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Resumo

A microfluidica aliada a optofluidica € um campo emergente com importantes aplicagdes em bi-
otecnologia e quimica analitica e que precisa de um maior estudo para o desenvolvimento de
dispositivos analiticos miniaturizados. Este trabalho tem como objetivo estudar sistemas micro-
fluidicos, através de métodos experimentais, usando biossensores opticos e, em especial, aqueles
baseados na tecnologia de ressonincia de plasmon de superficie (SPR). A tecnologia SPR permite
a determinacdo dos parametros de transporte, bem como o monitoramento de interacdes mole-
culares. Neste estudo, foram utilizadas células microfluidicas (altura de 0,75 e 1 mm e volume
de 7 e 11 pl) na qual um sensor SPR € integrado. Esta integracdo permitiu a proposicao de: 1)
um método para avaliar quantitativamente os pardmetros de transporte, tais como a velocidade de
escorregamento e coeficiente de difusdo molecular e 2) um método para avaliar as constantes ci-
néticas e termodinamicas de ligacdes de substancias (biotina, proteinas globulares, soro humano)
na superficie sensivel do biossensor. Estes resultados permitem melhorar o projeto experimental
de imunoensaios, em termos da escolha das substancias mais adequadas para a camada de imo-
biliza¢do, do volume de analito, e do limiar de detec¢do, tendo em vista o desenvolvimento de
um sistema para detec¢do de afinidade em reacdes antigeno-anticorpo, com énfase especial na

deteccao do virus da dengue (DENV).

Palavras chave: sistemas microfluidicos, biossensores, ressonancia de plasmon de superficie,

imunoensaios, antigenos, anticorpos.
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Abstract

This work aims to study microfluidic systems, through experimental methods, using optical biosen-
sors, more especially, surface plasmons resonance (SPR) technology based sensors. The micro-
fluidic area and biotechnology advancement has enabled the development of microsystems that
can potentially be used in public health to supply demands for portable and low cost diagnostic
devices. However, microfluidic science still requires greater knowledge of fluid devices properties
and performance, when reduced from macro to micro scales. Here a method is proposed for real-
time monitoring of SPR surface changes as a novel and important tool of analysis for molecular
interaction assays and system performance. On this study one microfluidic cell integrated with a
SPR sensor is used. This proposed system enables reduction of samples diffusion time and volume
allied with SPR sensor advantages of higher precision and sensitivity. The well defined detection
range of refractive index changes, at the SPR sensor surface, guarantees high precision mea-
surements. Here, we perform quantitative assessments of transport parameters, such as slip-flow
and convective-diffusion flow velocity as a means to optimize system performance parameters.
More specifically, we can evaluate qualitatively and quantitatively the kinetic and thermodynamic
properties of biotin and proteins with great reliability. Preliminary immunoassays results allow
further development of SPR immunosensors applications for affinity detection in antigen-antibody

reactions, with special emphasis on dengue virus (DENV) detection and serotype identification.

Keywords: microfluidic systems, surface plasmon resonance, imunoassays, antigen-antibody re-

actions.
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Capitulo 1

Introducao

Neste capitulo serdo apresentados motivagao e justificativa para o desenvolvimento deste trabalho,

objetivos gerais e especificos e principoios tedricos que o fundamentam.

1.1 Justificativa

A microfluidica € um campo emergente com importantes aplicacdes em dreas como a biotecno-
logia, sintese quimica e quimica analitica. A microfluidica pode ser definida como a ciéncia dos
sistemas nos quais o comportamento dos fluidos difere da teoria tradicional (dominio macroscé-
pico) devido as pequenas dimensodes destes sistemas, e trata da manipulagdo, transporte e andlise
de fluidos em microcanais [1]. Sistemas microfluidicos apresentam uma série de vantagens signifi-
cativas do ponto de vista econdmico e tecnoldgico. Primeiramente, porque transportam pequenos
volumes de liquido (desde micro, nano, pico até femtolitros). Essa redu¢do de volume é espe-
cialmente significativa para reagentes de dificil aquisi¢do ou em situacdes onde a quantidade de
amostras € critica. Em segundo lugar, existe uma ampla variedade de aplicacdes desses sistemas,
que vao desde as industrias de produgdo de firmacos e na biomedicina, como sistemas de detec¢ao
e de diagndstico, até aplicacdes industriais de andlises quimicas rdapidas e de alto desempenho [2].
Dispositivos microfluidicos podem ser utilizados para efetuar uma ampla variedade de anélises
qualitativas e quantitativas, como por exemplo: monitoramento de cinética de reacdes, interacoes
biomoleculares, eletroforese capilar, imunoensaios, citometria de fluxos, inje¢ao de proteinas para

analise (protedmica), analise de DNA, manipulacdo de células, e muitas outras aplicagdes em dife-



