos deu indicativo de que a barreira poderia funcionar experimentalmente
quando se trabalha em alta vazéo e na presenca da adveccdo cadtica, como demonstrado pela
simulacdo, uma vez que o curto tempo de residéncia somado a presenca da barreira e a

diminuicdo do efeito difusivo tornam-se eficazes na manutencdo do balanco de cargas. Desse
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modo, optou-se por avaliar também o efeito da concentragdo, tanto com a barreira quanto sem

ela, a fim de se obter um panorama geral desses efeitos simultaneamente.

4.3.2 Efeito sinérgico entre concentracdo lipidica e barreira difusiva nas propriedades dos

lipoplexos

Sabe-se que a concentracdo de material genético e lipidios é parametro fundamental na
determinacéo das espessuras das bicamadas e lamelaridade de lipoplexos (ES et al., 2018) e nas
caracteristicas das LNPs (QUAGLIARINI et al., 2021). Nesse sentido, a fim de se investigar a
influéncia da concentracdo, optou-se por explorar concentracfes de lipossomas (CLs) e de
pDNA mais baixas, com e sem barreira difusiva. A caracterizacao fisico-quimica das condi¢coes
analisadas em alta concentracéo (6,25 mM) e em baixa concentracdo (2 mM) de lipidios na
entrada do microcanal em FRR 1 podem ser visualizadas na Figura 43 (A) e (B),
respectivamente. Visualmente, como esperado, houve a formacdo de microagregados apenas
na TFR 0,2. Nesse caso, observou-se duas situacdes opostas: (i) maior presenca de
microagregados ocorreu na alta concentracdo e sem barreira; (ii) menor presenca de
microagregados ocorreu na menor concentracdo e na presenca da barreira difusiva, porém ainda
existente. Ou seja, paraa TFR 0,2, a menor concentracao e a presenca da barreira contribuiram
para diminuir a transferéncia de massa e suavizar as interacdes DNA/lipossomas, mas esse
efeito ainda ndo foi o suficiente para permitir a producdo continua. Duas causas explicam essas
observac@es: (i) a barreira difusiva, como discutido anteriormente, ndo atua com 100% de
eficiéncia em todo o comprimento de canal, dada a geometria helicoidal; (ii) possivelmente a
concentracdo baixa de 2 mM ainda ndo € suficiente para garantir uma mistura adequada de
lipidios e material genético. Comparativamente, Balbino e colaboradores (2017) conseguiram
sintetizar lipoplexos produzidos em microfluidica em dispositivo HFF utilizando-se de
concentraces lipidicas de entrada na mesma faixa deste estudo, entre 1,8 e 2,3 mM advindos
dos lipossomas, e praticamente a mesma TFR (TFR 0,15 mL/min). No entanto, além de ser
outro dispositivo, causando diferente perfil de mistura, os autores utilizaram outra FRR (FRR
3) e outra proporg¢do lipidio/pDNA, com razdo molar de cargas (R+) 6 na melhor condigdo
encontrada, ou seja, menor proporcao de material genético. 1sso permite inferir que, por mais
que a difusdo predomine no HFR-MD na TFR 0,2; os efeitos de geometria e convecgédo ndo séo
completamente despreziveis, como visto pelo nimero de Peclet, o qual altera-se com a mudanca
nas dimensdes do dispositivo. Infelizmente os autores nao calcularam o nimero de Peclet para

que tal comparagdo difusdo-conveccdo fosse possivel. Além disso, tais diferencas nos
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parametros de complexacdo e processamento impactam significativamente na formacdo dos
lipoplexos, o que impossibilita uma comparacéo confidvel entre os trabalhos.

Quando se analisa os efeitos combinados desses resultados (Figura 43), fica nitida a
sinergia dos parametros barreira difusiva e a concentracdo. Pode-se observar que as unicas
condigOes experimentais que se aproximam do tamanho e PDI dos lipossomas usados nestas
sinteses sdo na TFR 20 e baixa concentracdo. Isso foi confirmado também pelo teste de Tukey
(Figura 43), em que as unicas condi¢fes que geraram equivaléncia estatistica com os lipossomas
foram TFR 20 em baixa concentracdo: com barreira para tamanho, e tanto com ou sem barreira
para PDI. Vale destacar também que mesmo na TFR 0,2 em baixa concentracdo, houve
formacdo minima e lenta de precipitados no canal, tanto com ou sem a barreira. J& para a TFR
20, ndo houve a formacao concreta de precipitados em nenhuma condi¢do, somente indicios ao
final do processo na alta concentracdo, similar ao visto para a condi¢do anterior. O comparativo

das situagdes que geraram ou néo precipitados pode ser visualizado na Tabela 17.

Figura 43 - Diametro médio hidrodinamico (colunas) e PDI (simbolos) dos lipoplexos sintetizados com e sem
barreira difusiva nas TFRs 0,2 e 20 mL/min em FRR 1 e dois niveis de concentracao lipidica
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Tabela 17 - Comparativo de situagdes com e sem geracgdo de precipitados nas TFRs 0,2 e 20 mL/min e
concentragoes lipidicas altas (6,25 mM) e baixas (2 mM) de entrada, além do uso ou nao da barreira difusiva na
sintese de lipoplexos

Alta concentragéo Baixa concentracéo

Sem barreira Com barreira Sem barreira Com barreira
TFRo.2 TFR2 TFRo.2 TFR2 TFRo.2 TFR2 TFRo.2 TFR
FRRp; FRRp; FRRg: FRRg: FRRp: FRRp: FRRg: FRRg:
o Né&o o Néo o Néo o Né&o
Precipitou o Precipitou o Precipitou o Precipitou o
precipitou precipitou precipitou precipitou

Mesmo que inconclusivo visualmente, percebeu-se que a barreira melhorou as
propriedades dos lipoplexos na alta vazéo. A leve piora encontrada para a TFR 0,2 em alta
concentracdo pode ser explicada pelo longo comprimento de canal necessario para acontecer a
mistura completa (Tabela 16), permitindo a formacao de microagregados e particulas maiores.

De maneira geral, foi possivel estabelecer a condicdo de processo experimental que
permite a auséncia de microagregacao de duas maneiras: diminuindo a concentracao, por efeito
de diluigéo, ou inserindo a barreira difusiva, impedindo assim o desbalanceamento local de
carga, desde que trabalhando ambas com TFR elevada.

Portanto, é notavel a importancia da adveccao cadtica na sintese de lipoplexos neste
dispositivo, bem como uma mistura mais gradual, que como visto pela simulacdo, o
comprimento de canal para mistura completa aumenta consideravelmente na presenca da
barreira (Tabela 16). Por fim, buscou-se encontrar a concentracdo mais alta possivel de sintese
de lipoplexos sem a formacdo de microagregados e com boas propriedades, pois baixas
concentragdes diminuem a produtividade, o que impacta diretamente na quantidade a ser
aplicada nos testes in vitro ou in vivo posteriormente. Além disso, nanoestruturas em torno de
100 nm e até 200 nm se mostram adequadas para aplicacGes na terapia génica (GASPAR;
COELHO; SILVA, 2020; HARASHIMA et al., 1995; QUAGLIARINI et al., 2021). Nesse
sentido, realizou-se testes na TFR 20 em concentracGes de 10,5 mM de lipidios na entrada, com

e sem barreira, conforme Tabela 18.
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Tabela 18 - Propriedades de diametro médio, PDI e potencial zeta com seus respectivos desvios padrdes (DP) de
lipoplexos sintetizados em alta vazéo (TFR 20) e alta concentracdo lipidica (10,5 mM), com e sem a barreira
difusiva em FRR 1

Condi¢ao ADidmetro médio PDI + DP AL (mV £
Clip = 10,5 mM (nm £ DP) DP)
Sem barreira 128,6 £ 2,5 0,23 £ 0,008 50,7 £0,3
Com barreira 1234+ 1,6 0,24 £ 0,004 61,1 £0,8
Clip indica concentracdo lipidica. A valor-p menor que 0,05, indicando diferencas significativas entre as
condicoes.

