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"A desvalorizag¢do do mundo
humano aumenta em proporcdo
direta com a valorizacdo do
mundo das coisas.”"

Karl Marx.

"So oft in theologic wars,
The disputants, I ween,

Rail on in utter ignorance
Of what each other mean,
And prate about an Elephant
Not one of them has seen!”

John Godfrey Saxe, The Blind
Men and The Elephant.
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Resumo

O acido 2-hidroxi-oléico ¢ um acido graxo ja sendo testado em humanos como forma de
tratamento para diversos tipos de canceres e alguns dos processos quimicos e biofisicos de
interacao do acido com as células ja sao reportados na literatura. Neste contexto, estudou-
se os fundamentos acerca das membranas fosfolipidicas e da técnica de espectroscopia de
impedancia eletroquimica, o qual foi aplicada para a avaliacao da interagao entre o acido
incorporado em uma membrana fosfolipidica de um lipossoma. Avaliando a impedéancia,
encontrou-se provaveis evidéncias de uma interacao entre o acido e a membrana, na forma
ionizada.

Palavras chave: Fosfolipidios, Fluidez de membrana, Vesiculas unilamelares grandes,
Espectroscopia de Impedancia.
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Abstract

The 2-Hydroxy-oleic acid is a fatty acid being tested in humans as a form of treatment
for several types of cancer. Some of the chemical and biophysical processes of interaction
between the acid with the cells membranes are reported in the literature. In this context,
the basic principles of phospholipid membranes and the electrochemical impedance spec-
troscopy technique were studied and applied to evaluate the interaction between the acid
incorporated into a phospholipid membrane of a liposome. The impedance has shown
evidence of an interaction between the acid and the membrane, in it’s ionized form.

Keywords: Phospholipids, Membrane fluidity, Large Unilamelar Vesicles, Eletroche-
mical Impedance Spectroscopy.
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Introducao

Encontrar novos farmacos e formas de administracdo ¢ imprescindivel para o bem
estar e saide humana. Entretanto, farmacos podem apresentar muitos efeitos toxicos tais
como a diminuicao da atividade motora, perda de coordenagao motora, morte neuronal e
disrupc¢ao do ciclo hormonal e etc [1].

O acido 2-hidroxi-oléico (20HOA), é um acido graxo de cadeia longa derivado sintético
do 4cido oléico com uma hidroxila no carbono a. O 20HOA é um candidato a farmaco
para o tratamento do céncer cerebral glioblastoma multiforme (GBM) [2-5], de elevada
taxa de mortalidade (tempo médio de vida de 2 anos). O GBM possui um alto poder
infiltrativo e resisténcia a quimioterapia, além de uma proliferagao celular descontrolada,
com propensao a necrose e angiogénese intensa [6]. O dcido 20HOA tem como alvo prin-
cipal a membrana celular, mais especificamente a sua composicao lipidica, o que pode
a levar a uma modulacao na atividade de proteinas de membrana e consequentemente
na sinalizacao celular. Postula-se que o 4cido interage com as membranas celulares redu-
zindo a fluidez de membrana (efeito rigificador) atuando como co-adjuvante no tratamento
quimioterapico [7].

O desenvolvimento em diversas areas para sistemas de entrega de farmacos, ou Drug
Delivery System (DDS), visam alterar caracteristicas farmacocinéticas e de especificidade,
visando uma diminuicao de toxicidade, aumento de eficacia farmacoldgica ou adminis-
tracdo em local especifico, por meio de técnicas e de dispositivos fisicos, quimicos ou
biolégicos [8-10].

Os estudos farmacolégicos com ensaios in vivo, possuem diversas dificuldades e em-
pecilhos. Desta maneira, os lipossomas surgem como uma alternativa biomimética de
membrana celular. Adicionalmente, sao sistemas promissores de sistema entrega de far-
macos (DDS), por conta de seu tamanho, suas caracteristicas anfipaticas e biocompatibi-
lidade [11].

O estudo da interacao de farmacos com o lipossomas muitas vezes empregam méto-
dos a alteracao dos lipossomas por agentes quimicos, tais como sondas de fluorescéncia.
Entretanto tais modifica¢oes podem acarretar nos resultados obtidos [12].

A Espectroscopia de Impedéancia Eletroquimica (EIE) fornece informagoes sobre a
interagao farmaco-lipossoma sem a necessidade de modificar quimicamente a bicamada
lipidica. O EIE também permite que ocorra uma caracterizacao elétrica da amostra por
um grande espectro de propriedades elétricas, fornecendo assim, uma visao abrangente das
caracteristicas da amostra, seja em func¢ao do tempo, da temperatura ou da frequéncia. E
entdo necessario um estudo aprofundado da impedéancia de diversos componentes, como
a solucao tampao e os lipossomas, além de outros sistemas como os circuitos elétricos
[13-15].

No Capitulo 1 faz-se uma introdugao sobre os conceitos bioquimicos e biolégicos das
membranas celulares, como a apresentacao da composicao lipidica das mesmas e por fim
a organizacao estrutural dos lipossomas. Adicionalmente é descrito as propriedades fisico-
quimicas e farmacologicas do acido 20HOA, o mesmo utilizado nos ensaios de impedancia



com lipossomas.

No Capitulo 2 sera apresentado uma breve revisdo acerca do desenvolvimento ma-
tematico necessaria para tratar da impedancia. Os numeros complexos e as equagoes
diferenciais, que por sua vez, sao essenciais para o entendimento da impedéancia e para
o tratamento tedrico e experimental [16]. Também serd discutido sobre circuitos simples
com elementos passivos, que podera ser utilizado para uma modelagem experimental pos-
teriormente. E por fim, sera apresentado a técnica de espectroscopia de impedancia, tanto
os seus pros e contras a fim de compreendermos melhor o EIE e os fatores que influenciam
os resultados experimentais, oferencendo assim uma analise mais conscisa e critica.

No Capitulo 3 descreve-se toda a metodologia utilizada, assim como os equipamentos
e 0s reagentes.

Por sua vez, no Capitulo 4 sdo apresentados os resultados experimentais, as analises e
a discussao acerca dos experimentos realizados, relacionando-se sempre que possivel, com
os modelos tedricos presentes na literatura.

E, por fim, no Capitulo 5, encontram-se as consideragoes finais deste trabalho e as
perspectivas futuras serdao apresentadas aqui.

Nos Apéndices, sera possivel encontrar material complementar sobre a parte do de-
senvolvimento matematico.



CaApiTULO 1

Biofisica de Membranas

As membranas surgem como uma das necessidades mais bésicas de todos os sistemas
biologicos, dando a possibilidade de compartimentalizar meios com caracteristicas fisico-
quimicas distintas, como o meio intracelular e o meio extracelular. A membrana celular é
barreira de protegao, entretanto é seletiva a determinados solutos e é capaz gerar e manter
grandientes quimicos e elétricos.

As membranas celulares sdo compostas principalmente por lipidios e proteinas. Os
lipidios mais abundantes sao os fosfolipidios (glicerofosfolipidios e esfingolipidios) e o co-
lesterol. Contudo 1-2% do total de lipidios da membrana estdo presentes na forma de
acidos graxos livres (AGL). Em geral, todas as membranas possuem caracteristicas em
comum, tal como a flexibilidade e a insolubilidade em agua, atribuida pela sua composicao
lipidica [17,18].

1.1 Lipidios da Membrana

Os lipidios sd@o compostos organicos heterogéneos pouco soéluveis em dgua, mas soltveis
em solventes organicos como o cloroférmio. Os lipidios de membrana apresentam uma
grande variedade estrutural, sendo encontrado em membranas bioldgicas glicolipidios,
esteroides (colesterol e seus derivados) e fosfolipidios. Em geral, apresentam caracteristicas
anfipaticas, com uma regiao hidrof6ébica por conta de cadeias hidrocarboénicas (comumente
de cauda apolar) e uma regido hidrofilica (grupamentos fosfatos, hidroxila, carbonila,
amina, comumente denominados de cabega polar) [11].

Os lipidios de membrana podem ser separados em quatro tipos: Os fosfolipidios, os
glicolipidios, os lipidios éter de arqueias e os esterois [19].

Figura 1.1: Estrutura geral de um fosfolipidio com sua cabega polar (grupamento fosfato
e glicerol) e caudas apolares (cadeias de dcidos graxos).

