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RESUMO

Muitos grupos de pesquisa ao redor do mundo tém direcionado seus esforgos ao
estudo de bicamadas lipidicas artificias. Para tanto, varios protocolos de sintese de
bicamadas lipidicas foram desenvolvidos. Tais protocolos permitem a sintese de
bicamadas com composicdes lipidicas variadas, com finalidades diversas de estudo,
como a entrega eficiente e segura de farmacos ao interior celular, ou para se
compreender melhor como se dao as intera¢des entre nanoparticulas e membranas e
guais seus possiveis efeitos. Para este fim, tem sido feitas associacdes entre sistemas
microfluidicos e métodos de sintese de bicamadas lipidicas artificiais, todavia, estes
sistemas sdo complexos, requerem de aparelhagem técnica sofisticada e muitas
vezes criam bicamadas lipidicas ndo tdo estaveis. Neste contexto, o presente trabalho
teve como objetivo primordial o desenvolvimento de um dispositivo microfluidico
associado a deteccdo eletroquimica (cronoamperometria), que apresente as
seguintes caracteristicas: simplicidade e de rapida construcdo, alta durabilidade,
construido a partir de materiais de baixo custo, com alto grau de sensibilidade e
funcionalidade e que permita a sintese bicamadas lipidicas artificiais estaveis em seu
interior, podendo servir, desta forma, como ferramenta poderosa para estudos
envolvendo bicamadas lipidicas. Os resultados cronoamperométricos sugerem,
através da queda da corrente basal controle (£5nA), que aproximadamente 5 minutos
apos a insercdo de 1 uL da suspenséo de fosfolipidios, tem se formado dentro do
microcanal central uma bicamada lipidica estavel em funcédo do tempo. Assim, estes
resultados sugerem que o dispositivo fabricado no contexto deste trabalho pode ser

aplicado com eficiéncia para estudos envolvendo bicamadas lipidicas artificiais.

Palavras-chave: Microfluidica, Bicamadas Lipidicas Artificiais, Cronoamperometria.



ABSTRACT

Many research groups around the world have directed their efforts to the study of
artificial lipid bilayers. For this purpose, several lipid bilayer synthesis protocols were
developed. These protocols allow the synthesis of bilayers with varied lipid
compositions, with different purposes of study, such as the efficient and safe delivery
of drugs to the cellular interior, or to better understand how the interactions between
nanoparticles and membranes occur and what their possible effects. To this end,
associations have been made between microfluidic systems and synthetic lipid bilayer
synthesis methods, however, these systems are complex, require sophisticated
technical devices and set ups, with the inconvenience of the establishment of unstable
lipid bilayers. In this context, the main objective of the present work was the
development of a microfluidic device associated with electrochemical detection system
(chronoamperometry), with the following characteristics: simplicity and rapid
construction, high durability, built from low cost materials, with a high degree of
sensitivity and functionality and that allows the synthesis of artificial lipid bilayers stable
in its interior, and can thus serve as a powerful tool for studies involving lipid bilayers.
The chronoamperometric results suggest, through the control basal current (= 5nA),
that approximately 5 minutes after the insertion of 1 uL of the phospholipid suspension,
a stable lipid bilayer has been formed within the central microchannel as a function of
time. Thus, these results suggest that the device manufactured in the context of this

work can be applied efficiently for studies involving artificial lipid bilayers.

Key words: Microfluidics, Artificial lipid bilayers, Chronoamperometry.
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1. INTRODUGAO

Um dos eventos cruciais no decurso evolutivo que permitiu o desenvolvimento
de organismos vivos foi a compartimentalizagdo. Com anterioridade, nosso planeta
era constituido de minerais e pequenas moléculas organicas, muitas das quais, de
acordo com a hipotese de Muller (NELSON; COX, 2014) se formaram através de
reagdes quimicas entre elementos presentes (C, H, O, N, S, etc) no planeta,
catalisadas pelas altas pressdes, temperaturas e descargas elétricas. No entanto, a
formacéo de compartimentos permitiu o isolamento de moléculas com fun¢des mais
complexas (biomoléculas), originando os microorganismos mais primitivos. Ditos
compartimentos foram estabelecidos através de membranas lipidicas. A “escolha” da
natureza pelos lipidios, particularmente fosfolipidios, como as moléculas que
compdem as membranas compartimentalizadoras, ndo foi um evento aleatdrio,
considerando que os lipidios, a diferenca de outras biomoléculas, apresentam
propriedades fisico-quimicas altamente versateis em termos de estrutura geométrica,
movimentacdo intramolecular, propriedades anfipaticas, formacdo de estruturas
resistentes a pressdo, mudanca de propriedades fisicas em fungcdo da temperatura,
entre outras (NELSON; COX, 2014).

As membranas bioldgicas sdo dotadas de estruturas altamente dinamicas e
especializadas, as quais desempenham papel crucial em quase todos os fenébmenos
celulares. Tais estruturas, cuja descrigédo original corresponde ao chamado modelo de
Mosaico Fluido (SINGER; NICOLSON, 1972), sdo altamente organizadas. A depender
da composicao lipidica de tais membranas, derivam parametros estruturais, de onde
acabam decorrendo os mais inumeros eventos funcionais, dentre eles, mecanismos
de transporte através delas, exocitose e endocitose, transdugao de sinais, entre outros
(VAN MEER, 2005; VAN MEER, 2008; VOELKER; FEIGENSON, 2008; ZUNIGA-
HERTZ et al., 2018).

Os lipideos de membrana, além de conferir fungdo estrutural e delimitar o
espaco celular, apresentam, como consequéncia da restricdo do fluxo livre de
moléculas através dela, propriedades elétricas. Brevemente, a difusdo através da

membrana de ions e outras moléculas com carga elétrica (facilitado através de canais
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e transportadores), permite com que se estabeleca a separagao de cargas através da
bicamada lipidica; este € o principio por tras do potencial de agao celular. Portanto,
desde que as membranas lipidicas apresentam caracteristicas de natureza elétrica
como alta capacidade de separagdo de cargas (bons isolantes elétricos), alta
capacitancia, criacdo de potenciais elétricos através delas, tém sido utilizadas
estratégias eletroanaliticas para determinar mecanismos de transporte através da
membrana celular, fendmenos de secregéo, assim como o eventual comprometimento
da estrutura de membranas biologicas (i.e. agentes farmacologicos que alterem
fosfolipidios de membrana, colesterol, indu¢do de formagao de poros, etc). Alias, o
uso de estratégias eletroanaliticas foi desenvolvida nas décadas de 1950 e 1960 para
o registro eletrofisiolégico de células, permitindo descrever fendbmenos tao importantes
como o potencial de agao, secreg¢ao, contracdo muscular, e varios outros eventos
celulares (KRNJEVIR; MILEDI, 1958; ELMQVIST et al., 1964; RAHAL, 2011).