Pelos resultados encontrados, percebe-se que nessa concentragao avaliada (10,5 mM),
que é proxima a estudada nas primeiras investigacdes (12,5 mM), ndo houve diferenca
estatistica com e sem a barreira difusiva para o PDI das amostras. No entanto, apesar de
aparentar resultados préximos para tamanho e potencial zeta, as amostras apresentaram
diferengas estatisticas, indicando que a barreira difusiva de fato melhora as propriedades dos
lipoplexos. Além disso, observando o canal durante o processamento, ndo foi encontrado
indicios de precipitacdo em nenhuma das situacdes. Ou seja, a explicacdo mais racional para 0s
indicios de precipitacdo anteriormente vistos para a TFR 20 sem a barreira é de que a imagem
captada representou um estado de regime nao permanente e de diminuicdo na taxa de fluxo
implicada pelo recém desligamento das bombas-seringas, alterando o perfil de mistura e a
complexacdo na hora da obtencdo da imagem. Portanto, neste caso, fica evidenciado que o
fendmeno prioritario para uma boa complexacdo eletrostatica € a combinacgédo entre adveccgédo
cadtica e curto tempo de residéncia (Tabela 14) que séo atingidos na alta vazao de 20 mL/min,
pois como visto, o tempo de formacgdo das nanoestruturas reside na faixa de milissegundos
(CULLIS; HOPE, 2017; ES et al., 2020), o que permite inferir que na TFR 20 ndo ha tempo
para a geracao de microagregados e particulas com tamanhos maiores, uma vez que o tempo de
residéncia é da mesma ordem de grandeza que a de formacgdo das nanoestruturas, e portanto,
rapidamente entram em equilibrio na mistura completa apos serem formadas. Além disso, 0 uso
de altas concentracGes nao invalidam os lipoplexos sintetizados em alta vazdo (TFR 20), com
ou sem o uso da barreira, dentro dos limites avaliados neste trabalho. Desta forma, foi possivel
definir as condicdes 6timas em TFR 20, e conclui-se que a insercdo da barreira difusiva nesse
caso é opcional. O didmetro médio e o PDI encontrados apresentam similaridade com valores
reportados na literatura para lipoplexos (BALBINO et al., 2016, 2017).

Na Ultima etapa de sintese deste projeto, decidiu-se por investigar a producéo de lipid

nanoparticles (LNP), ou seja, a producéo de complexos lipidicos e pDNA em uma Unica etapa.
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Posteriormente, uma analise de morfologia por cryo-TEM é realizada de modo a investigar
lamelaridade e possiveis diferencas de estruturas e tamanho entre lipoplexos e LNPs.

4.4 Sintese de lipid nanoparticles

O estudo da sintese de LNPs teve por finalidade avaliar se haveria diferencas no
processo de mistura, morfologia das nanoestruturas e eficacia in vitro quando comparado aos
lipoplexos. Além disso, sabe-se que a sintese em uma Unica etapa de nanoestruturas lipidicas
contendo material genético tem se mostrado nanocarreadores mais potentes para terapia e
vacinacdo génica, pela teoria da ndo bicamada, especialmente quando se faz uso de lipidios
ionizaveis. Nesse sentido, propds-se investigar se a sintese em uma Unica etapa seria viavel
neste microdispositivo, 0 que permitiria valida-lo para possiveis investigaces futuras com
lipidios ionizaveis e na producdo de nanoparticulas de ultima geracdo. Portanto, neste estudo
usou-se as mesmas condi¢des de FRR e TFRs as estudadas para os lipoplexos, pois presumiu-
se que haveria um comportamento semelhante. A Unica excec¢do foi a TFR 5, que pelo fato de
sempre ter mostrado condicGes intermediarias e proximas da TFR 20, foi descartada para o
estudo das LNPs.

A diferenca de processo entre ambas as nanoestruturas (lipoplexos e LNPs) esta
representada pela Figura 35, onde no caso das LNPs entra-se com os lipidios em etanol ao invés
dos lipossomas, na corrente central, sendo que a mesma composicdo lipidica foi utilizada
(EPC/DOTAP/DOPE). Deste modo, iniciou-se a investigacdo escolhendo concentracdes
elevadas de 14,4 mM de lipidios na entrada, a fim de se obter concentragdes finais de 0,2 mg/mL
de pDNA sem barreira, e de 0,1 mg/mL com a barreira difusiva (Tabela 19), o que propiciaria

um alto rendimento para posteriores usos em testes bioldgicos.

Tabela 19 - Resumo das condicdes operacionais utilizadas na sintese de LNPs em FRR 1 com e sem barreira
difusiva

Concentragdo | TFRo.@FRRp1 | TFR20@FRRp1 | TFRo2@FRRe1 | TFR20@FRRe1
Lipidica inicial
14,4 14,4 14,4 14,4
(mM)
Lipidica final
7,2 7,2 3,6 3,6
(mM)
pDNA final
0,2 0,2 01 01
(mg/mL)
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Primeiramente os testes sem a barreira difusiva foram realizados de maneira a investigar
se também haveria precipitacdo. As imagens dos canais para a TFR 0,2 e TFR 20 durante o

processo de sintese podem ser visualizadas pela Figura 44 (A) e (B), respectivamente.

Figura 44 - Canais microfluidicos sem barreira difusiva durante sintese de LNPs em TFRs de 0,2 (A) e 20 (B)
mL/minem FRR 1

A) B)

Imagens retiradas em microscopio invertido.

Similar ao ocorrido para os lipoplexos, houve a formacéo de agregados no meio do canal
paraa TFR 0,2, até mais intensamente que no caso dos lipoplexos, muito provavelmente devido
as maiores concentrac@es usadas para as LNPs. Ja para a TFR 20 houveram claras precipitacdes
no microcanal, diferente de somente indicios ocasionados para os lipoplexos em um primeiro
momento. Nesse caso, as propriedades fisico-quimicas de diametro médio hidrodinamico, PDI
e potencial zeta impossibilitaram a leitura no equipamento pela elevada polidispersidade, com
tamanhos e PDIs muito elevados, para ambas as TFRs. Tal diferenca para os lipoplexos pode
ser assumida como consequéncia de duas mudangas: maior concentracdo, que pode promover
mais facilmente o desbalanceamento de cargas, sugerindo possivel concentracdo critica
proxima da usada para os lipoplexos (12,5 mM). Porém, infelizmente ndo foram realizados mais
testes com concentracdes mais baixas para LNPs para que essa hipdtese fosse confirmada. Além
disso, sabe-se que o fenbmeno de autoagregacdo é governado pelo aumento de polaridade e
consequente diminuicdo da solubilidade dos lipidios (CHEN et al., 2012; GINDY et al., 2014).
Essa variagdo de solubilidade é maior para as LNPs, pois a fracdo etandlica varia de 100% (na
entrada) até 50% (em condicdes de elevada mistura no meio), enquanto para os lipoplexos varia
de 50% na entrada a 25% na mistura sem barreira, e a mudanca de solubilidade pode
desencadear a formacdo de precipitados. Por fim, outro ponto importante a ser discutido é a

complexidade estrutural. As LNPs possuem maior complexidade no processo de auto
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agregacdo, pois a complexacdo eletrostatica ocorre simultaneamente. Desta forma, essas
nanoestruturas sdo mais sensiveis as condi¢es de mistura, e requerem um controle maior da
mistura para ndo ocorrer formacdo de agregados e desbalanceamento de cargas com o material
genético (SAMARIDOU; HEYES; LUTWYCHE, 2020; SHEPHERD et al., 2021). A formagéo
das LNPs resulta de um balanco entre cinética e termodindmica. A mistura rapida (na escala de
milissegundos) nos canais microfluidicos permite que as interagdes eletrostaticas entre material
genético e lipidios catidnicos levem a nucleacao e crescimento de complexos precursores das
LNPs, cuja etapa também ocorre na escala de milissegundos e é dependente da supersaturacéo
do &cido nucleico e lipidios catibnicos em solucdo. Nessa etapa, essas interacBes lipidios
catidnicos/material genético formam o ndcleo da LNP. De maneira geral, a energia livre
eletrostatica (que € responsavel tanto pela atracdo de Coulomb quanto pela liberacdo de
contraions) é maximizada se o lipidio catiénico for capaz de condensar totalmente a dupla hélice
do acido nucleico. Apos isso, ha entdo o revestimento dessa estrutura por outros lipidios a
medida que atingem seus limites de solubilidade no sistema etanol/agua (GASPAR; COELHO;
SILVA, 2020; GINDY et al., 2014; ZHIGALTSEV et al., 2012). Cabe destacar que a
composicdo lipidica impacta diretamente a estrutura final da LNP, e portanto, diversas
estruturas de LNP sdo possiveis de serem atingidas, a depender da curvatura espontanea dos
lipidios gerada pelas diferentes dimensdes das caudas hidrofébicas e a &rea da cabega polar
(GASPAR; COELHO; SILVA, 2020).