Os lipidios possuem uma caracteristica anfifilica. Portanto em meio aquoso, formam
agregados lipidicos na forma de micelas, bicamadas ou vesiculas dependendo do seu for-
mato (secgao transversa da cabega polar e da cauda apolar). Por exemplo, fosfolipidios
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que tem um formato conico, se organizam em micelas, enquanto fosfolipidios que tem o
formato cilindrivo se organizam em bicamadas [20]. O efeito hidrofébico explica a forma-
¢ao destes aglomerados lipidicos na forma de membranas.

Na agua liquida, pontes de hidrogénio sao constantemente formadas e quebradas. De-
vido as muitas possibilidades de arranjos, a rede de pontes de hidrogénio é estabilizada
por entropia, e quando fosfolipidios sao dispersos em meio aquoso, ndo formam as pontes
de hidrogénio com a dgua mas desfazem o arranjo. Com isso as moléculas de agua ao redor
das cadeias apolares do fosfolipidios tornam-se altamente ordenadas e organizadas ocasi-
onando, uma redugao da entropia e da estabilidade do sistema. Para reduzir o contato
com 0 meio aquoso e consequentemente o impacto sobre a organizacao da agua, as molé-
culas de fosfolipidios se agregam. Desta maneira, a entropia do sistema volta a aumentar.
Nos aglomerados de moleculas lipidicas, somente as porcoes lipidicas das extremidades do
aglomerado forcam o ordenamento das moléculas de agua. Menos moléculas de agua sao
ordenadas o que levam ao aumento da entropia.

1.1.1 Fosfolipideos

As trés principais classes de lipidios encontrados em membranas sao os glicerofosfolipi-
dios, que correspondem a 40 a 60 mol% do contetdo total de lipidios, esfingofosfolipidios
com 10 a 20 mol% e colesterol, representando 30 a 40 mol%

Os glicerofosfolipidios (também chamados fosfoglicerideos) possuem como esqueleto
estrutural a molécula do glicerol (C3HgO3) ao qual dois dcidos graxos sao esterificados.
Jé os esfingolipidios possui uma cadeia de acido graxo ligado a uma molécula de esfingosina
(C1sH37NOg2) como estrutura principal. A Figura 1.3 apresenta um diagrama simples das
estruturas dos fosfolipidios. As cabecgas polares dos fosfolipidios sao ligados a um grupo
fosfato POy [19].

Fosfolipideos

| ]
‘Glicerofosfolipl'deos. ‘ | Esfingolipideos ‘

Acido 2raxo

Acido graxo Acido graxo

—PO4—‘ Alcool PO4—{ Caolina

Figura 1.2: Estruturas de fosfolipidios - Os fosfolipidios possuem glicerol ou
esfingosina como esqueleto (em vermelho), ligados aos grupos alquila, as cadeias de
acido graxos (em amarelo) e uma cabega polar (em azul).

Glicerol

Esfingosina

Fonte: Adaptado de D. L. Nelson (2022) [19].

Os glicofosfolipideos tem as duas cadeias de acidos graxos ligados por uma ligacao
éster ao primeiro e segundo carbono do glicerol e no terceiro carbono ha uma ligacao
fosfodiéster a um agrupamento polar.

Quando ocorre uma ligacao de fosfocolina (C42HgaNOgP) no glicerofosfolipidio, forma-
se a fosfatidilcolina, uma molécula que auxilia em diversos processos que Sao necessarios
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Figura 1.3: a) Estrutura usual de um glicerofosfolipidio. b) estrutura de um
esfingolipidio.

Fonte: Adaptado de D. L. Nelson (2022) [19].

para manutencao do organismo e ajuda a manter a integridade das membranas.

O
0 I

P
/\/\/\/\/\/\/\/\/&O/E\/\O//\O\/\N{
W\_MV\WO H B R

fosfocolina

0
Fosfatidilcolina

Figura 1.4: Uma molécula de fosfatidilcolina.

Fonte: Adaptado de D. L. Nelson (2022) [19].

Um exemplo de fosfatidilcolina bastante utilizado nas pesquisas como modelo biomi-
mético de membrana, é o 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC).

1.1.2 Lipossomas

Nos meados dos anos 1980, o biofisico Alec Bangham, de Instituto Brabaham em
Cambridge, conseguiu observar estruturas de membranas ao adicionar agua em fosfolipi-
deos secos, que possuiam uma semelhanca com as membranas celulares. Tais estruturas
foram nomeadas inicialmente de "Banghasomas", posteriormente outras denominagoes fo-
ram concebidas para estas estruturas: Vesiculas fosfolipidicas, lipossomas e nanoparticulas
lipidicas. O termo mais utilizado atualmente ¢é lipossomas, e é um modelo biomimético da
membrana celular muito utilizado no estudo da interagao de moléculas com a bicamada
lipidica [21].

Os lipossomas sao vesiculas compostas por uma ou mais bicamada lipidca concéntri-
cas criadas a partir de fosfolipideos. Possuindo caracteristicas anfipaticas (regides hidro-
fébicas e hidrofilicas), alta biocompatibilidade, baixa toxicidade e imunogenicidade. Os
lipossomas sao utilizados como sistema de entrega de farmacos (DDS) [11]. Extensiva-
mente utilizadas na industria cosmética, farmacéutica e alimenticia, como carregadores



de moléculas com propriedades fisico-quimicas diversas (proteinas, RNA, DNA, molécu-
las lipossoluveis, etc) [11]. Durante a pandemia do COVID-19, houve uma necessidade
urgente da criagao de uma vacina anti-COVID-19, a vacina de mRNA da Pfizer, utiliza
de mRNA encapsulado em lipossomas [22].

Figura 1.5: Bicamada lipidica.

Na pesquisa cientifica por outro lado, os lipossomas sdo empregados como sistemas
biomiméticos no estudo de transporte de moléculas através da membrana.

Devido a caracteristica anfipatica dos lipossomos em meio aquoso, sofrem uma in-
fluencia entropica para que ocorra um confiscso focado de suas se¢des hidrofobicas em
bicamadas esféricas, de tal forma que este estado seja energeticamente e termodinami-
camente favoravel, se distribuindo assimetricamente nas duas camadas e em constante
movimento ao longo do préprio eixo (rotacional) e lateralmente ao longo da extensao da
camada [11].

Os lipossomos podem ser classificados em duas categorias quanto ao niimero de bica-
madas (lamelas): vesiculas multilamelar (MLV - multilamelar vesicles) e vesiculas unila-
melar.

Figura 1.6: Vesciula multilamelar e vesicula unilamelar respectivamente.

As vesiculas multilamelares sao relativamente grandes (1-5 ym), uma vez que possuem
um maior numero de lamelas. Por outro lado, dependendo do método de preparacao, as
vesiculas unilamelares sao classificadas em vesiculas gigantes (GUV - giant unilamelar
vesicles, maiores que 1 mm), grandes (LUV - large unilamelar vesicles, de 100-250 nm) e
pequenas (SUV - small unilamelar vesicles, de 20-100 nm).

Em geral, todos os métodos de preparacao de lipossomas possuem 3 fases:

e Secagem dos lipidios do solvente organico



o Dispersao dos lipidios em meio aquoso
o Purificagao dos lipossomos

Dependendo do método de preparacao pode se obter LUVs ou SUVs, e entre os varios
métodos, destacam-se: a disperssao por solvente, o método de remocao de detergente e a
dispersao mecénica. [11]

Nos métodos de dispersao por solvente, os fosfolipideos sao inicialmente dissolvidos em
solvente orgénico (metanol ou uma histéria de éter e metanol) e em seguida sao lentamente
adicionados a uma solucao aquosa, levando entdo a uma organizacao dos fosfolipidios em
vesiculas. Nos métodos de remocao de detergente, ocorre a remocao das moléculas de
detergente das micelas.

Quando ocorre a hidratacao dos lipidios a seco, partes do filme lipidico se desprende,
e, por conta do efeito hidrofébico, naturalmente se formam lipossomos MLVs, mas por
meio das diferentes técnicas, é possivel obter-se LUVs ou SUVs.

;
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Figura 1.7: Formacao natural de MLV durante o processo de hidratacao do filme seco.

Fonte: Adaptado de Infarma (1999) [23].

Para os métodos de dispersao mecanico podem envolver processos de sonicagao, pressao
e extrusao. Na sonicagao, utiliza-se de MLVs obtidos pela hidratagao, demonstrada na
Figura 1.7, em um processo de ultra-som, enquanto para o método de pressao e extrusao,
a solugdo de MLVs sao forcadas a atravessar uma membrana de policarbonato, que acaba
retirando as diversas camadas formando LUVs ou SUVs com menores tamanhos.