Para o estudo do comportamento dindmico das bicamadas lipidicas assim
como fenbémenos biofisicos associados a estas existe uma ampla gama de estratégias
técnicas, a maioria das quais requerem um suporte técnico sofisticado. No caso de
estudo de fendbmenos através da membrana em células vivas, tem sido utilizado, como
mencionado acima, desde meados do seculo XX, equipamentos de eletrofisiologia, os
quais requerem de sistemas amplificadores de correntes, microscopios, sistemas de
micro injecdo e registro elétrico. Também existem sistemas que utilizam
monocamadas lipidicas artificiais. Esses sistemas oferecem a vantagem de
possibilitar o controle da composicao lipidica, permitindo compreender fenbmenos
como transigdes de fase (RECKTENWALD; MCCONNELL, 1981), comportamento de
lipidios (FEIGENSON, 2007) e, dentre outros fendbmenos, transporte de substancias
(ROMANO-FONTES et al., 2000). No entanto, os sistemas tradicionalmente utilizados,
como as bicamadas planas e as vesiculas gigantes unilamelares (GUVs), embora
altamente utilizados e eficientes como ferramenta de estudo, apresentam dificuldades
técnicas no sentido da necessidade de equipamentos especializados para a formacéao
das mono e bicamadas lipidicas assim como dos sistemas de registro (KAPOOR et
al., 2008).

Embora inumeras respostas a questdes fundamentais sobre fenbmenos de
membrana tém sido respondidas através do uso dessas estratégias técnicas, a

necessidade de sistemas de estudo mais versateis e com um custo técnico menor,
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que abra caminho para o desenvolvimento de dispositivos com aplicagdo em campo,
€ fundamental. Tal necessidade adquire valor particular nos dias atuais como
consequéncia de um nivel de exposi¢cao cada vez maior a materiais nanoparticulados,
de tal maneira que ha uma crescente preocupacéo de alguns grupos de pesquisa no
mundo sobre a interagao entre tais materiais (de amplo uso em industrias biomédicas,
farmacoldgicas, cosméticas e outras) e sistemas bioldgicos, dentre eles as
membranas biolégicas (LEROUEIL et al., 2007; ROSSI; MONTICELLI, 2016

; CONTINI et al., 2018).

Tem sido crescente, ano apds ano, as aplicagdes da nanotecnologia nos mais
diversos segmentos, como no desenvolvimento de cosméticos, nas industrias de
ceramicas, para o desenvolvimento de produtos agricolas (fertilizantes, pesticidas e
herbicidas), bem como para o carreamento e distribuicdo controlada de farmacos
dentro do organismo (ABDI, 2011; CONTINI et al., 2018). E diante deste cenério de
amplo uso de nanoparticulas que muitas pesquisas tém sido desenvolvidas
objetivando compreender melhor quais os impactos ambientais e na saude humana
causados por particulas nano, uma vez que nao se conhece bem qual a toxicidade
que materiais nanoparticulados podem exercer na estrutura de membranas celulares,
orgaos e sistemas inteiros (HOHENDORFF; ENGELMANN; OSHIRO, 2014, ROSSI;
MONTICELLI, 2016; CONTINI et al., 2018).

Os sistemas de microfluidica tém se mostrado uma solucéo viavel, de baixo
custo, alta sensibilidade e aplicaveis a diversos sistemas quimicos e biologicos.
Diversos materiais tém sido utilizados como matrizes para a constru¢ao destes, dentre
eles vidro e polimeros como poliestireno, polipropileno, policarbonato (PVC) e
polidimetilsiioxano (PDMS). As matrizes de polidimetilsiioxano oferecem a
possibilidade de rapida absor¢cdo de solventes nao polares. Por sua vez, as
membranas lipidicas artificiais, independente do sistema de suporte utilizado,
requerem da presencga de solventes nao polares para estabilizar os lipidios. Nesse
sentido, microdispositivos compostos de microcanais (200-400um) inseridos em
PDMS permitem que o solvente organico no qual fosfolipidios se encontram
suspensos possa ser absorvido, de maneira que a fase aquosa presente no

microcanal forga os fosfolipidios a se estabilizarem no formato de bicamadas livres,
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orientando os grupos polares a fase organica e estabilizando as cadeias alifaticas

através de interacdes hidrofébicas, formando uma bicamada sintética estavel.

A importancia de desenvolver estratégias simples de formagéo de membranas
lipidicas artificiais, acopladas a sistemas de deteccédo eletroquimica, responde a
necessidade de avaliar, de maneira rapida, efetiva e de baixo custo, se a interagao
entre bicamadas lipidicas e nanoparticulas e diversos mecanismos carregadores de
farmacos sao seguros, em termos de ndo interferirem com a integridade da
membrana. No entanto, € necessario o estabelecimento de um sistema de deteccéo
eficiente que permita avaliar dita interagdo. Para tanto, considerando as propriedades
elétricas das bicamadas lipidicas, temos utilizado no presente projeto, sistemas de
detecgdo eletroquimica (cronoamperometria). Existem outras estratégias técnicas
para avaliar a interagdo de nanoparticulas com membranas lipidicas, como é o caso

de uso de particulas fluorescentes.

De acordo com Araujo (2010), os métodos baseados na deteccdo por
fluorescéncia necessitam de aparelhagens especificas, como fonte optica de alta
intensidade para emitir feixes luminosos em comprimentos de onda especificos, lentes
convergentes para direcionar o feixe luminoso para a amostra a ser analisada,
monocromador para permitir a passagem de uma faixa estreita de energia radiante
centrada em um comprimento de onda especifico, bem como fluoréforos que possuam

afinidade quimica com as membranas celulares, e etc.

Neste trabalho, temos decidido pelo uso da estratégia eletroanalitica. A
justificativa por tras do uso dessa alternativa se da devido se tratar de uma técnica
simples, de facil execugcdo e alta sensibilidade (registra correntes na ordem de
nanoampere - nA), alta reprodutibilidade e necessita apenas de um potenciostato

acoplado a um computador.

O presente trabalho é parte de um projeto de pds-doutorado e objetivou
desenvolver um dispositivo de microfluidica associado a parametro de deteccao
eletroquimica (cronoamperometria) com o objetivo de sintetizar e estabilizar uma
bicamada lipidica artificial dentro do microcanal central do dispositivo, a partir de uma
suspensao de fosfolipidios. Desta feita, uma vez que o microdispositivo se mostrou
funcional, o mesmo podera ser empregado futuramente em estudos de interagao

nanoparticula — membrana ou estudos que requerem de uma bicamada lipidica
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estavel. Neste microcanal sera possivel estabilizar bicamadas lipidicas sintéticas,
cujos parametros elétricos registrados mostrardo se nanoparticulas interferem

negativamente (ou n&o) na estrutura das bicamadas lipidicas formadas a partir de

diferentes composicoes lipidicas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Microfluidica

De acordo com Rahal (2011), a Microfluidica € um campo multidisciplinar de
pesquisa e tecnologia baseada na analise do comportamento, controle preciso e
manipulacdo de volumes muito pequenos de fluidos em estruturas de dimensdes
micromeétricas, bem como na fabricagao e aplicagcdo dessas estruturas. Entretanto,
nao ha uma transicdo bem definida entre o macro e o micro, de tal maneira que é
conveniente associar a microfluidica caracteristicas como: pequenos volumes (pL a
mL); pequenas dimensdes das estruturas (um a mm); escala dimensional em que

predominem os “efeitos micrométricos”.