Por fim, estudos sobre o impacto da FRR nas propriedades das LNPs realizados por
Roces e colaboradores (2020) e Maeki e colaboradores (2015) apontaram que a FRR 1 resultou
em particulas com tamanhos (MAEKI et al., 2015) e polidispersidades maiores que em FRRs
mais elevadas, e que a desestabilizacéo e estabilizacdo das LNPs foram geradas nesta condicéo
(ROCES et al., 2020). Além disso, via de regra, encontra-se na literatura que FRR 1 aumenta a
probabilidade de ocorrer fusdo de particulas, levando a maiores tamanhos (KIMURA et al.,
2020; ROCES et al., 2020). Isso da suporte ao fato de que na grande maioria dos trabalhos que
avaliam a sintese de LNPs ndo se usa a FRR 1, e sim usualmente a FRR 3, que garante uma
proporcao lipidica menor, reduzindo a probabilidade de fus6es na sintese de LNPs (LOU et al.,
2020; PATEL et al., 2019; QUAGLIARINI et al., 2021). Esses fatores podem corroborar para
0s resultados encontrados nesse trabalho.

Posteriormente entdo avaliou-se a o efeito da insercéo da barreira difusiva, mantendo-
se a concentracdo lipidica de 14,4 mM na entrada e FRR 1 (Tabela 19). Anélogo aos lipoplexos,
esperava-se que a presenca da barreira difusiva poderia impactar positivamente no

balanceamento de cargas, bem como levar ao processo adequado de autoagregacéo lipidica.



117

Similar ao que foi visto para os lipoplexos, foi verificada a presenca de precipitados
apenas para TFR 0,2, como mostrado na Figura 45. A partir disso, realizou-se a caracterizagéo

de tamanho e PDI das LNPs formadas. O resultado dessa analise esta descrito na Tabela 20.

Figura 45 - Canais microfluidicos com barreira difusiva durante sintese de LNPs em TFRs de 0,2 (A) e 20 (B)
mL/min em FRR 1

A) B)

Imagens retiradas em microscopio invertido.

Tabela 20 - Caracterizagdo fisico-quimica das LNPs sintetizadas na presenca da barreira difusiva com relagéo ao
diametro médio e PDI com seus desvios padroes (DP), para as TFRs 0,2 e 20 mL/min

TFR ADiametro médio PDI £ DP
(Alta concentragédo com (nm = DP)

barreira difusiva)

0,2 214,4+215 0,33 +0,06

20 127.6+32 0,27 + 0,02

A valor-p menor que 0,05, indicando diferencas significativas entre 0s grupos.

Com os resultados obtidos, percebe-se que a vazdo elevada € fator primario para uma
adequada sintese de complexos lipidicos/material genético, pelos mesmos motivos previamente
discutidos, como é possivel observar pelas propriedades apresentadas na Tabela 20, em que a
TFR 20 resultou em nanoparticulas significativamente menores e menos polidispersas,
apresentando tamanho e PDI adequados para aplicacfes, condizentes com valores encontrados
na literatura para LNPs (NOGUEIRA et al., 2020; PATEL et al., 2019). Tal situacéo é analoga
a encontrada para os lipoplexos, com a Gnica diferenga que no caso das LNPs a barreira difusiva
se mostrou fundamental. Uma ilustracdo 2D englobando as hipéteses de mistura e a formacao
dos complexos pDNA/lipidios discutidas até entdo para o HFR-MD 3D é mostrada na Figura

46, de forma ilustrativa. Na TFR 0,2, processo de mistura governado pela difusdo (Figura 46
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(A)), locais de contato entre moléculas de etanol e &gua majoritariamente sdo criados nas duas
fronteiras entre a corrente etandlica central e as correntes laterais aquosas, que seguem a
tendéncia da configuracdo geométrica do microcanal, semelhante ao proposto por Pessoa,
Sipoli e De La Torre (2017) para um dispositivo MHF misturando quitosana e ATP. Nesse caso,
a formac&o de microagregados € favorecida. Nas TFRs elevadas (Figura 46 (B)), melhoramento
da mistura é ocasionada e governada pela advecgdo cadtica e fluxo de Dean, onde diversos
locais de mistura etanol-4gua surgem ao longo de toda a area de secdo transversal do canal,
resultando em melhor distribuicdo das moléculas no espacgo, cujo balanceamento de cargas
necessario para uma producdo adequada de complexos acido nucleico/lipidios é atingido. Esse
efeito ainda pode ser somado ao menor tempo de residéncia da TFR 20 (Tabela 14), cujo tempo
na mesma escala da formacdo dos complexos material genético/lipidios, que levam em conta
0s processos de autoagregacdo lipidica e interacBGes eletrostaticas, propicia a geracdo de
nanoestruturas de tamanhos adequados e sem microagregados.

Assim como em alguns trabalhos encontrados na literatura (LEUNG et al., 2012; LOU
et al., 2020; ROCES et al., 2020), sinteses adequadas de LNPs foram atingidas utilizando-se
altas vazdes em dispositivos geradores de advecgdo caotica, como as experimentadas neste
trabalho, uma vez que baixas vazdes implicam em menor intensidade de adveccdo cadtica e
mais lenta diluicdo do solvente organico, promovendo a formacao de particulas maiores, onde
a predominéncia da conveccao sobre a difusdo é reduzida (ROCES et al., 2020). No entanto,
para lipoplexos ndo foi encontrado trabalhos que exploraram sua sintese em dispositivos de
adveccdo cadtica, e tal comparacdo de taxa de fluxo e caracteristica de mistura ndo pdde ser

realizada.
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Figura 46 — Esquema ilustrando a mistura e as interacdes DNA/lipidio dentro do microcanal. Perfil de
escoamento e formagdo de complexos DNA/lipidios no HFR-MD para mistura baseada em (A) difuséo e (B)
adveccdo cadtica. Setas vermelhas e azuis indicam as linhas de corrente de etanol e 4gua, respectivamente. As
escalas de tamanho dos lipidios e do DNA sédo meramente exemplificativas e ndo representam o tamanho real.
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Imagens obtidas a partir do software ANSYS-CFX® 2020 e adaptadas em PowerPoint.
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Portanto, a adveccao cadtica somada a uma mistura gradual s&o fatores primordiais para
uma sintese de LNPs com propriedades que permitam suas aplicacdes na area médica e em
estudos de transfeccdo, e que ainda podem ser melhoradas com ajustes de concentracdo. Em
termos de produtividade, alcangou-se uma producdo massica lipidica de 3,2 g/h, apresentando
produtividade superior aos trabalhos encontrados na literatura, e similar aos dispositivos SHM
para producdo de LNPs (Tabela 21), validando o HFR-MD como um dispositivo de alta

produtividade.

Tabela 21 - Comparacgéo de produtividade lipidica do HFR-MD na sintese de LNPs com diversas tecnologias
microfluidicas e nanoestruturas. A produtividade calculada levou em conta as condigdes otimizadas para as
LNPs, presenca da barreira difusiva, concentracéo final lipidica de 3,6 mM e massa molar média lipidica
aproximada de 740,5 g/mol.