1.2 Fluidez de membrana

A membrana pode ter propriedades diferentes quanto a sua fluidez, uma propriedade
determinada pelo movimento (rotacional e lateral) relativo dos fosfolipideos. Em células, a
fluidez de membrana é essencial para diversas fungoes celulares. De modo que hé diversos
processos patolégicos associados a alteragdes na fluidez de membrana [24-28]. Como
citado, alteragdes na fluidez estd associada processos patologicos, pois é pela membrana
em que ocorrem os processos de captacao e excrecao de massa, por meio de transportes
passivos e ativos em membranas celulares.

Fluida (Lq)
000 000000000

Gel (Lp)
A X X X X X X X X X

Figura 1.8: Estado gel (Lg) e estado liquido-cristalino (L,) de uma bicamada lipidca.

As membranas fosfolipidicas podem apresentar um estado gel (Lg) com baixa flui-
dez, um estado liquido-cristalino (L,) com uma alta fluidez, e um estado intermedidrio
chamado de liquido-ordenado (L,) [29].

A fluidez de membrana é controlada por diversos fatores fisicos e quimicos. Alguns
destes fatores sdo: a temperatura, a composicao em dcidos graxos (cadeias apolares dos
fosfolipidios), e concentracao de colesterol.

Com um aumento da temperatura, o sistema acaba ganhando energia, aumentando
a entropia, isto é, o nivel de desorganizacao do sistema, e as cadeias de acidos graxos
acabam reduzindo a ordem (empacotamento) dos fosfolipidios e favorecendo o estado
fluido desordenado, aumentando assim a fluidez da membrana. A composicao lipidica, a
fluidez ird depender do grau de insaturagao das cadeias de dcidos graxos (quanto maior a
insaturagdo, maior a fluidez) e do comprimento das cadeias (menor comprimento entre as
cadeias resulta em uma menor interacao entre as cadeias de acidos graxos, ocasionando
um aumento na fluidez).

Por fim, o colesterol quando adiocionado a fase L, ou Lg gera a uma nova fase de-
nominada liquida ordenada que possui caracteristicas intermedidrias entre L, e Lz. Em
resumo, o colesterol é um tamponador de fluidez: Membranas muito fluidas, colesterol
diminuem a fluidez. Em membranas com fluidez reduzida, o colesterol aumenta a fluidez



(efeito condensador). O efeito condensador do colesterol em mebranas biologicas é im-
portante pois, reduz a mobilidade e area de seccao transversa dos fosfolipidios e aumenta
a espessura da bicamada lipidica. Este ultimo efeito torna a membrana mais rigida e
resistente e reduz a permeabilidade da bicamada lipidica.

1.2.1 Acido 2-hidroxi-oléico

O acido 2-hidroxi-oléico (20HOA - 4cido 2-hidroxi-9-cis-octadecendico), também co-
nhecido como Minerval®, ¢ uma derivagao sintética do acido oléico com um grupamento
hidroxila no carbono « [6]. Em comparagao ao dcido oléico, apresenta um metabolismo
mais lento, uma meia-vida mais longa e, portanto um efeito farmacologico mais duradouro.

Figura 1.9: Estrutura molecular do acido 20HOA.

Fonte: Adaptado de Ibarguren (2017) [6].

Devido a sua natureza hidrofébica o principal alvo do 20HOA é a membrana celular,
onde pode ser encontrado na forma livre ou esterificado aos fosfolipideos de membrana [4],
alterando a organizagao e composicao lipidica da membrana e possuindo alto potencial
anti-cancérigeno, sendo ativo contra uma variedade de canceres como o glioma, leucemia
e cancer de mama [2—4,30]. Influenciando indiretamente a translocacao e a atividade de
proteinas de membrana envolvidas e entre as varias agoes do 20HOA tem-se a interrupgao
do ciclo celular, a diferenciacao celular, apoptose e autofagia das celulas cancerigenas.

Alguns dos efeitos descritos do 20HOA, ocorrem devido a sua interagdo com rafts
lipidicos de membrana, importantes plataformas de sinalizacdo celular, ricas em esfin-
gomielina e colesterol, que recrutam proteinas de membrana. As proteinas recrutadas
ocasionam a proliferacao, diferenciagao, apoptose e migracao celular. A esfingomielina
ao interagir com colesterol e glicerofosfolipideos leva a formagdo e manutencao de rafts
lipidicos. Em geral, células cancerigenas possuem niveis baixos de esfingomielina e al-
tos niveis de fosfatidiletanolamina quando comparados as células normais, sugerindo que
a transformacao maligna requer a ativacao de certas oncoproteinas e a modificacao da
estrutura dos rafts lipidicos, com consequente recrutamento de proteinas de membrana
envolvidas na transformagao maligna, invasao e metéstase [5]. Indiretamente, o 20HOA
afeta a organizacao dos rafts lipidico, através do aumento da atividade da esfingomielina
sintase 1 (SMS1) e na restauragao dos niveis de esfingomielina das células cancerigenas,
sem que afete o perfil lipidico da membrana de células normais [4,5].

Especificamente, o glioblastoma multiforme (GBM), é um tipo de cdncer com alta
taxa de mortalidade e alto poder infiltrativo sendo atualmente ainda considerado incura-
vel. Uma de suas caracterisiticas, se da pela rigidez da membrana da célula cancerigena,
criando uma resisténcia a quimioterapia. O 20HOA surge como uma alternativa promis-
sora como coadjuvante com tratamentos quimioterapicos, pois possui efeito redutivo de
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fluidez da membrana.

O 20HOA esta atualmente sendo testado em dois testes clinicos com pacientes diag-
nosticados com GBM: Um estudo em fase I, para determminar a seguranga e a tolerancia
ao 20HOA e um segundo em fase IIB, para demonstrar a eficicia do 20HOA contra

o GBM, avaliar a seguranga, o mecanismo de acao, biomarcadores para o diagndstico e
prognostico do GBM [31].
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CAPITULO 2

Espectroscopia de Impedancia

O objetivo geral deste capitulo é fundamentar os conhecimentos acerca da impedancia
elétrica e da técnica EIE. De forma especifica, discutindo a respeito de conceitos para o
desenvolvimento matematico. Posteriormente, a espectroscopia sera tratada em detalhes,
apresentando um desenvolvimento histérico da técnica de espectroscopia de impedancia,
discutindo o uso dessa técnica experimental no estudo de propriedades ibnicas e molecu-
lares de materiais e suas possiveis correlagdes com circuitos elétricos.

2.1 Breve Histéria da Espectroscopia de Impedéancia

Em 1872, o matematico e engenheiro elétrico Oliver Heaviside, criou a fundacao para
a espectroscopia de impedancia, com a publicacao de diversos artigos na revista The
Electrician [32,33]. Com o seu trabalho de aplicacao das transformadas de Laplace a
circuitos elétricos, Heaviside nao sé criou a fundagao, como também de fato cunhou os
termos indutancia, capacitancia e impedancia. Seus trabalhos foram compilados em forma
de um livro em 1894, onde, neste mesmo ano, o fisico Walther Nernst publicou na Revista
de Eletroquimica alema, o artigo “Método para determinar constantes dielétricas”; sendo
a primeira aplicagao da impedancia em sistemas fisicos, ao utilizar a ponte de Wheatstone
para medir e determinar constantes dielétricas de diferentes fluidos [34]. Esta aplicagao
feito por Nernst, permitiu que outros pesquisadores, utilizassem este modelo para analisar
a resisténcia e as constante dielétricas de células galvanicas e outros fluidos eletroliticos.

Em 1899 e 1901, o fisico alemao Emil Warburg, desenvolveu expressoes para a resposta
de impedancia associada as leis de difusdo e também introduziu os circuitos elétricos como
analogos para sistemas eletroliticos, no qual a resisténcia e a capacitancia surgem como
fungoes da frequéncia [34].

Na década de 20 do século XX, R. E. Remington aplicou a técnica para medidas
citologicas de vegetais, e Hugo Fricke e Sterne Morse desenvolveram diversos experimentos
medindo resisténcia e capacitancia do sangue. Portanto, a partir do século XX, a técnica
EIE comecou a ser utilizada nao sé para sistemas puramente eletroquimicos, mas também
para sistemas biolégicos, de maneira que foi possivel observar a capacitancia em fungao
da frequéncia em membranas celulares [34].