A Microfluidica surge no final da década de 70 como parte da tecnologia de
sistemas microeletromecanicos, utilizando técnicas proprias da microeletrénica. O
desenvolvimento das impressoras inkjet deu inicio ao ramo da Microfluidica, onde
canais e tubos de dimensdes micrométricas realizam operagdes com fluidos (RAHAL,
2011; SCHIANTI; SEABRA, 2012).

O primeiro dispositivo microfluidico com aplicagdo em analises quimicas foi
desenvolvido e publicado em 1979 por pesquisadores da Universidade de Stanford,
Califérnia. O silicio foi utilizado como substrato natural para a microfabricagcao do seu
sistema e tinha como func¢ao a analise de gases por cromatografia (TERRY; HERMAN;
ANGELL, 1979). Desde entdo, muitos materiais tém servido de superficie para o
desenvolvimento de tais dispositivos, como o vidro e alguns polimeros. Dentre os
polimeros, os mais utilizados sédo o poliestireno, polipropileno, policarbonato (PVC),
metacrilato de metila e polidimetilsiloxano (PDMS). Entre estes, o PDMS € de longe o
mais utilizado na fabricacdo dos dispositivos de microfluidica (ZHOU; ELLIS;
VOELCKER, 2010).

A justificativa por trds da ampla utilizacdo do PDMS na construgédo dos
dispositivos de microfluidica por varios grupos de pesquisa ao redor do mundo se da

devido a varios fatores, como, por exemplo, seu baixo custo em relagdo a outros
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materiais, suas propriedades elastoméricas, biocompatibilidade, permeabilidade a
gases, facilidade de preparo e moldagem (o0 que permite construir canais em escalas
micrométricas), facilidade de ligagdo com superficies vitreas, inércia quimica
relativamente alta e de boa transparéncia optica (ZHOU; ELLIS; VOELCKER, 2010).

Alguns dispositivos de microfluidica integram diferentes tecnologias como
microeletrénica, sistemas micromecanicos, microfluidicos e opticos, os chamados
Lab-on-a-Chips (LOC), verdadeiros laboratérios que reunem em um sé chip diversas
fungdes como dosagem, mistura, classificacdo, excitagcdo e detecgdo de pequenas
quantidades de amostras por diferentes métodos analiticos, os quais se aproximam
cada vez mais das dimensdes do mundo biolégico devido os avangos da micro e
nanotecnologias, possibilitando estudos a nivel celular ou mesmo molecular (RAHAL,
2011; ARISTIZABAL, 2012).

Nos graficos abaixo € possivel observar o crescente numero de publicagcdes

com as palavras microfluidics, microfluidics devices e lab on a chips.

Figura 1. Grafico relacionado ao numero de publicagdes com a palavra microfluidics. Os dados
foram obtidos da base de dados PubMed no dia 19-04-2018.
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Fonte: autor, 2018.
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Figura 2. Gréfico relacionado ao nimero de publicagcbes com a palavra microfluidics devices.
Os dados foram obtidos da base de dados PubMed no dia 19-04-2018.
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Fonte: autor, 2018.

Figura 3. Grafico relacionado ao numero de publicagcdes com a palavra Lab-on-a-Chips. Os dados
foram obtidos da base de dados PubMed no dia 19-04-2018.
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Fonte: autor, 2018.

O crescente numero de publicagdes nesta area se justifica pelas vantagens
técnicas e operacionais inerentes a ela. Com tais dispositivos €& possivel realizar
analises com pouca ou nenhuma intervengao humana, em tempo real e consumindo
o minimo de reagentes, além de serem dispositivos portateis. Esta ultima
caracteristica é bastante explorada nos “point of care” (POC), que sao LOCs utilizados
em diagndsticos na saude publica e que tornam possivel o diagndstico de doencgas
em regides onde nao ha laboratérios de analise disponiveis (RAHAL, 2011).
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Os dispositivos tipo POC, além das vantagens citadas anteriormente, possuem
caracteristicas como ser portatil (de pequeno peso e volume), estabilidade em
condigdes ambientais variadas, realizar analises com precisdo laboratorial,
processamento de analise rapida, facil transporte, manuseio e simplicidade de
operagao. Tais caracteristicas sdo de extrema importancia pois possibilitam realizar
testes de DNA, testes imunoldgicos, parasitolégicos, hemograma completo, testes de
gravidez, de glicose, tuberculose, hepatite B e malaria e diagnosticos de muitas outras

doencas em regides mais carentes do planeta (RAHAL, 2011; LUPPA et al., 2011).

De acordo com Rahal (2011) e Jung et al. (2014), um dos modelos de
dispositivos tipo POC utilizados é baseado em chips microfluidicos (cartuchos)
complexos, formado por varios componentes como microcanais, microbombas e
micromisturadores, filtros e etc. A amostra a ser analisada é inserida no cartucho e

este por sua vez é inserido no analisador, como mostrado na Figura 4.

Figura 4. Imagem de um sistema POC portatil.
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Fonte: JUNG et al. (2014)

2.2 Membranas celulares

Membranas celulares, também chamada de membrana plasmatica, séo
barreiras constituidas de fosfolipidios que delimitam o espago extra e intracelular. Tais
membranas sao semipermeaveis ao fluxo de substancias para dentro e fora das
células e organelas. Tal organizagcdo das membranas celulares € conhecida como
modelo Mosaico Fluido (SINGER; NICOLSON, 1972; NELSON; COX, 2014;
CAMPBELL; FARRELL, 2015).
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O modelo mosaico fluido foi proposto em 1972 por Singer e Nicolson para
explicar a estrutura da membrana plasmatica. Tal denominacgéo foi dada porque a
membrana plasmatica assemelha-se a um mosaico formado por proteinas inseridas
em um fluido de fosfolipidios, como mostrado na Figura 5 (SINGER; NICOLSON,
1972; NELSON; COX, 2014; CAMPBELL; FARRELL, 2015). O termo mosaico significa
que as proteinas de membrana e a bicamada lipidica existem lado a lado, sem

ligacdes covalentes entre proteinas e lipideos (CAMPBELL; FARRELL, 2015).

Figura 5. Modelo do mosaico fluido para a membrana plasmatica. E possivel ver proteinas
inseridas na bicamada lipidica, e esta ultima delimitando o espago extra do intracelular.
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Fonte: NELSON; COX (2014).