TER Produtividade
Microdispositivo | Nanoestrutura | FRR _ massica Fonte
(mL/min) o
lipidica (g/h)
HFR-MD LNPs 1 20 3,20 Este trabalho
_ (FIRMINO et
HFR-MD Lipossomas 1 10 2,27
al., 2021)
_ _ (CARUGO et
MHF' Lipossomas 100 18 0,218
al., 2016)
Dispositivo de ] (KIMURA et al.,
o Lipossomas 3 0,1 0,076
barreira" 2020)
(ROCES et al.,
SHM" LNPs lab 20 2,40
2020)
SHMV Lipossomas 1 1,5 0,87 (ES et al., 2020)
(QUAGLIARINI
SHMY LNPs 3 8 0,24
etal., 2021)

(i) Célculo realizado por Firmino e colaboradores (2021); (ii) Calculado com base na concentracdo lipidica de
entrada de 67 mM fornecida; (iii) Calculado com base na concentragdo final lipidica de 2 mg/mL fornecida; (iv)
Célculo realizado por Firmino e colaboradores (2021); (v) Calculado com base na concentragéo final lipidica de

0,5 mg/mL fornecida.

Por fim, foram realizados ensaios de cryo-TEM e estudo de transfec¢do com lipoplexos

e LNPs sintetizados na alta vazao.
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4.5 Andlises de morfologia e ensaios de transfeccdo para lipoplexos e LNPs

Considerando que a problematica deste trabalho envolve a validacdo do dispositivo
HFR-MD na sintese de lipossomas, lipoplexos e LNPs e o intuito de se obter informacdes
contundentes que permitiriam elucidar que a obtencdo dessas nanoestruturas carreando material
genético foi atingida com sucesso, investigou-se a andlise da morfologia e eficacia de
transfeccdo in vitro dos lipoplexos e LNPs. Como visto pelos processos de sintese e
caracterizacdes realizadas, as condi¢des otimizadas foram FRR 1 e TFR 20, com ou sem
barreira para lipoplexos, e obrigatoriamente com o uso de barreira difusiva para as LNPs, como
é indicado pela Tabela 22. Essas condi¢des Otimas foram utilizadas para a sintese e analise de

morfologia.

Tabela 22 - Condi¢des requeridas para a producéo continua no HFR-MD em FRR 1 das nanoestruturas
analisadas e com boas propriedades fisico-quimicas

Tipo de ) )
Lipossomas Lipoplexos LNPs
nanoestrutura

) . Sem restri¢do de TFR 20 com ou sem | TFR 20 com barreira
Condicéao necessaria L o
TFR barreira difusiva difusiva

Quanto a concentracao lipidica, usou-se as mais altas encontradas, pois concentragdes
maiores permitiram se obter melhor visualizacdo da amostra e obtencdo de imagens por cryo-
TEM, que foram: concentracdo de 12,5 mM para lipoplexos e 14,4 mM para LNPs na entrada.
Para os lipoplexos, as amostras foram geradas sem barreira difusiva, cuja concentracao de saida
e analise por cryo-TEM foi de 6,25 mM. Ja para as LNPs, como precisou-se da barreira difusiva,
a concentracao final atingida foi menor, sendo de 3,6 mM, sendo que optou-se por ndo utilizar
o lipidio PEGlado nessa analise. As nanoestruturas formadas foram caracterizadas com as
seguintes propriedades: (i) didmetro hidrodindmico médio de 181,2 + 2,117; 161 + 2,488 e
104,1 +1,818 nm para lipoplexos, lipoplexos stealth e LNPs, respectivamente; (ii) PDI de 0,326
+ 0,016; 0,165 £ 0,010 e 0,251 % 0,034 para lipoplexos, lipoplexos stealth e LNPs,
respectivamente.

Com base em trabalhos encontrados na literatura, é esperado que lipoplexos sejam uni
(SHOKRI; TAVALLAIE; HOSSEINI, 2016; VHORA et al., 2018) ou multilamelares (ES et
al., 2018; SHOKRI; TAVALLAIE; HOSSEINI, 2016), ou dupla bicamada (BALBINO et al.,

2017), em que o material genético se encontra “ensanduichado” entre elas. Além dessas, outras
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estruturas como polimorfica (BALBINO et al., 2012) e hexagonal invertida (MA et al., 2007)
sd0 possiveis. A estrutura resultante depende de diversos fatores, dentre os quais cabe destacar
a concentracdo e composicao lipidica, influéncia do lipidio helper (E. MCNEIL et al., 2010;
MA et al., 2007), quantidade de ions presente no meio, propor¢cdo molar de cargas (R+) e
caracteristica de mistura (BALBINO et al., 2016, 2017).

Para as LNPs, diferentes tipos de estruturas também podem ser formadas, a depender
dos parametros discutidos para os lipoplexos, onde os principais sdo composicdo e
caracteristica de mistura (ALDOSARI; ALFAGIH; ALMURSHEDI, 2021; CULLIS; HOPE,
2017; EVERS et al., 2018). No entanto, a estrutura mais aceita é de um nucleo denso de elétrons,
tipicamente apresentando micelas invertidas, como pode ser visto em diversos trabalhos na
literatura (LEUNG et al., 2012; PATEL et al., 2019; ROCES et al., 2020). Apesar disso, ha
também alguns trabalhos reportando a presenca de lamelas e bicamada em LNPs (KULKARNI
etal., 2018; LOU et al., 2020; QUAGLIARINI et al., 2021).

As imagens de cryo-TEM obtidas sdo mostradas na Figura 47.

Figura 47 - Imagens de cryo-TEM de lipoplexos e LNPs. (A) lipoplexos, (B) lipoplexos stealth e (C) LNPs sem
lipidio PEGlado sintetizados na TFR 20 mL/min e FRR 1. Setas brancas indicam nanoestruturas adequadas e de
acordo com as analises fisico-quimicas. Setas azuis indicam possivel fusdo de particulas. Setas vermelhas
indicam presenca de multilamelas.

A) B) C)

Fonte: Imagens elaboradas com o apoio do CNPEM (2021). Os lados mais escuros das imagens representam a
camada de carbono das grades.
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Como ¢é possivel perceber pela Figura 47 (A), os lipoplexos apresentaram particulas uni
e multilamelares, além da ocorréncia de possiveis fusdes entre particulas, similar a dupla
bicamada, condizente com estruturas encontradas na literatura (BALBINO et al., 2017; ES et
al., 2018; VHORA et al., 2018). Sabe-se que o EPC favorece a formacéo da bicamada e o DOPE
pode aumentar o parametro de empacotamento médio e levar a coexisténcia de fases lamelar e
hexagonal inversa (BALBINO et al., 2017; MA et al., 2007). Além disso, a quantidade de DNA
que interage com o lipossoma e o lipidio catiénico pode causar a formacdo de diferentes
estruturas (BALBINO et al., 2016, 2017; HUEBNER et al., 1999). Ja os lipoplexos compostos
por lipidio PEGlado apresentaram majoritariamente unilamelas (Figura 47 (B)). Condizente
com o encontrado por Vhora e colaboradores (2018), estruturas unilamelares dos lipossomas
com lipidio PEGlado podem ser mantidas inalteradas sob certas condi¢fes de processo na
formacéo dos lipoplexos. Um dos motivos pode estar relacionado ao aumento de estabilidade
das particulas causadas pela inser¢do do PEG (ES et al., 2020). Além disso, as reducdes de
potencial zeta observadas comparado aos lipossomas, porém ainda mantendo a carga positiva,
reforcam que o complexo CL/pDNA ou S-CL/pDNA foi formado apropriadamente (ES et al.,
2018; SHOKRI; TAVALLAIE; HOSSEINI, 2016).