Capitulo 1. Introdugio 2

rentes areas. Ainda mais, os avangos tecnoldgicos na fabricacao de dispositivos tornaram possivel
a constru¢do de dispositivos miniaturizados com complexas redes de canais, valvulas, bombas e
outros métodos de encapsulamento fluidico e de manipulacdo. Atualmente, as técnicas de fabrica-
¢do de dispositivos microfluidicos tém conseguido reducio de custos, permitindo a produ¢do em
larga escala, bem como a integragcdo de multiplas etapas em um tnico dispositivo. Em consequén-
cia do tamanho reduzido do sistema fluidico, € possivel completar uma anélise em um intervalo
de tempo na ordem de segundos.

Uma caracteristica importante no projeto desses dispositivos estd na continua busca de novos
efeitos, melhor desempenho e dimensionalidade. Um grande mercado previsto para microfluidica
¢ a criacdo de dispositivos portateis e integrados para o monitoramento ambiental, deteccdo de
armas quimicas como também para diagndsticos clinicos para uso laboratorial e no futuro proximo
para uso doméstico, reduzindo o tempo de andlise e custo por paciente [3].

Muitos sistemas automatizados, tais como imunoanalisadores e de andlises bioquimicas, fo-
ram desenvolvidos para diagndsticos médicos, para permitir uma coleta de dados mais rapida
e eficiente, devido a quantidade de amostras que os hospitais lidam diariamente. No entanto,
tais equipamentos automatizados ndo sdo adequados para utilizagao em diagndstico rapidos nos
laboratérios de andlise quimica e para pontos de atendimento descentralizados. E ainda, esses
equipamentos exigem pessoal altamente qualificado, ndo sdo portéteis e muitas vezes de custo
elevado. Deste modo, existe uma necessidade crescente por dispositivos portiteis com caracteris-
ticas adequadas de precisao e rapidez, como ferramentas inovadoras para efetuarem diagndsticos
médicos mais proximos do paciente. Nao hd divida de que o recente progresso da tecnologia
microfluidica ird contribuir fortemente para o desenvolvimento de dispositivos analiticos minia-
turizados que possam ser usados como microlaboratérios de andlise clinica [4]. Assim, em um
futuro préximo, o monitoramento da satide da populacdo podera ser viabilizado através de dispo-
sitivos compactos, de baixo custo e de facil manuseio, realizando medi¢des de varios parametros
indicadores do estado de satide de uma pessoa, a partir de amostras de fluidos corporais, como
sangue, soro, suor, saliva e urina [5].

Deve-se observar que o microespago liquido tem caracteristicas que diferem das propriedades
em macroescala: um alto valor na razio entre superficie e volume, pequena capacidade de aque-
cimento e, principalmente, a difusdo em curtas distancias. Uma molécula leva apenas dezenas de