A bicamada lipidica das membranas celulares € composta basicamente de
fosfolipidios e colesterol. Os fosfolipidios sdo moléculas anfifilicas, ou seja,
apresentam uma regiao hidrofilica (tem afinidade por solventes polares, como a agua)
e outra hidrofébica (tem afinidade por solventes apolares), como mostrado na Figura
6. Ja o colesterol tem apenas um grupo hidroxila polar, e uma enorme cadeia apolar,
sendo assim, altamente hidrofébico, como mostra a Figura 7 (NELSON; COX, 2014;
CAMPBELL; FARRELL, 2015).
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Figura 6. Esquema de um fosfolipidio de membrana.

Cabeca hidrofilica

Calda hidrofobica

Fonte: Autor, 2018.

Figura 7. Molécula de colesterol, importante representante da classe dos esterdis. E possivel
notar a cadeia carbdnica extensa, o que reflete um alto grau de hidrofobicidade para o composto.

Fonte: Autor, 2018.

Moléculas anfifilicas como os fosfolipidios apresentam uma “cabeca” polar e
uma “calda” apolar. Deste modo, uma vez que fosfolipidios se encontrem em meio
aquoso, espontaneamente sua fragao polar interage com a agua e sua fragao apolar
interage com a fragdo apolar de outros fosfolipidios, formando agregados lipidicos
com diferentes estruturas (NELSON; COX, 2014; CAMPBELL; FARRELL, 2015).

A depender da temperatura e da composic¢ao lipidica (tamanho da cadeia
polar/apolar, acido graxo saturado/insaturado e presenca de colesterol), as
membranas podem apresentar maior grau de fluidez ou rigidez. (NELSON; COX,
2014; CAMPBELL; FARRELL, 2015).

Com o aumento da temperatura, as bicamadas saem de um estado de maior

organizacado (alto grau de empacotamento e alta rigidez) para um estado mais
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desorganizado (baixo grau de empacotamento e baixa rigidez), o que influencia
diretamente a resisténcia mecéanica destas, ja a presenca de lipidios insaturados
confere a bicamada menor grau de empacotamento e consequentemente, menor
rigidez. O colesterol, por ter uma estrutura anelar rigida, atua como verdadeiras
estacas, impedindo a movimentagao das cadeias carbonicas laterais dos fosfolipidios
que compde a bicamada, restringindo a movimentagao deles, conferindo maior grau
de empacotamento e, consequentemente, maior rigidez a bicamada lipidica.
(NELSON; COX, 2014; CAMPBELL; FARRELL, 2015).

Os lipidios de membranas tém sido categorizados de diversas maneiras (FAHY
et al., 2005), entretanto, tem sido proposto um sistema de classificagdo de acordo com
a sua geometria e, consequentemente, sua contribuicdo a parametros de ordem dos
mono-folhetos lipidicos (VAN MEER, 2005; ZUNIGA-HERTZ et al., 2018).

Brevemente, os lipideos de membrana podem ser categorizados em
glicerofosfolipidios (Figura 8), esfingolipidios (Figura 9) e esterdis, sendo
representado pelo colesterol em membranas eucariéticas animais (Figura 7). A
primeira categoria € composta, principalmente, de fosfolipidios com cadeias alifaticas
insaturadas ou bem grupos polares volumosos, o que Ihes confere uma geometria
denominada de coOnica (cadeias alifaticas saturadas) ou cénica invertida (grupos
polares volumosos e cadeias alifaticas saturadas/insaturadas). A segunda categoria
corresponde principalmente a fosfolipidios de cadeias alifaticas saturadas e grupos
polares pequenos, o que lhes confere uma geometria cilindrica. Finalmente, os
esterdis correspondem a moléculas planares que, em termos gerais, se associam aos
fosfolipidios providenciando maior ordem molecular, restringindo a movimentagao dos
lipidios (VAN MEER; VOELKER; FEIGENSON, 2008). Dessa maneira, fosfolipidios de
geometria cilindrica conferem alto nivel de empacotamento e organizagdo molecular;
por sua vez, a insergao no meio destes de fosfolipidios com geometria cilindrica
invertida (grupo polar pequeno e cadeias alifaticas com insaturagdes) desestabiliza
dita organizagao aumentando a fluidez de membrana; os esterdis, colesterol no caso
do reino animal, se associa nas imediagbes dos grupos polares agindo como
verdadeiras estacas, aumentando o empacotamento dos fosfolipidios restringindo a
movimentagdo molecular destes (NELSON; COX, 2014; CAMPBELL; FARRELL,
2015).
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Figura 8. Molécula de fosfatidilcolina, um dos lipideos mais importantes da classe dos
glicerofosfolipidios.
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Fonte: Slideplayer, 2018.

Figura 9. Molécula de esfingomielina, um dos lipideos mais importantes da classe dos
esfingolipidios.
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Outro aspecto importante a ser considerado quando se fala de bicamadas
lipidicas é a temperatura de transicédo de fase (Tc). Quando os lipidios de membrana
estdo submetidos a um valor de temperatura abaixo da Tc, suas cadeias apolares
adquirem movimento restrito, apresentando maior grau de empacotamento, o que
torna a bicamada mais rigida, mecanicamente mais resistente — a esta estrutura mais
organizada, chama-se gel solido ou gel cristalino (Figura 10A). Se os lipidios de

membrana estdo submetidos a um valor de temperatura acima da Tc, suas cadeias
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apolares adquirem maior grau de mobilidade, apresentando menor grau de
empacotamento, 0 que torna a bicamada mais fluida, mecanicamente menos
resistente — este estado de menor organizagdo chama-se de cristal liquido, ilustrado
na Figura 10B (VOET. D; VOET. J., 2013; NELSON; COX, 2014; CAMPBELL,
FARRELL, 2015).

Figura 10. Estados de transicdo das membranas lipidicas. (A) Acima da Tc — H4 um aumento na
desordem da porgéo apolar dos fosfolipidios, tornando a membrana mais fluida (cristal liquido). (B)
Abaixo da Tc — H4& um aumento na ordem da porcdo apolar dos fosfolipidios, 0 que aumenta o
empacotamento dos mesmos e torna a membrana lipidica mais rigida (gel solido).

Tl

O comprimento da cadeia lipidica influencia diretamente a Tc. Quanto maior for

Fonte: autor, 2018.

o comprimento da cadeia e o grau de saturacdo dos lipidios constituintes da
membrana, maior a Tc (VOET. D; VOET. J., 2013; NELSON; COX, 2014; CAMPBELL,;
FARRELL, 2015). De acordo com Voet e Voet (2013), a maioria das membranas

biolégicas apresentam Tc entre 10 e 40 °C.

2.3 Micelas, lipossomas e métodos de sintese de bicamadas lipidicas

Quando moléculas anfifilicas como os glicerofosfolipidios e esfingolipidios
entram em contato com a agua, espontaneamente hia a formacdo de agregados
globulares cujos grupos hidrofobicos interagem entre si e ndo entram em contato com

a agua. Tal estrutura, quando € composta por poucas duzias até alguns poucos
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milhares de moléculas anfifilicas, € chamada de micela (VOET. D; VOET. J., 2013;
NELSON; COX, 2014).