Com relacdo as LNPs formadas Figura 47 (C), apesar da menor concentracgdo lipidica
impactar no nimero de estruturas possiveis de serem visualizadas, percebe-se uma diferenca
para com os lipoplexos stealth, no qual o nucleo apresenta um aspecto mais denso, indicando
que parte dos lipidios podem ter ocupado o nucleo juntamente com o pDNA neste processo em
uma etapa, em uma estrutura que ndo é tipica de lipossomas. Particularmente, as estruturas
observadas se assemelham com as LNPs encontradas por Kulkarni e colaboradores (2017),
produzidas em dispositivo de jun¢do em T, usando-se também pDNA como material genético,
sendo que os autores usaram lipidio ionizavel (50%), colesterol (39%), lipidio PEGlado (PEG-
DMG - 1,2-dimiristoil-rac-glicero-3-metoxi poli (etilenoglicol)-2000) (1%) e as nanoparticulas
mais parecidas foram com o uso de DSPC e SOPC (1-estearoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfocolina) como lipidio helper (10%), cuja estruturas os autores definiram como um ndcleo
denso de elétrons. Semelhancas também foram encontradas com as nanoestruturas de Lou e
colaboradores (2020), cujas LNPs também foram sintetizadas com DOTAP, porém usando-se
self-amplifying RNA (SAM) como acido nucleico, e apresentaram uma bicamada bem
compactada, produzidas em um dispositivo herringbone da Precision NanoSystems®
(NanoAssemblr Platform). A abordagem de nucleo denso de elétrons € reforcada pela estrutura
similar apresentada por Cullis e Hope (2017) para LNPs, apesar da composicédo diferente que

utilizou-se neste trabalho.
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Além de avaliar as propriedades fisico-quimicas e estruturais dos nano agregados
lipidicos contendo material genético, uma das primeiras anélises ocorre de forma in vitro para
avaliar a eficiéncia de transfeccdo. A transfec¢do ocorre quando as nanoparticulas lipidicas séo
incorporadas nas células e o material genético codificado é expresso. Assim, a avaliacdo da
transfeccdo in vitro caracteriza-se pelo cultivo de células e incubagdo com o sistema
nanocarreador e quantificagdo da proteina produzida a partir do material genético. Se o sistema
lipidico é eficiente em entregar o material genético no interior das células, estas poderdo
produzir a proteina codificante. Esta quantificacdo permite avaliar a resposta do processo de
entrega. O estudo de transfeccdo ocorre previamente aos testes in vivo, para que se tenha uma
analise preliminar sobre diversos fatores, como a eficiéncia de transfeccdo e toxicidade
(TORCHILIN et al., 2003; VON GROLL, 2003).

Ensaios de transfeccdo s6 puderam ser realizados com o apoio do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da USP (ICB-USP). Neste caso, trés formulacGes foram testadas: lipoplexo e
lipoplexo stealth, ambos sintetizados em bulk com lipossomas advindos da condigéo
padronizada em microfluidica, e LNP sem lipidio PEGlado sintetizado com microfluidica em
TFR 20, FRR 1 e com barreira difusiva. Os resultados da transfeccao podem ser vistos na Figura
48.

Como é possivel observar, nenhuma formulagdo atingiu expressdo de luciferase
proxima a da lipofectamina, expresso também pelo teste de Tukey, que revelou diferencas
estatisticas. No entanto, isso era de se esperar, pois a lipofectamina é o reagente de transfec¢édo
controle e considerado o padréo ouro de eficiéncia de entrega (CARDARELLI et al., 2016; ES
etal., 2018). Porém, comparativamente ao pPDNA naked, percebe-se uma melhora significativa
das LNPs nas primeiras 24 horas e do lipoplexo em 48 horas, o que nos forneceu um indicativo
de que boa parte das nanoestruturas induziram a transfeccdo. Resultados similares foram
obtidos por Balbino e colaboradores (2012), os quais sintetizaram lipoplexos multilamelares e
polimérficos em bulk com pDNA e mesma composicao lipidica, e obtiveram eficécia in vitro
em células de carcinoma epitelial humano (HeLa) significativamente maior que naked pDNA

e consideravelmente menor que lipofectamina.
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Figura 48 - Eficiéncias de transfeccdo em células VERO de lipoplexos e LNPs. LNPs foram sintetizadas em TFR
20 mL/min, FRR 1, com uso de barreira difusiva e com concentracao lipidica final de 3,6 mM. Lipoplexos foram
sintetizados via método convencional bulk a partir de lipossomas em 12,5 mM obtidos por microfluidica. *
Indica diferenga estatistica significativa quando comparado com os demais grupos de controle.
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Fonte: Elaboracdo da imagem de autoria propria com os dados do ensaio realizado pelo ICB-USP (2022).

A baixa resposta fornecida pelos lipoplexos stealth em bulk, comparavel ao encontrado
para 0 pDNA naked, provavelmente esté relacionado com a baixa eficiéncia de mistura e a
presenca do lipidio PEG. Apesar das vantagens de se utilizar o lipidio PEG, como ja discutido
na secdo 2.2, o impedimento estérico causado pelo seu uso pode prejudicar a conformacao do
lipoplexo em uma estrutura adequada, podendo levar a fases lamelares induzido pelo DSPE-
PEG 2000 que dificulta o posterior escape endosomal do material genético, conhecido como
PEG dilemma (HATAKEYAMA; AKITA; HARASHIMA, 2013; HATTORI et al., 2020;
LECHANTEUR et al., 2016). Além disso, sabe-se que a formacéo do lipoplexo é causada pela
interacdo entre as cargas positivas dos lipidios catidnicos e as cargas negativas do acido
nucleico. Em um processo com baixa qualidade de mistura, como 0s métodos convencionais,
associado com a diminuigdo da carga positiva do lipossoma causada pela adigdo do lipidio
PEGIado, pode ter levado a uma complexacao eletrostatica perturbada e ineficiente, acarretando
mudanga da nanoestrutura, como visto por Es e colaboradores (2018), cujos lipossomas
unilamelares resultaram em lipoplexos multilamelares apos a complexagdo em bulk com
SiRNA, e isso explica a transfecgdo mais lenta e 0 aumento apos 48 horas encontrado para 0s

lipoplexos, pois estruturas multilamelares dificultam e retardam a liberagdo do material
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genético. Lechanteur e colaboradores (2016) mostram o impacto da carga de superficie de
lipoplexos para uma entrega mais eficiente de SiRNA. Uma solucdo para melhorar a transfeccéo
dos lipoplexos seria prover uma mistura mais eficiente, como pelo uso de microfluidica e
adveccdo cadtica, para promover uma complexacao eletrostatica mais eficiente, ou mesmo
avaliar a insercéo de outra variagdo de PEG, no caso dos lipoplexos stealth, que promova uma
estrutura que facilite a liberacdo do material genético, como analisado também por Lechanteur
e colaboradores (2016). Quando comparamos as amostras, percebe-se que as LNPs forneceram
uma expressdo de luciferase maior que os lipoplexos nas primeiras 24 horas, no entanto testes
de Tukey e de t ndo revelaram diferengas significativas entre as amostras. Apesar disso, 0
comportamento superior pode inferir que esteja relacionado com a diferente estrutura formada.
Como discutido anteriormente, as LNPs usualmente ndo se caracterizam por apresentar lamelas,
o0 que facilita a liberacdo do material genético (CULLIS; HOPE, 2017). Além disso, lipoplexos
sdo conhecidos por sofrerem com baixa poténcia e tolerabilidade devido a carga
permanentemente positiva, tendéncia a agregacao e internalizacdo incompleta do &cido nucleico
(ALDOSARI; ALFAGIH; ALMURSHEDI, 2021; SAMARIDOU; HEYES; LUTWYCHE,
2020). Via de regra, a sintese em bulk de lipoplexos resultam majoritariamente em estruturas
multilamelares, como mostrado por Es e colaboradores (2018) na sintese de lipoplexos de
mesma composicdo lipidica. Isso acontece devido ao contato intenso e rapido entre cargas
positivas e negativas em processos bulk, que podem levar a agregados maiores e com maior
polidispersidade quando comparado a microfluidica, sendo que estruturas maiores com maior
naumero de bicamadas costumam prejudicar a internalizacédo e o processamento do pDNA pelas
células (BALBINO et al., 2016). Isso pode ser corroborado pela caracterizagdo fisico-quimica
das LNPs que foi realizada previamente ao ensaio in vitro, cujo didmetro hidrodinamico médio
foi de 104,1 £ 1,818 nm, PDI de 0,251 + 0,034 e potencial zeta de 37,1 + 0,721 mV, obtendo-
se portanto, tamanho e PDI adequado para aplicacdo, e que a carga positiva foi mantida e abaixo
do que se encontra para lipossomas, indicando que houve a internalizagdo do pDNA na
nanoestrutura. No entanto, como visto por Shokri, Tavallaie e Hosseini (2016), o tamanho do
lipoplexo é mais relevante do que propriamente a estrutura uni ou multilamelar na eficiéncia de
transfeccdo. De qualquer maneira, como os lipoplexos em bulk foram sintetizados pelo ICB-
USP logo antes da aplicacdo in vitro, ndo foi possivel realizar caracteriza¢6es de tamanho, PDI
e morfologia para se comprovar a teoria imposta.