O desenvolvimento da técnica foi cada vez mais a fundo, uma vez que com o desen-
volvimento tecnologico e téorico do século XX, permitiu que diversos novos experimentos
e equipamentos fossem feitos.
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2.2 Numeros Complexos e Equacoes Diferenciais

Os ntimeros complexos e as equagoes diferenciais possui grande aplicagao nas teorias
fisicas da atualidade. Para o estudo de impedancia, é de extrema importancia entender
estes conceitos, uma vez que a analise da impedancia esta ligada a estes.

2.2.1 Numeros Complexos

E de conhecimento comum os niimeros reais, principalmente os nimeros inteiros, uma
vez que estes sdo menos complicados de se compreender e se observar. Tomando como um
exemplo uma soma simples de 242, é possivel contar nos dedos. Entretanto, os niimeros
reais nao nos fornecem solugoes para todas as equagdes, em especiais as de segundo grau,
dando a necessidade de um novo conjunto nimerico.

Dada a seguinte equagao de segundo grau:

2?4+ 1=0. (2.1)

Sabe-se que é possivel subtrair um mesmo nimero, e tirar a raiz quadrado de ambos
os lados da equacao, sem perder a igualdade, assim:

r=4v—1 (2.2)

A equagao (1.2) ndo tem uma solugdo real, uma vez que nao ha nenhum nimero que
elevado ao quadrado, resulta em -1. Assim, é definido a seguinte notacgao:

i=+v—1

em que i é chamado de unidade imaginario. A equacao (1.2) tem o seguinte conjunto
como solucao:

S ={—i,i},
Com isto, é possivel resolver qualquer equagao de segundo grau, em termos de ntimeros
reais e complexos.

Os ntimeros complexos surgem como um conjunto formado em parte real e por uma
parte imagindria, isto é:

z =a+1b, (2.3)
com a e b sendo reais e ¢ imaginario. O termo a é chamado de parte real da solucao,
enquanto ¢b parte imaginaria.

Equacao de Euler e o Plano de Argand-Gauss

A equagao de Euler estababelece uma relagdo fundamental entre as fungoes trigono-
métricas e as fungdes exponenciais complexas:

" = cos(0) + isen(). (2.4)

Esta equagdo é essencial para a analise complexa, pois a equagao (2.4) pode ser obser-
vada geometricamente como uma maneira de unir duas representacoes da mesma unidade
complexa, em um plano complexo.
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Ainda, a equagao de Moivre nos fornece uma nova forma de representar um nimero
complexo, relacionando as coordenadas cartesianas e polares:

2" = r"(cos(nf) + isen(nh). (2.5)

Desta forma, é possivel utilizar o plano de Argand-Gauss (também chamado de plano
complexo), representado pela equagao (2.3).

o]
Figura 2.1: Plano de Argand-Gauss.
Fonte: Retirado de J. C. A. dos Santos (2014) [35].

O plano de Argand-Gauss, utiliza das coordenadas cartesianas para representar um
numero complexo, de tal forma que o eixo das ordenadas representa a parte imaginaria e
o eixo das abscissas a parte real.

2.2.2 Equacoes diferenciais

A matematica possui diversas ferramentas para modelar matematicamente fendmenos
naturais, sendo as equagoes diferenciais um dos mais importantes exemplos. Além da
Fisica, as equacoes diferenciais sao utilizadas em outras areas tais como a Biologia e
a Sociologia. Na Fisica, as equagoes diferenciais se apresentam como uma ferramenta
indispenséavel para o tratamento tedrico e experimental dos fen6menos [36]. Assim, se faz
necessario um breve entendimento a respeito destas.

As equagobes diferenciais, sdo equagoes na qual a incégnita é uma funcao que aparece
sob a forma de derivada. Isto é:

dy

Um dos exemplos mais notavéis, é a segunda lei de Newton F' = ma, que pode ser
representada em sua forma diferencial como:

d*x ,
mﬁ = f(t,x,x),

com & representando a derivada primeira da posicao x em relacao ao tempo t.
As equacoes diferenciais podem ser classificadas como sendo equagdes ordinarias ou
parciais, linear ou nao-linear, homogénea e nao-homogéneas.
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2.3 Circuitos

2.3.1 Elementos passivos de um circuito

Elementos passsivos de um circuito sao elementos que nao geram corrente ou um
potencial elétrico, interagindo somente de maneira passiva com a corrente [37]. Assim,
trés elementos passivos que serao mostrados aqui sdo: resistor, capacitor e indutor.

Figura 2.2: Simbolos dos elementos passivos utilizados no diagrama de circuitos.

Os resistores sao elementos que dificultam a passagem da corrente elétrica pelo circuito.
Também podem ser utilizados para transformacao da energia elétrica em energia térmica
por meio do efeito Joule. Usando da lei de Ohm, é possivel fazer uma relagdo entre a
corrente (), a voltagem (V') e a resisténcia elétrica (R) de um resistor que é medido em
Ohm (£2). Segue-se que:

V =RI. (2.6)

Os capacitores, geralmente feitos de materiais diéletricos, podem ser formados por duas
placas separadas, apesar da existirem capacitores cilindricos. Tem como fun¢do armazenar
cargas elétricas, e a eficiéncia de armazenamento de cargas é chamado de capacitancia,
medido em Farad (F), temos que a relacao das cargas com a capacitancia é:

C= v (2.7)
Por fim, os indutores armazenam a energia na forma de campo magnético formada por
uma corrente alternada e é bastante utilizado para impedir varia¢oes de corrente elétrica.
A induténcia de um indutor é medido em Henry (H).
Estes elementos passivos sao muito utilizados em diferentes tipos de circuitos elétricos,
e sdo essenciais para o estudo de impedancia elétrica.

2.3.2 Circuitos Elétricos de Corrente Alternada

A corrente alternada possui seu sentido variando em relacao ao tempo, e sua voltagem
pode ser facilmente amplificada ou reduzida por meio de transformadores. [37] Em geral,
as grandezas oscilam com uma mesma frequéncia, isso faz com que seja vantajoso aplicar
notagoes complexas, em que a dependéncia temporal pode ser expressada por meio de
et em que em que w é a frequéncia angular definida por w = 27 f, sendo f a frequéncia
expressa em Hz. Assim, para obter qualquer grandeza complexa em relacao ao tempo,

basta somente multiplicar por iw. Iremos utilizar as seguintes notagoes complexas [37]:

V(t) = Re[V (1)), (2.8)
V(t) = Ve, (2.9)



V =V,,e", (2.10)
com V sendo a amplitude complexa de Ve ¢ a fase de V. Assim, aplicando as equacoes
(2.9) e (2.10) em (2.8), pode-se escrever que:

V(t) = Re[V] = Re[Ve™] = Re[V,,e"“" )],
V(t) = Vp, cos(wt + ¢). (2.11)
Com V,, = |V| sendo o valor méximo de V(t). Pode-se replicar isto para a corrente
I(t) e para a forga eletromotriz (FEM) £(t) . Isto é:
I(t) = Re[I(t)] = Re[Ie!], (2.12)
(t) = Re[é(t)] = Re[ée™]. (2.13)

E necessério ainda compreender a reatancia, para compreendermos a impedancia. A
reatancia é a oposicao de indutores e capacitores a variacao da corrente e tensao elétrica
em circuitos alternados. Os dois tipos de reaténcias: a reaténcia indutiva e a reatancia
capacitiva, que, somando-se ao fator de resisténcia elétrica, resulta na impedancia: a
capacidade de um circuito, ou uma amostra, se opor a passagem de uma corrente elétrica.
Assim, o calculo da impedéancia elétrica esta diretamente ligado ao calculo das reatancias.

2.3.3 Reatancia para um circuito puramente indutivo

Pode-se considerar o circuito na Figura 2.3, como um tipo de circuito puramente
indutivo.

£ v

\J

Figura 2.3: Circuito puramente indutivo.