Figura 11. Micela. Observa-se que a geometria do fosfolipidio que deu origem a micela é cénica.
Praticamente ndo ha agua no interior micelar.

Fonte: autor, 2018.

O processo de formacédo de micelas é cooperativo, ou seja, necessita de uma
concentracdo minima de moléculas anfifilicas para as formar. Tal concentracdo é
conhecida como concentracdo micelar critica (CMC). Acima da CMC, praticamente
todas as moléculas anfifilicas formam micelas e abaixo dela, a baixa quantidade de
moléculas ndo conseguem proteger seus grupos apolares do contato com a agua,
tornando-a termodinamicamente instavel (VOET. D; VOET. J., 2013; NELSON; COX,
2014).

A depender da composicao lipidica, ha a formacao de estruturas diferentes. Os
lipidios que apresentam o0s grupos polares com area de seccao transversal maior
(mais largos) que a area de secc¢do transversal dos grupos apolares, tendem a formar
micelas, como ilustrado na Figura 11 (VOET. D; VOET. J., 2013; NELSON; COX,
2014).

Outro tipo de agregado lipidico € a bicamada, na qual duas camadas
monolipidicas interagem formando uma lamina bidimensional, onde as porg¢fes
hidrofébicas de cada monocamada interagem entre si, e as por¢des hidrofilicas de
cada monocamada interagem com a agua, como ilustrado na Figura 12. Entretanto,
como as bordas hidrofoébicas da bicamada lipidica ainda se encontram em contato
direto com a agua, a bicamada torna-se instavel e, para minimizar sua instabilidade,
dobra-se espontaneamente, formando vesiculas, como ilustrado na Figura 13 (VOET.
D; VOET. J., 2013; NELSON; COX, 2014).
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Figura 12. Bicamada lipidica. Observa-se que a geometria do fosfolipidio que deu origem a bicamada
€ esférica.

Fonte: autor, 2018.

Figura 13. Vesicula. Quando a bicamada dobra sobre si mesma, produz uma vesicula com um interior
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Fonte: autor, 2018.

Uma suspensdo aquosa de fosfolipidios forma vesiculas multilamelares
(MLVs), ou seja, com multiplas bicamadas. O arranjo das bicamadas possui o formato
semelhante a uma cebola. Todavia, quando submetidas a sonicacédo (agitacdo por
vibracbes ultrassbnicas), tais estruturas sofrem rearranjos, formando lipossomos
(VOET. D; VOET. J., 2013; NELSON; COX, 2014).

De acordo com Voet e Voet (2013), os lipossomos séo vesiculas fechadas,

autosselantes, preenchidas por solventes e delimitadas por uma bicamada Unica.

Os lipossomos sdo bastante empregados no estudo de bicamadas lipidicas
sintéticas. O motivo de sua aplicacdo deriva da sua alta estabilidade apos formados
e, além disso, a possibilidade de criar lipossomos a partir de composicoes

fosfolipidicas distintas, mimetizando bicamadas lipidicas celulares com resisténcias
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mecanicas (fluidez/rigidez) variadas (BATISTA et al., 2007; VOET. D; VOET. J., 2013;
SIONTOROU et al., 2017).

Uma das aplica¢des que tem sido dada aos lipossomos é como carreadores de
farmacos para o meio intracelular, uma vez que estes protegem tais farmacos contra
a acao enzimatica e permite que este farmaco chegue a célula alvo, atravessando a
bicamada lipidica, podendo assim exercer seus efeitos terapéuticos (BATISTA et al.,
2007; AGHDAEI et al., 2008; SIONTOROU et al., 2017).

Para forma-los, existe uma série de alternativas técnicas, das quais a maioria
se baseia em dissolver os fosfolipidios em solventes organicos apolares, depois
evaporar o solvente organico, restando apenas um filme lipidico. Logo apds, faz-se a
hidratacdo do filme lipidico com agua ou solucdo tampao sob vigorosa agitacéo
magnética, promovendo a formacéo da dispersdo de MLV’s (BATISTA et al., 2007,
SIONTOROU et al., 2017).

Ha outras alternativas técnicas de sintese de mono e bicamadas lipidicas, como
0s métodos mecanicos por extrusdo através de membranas de policarbonato de
diferentes porosidades, por prensa de French ou uso de
microfluidificador/homogeneizador e sonicagdo, métodos eletrostaticos, no qual se
criam um campo elétrico que induz a formacao da bicamada ou métodos quimicos, no
qual se dissolve os lipidios em alcool ou éter e injeta-se em solucdo aquosa aquecida,
seguido de evaporacao do solvente organico (BATISTA et al., 2007; AGHDAEI et al.,
2008; SIONTOROU et al., 2017).

O método de sintese de bicamadas lipidicas utilizado neste trabalho € uma
adaptacao do método descrito por Malmstadt, N. et al. (2006).

2.4 Cronoamperometria

Trata-se de uma técnica eletroanalitica de alta sensibilidade, baseada na
aplicacao de um salto de potencial inico (constante) que produz uma corrente elétrica
gue decai rapidamente com o tempo, como ilustrado na Figura 13 (QUINTINO;
ANGNES, 2003; MATIAS; GIL, 2010; OLIVEIRA. L; OLIVEIRA. M, 2011). O potencial
e aplicado por um potenciostato entre o eletrodo de trabalho (ET) e o eletrodo de
referéncia (ER). A corrente é medida entre o ET e o eletrodo auxiliar (EAux), também
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chamado de contra eletrodo (QUINTINO; ANGNES, 2003; MATIAS; GIL, 2010;
OLIVEIRA. L; OLIVEIRA. M, 2011).

Figura 14. Cronoamperometria: (A) Aplicagdo de um salto de potencial constante. (B) Grafico de
corrente em fungdo do tempo (curva cronoamperométrica).
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Fonte: autor, 2018.

A cronoamperometria € uma técnica bastante empregada em titulacdes, devido
a corrente produzida estar relacionada diretamente a concentracdo do eletrdlito
(QUINTINO; ANGNES, 2003; OLIVEIRA. L; OLIVEIRA. M, 2011). Também tem sido

empregada para estudos de quantificacdo de lipossomas (HELLBERG et al., 2002;
HERNANDEZ; SCHOLZ, 2008).

Como dito acima, para que seja aplicado o potencial entre o ET e 0 ER, é
necessario um potenciostato acoplado a um computador. Através do computador,
todos os parametros experimentais podem ser programados, como o0 potencial
gerado, o tempo de andlise, dentre outros.