segundos para percorrer 100um [6]. Uma outra caracteristica importante de fluidos em microca-
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nais € ter fluxo laminar. Essas e outras caracteristicas reunidas constituem uma propriedade tnica -
a microfluidez, que permite analisar amostras complexas, como as do sangue humano, ou de meios
ambientes contaminados. H4 também necessidade de maior discussdo sobre os efeitos do escalo-
namento na microfluidica. A velocidade e a relagdo entre as dimensodes de altura e comprimento
versus drea do sensor sdo importantes e influenciam no comportamento do fluxo, em processos de
misturas, reagdes, separacdes € manipulacdo de particulas em microescalas. Dimensdes geomé-
tricas reduzidas dos microcanais, causam padroes de fluxo mais complexos, particularmente nas
proximidades das paredes onde ocorre maior influéncia dos efeitos de superficie. Esses podem
ter origem na rugosidade e atrito da microsuperficie, em microbolhas de ar ou na formagdo de
camadas limite, campos elétricos locais por cargas adsorvidas e impurezas e gradientes potenciais
interfaciais. Uma questdo importante, mas raramente considerada, diz respeito as propriedades
de atracao da dgua pelas superficies, ou seja, se essas se comportam como hidrofilicas ou hidro-
fobicas e, ainda, a influéncia de forcas capilares [7]. Os dispositivos, propriamente ditos, t€ém
dimensdes que variam entre alguns milimetros até micrometros. Pelo menos uma das dimensdes
dos dispositivos é frequentemente medida em micrometros, como por exemplo, um microcanal
em um dispositivo. Porém a miniaturizacao do sistema por inteiro, embora possa ser vantajosa,
nao € um requisito para um sistema microfluidico. A quantidade microscépica de fluido é que
€ importante nesse sistema [8]. Esses dispositivos microfluidicos requerem construcio e projeto
adequados que diferem dos componentes em macroescala. Leis de escalonamento comparam a
performance relativa de um sistema quando as suas dimensdes mudam. No entanto, em geral,
nao € possivel aplicar essas leis, baseadas em modelos continuos cléssicos, a dispositivos con-
vencionais, quando as suas dimensdes sdo reduzidas para microescala. As quantidades fisicas
dominantes mudam, como consequéncia da mudanca de escala da estrutura atdmica, e dos efei-
tos da trajetoria-livre-média e mecanica quantica [8] e [9]. Principalmente, foi observado que,
sob determinadas condi¢des, condutos microfluidicos e macrofluidicos revelam propriedades hi-
drodinamicas substancialmente diferentes, que ainda ndo sdo bem conhecidas e explicadas. Por
exemplo, em escalas muito pequenas, a condi¢do de ndo escorregamento (no-slip) na parede do
canal, comumente se aplica de forma modificada, mas € tratada de modo insuficiente pela teoria
convencional [10].

Em sistemas microfluidicos, conhecimento sobre o transporte biomolecular é necessario para

se selecionar adequadamente as forcas de controle que direcionam o movimento. Mais ainda, a
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determinac¢do e andlise de parametros de transporte, com precisdo e confiabilidade, € importante
e necessdria para a otimizagao de parametros de desempenho e aperfeicoamento dos microdispo-
sitivos e das células de fluxo [9]. Para varias aplicacdes especiais esse estudo de sistemas micro-
fluidicos € essencial como, por exemplo, na determinacdo do DNA, onde pode permitir a redugdo
do volume de fluido, critico para essa aplicacdo. Ha também uma demanda urgente por avangos
no desenvolvimento de novos métodos para andlise de proteinas com alta eficiéncia, sensibilidade
e flexibilidade nas andlises.

Contudo, tém sido poucas e limitadas as investigagdes € experimentos nessa area. Por outro
lado, na dltima década, houve um avancgo significativo no desenvolvimento de biossensores com
métodos Opticos de detecgdo. A combinagdo de elementos dpticos em sistemas microfluidicos,
a chamada optofluidica, estd ajudando no desenvolvimento de novos dispositivos de modo a au-
mentar a portabilidade e sensibilidade. Dentre esses, se destacam os que se utilizam da tecnologia
de ressonancia de plasmon de superficie (SPR). A técnica SPR pode ser empregada para estudos
de fendmenos de superficie, monitorando a medida da mudanga do indice de refragcdo devida, por
exemplo, a ligacdo de uma camada orgénica a superficie de um metal [11]. A faixa dptica sen-
sivel do fendmeno de SPR consiste num intervalo de distancia da parede, precisamente definido,
no qual parametros de fluxo sdo extraidos. O sensor SPR apresenta algumas vantagens em rela-
¢do a outros sensores Opticos, como métodos cromatograficos e microscopia de epifluorescéncia,
devido a sua alta sensibilidade, precisdo e rapidez. Contudo, a maior vantagem dos sensores SPR
sdo a sua versatilidade e facilidade de utilizacdo. SPR € eficaz no estudo de interacdes para uma
grande variedade de pesos moleculares de analitos [12]. Ainda mais, dispositivos SPR portateis,
de baixo custo e com boa precisdo podem ser desenvolvidos com um sistema microfluidico. As
vantagens dos sensores SPR, aliadas aos sistemas microfluidicos, abrem uma nova perspectiva de
aplicacdes na saude, em sistemas de diagndsticos médicos, como também em outras dreas como
controle ambiental, qualidade da 4gua e em conservacdo de alimentos. Isto pode ser implemen-
tado pelo acoplamento do sensor SPR a uma das paredes do canal microfluidico, onde € instalada
a superficie de deteccdo do sensor. Essa proposta de dispositivo alia as propriedades de um sis-
tema de fluxo miniaturizado, com as vantagens de um sensor SPR, que € bem adequado para o
monitoramento de mudancas moleculares na superficie sensivel, que deve ser previamente prepa-
rada de acordo com a aplicagdo [12]. Com esse sistema microfluidico SPR, é possivel se avaliar