Comecando pela aplicacdo de uma das leis de Kirchoff no circuito, isto é, a soma de
todas as quedas de tensao na malha ¢é igual a zero, obtém-se que:

—e4+L— =0
€+ i ,
dl
L— = 2.14

E possivel aplicar a notacdo complexa de (1.10) na equacio (1.12):

L— =é=L—[Ie""] = [2e™'] = iwLIe™". (2.15)



Considerando para um caso estacionario, é possivel obter uma solucao estacionaria do
tipo:

E=iwLl = wLe'>1. (2.16)

Tomando somente a parte real de € = ¢,,, entdo:

e = Re[g,,e™'] = &, cos(wt). (2.17)
Entéo, a corrente ficara:
I(t) = Re[le™"] = Re {Z@i(““g ] : (2.18)

iwt]7

Como L% também ¢é a queda de tensao V através do indutor, com V = Re[‘_/e

tem-se assim entao que: o -
V(t) = Re[Ve™!] = wLe'2 1. (2.19)

~|<

Por meio da lei de Ohm: V = RI ou V = RI, podemos fazer a razao

= wLe's, (2.20)

’\u‘ <\

isso demonstra que a corrente em um indutor estd com a fase atrasada por um fator de

5 em relacao a voltagem. Em um plano complexo, é possivel observar que os fasores V'

e I giram no sentido anti-horario, com uma frequéncia angular w, mantendo-se sempre
perpendiculares entre si por conta do fator 7, diz-se que estao em quadratura.

Im
v \iu"m 1
> Re
(0] L,

Figura 2.4: Representacao complexa de Vel para um indutor.

Fonte: Adaptado de H. N. Moysés (1997) [37].

Como visto pela lei de Ohm, a razao entre a tensao e a corrente se obtem a resisténcia.
Desta forma, determinamos a oposicao da passagem da corrente. Se fizermos a razao pelos
valores maximos, resulta no que se é chamado de reatancia indutiva (X) de um indutor:

V

= wL = X, (2.21)

I
se w for a zero, a reatancia também vai a zero, portanto tem-se uma corrente continua
em que o indutor estaria se comportando como um curto-circuito. Se for ao infinito, as
reacoes rapidas seriam bloqueadas.
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2.3.4 Reatancia para um circuito puramente capacitivo

Analogamente ao circuito puramente indutivo, um circuito puramente capacitivo pode
ser descrito como um circuito com um fonte alternada e um capacitor, como mostrado na
Figura 2.5.

Figura 2.5: Circuito puramente capacitivo.

E possivel novamente aplicar a lei das malhas de Kirchoff neste modelo de circuito,
assim como as notagoes complexas vistas anteriormente. Entao:

Q

—5+5:O—>Q:C’V, (2.22)
dQ dV

=2 02— 2.2
dt ¢ dt’ (2.23)
[ =TIe™ = iwCVe, (2.24)

isso resulta em:
[ =iwCV, (2.25)
1 o

— ——[ = —¢ '2]. 2.2

V= wC wC’e i (2.26)

Novamente, por meio de um plano complexo na Figura 2.6, é observavel que a corrente
estd fora de fase, com a corrente em um capamtor adiantado por um fator de  em relagao

a voltagem. Ainda, o fasor V estd atrasado por 4§ em relagao ao fasor I, portanto também
estdao em quadratura e girando com frequéncia angular w.

Fazendo a razao entre a voltagem méaxima e a corrente maxima, é possivel obter a
reatancia capacitiva (X¢) de um capacitor:

V, 1
= oc =X (2.27)

se w for a zero, X vai a infinito, assim, o capacitor vai se comportar como um circuito
aberto, com as placas estando isoladas uma da outra. Por outro lado, quando w for a
infinito, X vai a zero significando que as variagoes rapidas sao transmitidas.
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Figura 2.6: Representacao complexa de Vel para um capacitor.

Fonte: Adaptado de H. N. Moysés (1997) [37].

2.4 Impedancia em circuitos RC e RL

E possivel agora definir a impedéncia elétrica em circuitos simples, do tipo RC (Resis-
tor e capacitor ligados em série) e RL (resistor e indutor ligados em série). E necessério
abordarmos, inicialmente, esse tipo de circuito simples, para facilitar a andlise posterior
de circuitos complexos. Nos circuitos RC e RL, surgem agora um termo resistivo R. Mas
o desenvolvimento matematico ainda ¢ andlogo a secao anterior. Basta utilizar da lei das
malhas de Kirchoff e das notagdes complexas.

£V v €£€@® Y
T

Figura 2.7: Circuito RC e circuito RL respectivamente.

E possivel definir ainda, que todos os elementos resistivos surgem dentro de um mesmo
termo Z ou Z, que é a impedancia elétrica. Dentro deste termo, é possivel destrinchar a
resisténcia elétrica e as reatancias capacitiva e indutiva, e entao, fazer uma generalizagao
complexa da lei de Ohm:

A,

= 71,
=7I.

<

<

Para o circuito RL, obtém-se que Z e Z serao respectivamente:

7 = |Z|ewr = Zer, (2.28)
Z =12 =R + X2, = \/R? + (wL)2. (2.29)

Em Z sua parte real ¢ a resisténcia R e a parte imagindria é a reatancia indutiva
X L = wl.
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Em um plano complexo temos:

N

Z
‘\‘PLI

Figura 2.8: Impedancia complexa do circuito RL.

. * Re
0 R

Fonte: Adaptado de H. N. Moysés (1997) [37].

com Z sendo a impedancia do par RL.
A amplitude maxima da corrente I,, fica atrasada em relagdo a da voltagem por um

fator de: I
o (22,
R

note que se R — 0, o atraso da corrente se da por um fator 7 como visto anteriormente

na equacgao (1.18).
1
Z:\/R2+XQC=\/R2+W202. (2.30)

Para um circuito RC:
Como é possivel observar, a fase da corrente estd adiantada em relagao a voltagem por
um fator

Yo = tan*l(ﬁ)7

em que, se R — 0, entao a diferenca de fase da corrente, também se dard por um fator
de 7, e como anteriormente, se resumindo a um circuito puramente capacitivo.
Decorrente da lei de Kirchoff, tem-se que as impedéncias se somarao em série ou em
paralelo.
Os circuitos elétricos podem ser utilizados como equivalentes matematicos de uma
resposta eletroquimica medido por meio de uma espectroscopia de impedancia como seréd
mostrado posteriormente [34].
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2.5 Espectroscopia de Impedancia

A técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE), é uma técnica de
caracterizagao elétrica, que permite estudar o comportamento geral de um sistema quando
um grande nimero de processos intercorrelacionados ocorrem em taxas diferentes, e que
tem como objetivo fornecer uma visao ampla, se nao completa, de um sistema eletrodo-
solugdo [38].

Em geral, a técnica consiste em utilizar de uma corrente alternada (AC) em elétrodos
para que se gere um campo elétrico na amostra, mas correntes continua (DC) também
podem ser utilizadas [39]. Um tipico elétrodo, que serve como porta amostra para liquidos
é o da Figura 2.9, onde geralmente se tem um anel de guarda para evitar efeito de borda
do campo elétrico.

(111

Figura 2.9: Porta amostra padrao com os dois eletrodos gerando o campo elétrico.

E possivel fazer medidas de impedancia em funcio da frequéncia, do tempo e da
corrente, permitindo obter um espectro geral das propriedades elétricas do material de
estudo.

Possuindo alta sensibilidade, a técnica é muito utilizada para o estudo de reagoes
eletroquimicas e biologicas. Estudos prévios nos quais a técnica ja foi empregada em
células endoteliais bovina para avaliar a citotoxicidade da dgua, mostrou-se uma técnica
poderosa para a avaliagao de diversas propriedades celulares e toxicidade de diversas fontes
de dgua de maneira rapida e efetiva [40].

A técnica permite ainda uma analise grafica com separacao especifica da parte real e
a da parte imaginaria da impedéancia separadas. Outro tipo de grafico muito utilizado é
o diagrama de Nyquist, onde é feito o grafico da parte real e a parte imaginaria juntas.
Um exemplo de diagrama de Nyquist é o mostrado na Figura 2.10.

Z" (Parte Imaginaria) Q
1

T T T
Z' (Parte Real) Q

Figura 2.10: Exemplo de diagrama de Nyquist.

H4 algumas criticas e desvantagens em relacao a técnica. Por ser uma técnica de alta
sensibilidade, o ambiente ao redor pode acabar influenciando nas medidas, portanto é
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necessario manter o ambiente controlado. Ainda, em relacdo a analise, é necessario de
simulagoes tedricas na andlise de dados para complementar o modelo experimental [41].
Sabendo das propriedades caracterizadas por meio da espectroscopia, é possivel simular
modelos de circuitos com o auxilio de softwares, variando os valores dos elementos passivos.