Segundo os autores Quintino e Angnes (2003) e Oliveira. L e Oliveira. M (2011),
a técnica apresenta limitagbes quando a analise € realizada com aplicacdo de
potenciais extremos (positivos ou negativos), pois pode promover a oxidagdo ou a
reducdo das espécies eletroativas em potenciais abaixo do valor estabelecido. Ainda
segundo os autores supracitados, € aconselhavel a aplicacdo de baixos valores de
potenciais. Entretanto, para este trabalho isto ndo sera um problema, visto que o
potencial aplicado nos experimentos sera de apenas 100 mV (0,1V).



28

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

e Desenvolver um dispositivo de microfluidica simples com matriz de PDMS para

estudo de bicamadas lipidicas artificiais.

3.2 Especificos

e Estabelecer as condi¢des apropriadas para a deteccédo eletroquimica, solugéo
eletrolitica a ser utilizada e solventes utilizados no preparo da suspensao
fosfolipidica para o estabelecimento das bicamadas lipidicas artificiais;

¢ Desenvolver experimentos controle iniciais para verificar a funcionalidade do
microdispositivo e a estabilidade da bicamada lipidica sintética dentro do

microcanal.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Construcao de dispositivos de PDMS

Foi construido um molde (5cm comprimento e 4cm largura) sobre uma
superficie de vidro. Foi utilizado um arame de aco (tipo stainless steel) de 400um de
didmetro para estabelecer o canal central do microdispositvo de PDMS.
Adicionalmente, foram inseridos no sistema agulhas de costura (previamente
esterilizadas) e perpendiculares ao arame de aco do canal central. As agulhas foram
escolhidas pelo seguinte motivo: sua ponta fina, quando em contato com o arame do
canal central, permitem que ao serem retiradas do molde de PDMS, criem canais
alimentadores através dos quais sdo inseridas as suspencdes de lipidios. Esses
canais tem o formato fino da agulha, o que permite que ao se retirar a seringa utilizada
para inserir a suspensao lipidica do canal de alimentacéo, o poro deixado na matriz
de PDMS se feche, impedindo o extravasamento da suspencao lipidica ou da solugéo
condutora. Por sua vez, foram colocados os sistemas de eletrodos (Ag, Pt e um
eletrodo de Au de trabalho) em contato com o arame central. PDMS liquido em
proporcdo 9:1 base:agente curador foi utlizado (Sylgard® 184, Dow Corning
Corporation, Midland, MI, USA) para cobrir a estrutura anterior. Apés uma hora de
secado a 60°C, o molde foi desmontado, sendo retirado o arame central e as agulhas
dos canais alimentadores, se obtendo um dispositivo como o que se mostra na Figura
15.

Figura 15: Dispositivo de microfluidica para o estudo de bicamadas lipidicas desenhado no
contexto do presente projeto.

Microcanal
Eletrodo Au Central

Eletrodo de
Referéncia (Ag)/

Saida microcanal —» Entrada de

44— Solucao KCl

Eletrodo Pt

Microcanal de insercéo
De Lipidios Fonte: autor, 2018.
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4.2 Andlise de absorcao de solventes na matriz de PDMS

Diversos solventes orgéanicos se utilizam para solubilizar lipidios rotineiramente
utilizados para os estudos de bicamadas lipidicas. O intuito da utilizacado de matriz de
PDMS € a sua capacidade de absorver solventes apolares. Considerando que a
porcdo maior dos lipidios corresponde a suas cadeias de hidrocarboneto, quando séo
inseridas suspencoes de lipidios em solventes apolares num meio aquoso, a absor¢ao
do solvente apolar pelo PDMS leva a estabilizacdo das cadeias de hidrocarboneto
através de interacdes hidrofébicas, e a fracao polar dos lipidios interagem com o meio
aquoso da solucédo salina, levando ao estabelecimento de uma bicamada lipidica, tal

como se mostra na Figura 16.

Com o intuito de determinar o solvente apropriado (eficiente solubilizacdo dos
fosfolipidios e sua rapida absorcdo por parte do PDMS), foram testados &agua
deionizada (H20), etanol (C2HsO), acetonitrila (C2H3N), cloroférmio (CHCIs) e hexano

(CsH14). Todos os solventes utilizados foram fabricados pela Synth®.

Figura 16: Organizacéo das bicamadas lipidicas no microdispositivo desenvolvido. O PDMS
absorve o hexano, forgado os fosfolipidios a se estabilizarem através de interages hidrofébicas,
constituindo uma bicamada lipidica no microcanal do dispositivo.

PGSTAT 128N
100mV
1
'
PDMS
i
T i KCI 1M ey CcH c:% KCI 1M
— Qi KClim . —— il (nA) % o
______________ « —
PDMS
Eletrodo de : x
Canal de insercéo
Trabalho (Au) de fosfolipidios

Fonte: autor, 2018.



31

4.3 Analise cronoamperomeétrica em condi¢des controle

Considerando que os lipidios apresentam importantes propriedades de
isolantes elétricos, foram utilizados parametros elétricos como estratégia de avaliacao
do estabelecimento das bicamadas lipidicas. Para tanto, foi registrada a corrente (em
nA) através da solucdo de KCI 1M inserida no microcanal do dispositivo durante 250
segundos, decorrente da aplicacado de uma diferenca de potencial de 100 mV. Foram
registrados 10 pontos por cada segundo de analise, sendo cada ponto da curva de
corrente a média destes. Foram avaliadas as correntes na auséncia de lipidios
utilizando duas solucdes condutoras diferentes (KCI IM/HEPES 5mM pH 7, NaCl
1M/HEPES 5mM pH 7). A solugéo de KCI 1M foi escolhida como solug&o condutora

de trabalho para as analises posteriores.

4.4 Analise cronoamperométrica ap0s a insercao de lipidios

Para a formacao de bicamadas lipidicas, foi utilizada uma mistura de lipidios
composta de L-a-fosfatidilcolina/estearilamina/colesterol proporgéo 1:7:2 umol do kit
de preparacdo de lipossomas (L4395, Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, US). Os lipidios
foram ressuspensos em hexano (0,5mg/100uL) e dispersados por ultrassom (Sonic
Dismembrator 100, Fisher Scientific®, UK) antes da sua inser¢do no microdispositivo.
Os registros utilizando lipidios foram pausados no segundo 60, sendo injetados 1uL
de suspensdo de lipidios. Apds a absorcdo do solvente (acompanhada por
observacao direta com ajuda de uma lupa de microdisseccdo) esperou-se 5 minutos
com o intuito de permitir que a porcao apolar dos fosfolipidios interagissem entre si,
estabilizando a bicamada lipidica, para posteriormente continuar com o registro

elétrico.