quantitativamente os parametros de transporte préximos a superficie de deteccao do sensor, sem
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adsor¢do, com uma alta resolugdo espacial, através de experimentos, como indica¢do de desempe-
nho do sistema. E ainda, pode-se analisar a influéncia desses parametros nas constantes cinéticas
das reacdes. Avaliagdes qualitativas de afinidades em interacdes moleculares também podem ser
realizadas, assim como andlises quantitativas, estudos de especificidades, andlise e comparacao
de modelos de ligacdo de diferentes espécies e outras aplicacdes [13], quando héd adsor¢do na
superficie de detec¢ao do sensor.

H4 uma demanda e um mercado potencial em todo o mundo, para dispositivos portateis, que
podem ser usados para diagndsticos e outras aplicacdes. Esses sistemas implementados com a
tecnologia de sensores SPR t€m a vantagem de serem produzidos com menor custo com maior
rapidez de resposta. Dispositivos microfluidicos SPR podem ser potencialmente usados de prefe-
réncia para a deteccdo de biomarcadores (e.g.: CRP para cardiacos; PSA para cancer de prostata;
marcador de metastase) possibilitando o diagndstico precoce e o controle de vérias doengas, bem
como para a selecdo de amostras em bancos de sangue. Em especial, em paises tropicais e subtro-
picais, onde se situa o Brasil, hd necessidade de deteccao precoce e de um controle epidemioldgico
mais eficaz de doengas, como a causada pelos virus dengue, onde hd uma maior ocorréncia [14],
[5] e [15]. Isso pode ser implementado utilizando-se um dispositivo portatil, de baixo custo e de
facil manuseio, distribuido em hospitais e postos de satide. E importante o desenvolvimento de um
sistema que possa detectar e identificar os 4 sorotipos de virus dengue [16]. Primeiramente para
que se tenha um digndstico precoce da doenca e um controle epidemioldgico mais eficiente. Mais
importante ainda € se identificar o sorotipo, ou seja, dentre os tipos ja conhecidos do virus. Isto
porque uma segunda infec¢do por um tipo de virus diferente da primeira € a causa mais provavel
de casos mais graves da doenca, como dengue hemorrdgica [17], [15]. Recentemente cientistas
descobriram um novo tipo do virus dengue na Asia, o tipo DENVS5, diferente dos quatro soroti-
pos anteriormente conhecidos da dengue, o que foi confirmado por sequenciamento genético. A
descoberta pode tornar ainda mais dificil o desenvolvimento de uma vacina contra a doenca. O
anuncio foi feito pelo virologista Nikos Vasilakis, da Universidade Texas Medical Branch, nos
Estados Unidos [18].

O estudo desenvolvido neste trabalho deve ser realizado explorando o potencial do sistema
microfluidico SPR, através do desenvolvimento de métodos experimentais. Propde-se efetuar a
avaliacdo de parametros na cinética das ligacdes de substancias na superficie do sensor, impor-

tantes para imunoensaios € em diagndsticos médicos, e a influéncia dos transportes de massa,
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convectivo e difusivo, nestes parametros. Enfim, é de suma importancia realizar um estudo que
contribua para o desenvolvimento de sistemas microfluidicos nos quais s@o integrados sensores
SPR, aliando-se as vantagens dos dois sistemas, visando atender a demanda por instrumentos
portéteis, precisos e de baixo custo, que podem ser utilizados para melhorar o atendimento e a
qualidade da saide e controle do meio ambiente. Com este trabalho se almeja contribuir para
o desenvolvimento, no futuro proximo, de um sistema de diagndstico e método de deteccao de
afinidades (como em reagdes antigeno-anticorpo) com €nfase na detec¢do do virus dengue, como
uma ferramenta de facil manipulacao, rapido diagndstico e de relativo baixo custo visando a sua
utilizagdo em laboratérios clinicos, hospitais e em instituicdes médicas de pequeno porte, como
postos de saide, que possa ser operado por técnicos ndo especializados. Com esse método visa-se
atender a necessidade de um diagndstico precoce, rapido e preciso da dengue para um tratamento
médico adequado e imediato e ainda a identificacdo do tipo de virus, viabilizando um controle

epidemiolégico efetivo.