De ampla aplicagao, a técnica vem sendo cada vez mais utilizada nas pesquisas. De
1960 até 2006, o nimero de artigos publicados utilizando a técnica dobrou a cada 5 anos,
como ¢ possivel observar na Figura 2.11.

100

Number of Journal Articles

1960 1970 1980 1990 2000 2010
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Figura 2.11: Numero de artigos publicados sobre espectroscopia de impedancia.

Fonte: Retirado de Orazem E., Mark (2008) [34].

2.5.1 Elétrodos e circuitos equivalente

Apesar de nao haver uma interagdo quimica que afete a amostra ao realizar a EIE, é
importante ressaltar que ainda ha fatores que podem influenciar diretamente nos dados
obtidos pela técnica.

O elétrodo, aonde a amostra sera depositada, precisa possuir caracteristicas elétricas
compativeis com a técnica, devido a isso, o material do qual o qual o elétrodo é feito, pode
ocasionar flutuagoes nos dados. Uma mesma amostra, ao ser utilizada em dois elétrodos
diferentes pode oferecer diferentes dados nas mesmas condigoes.

Nos graficos apresentados na Figura 2.12 é observavel essa diferenca em dois elétrodos
de composicao diferentes: um de latao, e outro de ago inox.
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Figura 2.12: Comparagao da dgua Milli-Q em dois elétrodos de materiais diferentes.

22



Outra caracteristica importante do EIE, sdo os circuitos equivalentes, por meio de
softwares, é possivel criar e simular o espectro de impedancia de um circuito que simula
o comportamento da amostra. Os circuitos equivalentes podem fornecer perspectivas
importantes sobre a amostra além de valores simulados para os elementos dos circuito e
também para as reagées que ocorrem no mesmo.

Tomando como exemplo as membranas neuronais, sao diversas as reagoes quimicas
que ocorrem na membrana, seja para o fluxo de massa entre os meios, para a geragao
de potenciais elétricos ou as reagdes que ocorrem entre a interface membrana e o meio
extracelular.

Estas membranas ja possuem circuitos equivalentes reportados na literatura. Onde os
elementos de circuitos sdo capazes de simular esses diversos processos e é possivel fazer
uma analogia dos processos e os componentes da membrana, com os de um circuito.
Fazendo uma simulagao da forca eletromotriz gerada por um canal de ion, potassio, cloro
ou sédio, além da préopria membrana ser representada como resistores [42].
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Figura 2.13: Circuito equivalente de uma membrana neuronal.

Fonte: Retirado de E. Kandel (2014) [42].
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CAPITULO 3

Técnicas, Procedimentos
Experimentais e Amostras
Investigadas

3.1 Preparacao de tampao e solugoes estoque

Solugao tampao

As solugbes tampoes foram preparadas com diferentes sais como indicadas pela Tabela
3.1:

Tabela 3.1: Componentes utilizados, com os pesos e as concentragoes molares, para a
producao de uma solucao tampao fosfato.

Componente Peso Concentragao
Fosfato de s6dio monobéasico monohidratado 0,0204 g 2,956 mM
Fosfato de s6dio dibésico heptahidratado  0,0944 ¢ 7,044 mM

Aferiu-se a massa dos sais, para se obter o tampao fosfato com uma concentracio final
de 10M em pH aproximado de 7,4, em 50mL de agua deionizada. Mediu-se entao o pH
da solucao e foram feito os ajustes necessarios com HCl e NaOH para se obter pH 7, 4.

As solugoes tampoes foram utilizadas para hidratacao dos filmes lipidicos e para di-
luicao do mesmo.

Preparacao de LUVs

LUVs (large unilamellar vesicles) com didmetro de aproximadamente 100 nm foram
formadas por extrusdo (Brunaldi et al, 2007). Pesou-se cerca de 10,3mg de POPC (de
peso molecular de 760 g-mol) que foi entdo solubilizado em cloroférmio, seguido de rota
evaporacao do solvente, formando-se um filme lipidico uniforme por meio da deposi¢ao do
POPC, que foi entao colocado numa camara de vacuo para secagem por 2h. Esta etapa
descrita, ¢ a da secagem dos lipidios do solvente organico mencionados na secao 1.1.2.

Para a dispersao dos lipidios em meio aquoso, utilizou-se de bmL de solugdo tampao
com pH 7,4, preenchendo também com gés nitrogénio para evitar o processo de oxidacao.
Manteve-se a hidratagao por cerca de 24h, em temperatura ambiente, onde naturalmente
ocorre a formacao dos MLVs, como mostrado na Figura 1.7.

Foi montado o mini extrusor (Avanti Polar Lipids) de acordo com a Figura 3.1 e
conectado duas seringas de vidro da Avanti, na qual a suspensao de fosfolipidio foi entao
submetido ao processo de extrusao, efetuando 12 ciclos na membrana de policarbonato
de 100pm, resultando em HmL de solugao de LUVs com uma concentracao de 2,71 mM.
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O mini extrusor, o baldao, e o cachimbo de vidro foram lavados trés vezes utilizando
dgua deionizada e &lcool 99% e secados em estufa, antes e depois do processo para evitar
contaminagao externa, e sempre com o auxilio de luvas.

Suportes de Anel de
Filtro Teflon

TIVT
g

J(

Suporte de

Suporte de

Invélucro

Membrana Porca de

Externo do Membrana de Membrana

Interna

Int Retengdo
Extrusor Policarbonato nterna

Figura 3.1: Montagem esquematica do mini extrusor da Avanti Polar Lipids.

Fonte: Adaptado do Manual da Avanti Polar Lipids.

Preparacao do estoque do acido 20HOA

A solugao estoque do acido 20HOA foi preparada por meio da adicao de NaOH 2M e
0,3M e 20HOA em agua Milli-Q, de acordo com a tabela 3.2, completando com 0, 5mL
de agua Milli-Q, obtendo uma solugao estoque de acido a 56mM.

] Componente quimico \ Peso/Volume ‘

20HOA 0,0402 g
NaOH (0,3M) 1,74 mL
NaOH (2M) 0,1 mL

Tabela 3.2: Reagentes utilizados para a formulagao de uma solugao estoque de acido
20HOA a 56mM.

A solugao estoque do acido se manteve com uma coloracao branca, sendo necessario o
processo de banho em ultrassom e/ou aquecimento para uma solubilizagdo completa (Se
tornando uma solugdo com um aspecto claro e translicido), sendo necessario repetir o
processo de aquecimento e banho em ultrassom em toda etapa de utilizagdo do acido em
lipossomas.

3.2 Medidas de Espectroscopia de Impedancia

A medicao de impedancia, ocorre por meio de uma ponte de impedancia Solartron
ST 1260 Impedance/Gain-phase analyzer da Figura 3.2 que foi entdo conectado a dois
elétrodos por meio de um setup com um parafuso milimétrico, como esquematizado na
Figura 3.3

Para padronizar as medidas de impedéancia, foi utilizado dois conjuntos de elétrodos,
um de latdo e um de aco-inoxidavel para avaliar as interacoes entre os eletrodos e uma
amostra de dgua Milli-Q. Foi utilizado agua Milli-Q do Laboratério de Apoio Ao Grupo

25



de Estudos Fototérmicos do departamento de Fisica. A agua foi depositada no centro
do eletrodo utilizando uma seringa de 1mL. A distancia entre os eletrodos de latao foi
ajustado para 0,500 mm com um parafuso micrométrico para evitar a formacao de bolsoes
de ar entre a amostra e o eletrodo.
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Figura 3.2: Solartron SI 1260 Impedance/Gain-phase analyze da empresa Ametek
Scientific Instruments.

Fonte: Ametek Scientific Instruments.

Com o software Zplot, foi possivel colocar as condigoes de varredura da frequéncia de
1 Hz até 1 MHz, com uma amplitude de tensdo alternada de 50 mV. Inicialmente foram
efetuadas 5 medidas de impedancia, com um tempo de repouso de 5 minutos entre cada
medida.

Posteriormente, 10 medidas com 10 minutos de descanso entre cada varredura de
frequéncia com a amplitude AC de 50 mV no elétrodo de latdo. O mesmo procedimento
foi efetuado utilizando um porta-amostras com eletrodos de aco inoxidéavel.

i

Figura 3.3: Montagem experimental para a medicao da impedancia.

.

Os dados foram coletados utilizando o software Zview, e as médias das medidas e todos
os dados coletados foram analisados por meio de um software grafico gratuito QtiPlot.