Se estabeleceu como parametro de formacdo das bicamadas lipidicas a
diminuicdo na corrente abaixo do valor controle (x5 nA). Todos 0s registros elétricos
foram feitos utilizando o potenciostato PGSTAT 128N e analisados através do
programa NOVA (Metrohm®, Riverview, FL, USA). O sistema montado pode ser visto

na Figura 17.
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Figura 17: Sistema montado para analise. Figura A: (a) Potenciostato — estabelece a corrente e a
voltagem pré-definidas para o experimento. (b) Suporte do microdispositivo. (c) Lupa de microdissecgao
— permite visualizar a absorcdo do solvente apolar pela matriz de PDMS. (d) Controlador da
microbomba de infusdo — permite acionar a microbomba de infuséo. Figura B: (e) Conjunto de eletrodos.
(f) microcanal central. (g) microcanal de alimentagdo com fosfolipidios. (h) Seringa Hamilton utilizada
para a inser¢do dos fosfolipidios. (i) microbomba — alimenta o microcanal central com solugédo
condutora. A microbomba é um recurso opcional, e pode ser substituida tranquilamente por uma
seringa comum, permitindo renovar manualmente a solu¢do condutora.

(A)

Fonte: autor, 2018.

4.5 Andlise estatistica.

O tempo de absorcédo de solvente na matriz de PDMS foi analisado através de
ANOVA de uma via com teste post hoc de Tukey; p<0,05. Os dados foram analisados

utilizando o programa GraphPad Prism.
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5. RESULTADOS

5.1 Os microdispositivos de PDMS permitem uma eficiente absorcéao de solvente
orgéanico, favorecendo o subsequente processo de formacéo de bicamadas lipidicas.

ApGs a fabricagdo dos microdispositivos, tal como se mostra na Figura 15, o
microcanal central foi preenchido com solugédo de KCI 1M/HEPES 5mM pH 7 e,
através do microcanal de insercao da suspensao de lipidios (perpendicular ao canal
central), foi injetado 1uL de solvente. Dos solventes analisados, o hexano apresenta
uma significativa velocidade de absorcao, enquanto que agua ndo € absorvida pela
matriz de PDMS (Figura 18A). Adicionalmente, foi feito um registro visual absorgéo
do hexano (Figura 18B). Esses dados permitiram escolher o hexano como solvente
de trabalho para a suspencéo dos lipidios de membrana.

Figura 18: Absorc¢ao de solventes na matrizde PDMS dos microdispositivos desenvolvidos. (A)

Tempo de absor¢éo dos solventes no microcanal do dispositivo de PDMS a temperatura ambiente, §,
p<0,0001. (B) Tempo de absor¢do de hexano no microcanal central de PDMS.
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5.2 Os microdispositivos de PDMS desenvolvidos permitem registros elétricos
estaveis no tempo.

Foram feitos experimentos de registro cronoamperométrico no microdispositivo
desenvolvido, utilizando potenciais constantes de 100 mV (Figura 19A). Quando o
microcanal do dispositivo foi preenchido tanto com solucdo de KCI, quanto de NacCl,
se obtiveram registros cronoamperométricos constantes (Figura 19B). Os registros
com KCI apresentam uma corrente média de 5 nA, enquanto que as de NaCl 0,5 nA.
Esse resultado nos permitiu identificar a caracteristica das correntes em condi¢des
controle no nosso dispositivo e selecionar o KClI como o meio condutor mais
apropriado. A eleicdo do KCI como meio condutor nos microdispositivos atende dois
objetivos. Primeiro oferece um valor médio de corrente maior que o do NaCl (neste
altimo préximo de zero), diminuindo a possibilidade de obter registros fora do limite de
sensibilidade do amplificador utilizado. Em segundo lugar, o meio tradicionalmente

utilizado na literatura corresponde a KCI 1M.

Figura 19: Registro amperométrico nos microdispositivos de PDMS. (A) Diferenca de potencial
aplicada durante os registros cronoamperométricos. (B) Registro cronoamperométrico com o
microcanal central do dispositivo de PDMS preenchido com KCI (LM/HEPES 5mM; PH 7) mostram
correntes estaveis de +5 nA durante 250s de registro (n=22); microdispositivos preenchidos com NacCl
(IM/HEPES 5mM; PH 7) conduzem de maneira estavel +0,5 nA durante 250s de registro (n=22).
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5.3 Ainserc¢dao de lipidios induz a diminui¢cdo da corrente conduzida nos
microdispositivos, marcando a formacéo de bicamadas lipidicas.

Posterior aos experimentos de registro cronoamperométrico controle, sem
lipidios, foram realizados experimentos de analise de formacdo de bicamadas
lipidicas. Para tanto, foram feitos registros elétricos nos quais, no segundo 60, foram
pausadas as leituras do sistema e inseridos 1uL de suspensdo de lipidios. Apoés
estabilizacao e reinicio do registro se observou uma diminui¢cdo da corrente por baixo
da média do experimento (Figura 20). Esses resultados sugerem que no canal central

do microdispositivo elaborado se estabelecem bicamadas lipidicas estaveis.
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Figura 20: Registros cronoamperométricos apos a insergcédo de suspensao de lipidios e o
estabelecimento de bicamadas lipidicas. Os gréaficos A e B mostram a diminuigdo da corrente,
paréametro esperado como critério de formagdo das bicamadas lipidicas. A flecha vermelha indica o
momento de inser¢do da suspenséo fosfolipidica. Ambos os registros foram realizados de maneira
independente, com n= 4.
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6. DISCUSSOES

Muitos grupos de pesquisa ao redor do mundo tém direcionado seus esforgos
ao estudo de bicamadas lipidicas artificias. Para tanto, varios protocolos de sintese
de bicamadas lipidicas foram desenvolvidos. Tais protocolos permitem a sintese de
bicamadas com composic¢des lipidicas variadas, com finalidades diversas de estudo,
como a entrega eficiente e segura de farmacos ao interior celular, ou para se
compreender melhor como se dao as interacdes entre nanoparticulas e membranas,

e guais seus possiveis efeitos.

Tem sido feitas associacfes entre sistemas microfluidicos e métodos de
sintese de bicamadas lipidicas artificiais, todavia, estes sistemas sdo complexos,
requerem de aparelhagem técnica sofisticada e muitas vezes criam bicamadas
lipidicas ndo tdo estaveis. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo
primordial o desenvolvimento de um dispositivo microfluidico associado a parametros
de deteccdo eletroquimica (cronoamperometria), que apresente as seguintes
caracteristicas: simplicidade e de rapida construcéo, alta durabilidade, construido a
partir de materiais de baixo custo, com alto grau de sensibilidade e funcionalidade e
que permita a sintese bicamadas lipidicas artificiais estaveis em seu interior, podendo
servir, desta forma, como ferramenta poderosa para estudos envolvendo bicamadas

lipidicas.