De acordo com os resultados obtidos para as LNPs, relevante comparacdo pode ser feita
com o trabalho de Es (2020), que sintetizou LNPs de siRNA de mesma composicdao lipidicaem

dispositivo D-MD, e comparativamente obteu-se nanoparticulas com tamanhos
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consideravelmente maiores, entre 263 e 312 nm. J& para PDI, valores baixos entre 0,15 e 0,17
foram encontrados, porém, tal resultado s6 pdde ser obtido com o uso de barreira difusiva, no
qual seu uso foi fundamental para evitar a formacdo de microagregados, bem como
concentracdo lipidica final em torno de 1 mM, consideravelmente menor do que a utilizada
neste trabalho. Tal fato colabora para a hip6tese de que dispositivos baseados em adveccéao
caotica permitem a sintese adequada de LNPs com maior produtividade. Por fim, os resultados
de transfeccdo induzem que as LNPs de fato sdo mais eficientes na entrega de material genético
que lipoplexos em bulk, expresso pelos maiores niveis de luciferase, apesar de ndo mostrar
diferengas estatisticas significativas.

A queda encontrada para as LNPs ap6s 48 horas parece estar relacionada com a
caracteristica estrutural, pois o mesmo perfil foi encontrado por Patel e colaboradores (2019)
para a maioria dos lipidios ionizaveis e cationicos testados na transfeccdo in vivo na retina de
camundongos. No entanto, comparagdes in vitro deveriam ser realizadas para confirmar tal
hipotese, pois sabe-se que a correlacdo in vitro/in vivo pode ser baixa ou bem diversa (E.
MCNEIL et al., 2010). Além disso, para que de fato pudéssemos concluir sua maior eficacia,
testes de toxicidade deveriam ser realizados, bem como a repeticdo em triplicata independente,
para garantir a reprodutibilidade dos ensaios. De maneira geral, estes resultados preliminares
implicam que de fato o uso de lipidios ionizaveis e uma consequente nanoestrutura tipica de
LNPs podem levar a eficiéncias maiores e particulas mais adequadas para vacinagao e terapia

génica, como é mostrado por Patel e colaboradores (2019).
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5 CONCLUSOES

A investigacdo prévia da fluidodindmica e mistura entre agua e etanol dentro do
microcanal a partir das simulacbes computacionais foram fundamentais para predizer o
comportamento e a caracteristica do fluxo no microcanal, e serviu de base para prever condi¢es
Otimas de trabalho na sintese de nanoestruturas posteriormente, além disso, contribuindo
positivamente para a assertividade do processo de sintese e reducdo de gastos com materiais
experimentais.

O estudo das propriedades fisico-quimicas e a morfologia resultante das nanoestruturas
sintetizadas revelou que o dispositivo HFR-MD € adequado para a sintese de alta produtividade
de lipossomas, lipoplexos e LNPs. Dados obtidos pela simulacdo e por fluorescéncia
experimental revelaram que a mistura completa € atingida dentro do microcanal, para qualquer
vazdo testada neste trabalho. Informacgdes da geometria e do fluxo de Dean revelaram que o
microcanal torcido cumpre a fungdo de gerar fluxos secundarios de Dean e advecc¢do cadtica,
responsaveis pela melhora da mistura mesmo em condi¢Ges de regime laminar. Mesmo em
vazOes baixas onde viu-se a predominancia do fendémeno difusivo, similar as caracteristicas de
fluxo de dispositivos baseado em difusdo, o comprimento do microcanal foi o suficiente para
que lipossomas pudessem ser sintetizados adequadamente. No entanto, o fendmeno da
advecgdo cadtica se mostrou fundamental na sintese de lipoplexos e LNPs. Complexos
lipidicos/material genético s6 puderam ser sintetizados na mais alta vazao analisada, a TFR de
20 mL/min. Com isso altas produtividades lipidicas puderam ser atingidas (3,2 g/h), validando
o dispositivo como plataforma microfluidica de alta produtividade. Diferente dos lipoplexos
onde dispositivos de focalizagdo hidrodindmica se provam suficientes, para LNPs
majoritariamente sdo utilizados dispositivos com geometrias diferenciadas e taxas de fluxos
elevadas, nos quais a complexidade estrutural exige qualidade e controle de mistura elevada.

Com relagdo a demais parametros investigados, a condi¢do de maior proporcao lipidica
se mostrou adequada (FRR 1) para todas as nanoestruturas, e a presenca da barreira difusiva
impactou positivamente na suavizacdo do contato entre pDNA e lipidios, contribuindo para
evitar a formacdo de microagregados. A validacdo do dispositivo para a sintese de lipoplexos e
LNPs em elevadas concentracdes e produtividade elucida seu potencial uso para aplicagdes em
terapia génica e vacinagdo, pois como visto pelo ensaio bioldgico, LNPs sintetizadas via
microfluidica apresentaram um desempenho melhor de transfecgdo que lipoplexos sintetizados

via método convencional, e elucidam sua potencialidade para aplicacdes em terapia génica. Por
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fim, o uso do HFR-MD na sintese adequada de nanoestruturas infere sua potencial aplicacdo

para escalonamento e paralelizagdo do sistema microfluidico.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Este trabalho pode servir de base para andlises futuras das seguintes problematicas:

e Simular a analise de dindmica molecular dos lipidios e acopla-la a simulacdo da
fluidodindmica computacional, para aumentar o grau de precisdo na analise do processo
microfluidico;

e Investigar o efeito da inclusdo de lipidios durante testes de fluorescéncia, para
aproximar mais a anélise da mistura real;

e Maior investigacao da influéncia de parametros como FRR, TFR e concentracéo para a
sintese de LNPs;

e Confirmar o ensaio de transfeccéo realizado;

e Sintetizar LNPs com lipidio ionizavel de ultima geracdo e RNA, e aplica-las em testes
in vitro e in vivo para estudos de transfeccdo e toxicidade;

e Propor um sistema escalonavel do aparato microfluidico para alcancar demandas

industriais, como paralelizacéo.
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ANEXO | — Metodologia e calculo do nimero de Dean

Para o calculo do De, conforme Equacdo (3) deste trabalho, os seguintes dados foram
extraidos, seguindo a metodologia explicada a seguir:

- Degq = 303,81 um;

- Re = Numero de Reynolds encontrado para cada vazao e condicdo estudada (Tabela

23), nesse caso em FRR 1.

Tabela 23 - Nimeros de Reynolds calculados

TFR0,2com | TFR5com | TFR 20 com
TFR 0,2 TFR5 TFR 20
barreira barreira barreira
6,91 172,74 690,97 8,05 201,13 804,52

Para a determinacdo do raio da segdo transversal (p) e angulo de curvatura (8) do
microcanal em ambos os comprimentos de canal analisados (0,05 e 0,1 cm), fez-se uma
aproximag&o com base na trajetoria da corrente central do canal microfluidico, explicitado pelos
contornos em preto, tracando-se retas aproximando a curvatura da trajetdria para se obter o raio
e a angulacdo, como demonstrado na Figura 49. Esse método de obtencao é baseado em Verma
e colaboradores (2008).

Figura 49 - Determinacédo do raio e angulo de curvatura do canal
A) B)

—

Imagens do canal simulado em CFX para (A) Z=0,05cme (B) Z=0,1 cm.
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Os valores encontrados para p ¢ & em ambos os comprimentos de canal estdo dispostos
na Tabela 24.

Tabela 24 - Raio de secéo transversal e angulo de curvatura do canal

Parametro 0,05 cm 0,1cm
p (um) 163,15 166,48
6 16,7° 14,2°

Para avaliar se a curvatura imposta pela simulacdo era a mesma do dispositivo utilizado
para os testes de fluorescéncia experimental e sintese das nanoestruturas, os parametros p e 8
experimentais foram determinados de maneira aproximada com as imagens do dispositivo

obtidas via microscopio invertido, e extraidos via software ImageJ®, conforme Figura 50.