1.2 Objetivos

O objetivo com este trabalho é estudar sistemas microfluidicos através de métodos experimen-
tais visando a otimizacdo de parametros de desempenho (como sensibilidade, estabilidade, es-
pecificidade e reprodutibilidade), e efetuar andlise de mecanismos de adsor¢cdo e de interagdes
moleculares de substancias na superficie de ouro do sensor. Numa primeira abordagem, sem ad-
sor¢do de substancias na superficie de deteccao, pretende-se avaliar os parametros de transporte
proximos a superficie, com uma alta resolucdo espacial, através de experimentos. Em seguida
propoe-se efetuar andlise de mecanismos de adsor¢do de substancias para a deteccdo de afinida-
des (antigeno-anticorpo). Essa andlise visa a preparacao do dispositivo microfluidico SPR como
imunossensor, com €nfase na detec¢do do virus dengue.

Com esse estudo, pretende-se alcancar os seguintes objetivos especificos:

1. Desenvolver um método experimental para avaliacdo quantitativa da velocidade de escorre-
gamento (slip-flow) nas paredes do canal microfluidico, quando ndo hé adsorc¢do de subs-

tancias na superficie de detec¢cdo do sensor.

2. Desenvolver um método experimental para determinacdo do coeficiente de difusdo de subs-
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tancias sem adsorcao na superficie de detecc¢ao.

3. Efetuar avaliacdo qualitativa e quantitativa das constantes cinéticas e da termodinamica na
adsorc¢do de substancias como biotina, avidina, neutravidina e albumina sérica bovina (BSA)
com a superficie de ouro. Como exemplo de aplicacdo do estudo de adsorcdo realizar

imunoensaios.

4. Estudar os efeitos da varia¢do da concentracdo e dos parametros de transporte convectivo-
difusivo na cinética das reacdes, como indicadores de parametros de desempenho do sistema

microfluidico SPR.

1.3 Revisao bibliografica

Sao apresentadas aqui revisdes de contribuicdes na area de microfluidos, da tecnologia SPR e de

adsorc¢do e interagdes moleculares e ainda, métodos de detec¢io do virus dengue.

1.3.1 Sistemas microfluidicos

Transporte de particulas em fluidos, que contém solutos diluidos, € tratado adequadamente através
da combinacdo da equagdo de fluxo convectivo difusivo (ECD) com a equagdo hidrodinamica de
Navier-Stokes (ENS), trabalho amplamente fundamentado em [19]. Estas equagdes relacionam
a pressao local e as velocidades dentro de um corpo do fluido, em movimento, e representam os
principios de conservacdo da massa, momento e energia. No canal microfluidico o fluxo de massa
total € dado pela soma de ambos os fluxos -difusivo e convectivo. As equacdes ECD e ENS repre-
sentam equagdes parciais de segunda ordem, nao lineares, com coeficientes varidveis. As solucoes
dessas equagdes devem prover, tanto o desenvolvimento temporal, como a distribui¢io espacial da
concentragdo do soluto e o seu perfil de velocidade. Encontrar a solucdo dessas equacdes, ECD e
ENS, € de grande complexidade matemadtica devido as dificuldades nas defini¢des das condigdes
iniciais e de contorno que dependem criticamente da natureza dos processos fisicos e bioquimicos
dos solutos nas solugdes, e da interacdo em, ou sobre, as superficies de interfaces bioativas, que
atuam como elementos sensiveis ou funcionalizados.

As dificuldades mateméticas para encontrar solucdes analiticas fechadas sugerem o uso de
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calculo numérico, com elementos finitos, ou implementagdo de aproximacdes simplificadas. Um
exemplo € uma abordagem anterior para quantificar transporte de soluto em um canal de fluxo mi-
crofluidico, que adota conceitos analiticos e aproximagdes, inicialmente desenvolvida para uma
célula eletroquimica de camada fina [20]. Anteriormente, transporte difusivo-convectivo de ions
em canais retangulares foi tratado matematicamente em detalhes em [21], embora restrito a con-
dicoes estaciondrias. Uma solucdo da ECD, usando series, para um eletrodo de disco rotativo
no dominio do tempo, empregando a representacdo no dominio de Laplace, foi divulgada [22].
Da mesma forma uma abordagem computacional da dindmica dos fluidos para tratar transporte de
massa e a cinética da adsorcao macromolecular, sob condi¢des ndo estaciondrias, foi desenvolvida
[23]. Caélculos de elementos finitos de sistemas de microfluxo, sdo agora implementados, porém,
frequentemente, ndo sdo acompanhados de verificagdo experimental. Perfis de velocidade em
microcanais, gravados através de velocimetria por imagens de particulas (PIV), revelam desvios
significativos do comportamento ideal do fluxo, particularmente em fronteiras de fluxo e interfa-
ces, e nas vizinhangas das paredes do canal [10]. A distancias menores que 5 i , os efeitos de
camadas limite, oscilacdes de fluxo, assim como movimentos de fluido tipo vortice, foram ava-
liados, enquanto que para maiores distancias o perfil parabdlico foi amplamente mantido [24] e
[25]. A técnica PIV, contudo, ndo é adequada para se testar confiavelmente a regido na vizinhanga
da superficie, a distancias (ou abaixo) da faixa de um. Dados quantitativos sao importantes, uma
vez que estes determinam as caracteristicas de desempenho, e eficiéncia de adsor¢do, da célula de
fluxo.

