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Resumo

Este trabalho apresenta os resultados de acbes de pesquisa relacionadas a
implementacdo de procedimentos de medida de sinais eletrofisioldgicos in vitro com o uso de
sensores de multieletrodos micronano-fabricados (QWANE, 2011). Tais a¢des consistiram na
caracterizacdo dos sensores por microscopia optica, no desenvolvimento de uma interface
eletrobnica que permita integrar o0 sensor a um sistema de aquisicdo de dados, no
estabelecimento de protocolos para correto manuseio dos sensores e preparacdo destes para
cultura celular e no desenvolvimento de um sistema de perfusdo a fim de viabilizar a
experimentacdo com fatias vivas de tecido. Busca-se, com isso, aperfeicoar o
desenvolvimento dos sensores, adaptando-os a realidade do laboratério e ao tipo de tecido

utilizado.

Introducéo

Os arranjos de multieletrodos (ou matrizes multieletrodo, do inglés multi-electrode
array — MEA) representam uma metodologia privilegiada de andlise in vitro para estudar o
circuito elétrico equivalente de cultura de celulas excitaveis, neurdnios dissociados ou fatias
de tecido neural. O estimulo e o registro do sinal séo feitos de modo simultdneo em varios
locais da fatia, de forma extracelular, usando muitos neurénios sob condic¢des in vitro. Os
sinais extracelulares (ou potenciais de campo, do inglés field potentials —FPs) refletem o pico
de atividade de neurdnios individuais ou superpostos, permitindo analisar um mapa de
conectividade funcional compreendendo suas atividades fisiologicas e patologias associadas.
(SPIRA, 2013).
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Este trabalho apresenta os resultados das a¢Oes realizadas no &mbito de um projeto de
pesquisa financiado pelo CNPq e desenvolvido em carater de cooperagdo internacional entre a
PUCRS e a Ecole Polytechnique Féderale de Lausanne (EPFL), na Suica. Os sensores
utilizados séo arranjos de multieletrodos modelo MEAG0 200 Pt, fabricado pela empresa Qwane

Biosciences SA, a qual é spin-off do Centro de MicroNano-Tecnologia da EPFL.

Metodologia

A caracterizagdo dos sensores foi realizada atraves da obtencdo de imagens por meio
de microscopia oOptica, no Centro de Microscopia e Microanalises (CEMM) da PUCRS.
Utilizou-se uma camera de video digital marca Motic, modelo Moticam 2500, acoplada a um
estereomicroscopio marca Olympus modelo SZ 51, com magnificac6es entre 30 e 40 vezes.

Depois, foi concluida a interface entre o sensor o sistema de aquisi¢cdo de dados para
estabelecer as conexdes eletronicas necessarias ao uso do MEA como estimulo e registro da
resposta eletrofisioldgica obtida, iniciada anteriormente (VIDOR, 2012).

O desempenho do sistema quando dentro e fora de uma gaiola de Faraday especifica
foi verificado. Para aprimorar a interface eletronica, foi desenvolvido um projeto com o
Laboratorio IDEA, da PUCRS. Para cuidados sobre uso e manuseio, desinfeccdo e limpeza
dos sensores pré e poOs experimentos, sdo utilizados protocolos baseados nas limitacdes
técnicas dos sensores, fornecidos pelo fabricante (QWANE, 2011).

O tecido é mantido irrigado no sensor com solugdo de Ringer enviada por uma bomba
peristaltica, durante o tempo de medicdo dos sinais elétricos. De forma a limitar a entrada e
saida de liquido do sensor, criou-se um molde de teflon para confec¢do de uma tampa de
silicone com duas agulhas. O desempenho da tampa foi testada ligando suas agulhas a bomba

de perfuséo, com uma vazéo de liquido constante.

Resultados

As imagens por MO mostraram a disposi¢do dos eletrodos no sensor. Com isto, foi
possivel estabelecer um mapa, atribuindo um nimero a cada eletrodo (figural).
O teste da gaiola de Faraday e as medidas com a primeira interface eletrdnica

mostraram uma possivel influéncia externa nos fios de registro e estimulo, dada a sua
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proximidade. A diferenca entre as duas situagfes é evidente, obtendo-se uma atenuacao
significativa do sinal elétrico da célula quando localizada fora da gaiola.
O sistema aprimorado desenvolvido em parceria com o IDEA ainda ndo foi testado.

A tampa de silicone (figura 2) mostrou-se Util para vedacdo, permitindo a entrada e

saida de liquido sem vazamento por cerca de vinte minutos. O teste com populacdo de
neuronios serdo realizados posteriormente.
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Figura 1 — Imagem de microscopia eletrénica com mapa da humeragdo dos microeletrodos do sensor MEA.

Figura 2 - Tampa de silicone sobre o sensor.

Concluséao

As imagens por MO permitiram conhecer a disposi¢do dos microeletrodos no sensor.
A tampa de silicone se mostrou adequada para vedar a quantidade de liquido no sensor e
permitiu adaptar a bomba peristaltica. O interfaceamento eletrénico desenvolvido ainda néo
foi testado.

Como metas futuras, projeta-se realizar testes de medidas elétricas com o sensor e a

interface criada pelo laboratorio IDEA, propondo melhorias em concomitancia com a bomba

Seminario Interno de Avaliacdo da Iniciagdo Cientifica — PUCRS, 03 a 07 de junho de 2013



de perfusdo e aperfeicoando as tampas de silicone j& confeccionadas Além disto, faz-se
necessario testar os protocolos de limpeza e desinfeccdo. Com isto, serd possivel propor
melhorias no sistema eletrénico e no préprio MEA, otimizando o uso e o desenvolvimento de

dispositivos microfabricados.
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