Figura 50 - Determinac&o do angulo de curvatura do canal experimental
A) B)

Z=0,05cm

I 50

Com isso, as angulagdes do dispositivo obtidas (15° paraZ=0,05cme 14°paraZ =0,1
cm) confirmaram a similaridade entre geometria experimental e computacional. Os raios
obtidos foram em torno de 169,11 e 173,5 um para comprimentos de 0,05 e 0,1 cm,

respectivamente.
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APENDICE |

Tutorial para estudo basico de fluidodinamica do Injection Mixing Pipe

Criando arquivo CFX

Com o workbench aberto, no menu Analysis Systems no toolbox selecionar [ Fiuid Flow (cP)|

para abrir um arquivo CFX. Ap0s isso, aparecera o esquema do projeto:

Project Schematic

- A
il & Fluid Flow (CFX)
2 G Geometry
3|8 Mesh

4 @ Setup

5 Solution

6 @ Results

]
h

ogdl | ogll | ogll | el
Ak k

1Y

Fluid Flow (CFX)

Apds isto, seguir para 0s proximos passos descritos abaixo.
Geometria (Tubo)
Ao abrir o geometry pelo DesignModeler, é necessério criar a geometria de interesse.

1) Neste caso, criou-se um cilindro tubular que pode ser usado para simular um escoamento

tubular. Para tal, selecionar menu create -> Primitives -> Cylinder. Depois, é necessario gerar
( 7 Gee=t= ) para que seja aplicado. Isso vale para todos 0s passos seguintes. Em units, é possivel
ajustar a unidade de medida que se adeque melhor ao seu sistema. Nesse caso escolheu-se
Millimeter (base milimétrica). Entdo define-se os parametros como nome e medidas no menu
Modeling, logo abaixo de Tree Outline, como é mostrado no exemplo abaixo. Por fim, gerar (
“Generate ) para que seja aplicado.

Sketching  Modeling
Details View Q2
- | Details of Pipe

Cylinder Pipe

Base Plane XYPlane

Operation Add Material

Origin Definition Coordinates

FD3, Origin X Coordinate |0 mm
FD4, Origin Y Coordinate 0 mm
FD5, Origin Z Coordinate |0 mm
Axis Definition Components
FD6, Axis X Component 67 mm
FD7, Axis Y Component |0 mm
FD8, Axis Z Component 0 mm
FD10, Radius (>0) 0,19 mm
As Thin/Surface? No

Nesse exemplo, foi definido o nome Pipe, com o cilindro medindo 0,19 mm de raio € 67 mm

de comprimento (eixo X).
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2) Definir entradas e saidas de fluido através do Named Selection. Selecionar menu Tools
-> Named Selection. Fazer mesmo procedimento para ambas entrada e saida. Prosseguir com a
nomeacao e definicdo da face onde se daré a entrada (inlet) ou saida (outlet), no menu Modeling,
e aplicar (generate). Ao selecionar a face, a mesma fica destacada. Veja o exemplo abaixo:

Sketching  Modeling ]

Details View L
- Details of Qutiet

Named Selection | Outlet : . ,
Geometry 1 Face
Pro pagate Selection | Yes

Export Selection Yes
Include In Legend | Yes

3) Comi isso, as defini¢Bes basicas de geometria estdo definidas, e o proximo passo € seguir
com a escolha da malha. Por fim, salvar o projeto (Save Project) e fechar aba (Close
DesignModeler).

Geracao da malha
Ao clicar em mesh no workbench, o meshing abrira. O primeiro passo aqui € clicar em Mesh (
/@ Mesh ) ' presente no menu outline. A partir dele as configuracdes da malha poderdo ser

acessadas e definidas.

1) Em detalhes da malha (details of “Mesh”), definir o tamanho de elemento (Element
Size) da sua malha, padrdo (default) ou inserir o valor de sua escolha. Ao clicar em sizing,
define-se também o tamanho maximo (Max Size), default ou o valor de sua escolha, que deve
ser maior ou igual ao Element Size. Outros parametros como Growth Rate também podem ser
alterados. Quando estiver definido todos os parametros, clicar em “Sene=te para gerar a malha.
Veja 0 exemplo abaixo:

Details of "Mesh’ * 0 Ox
-| Defaults ~
Physics Preference CFD
Solver Preference CFX
Element Order Linear
Element Size 2,e-005m
- Sizing
Use Adaptive Sizing No
Growth Rate Default (1,2)
[EE S -
Mesh Defeaturing Yes
Defeature Size Default (1,e-007 m)
Capture Curvature Yes

2) Apos ter gerado a malha, é possivel refinar os locais proximos as bordas, a fim de
capturar os elevados gradientes na regido de parede, e para tal, utiliza-se a opcéo Inflation para
o refino dessa regido com a inser¢édo de elementos prismaticos. Em Details of Mesh 2Inflation,
alterar a opcdo Use Automatic Inflation de None para Program Controlled. Selecionar a opgéo
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Generate Mesh para geracdo da nova malha. A comparagéo entre a malha sem e com Inflation
pode ser visualizada abaixo:
Sem Inflation:

0 0,00025 0,0005 (m)
| I |
0,00013 0,00038
Com Inflation:
Details of "Mesh" * 4 Ox
Minimum Edge Length 1,1938¢-003 m ~
+| Quality
= Inflation
Use Automatic Inflation Program Controlled
Inflation Dphon Smooth Transition
Transition Ratio 0,77
Maximum Layers 5
Growth Rate 12 0 0,00025 0,0005 (m)
- I 2 a0
Inflation Algorithm Pre 0,00013 0,00038
View Advanced Options No
3) O namero de nds e elementos gerados pode ser visto ao expandir a aba Statistics do

menu Details of “Mesh”. Com isso, a diferenca da malha com e sem Inflation pode ser
mensurada:

Sem Inflation: Com Inflation:

- stavstis Ssuatsis
Nodes 2311134 MNodes 1622450
Elements 2212776 Elements 4144101

4) Com isso, as configuracdes de malha estdo definidas, e 0 proximo passo é seguir com o
setup do processo. Por fim, salvar o projeto (Save Project) e fechar aba em file 2Close Meshing.

Setup

Antes de abrir o setup, é necessario fazer o update da malha. Selecionar com 1 clique o setup

4[@ seuo = 4 em Project Schematic, e com o botdo direito do mouse, selecionar Update
Streams Components. Apos isso, a geometria, malha e setup devem ficar marcadas da seguinte

maneira:
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Praject Schematic
- A
:
2 m Geometry v 4
3§ Mesh v 4
4|ﬁ Setup = ‘l

Com o setup marcado como na imagem acima, duplo clique para abri-lo, e 0 CFX-Pre abrira.
Agora é so seguir 0s proximos passos:

1) No menu Outline, selecionar Analysis Type para escolher entre estado estacionario ou
transiente (Steady State ou Transient), e entdo aplicar (Apply). Lembrar de dar apply ao final
de todas as etapas seguintes, para que fique registrado as alteracdes.

2) Criar condicBes de contorno para entrada e saida. Selecionar Boundary ( ¥ ), colocar o
nome da corrente de entrada (Inlet). Na nova aba criada “Boundary: Inlet”, escolher o local
(location) como inlet, em Basic Settings. Fazer mesmo procedimento para a saida.

3) Escolher caracteristicas do escoamento: Em Default Domain no menu Outline, é
possivel definir o fluido, pressao e outros efeitos, em Basic Settings. Veja exemplo abaixo, onde
foi escolhida a agua como fluido, sem efeitos de gravidade e pressdo atmosférica padréo.

Outline Domain: Default Domain a
Details of Default Domain in Flow Analysis 1

Basic Settings Fluid Models Tnitialization

Location and Type

Location B6 M.