As amostras liquidas de tampao e LUV foram utilizadas a temperatura ambiente, a
aproxidamente 23°C, medido com termometro. Cerca de 1mL da amostra foi deposi-
tado no porta amostra seguindo os procedimento descritos anteriormente, de maneira que
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preenchesse o centro todo do elétrodo. Utilizando os mesmos parametros: 0,5 mm de
distancia entre os elétrodos, 50mV de amplitude AC, 10 medidas consecutivas com 10

minutos de descanso entre cada medida, com uma varredura de frequéncia de 1 Hz a 1
MHz.

Medidas com a solugao tampao, LUVs e 20HOA

Quatro amostras foram formuladas para as medidas: A solucao tampao fosfato, as
LUV, o tampao com a adicao do acido 20HOA e as LUV com o 20HOA.

Apébs 1 hora da formulacao da solucdo tampao descrito na secao 3.1, as medidas de
impedancia foram efetuadas. Assim como, apds 1 hora a extrusao das LUV, o mesmo
processo de medigao foi efetuado.

Foi adicionado 1ul de solugao estoque de dcido 20HOA (56 mM) em 1mL de solucao
de LUV (2,71 mM) e em 1mL de tampao fosfato (10M), deixando incubar por 1 hora
antes de ser submetido as medidas de impedancia.
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CAPITULO 4

Resultados e Discussoes

Dez medidas de espectroscopia de impedéancia efetuadas na solucao tampao fosfato
com o intuito de fazer a caracterizagao elétrica da solucao antes de adicionar a LUV e o
20HOA, estao representadas na Figura 4.1, assim como o ajuste e a média das medidas.
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Figura 4.1: Espectro de impedancia elétrica da amostra de solugao tampao fosfato. A
curva preta corresponde ao ajuste obtido com um circuito elétrico (Figura 4.2) e os
pontos azuis ao valor médio das 10 medidas. O erro percentual médio foi de 5%.

Sao muito os fatores que podem contribuir para a qualidade do sinal elétrico. A
dispersao das medidas na regiao de baixa frequéncia da amostra de tampao pode ser devido
a instabilidade i6nica da solugao fosfato. O ajuste, feito com um circuito equivalente
exibido na Figura 4.2 serve para auxiliar na visualizacdo das propriedades elétricas da
amostra. A medida que ocorre um aumento da frequéncia, o tampao se torna mais
condutivo e apresenta um vale caracteristico nas proximidades de 100kHz.

Rs CPE1
\
—— AN 7
C2 R1
[ 1

Figura 4.2: Circuito equivalente da solucao tampao. Em que Rg, R1 e R2 sao resistores,
C2 e C1 sao capacitores e CPE1 é um elemento de fase constante, atuando como um
capacitor imperfeito.

A primeira malha do circuito, RC em paralelo, pode ser descrito como equivalente
da agua utilizada na solugdo. Na segunda malha, com R-RC em parelelo com um CPE,
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Tabela 4.1: Elementos utilizados e seus respectivos valores para o ajuste da solucao
tampao.

Elemento Rg CPE1-T CPE1-P Ry Ro C Cy
Valor 2,75-10% 8,93-107 7,79-10"' 1-10"%® 3,26-10® 2,27-107" —1,16-10"!

descreve os fosfatos utilizados na solucdo. Ainda, a tabela 4.1 apresenta os valores encon-
trados para o ajuste.

O espectro da solucao tampao apresentado na Figura 4.1, nos é importante pois as
LUVs foram preparadas com essa solugao, de forma que temos uma proporc¢ao de 1:96,5
de POPC para fosfato.

O mesmo procedimento, efetuado para a solucdo com LUV, e para a solucdo com o
20HOA, resultou nos graficos da Figura 4.3
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Figura 4.3: Espectro de impedancia elétrica da amostra de solucao tampao com LUV e
do tampao com o dcido 20HOA. Em a) e b) tem-se a parte real e a parte imagindria da
da solugdao tampao com a LUV com concentragao de 2,71mM e em ¢) e d) do tampao
com a adi¢do do acido 20HOA com concentragao de 56mM.

As dez medidas da solucao de LUVs, possuem um descasamento inicial, que nas me-
didas subsequentes manteve-se estavel, gerando assim um erro percentual grande quando
comparado ao tampao s6 e do tampao com acido. Ainda que a solucao de LUV pos-
sua muito menos POPC, que fosfato na solucdo, é perceptivel que as LUVs fornecem
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resultados bem diferentes que a solucdo tampao sozinha. A solugao se tornou menos
condutiva, de maneira que, em 1Hz, a resistividade foi de aproximadamente 50 k€ para
297 k€2, mas também houve aumento nas reatancias, fornecendo um aumento geral da
impedancia elétrica. Como as LUVs sdo membranas feitas de fosfolipidios puros (sem
canais idnicos), é natural que ocorra um aumento da impedéncia elétrica, pois as LUVs
neste caso agem como isolante. Além disto, o circuito elétrico equivalente apresentado
anteriormente (Figura 4.2) j4 nao consegue fornecer um ajuste tao bom da solu¢ao tampao
com os lipossomas.

Da mesma maneira, o acido 20HOA também resultou numa diminui¢ao da conduti-
vidade da solucao tampao, entretanto, a estabilidade apresentada por essa amostra foi
muito maior para todA a faixa de frequéncia, em contraste com os dados vistos ante-
riormente. O comportamento apresentado, de um aumento geral da impedancia, pode
ocorrer com a organizagao do acido 20HOA em bicamadas associado ao pH [43].

Entretanto, as LUVs incubadas com o acido 20HOA apresentam um comportamento
diferente.
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Figura 4.4: Espectro de impedancia elétrica da amostra da LUV com acido 20HOA
incubado por 1h, em comparacao com as medidas anteriores. Com um erro percentual
associado a esta medida foi de 11%.

Como visto anteriormente, a LUV e o acido em solugdao tampao fosfato, diminuiram
a condutividade da solug¢ao tampao, apresentando comportamento mais resistivos. Ja as
LUVs incubadas com o acido 20HOA, apresentou um aumento na condutividade.

Esta reducao da impedancia pode estar associado ao aumento da condutiviade da
membrana, por meio da forma ionizada do acido 20HOA, que possui a capacidade de
transpostar fons H+ por conta do grupamento carboxila, e quando na membrana, o acido
possui pKa de aproximadamente 7,6 e, portanto no pH de 7,4, tem-se aproximadamente
50% do 20HOA ionizada, e a aplicacao de uma corrente elétrica nesta forma ionizada,
favorece o movimento do mesmo [44].

De maneira geral, é provavel que o comportamento mais condutivo das LUVs incor-
porada com o acido seja por efeito do 20HOA na membrana, assim, é possivel avaliar
caracteristicas da interacdo do acido com a membrana por meio da técnica EIE. Ainda,
nao foi possivel encontrar um circuito equivalente para as LUVs, com e sem a adi¢ao do
acido e para o tampao com o acido. Entretanto, o comportamento geral apresentado por
todas as medidas foram parecidos, com patamares na parte real entre 1kHz a 100kHz
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e vales na parte imaginaria, com deslocamento pra esquerda do vale apresentando pela
solugao tampao.
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CAPITULO b

Conclusoes

Neste trabalho foi feito uma revisao dos preceitos e principios fundamentais mais ba-
sicos relacionado a técnica de espectroscopia de impedancia. Foi visto que a impedancia
elétrica depende nao so da resisténcia, mas também das reatancias associadas aos elemen-
tos passivos de um circuito. Posteriormente, uma apresentacao curta sobre bioquimica
e biofisica de membranas foi apresentado, demonstrando algumas das caracteristicas ine-
rentes das membranas fosfolipidicas, que sao essenciais para a formulagdo dos lipossomas,
demonstrando também a sua grande importancia como modelo biomimético de membrana
e de carregador de farmaco. Nossas investigagoes evidenciam que a membrana fosfolipidica
interage com o acido 20HOA, sendo a técnica de espectroscopia de impedancia versatil e
possuindo boa sensibilidade para a aplicacao.