A associacdo de bicamadas lipidicas a sistemas capilares de microfluidica
representa uma nova estratégia de estudo. No entanto, a insercdo de misturas de
lipidios e estabelecimento de bicamadas lipidicas ndo é um processo simples, uma
vez que o requisito fundamental é a estabilizagdo de uma bicamada através de
interagbes hidrofobicas entre as cadeias de hidrocarboneto dos fosfolipidios
constituintes. Deste modo, esta foi a primeira dificuldade encontrada: a eliminacéo do
solvente organico utilizado para solubilizar os fosfolipidios. A solugdo para esse
problema foi encontrada no polidimetilsiioxano (PDMS). Esse material permite a
absorcdo com alta eficiéncia de solventes apolares (ZHOU; ELLIS; VOELCKER,
2010). Para tanto, desenhamos um molde que incorporasse todas as estruturas
necessarias para a construgdo de um dispositivo de microfluidica: um microcanal

central, dois ou mais canais alimentadores perpendiculares a este para insercéo de
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lipidios e o sistema de eletrodos acoplados (fixos) ao microcanal central e

incorporados a matriz de PDMS, tal como se mostra na Figura 15.

Sendo a dificuldade principal a eliminacdo do solvente apolar que estabiliza a
suspencao lipidica utilizada, foi realizado um estudo do tempo de absorcdo de
diversos solventes organicos pela matriz polimérica de PDMS (Figura 18). O hexano
representou ser a melhor alternativa, uma vez que a sua velocidade de absorgéo pelo
PDMS é a mais apropriada para permitir o estabelecimento das bicamadas lipidicas

dentro do microcanal central.

Considerando que os lipidios suspensos em hexano podem se organizar em
forma de lipossomas antes mesmo de serem inseridos no microcanal central, os
lipidios foram sonicados para garantir a sua dispersao. Por sua vez, o fato da agua
nao ser absorvida pelo PDMS garante que ndo existam mudancas de concentracao
da solucéo condutora de KCI, evitando oscilacdes elétricas durante os registros, desta
maneira, evitando erros de interpretacdo ou de falsos positivos. De acordo com a
l6gica exposta na Figura 16, a absorcdo do hexano, solvente estabilizador das
porcBes hidrofébicas dos fosfolipidios (L-o-fosfatidilcolina), permite com que os
grupos polares figuem expostos a solucdo aquosa de KCl| e, as cadeias de
hidrocarboneto, se estabilizam através de interacdes hidrofbicas, constituindo uma
bicamada lipidica. Esse procedimento ja foi testado com anterioridade e com sucesso
em dispositivos semelhantes, no entanto, dotados de sistemas automatizados de
injecdo de lipidios (MALMSTADT, et al., 2006). Nesse sentido, o modelo de dispositivo
microfluidico desenvolvido neste trabalho oferece uma alternativa de trabalho simples.

Considerando que os lipidios se comportam como bons isolantes elétricos, é
possivel fazer dois tipos de medidas elétricas para determinar a presenca de
bicamadas lipidicas: registros cronoamperométricos e analise de capacitancia. No
presente projeto foi utilizada apenas a primeira estratégia de analise eletroquimica.
Para tanto, foram feitos registros tanto em condi¢cdo controle quanto com lipidios
aplicando como diferenca de potencial 100 mV (Figura 19A). Os experimentos
controle apresentaram correntes estaveis nos mais de 20 experimentos
independentes, sendo a corrente basal, em média, de 5nA (Figura 19B). Esses
registros, embora pouco significativos desde o ponto de vista do estudo das

bicamadas lipidicas, proveem de informacgéo valiosa e fundamental que permitem



39

caracterizar as condicdes basais dos registros elétricos nos dispositivos prototipo

fabricados no contexto deste projeto.

O passo seguinte foi analisar os registros elétricos ap0s o estabelecimento de
bicamadas lipidicas. Para tanto foram injetados 1ulL da suspensdo lipidica
previamente sonicada no microcanal central do dispositivo de PDMS. A insercao de
lipidios requer de um procedimento cuidadoso desde que existe alta possibilidade da
formacao de bolhas de ar. Estas criam regides dentro do microcanal desprovidas de
solugdo condutora, ocasionando o aparecimento de diminuic6es na corrente através
do sistema, de maneira que facilmente podem induzir a obtencéo de falsos positivos.
Para solucionar esse problema, a seringa do tipo Hamilton é carregada de suspencéao
de lipidios e fixada ao microdispositivo e, durante o processo de injecdo até a total
absorcdo do solvente pelo PDMS é feito um acompanhamento sob a lupa de
microdissecdo. Considerando que o hexano € o meio que estabiliza a porgéo
hidrofébica dos fosfolipidios, o tempo entre a total absorcdo do hexano e o
estabelecimento da bicamada lipidica corresponde a um momento particularmente
critico. Registros elétricos nos quais foram reiniciadas a conduc¢éao elétrica através do
sistema imediatamente apds a absorcao do solvente, ndo se observou a formacgéo de
um selo elétrico e diminuicdo da corrente, possivelmente pela perda da estrutura da

nascente bicamada lipidica.

Considerando tal situacdo, foi incorporado ao protocolo inicial um tempo
adicional de espera apés a absorcdo do hexano pela matriz de PDMS. Dita espera
objetiva favorecer a estabilizacdo da bicamada lipidica, através da formacao de
interacdes hidrofébicas entre as cadeias de hidrocarboneto dos fosfolipidios, assim
como pela formacéao de ligacéo de hidrogénio entre os grupos polares dos mesmos e
destes com a agua da solucdo condutora. Apds a incorporacdo desse critério de
estabilizacdo foram obtidos registros pilotos com uma importante diminuicdo da
conducao de corrente ao longo do sistema (Figura 20). Esses resultados evidenciam
a formacao de bicamadas lipidicas artificiais perpendiculares ao microcanal central do
dispositivo. Nesse sentido, estamos frente a resultados de suma importancia e de
grande interesse para estudos subsequentes que envolvam bicamadas lipidicas

artificiais.
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Uma vez que as bicamadas lipidicas se comportam como isolantes elétricos
reduzindo a corrente média do sistema, qualquer tipo de perturbacdo em sua estrutura
decorrentes de interacdes com nanoparticulas, seja induzindo a formacao de um poro
transitério ou mesmo destruindo-a, levard a uma recuperacao da corrente a niveis
observados na situacdo controle. Portanto, temos nas nossas maos uma estratégia
simples de estudo para avaliar, por exemplo, se um carregador de farmacos escolhido
interfere negativamente com as bicamadas lipidicas. Temos, portanto, um parametro

eletroquimico para avaliar a seguranca de utilizar dito material.
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7. CONCLUSOES

Este estudo sugere que o dispositivo microfluidico desenvolvido oferece
condi¢cdes apropriadas para o0 estabelecimento de bicamadas lipidicas artificiais
estaveis. Tal dispositivo, pela sua facil construcdo e manipulacdo, oferece uma
estratégia técnica que permite avaliar de maneira simples, rapida, com alta
sensibilidade e baixo consumo de reagentes, se 0s parametros elétricos basais sao
alterados, indicando uma perturbagcéo na estrutura da bicamada. Desta feita, temos
em maos uma ferramenta poderosa que podera servir em estudos futuros que
objetivem avaliar os possiveis danos na estrutura de bicamadas sintéticas de
composicdes lipidicas variadas causados pela interacdo destas com nanoparticulas

ou complexos nanoparticula-farmaco.
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