Domain Type Fluid Domain -

Coordinate Frame Coord 0 -

Fluid and Particle Definitions... =)
Fluid 1
Ll
X
Fluid 1 =
Option Material Library -
Material Water [
Morphology =]
Option Continuous Fluid b
I:‘ Minimum Volume Fraction
Domain Models
Pressure =]
Reference Pressure |1 [atm]
Buoyancy Model =]
Option Non Buoyant -
Domain Motion B
Option Stationary =
Mesh Deformation =
Option None -
. 7 s A A -
4) Na aba do lado, Fluid Models, é possivel escolher parametros de transferéncia de calor,

turbuléncia e outros. No exemplo, definiu-se como sistema isotérmico e regime laminar:
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Qutline Domain: Default Domain %}
Details of Default Domain in Flow Analysis 1

Basic Settings Fluid Models Initialization
Heat Transfer =]

Option Isothermal -

Fluid Temperature |25 [C]

Turbulence =]
Option None (Laminar) -
Combustion =]
Option None <
Thermal Radiation =
Option None A
[] Electromagnetic Madel
5) Definir contorno de parede: checar se na aba Basic Settings do Default Domain Default,

no menu Outline, se esta definido contorno como parede (wall). Se estiver, em Boundary
Details, na aba ao lado, é possivel definir o tipo de escoamento junto a parede. Nesse exemplo,
escolheu-se a caracteristica de ndo-deslizamento (No Slip Wall):

Outline Boundary: Default Domain Default a
Details of Default Domain Default in Default Domain in Flow Analysis 1

Basic Settings Boundary Details Sources

Mass And Momentum =
Option Mo Slip Wall -
[] wall velocity
6) Definir caracteristicas da entrada. Em inlet, no menu outline, abaixo do Default Domain

Default, em Boundary Details, é possivel escolher a velocidade de entrada (Normal Speed) do
fluido, como segue abaixo:

Outline Boundary: Inlet (]
Details of Inlet in Default Domain in Flow Analysis 1

Basic Settings Boundary Details Sources Flot Options

Flow Regime =]
Option Subsonic -
Mass And Momentum =]
Option Normal Speed -
Normal Speed |D.1 [m s~-1]
7) Repetir 0 mesmo procedimento para a saida, com a diferenca que aqui optou-se por

definir a pressao relativa, sem gradiente:

Outline Boundary: Qutlet [x]
Details of Qutlet in Default Domain in Flow Analysis 1

Basic Settings Boundary Details sources Flot Options

Flov Regime =
Option Subsonic hd
Mass And Momentum =]
Option Average Static Pressure <
Relative Pressure |EI [Pal ‘
Pres. Profile Blend |[|.|J5 ‘
Pressure Averaging =
Option Average Over Whole Outlet hd
8) Definir os parametros do solver. Em Solver Control, no menu Outline, define-se, em

Basic Settings, o método de discretizacdo, quantidade de iteragdes e erro residual. Neste
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exemplo, escolheu-se 0 esquema upwind, até 1000 iteracdes, e critério de convergéncia de 1E-
4 (default). Veja abaixo:

Outline Solver Control a
Details of Solver Control in Flow Analysis 1
Basic Settings Equation Class Settings Advanced Options

Advection Scheme

Option |Upwind '|
Convergence Control
Min, Tterations 1 | O
Max. Iterations [1000 | O
Fluid Timescale Control =
Timescale Control Auto Timescale =
Length Scale Option Conservative A
Timescale Factor 1.0
[] Maximum Timescale

Convergence Criteria

Residual Type RMS -
Residual Target 1.E-4
[ ] conservation Target
[] Elapsed wall Clock Time Control
Interrupt Control =]
Option Any Interrupt -
Convergence Conditions =)
Option Default Conditions -
User Interrupt Conditions =]
L]
x

9) Comi isso, as principais defini¢bes de setup foram preenchidas. Salvar, file 2Close CFX-
Pre, e prosseguir para a solugéo (solution).

Solution

Antes de prosseguir para a solucdo, verificar se geometria, malha e setup estdo marcadas

corretamente, como segue abaixo:

Project Schematic

- A

1
2 m Geometry v 4
3 @ Mesh v 4
4 @ Setup v 4
5 |% Solution A ‘l
6 @ Results F o,

Fluid Flow (CFX)

Apos isso, duplo clique em Solution para abrir as opg¢des de solucdo.

1) Com o Solver Manager aberto, na aba Run Definition, pode-se optar pelo modo serial,
ou paralelo com varias maquinas. Neste caso optou-se pelo modo em série (serial):
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B Define Run ? >
Solver Input File NCRX\CFX\Fluid Flow CPX.def| || =

Global Run Settings

Run Definition Initial Values
Run Settings
Type of Run Full

[ ] Double Frecision
[] Large Problem

Parallel Environment =
Submission Type Direct Start ~
Run Mode Serial -
2) Na aba Initial Values, escolhe-se 0 método de inicializacdo. Neste exemplo optou-se

por aplicar as condigdes iniciais (Initial Conditions) dispostas:
Global Run Settings

Run Definition Initial Values

Initialization Option Initial Conditions -
[] initial Values Specification

3) Com os parametros de solucdo definidos, selecionar Start Run para iniciar os calculos
de solucdo. Apo6s completar a solucdo, fechar CFX-Solver Manager e prosseguir para
resultados.

Resultados
Antes de abrir os resultados (Results), checar se todas as etapas anteriores foram completadas

adequadamente, como segue abaixo:

Project Schematic

A

[

3|8 Mesh
4 @ Setup
5 Solution
6 |@ Results

Fluid Flow (CFX)

[

[ .

') IRENIIL NN

[~ |

Apos isto, duplo clique em Results para abrir CFD-Post.

1) No CFD-Post>Location (@'t ¥ ) 3PJane (@ Flane ) ‘& possivel criar um plano na
tubulacdo para analise de diversas variaveis. A variavel escolhida aqui, a titulo de exemplo, é a
velocidade do fluido. Veja exemplo:
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Details of Plane 1

Geometry Color Render Views
Domains All Domains -
Definition B
Method XY Plane -
z |IZI.D [m]
Flane Bounds B
Type None =~
Plane Type B
@ Slice () sample

Apply Reset Defaults

Neste caso, definiu-se um plano passando na origem em Z = 0 [m]. Apo6s definir as
dimensGes, basta aplicar (apply).

2) No CFD-Post->Location (@tetor ¥ ) 3 jne (¢ tne) ¢ possivel tracar uma linha em
uma secao transversal, que pode ser usada posteriormente para analise do perfil de velocidade
nessa secdo, por exemplo:

Details of Line 1

Geometry Color Render View
Domains All Domains B
Definition
Method Two Points <
Paint 1 [0.002 |-0.00019 o |
Point 2 |0.002 |o.00019 lo |
Line Type
O cut @ sample
Samples 10 =
S BeiziLie 3D Viewer Table Viewer Chart Viewer

Veja a linha em amarelo, apos dar apply.

3) No CFD-Post >Contour (&) ¢ possivel fazer um contorno para analise de gradientes.
Veja exemplo abaixo:
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Locations Plane 1 = B

Variable Velocity =

e el = AE————
|
Min 0 [m s™~-1]
Max 0.189263 [m s~-1]
# of Contours |11 = ‘
Advanced Properties
Apply Reset Defaults 3D Viewer Table Viewer Chart Viewer Comment Viewer

Neste caso, definiu-se o contorno passando pelo plano, para anélise do gradiente de velocidade

(a esquerda).
4) Em Chart (&), pode-se definir um grafico para estudo de uma variavel. Veja exemplo:
0,2
/‘//__——_\-—-—_
0,15
Z
.E. 0,1
3
0,05
O T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-0,0002 -0,00015 -0,0001 -5e-05 0 5e-05 0,0001 0,00015 0,0002
Y[m]

— Series 1

Neste caso, escolheu-se a andlise do perfil de velocidade (definida na aba Y Axis, dentro de
Details of Chart) passando pela largura Y do canal (definida na aba X Axis, dentro de Details
of Chart), na secéo transversal da linha criada (definida em Data Series, dentro de Details of
Chart, em Location->Line). Essas sdo s6 algumas das possibilidades de se trabalhar com o

Ansys-CFX®. Muitas outras funcionalidades podem ser utilizadas.
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