Espectros de impedancia obtidas das amostras (solugao tampao, LUV, tampao fosfato
com a adicdo de 20HOA e LUV com a adigao de 20HOA) possibilitou ver o compor-
tamento das propriedades elétroquimicas com uma variagado de frequéncia. As solugoes
com acido apresentaram comportamentos diversos. Primeiramente, o tampao com o acido
20HOA, mostrou que a impedancia elétrica aumentou quando comparado com a solugao
tampao, o que pode ser um indicativo de formacao de bicamadas em pH neutro, por sua
vez, os lipossomas com o acido apresentou um comportamento divergente do lipossoma
e do 4cido sozinho, com uma grande diminui¢do da impedancia, isto é, um aumento na
condutividade elétrica, o que pode indicar o acido 20HOA ionizado na membrana lipidica,
favorecendo um fluxo de ions H+, assim, com a técnica de espectroscopia de impedancia
é possivel observar um interagao eletroquimica da membrana com a droga.

Tem-se como perspectiva futura, obter novas medidas, aliado a outras técnicas para
uma caracterizacdo mais completa deste efeito eletroquimico do acido na membrana li-
pidica, com a utilizagdo de lipossomas e com células de GBM, da linha celular T98G. O
acido 20HOA ja esta em estudo clinico na fase 2, sendo testado em humanos, entender a
interacao entre a membrana e a droga, fornecendo uma melhor visao do tratamento e da
relacdo da droga com a fisiologia humana.
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APENDICE A

Operacoes com nimeros complexos

Os ntmeros complexos possuem parte real e parte imaginaria, entdo, uma definicao
geral destes conjunto é dado por:

z = a+ bi, (A.1)

onde a e b sao nimeros reais, e a é chamado de parte real do nimero complexo. E bi é a
parte imaginaria.

O complexo conjugado representa uma reflexao no eixo das ordenadas (imagindria) de
um plano complexo, e é definido por:

zZ=a—bi. (A.2)

Assim, usando o nimero complexo definido acima, temos algumas propriedades rela-
cionados aos nimeros complexos e o complexo conjugado:

Propriedade 1 - Um ntmero complexo multiplicado por seu complexo conjugado,
resulta no quadrado das partes reais:

2z =a®+ b’ (A.3)
Propriedade 2 - Se um niimero complexo € igual ao seu complexo conjugado, z = Tz],
entao z é um numero real:

z =4,
a+bi =a— bi,
b= —b.

Propriedade 3 - O conjugado da soma de dois niimeros complexos ¢ igual a soma
dos conjugados desses nimeros. Seja w um numero complexo, tal que: w = ¢+ di
2+w=7z+w,
(a4 bi) + (¢ + di) = a — bi + ¢ — di,
(a+¢) 4 (bi+ di) = a + ¢ — bi — ci,
a+c—bi—di=a+c—bi—ci.

Propriedade 4 - O conjugado do produto entre dois niimeros complexos ¢ igual ao
produto de seus conjugados.

Zow =2z W,

(a+bi)(c—di) = (a — bi)(c — di),
ac + adi + bic — bd = ac — adi — bic — bd,
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(ac — bd) + (—adi — bic) = (ac — bd) + (—adi — bic).

Propriedade 5 - O produto de um ntimero complexo por seu complexo conjugado, é
igual ao médulo do quadrado do ntimero complexo.

z-zZ =z~

propriedade 6 - O modulo de um nimero complexo é igual ao médulo de seu conju-
gado:

2| = |2].

Propriedade 7 - O médulo do produto de z e w é igual ao produto do médulo de z
e w

2wl = 2] - Jwl.

Com essas propriedades, podemos efetuar as mais variadas operagoes bésicas (soma,
subtragao, multiplicacdo e divisdo) dos nimeros complexos.

Outra propriedade importante, é a do nimero imaginario 7 e suas poténcias. Ao
contrario de um ntimero real (por excessao de —1, como veremos), um nimero imaginario
elevado a n-ésima poténcia, se comporta de forma ciclica. Tomando como exemplo n = 3.
Tem-se:

n=0—1:=1,
n=1-—i =i,
n=2-1i=+v-12=—1,
2

n=3->d=i i=—-1-i=—i.

A partir de n = 4, os resultados voltam a se repetir de maneira ciclica:
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APENDICE B
Calculo da Impedancia para um
circuito RC e RL

Seja o circuito RC da figura 2.7, pela lei de Kirchoff, temos que:

Q_ o _pi @
V=RI+—=—V=RI+=. B.1
C C (B.1)
Fazendo uma derivacao em relagdo ao tempo t:
V. dR. dQ
o
a ot Tae
. dl  1dQ
wV =R— 4+ =—
" at " Cdt
Como a variacao de cargas em relagdo ao tempo é a corrente, entao:
Wl = Riiw+ L —iw(r+ i
wV = Rliw+ = =1w —1,
C wC
A A~ j ]. 2
V=RI+—-=(R+—)I.
+ C (F+ wC )
Como a impedancia é dado pela razao entre a tensao e a corrente: % = Z, entao:
v 1
= = R =)
I (R + iwC )
- 1
Z=(R+——). B.2
(R+ ) (B2)
O termo (iwC)~! pode ser interpretado como a reatancia capacitiva:
Xo = L (B.3)
¢ W '
Analogamente, para um circuito RL em série, a lei de Kirchoff resulta em:
dl
V=RI+L—. B.4
Aplicando as notagdes complexas 2.11 e 2.12 na equacao B.4, obtém-se:
V =Ve“ = (R+iwL)Ie™ = (R+ iwL)I. (B.5)
Como visto anteriormente em 2.29, basta fazer a razao entre a tensao e a corrente para
encontrarmos a impedancia do circuito RL. Pela equacao acima, pode-se isolar a razao %:
| . :
T:Z:R%—zwL:R—i—zXL. (B.6)
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APENDICE C
Solucoes de Equacoes Diferenciais
Ordinarias

As equagoes diferenciais ordindrias (EDO), é uma equagdo que envolve uma incognita
e as derivadas desta incognita, por exemplo:
dy

W 1
5 Ty=0 (C.1)

A equagao (C.1) possui outras caracteristicas inerentes. E uma equacdo de ordem 1 e
linear. A ordem da equacgao se da pela ordem da derivada mais alta da equacao, enquanto
a linearidade é por conta de nao existir produto envolvendo y [16].

Além disto, uma equacao diferencial podem ser homogéneas ou nao-homogéneas, onde,
para ser homogénea, precisa satisfazer o seguinte:

y(xt) = zy(t). (C.2)
Com x # 0

C.1 Separacao de variaveis

Uma das maneiras de encontrar a solugao para as EDOs, é por meio do método de
separagao de variaveis. Este método consiste em encontrar uma solucao geral por meio
de uma separacao das variaveis presentes na equagao.

Seja y uma funcao de t e & uma constante real, de tal forma que:

dy(t
W L ) =0, (C.3)
dt
¢é possivel reescrever a equagao acima isolando «
Lo g,
y(t)
d
e (C.4)
y(t)
Integrando de ambos os lados:
In(y(t)) = —at + C, (C.5)
onde C' é uma constante de integracao.

Reorganizando:
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y(t) = e = Cre ™, (C.6)

é a solucdo geral, no qual e = (] é constante. E possivel ainda analisar este resultado
empregando diferentes limites para ¢, de zero a infinito e observar o comportamento por
meio de um grafico.

Este método para encontrar a solugoes de uma EDO, é simples, e pode ser empregado
tanto para equacgoes homogéneas e nao-homogéneas.

Entretanto, para equacoes de ordem superiores, é necessario outro métodos.

C.2 EDOs de Segunda ordem

Para as EDOs de segunda ordem, é possivel encontrar a solucao partindo de um
suposto modelo de solu¢ao que nao conhecemos.
Seja a EDO de segunda ordem:

d*y(t)  dy(t)

o ta— by(t) = 0. (C.7)

E possivel supor que sua solugao geral é da forma: y(t) = Ce”tt, pois é parecido com as
solugoes de primeira ordem que vimos anteriormente. Utilizando esta solugao, é possivel
efetuar duas derivagoes:

dy(t) — CAeAt
dt ’

dzy(t) 2 A

I = C A%,

Com isso, ¢é possivel aplicar essas derivadas na equacao diferencial.

(CA%e) 4 a(C Ae™) + b(Ce™) = 0. (C.8)

Reorganizando:
A2+ aA+b=0. (C.9)

Como se trata de uma equagdo de segundo grau, é possivel solucionar facilmente e
obteremos dois resultados, ou, simplesmente:

= —a ++a? —4b
— 5 )

(C.10)

As solugoes de equagoes de segunda ordem, podem ter solugoes reais ou complexas As
solugoes reais possuem somente incognitas ou constantes que estao dentro do conjuntos
dos ntimeros reais e as solugoes complexas possuem parte imaginaria.
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