No sistema utilizado neste trabalho, o instrumento Optico, sensor SPR, € parte integrante do
canal microfluidico. A resposta transitoria, obtida dos dados de ressonancia de plasmon de super-
ficie (SPR), na auséncia de adsorcdo pela superficie, pode ser usada para extrair dados quantitati-
vos de transporte do soluto. A funcio fisica relacionada e as condi¢des de operacao do sensor de
ressonancia de plasmon de superficie, e a descricao do instrumento, que se pretende usar nesse tra-
balho, estdo detalhadas nos itens a seguir e em [26]. Uma reavaliacdo do transporte de massa e de
reacOes de superficie em sistemas microfluidicos, relevantes para os experimentos de ressonancia
de plasmon de superficie, foram publicados [27], [28] e [29]. Ambas as velocidades, convectiva
e difusiva, se superpdem e diferem entre si, substancialmente. Esta diferenca pode ser explicada
e elaborada baseando-se na, ja anteriormente citada, equacdo de difusdao convectiva, que se aplica

ao sistema de fluxo, sob investigacdo. Com relacdo a velocidade difusiva, existem vérias técnicas
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experimentais analiticas que podem ser usadas para medir coeficientes de difusdo de substancias,
em liquidos. A andlise de dispersdao de Taylor [30], [31] tem sido bastante utilizada como base
para exploracio experimental, na medi¢@o de coeficientes de difusdo. Outros métodos alternativos
como tragador radioativo, gradiente de pulso de ressonancia magnética nuclear (NMR) [32], mé-
todos cromatogréficos [33], fracionamento de fluxo de campo (FFF) [34] e espalhamento de luz
[35] tém sido publicados para medi¢@o de parametros de transporte e de interagdes de substancias
em solucdo. Estas técnicas, porém, sdo complexas ou inconvenientes para uso frequente. Recen-
temente, um sensor-T, microfluidico, em conjunto com microscopia de epiflorescéncia, como um
método Optico de deteccdo de particulas, foi utilizado para determinar coeficientes de difusao de
moléculas pequenas e grandes [3]. Esse método quantitativo apresentou alta precisao, combinada
com um curto tempo de medi¢do. Dados quantitativos foram obtidos por estimag¢do utilizando-se
um modelo unidimensional, com o comprimento de difusdo dado por 2 (DA7T )n, onde D € o coe-
ficiente de difusdo, A7 € a variacdo do tempo e o fator de escala n=0,5. Contudo, um trabalho de
pesquisa recente [36] indica que existem desvios da aproximagdo ideal unidimensional (1-dim) de
Einstein em configuragdes microfluidicas, onde a relacdo de escalonamento, n, varia entre 0,3 a
0,67 ao longo da extens@o do microcanal. Investigacdes experimentais das relacdes de escalona-
mento tém sido publicadas [37], onde sdo usadas microscopia de fluorescéncia confocal. Nestas,
tem sido analisada difusdo transversal de solutos de baixo peso molecular, em fluxo laminar de
duas fases, através da interface entre duas solu¢des, em microcanais com nimero de Péclet alto,

onde variagdes como 0,33 < n < 0,5 tém sido observadas.

1.3.2 Tecnologia SPR

O fendmeno de Ressonancia de Plasma de Superficie foi observado em 1900 [38] e [39] como
um liquido de alta densidade, ou plasmon, que pode ser excitado por ondas eletromagnéticas apli-
cadas para gerar oscilacdes do plasmon. Desde entdo, as suas propriedades fundamentais foram
extensivamente estudadas no vacuo por espectroscopia de perda de elétrons. As ondas de plas-
mon de superficie (SPWs) foram demonstradas em 1950 por meio de experiéncias com elétrons
passando através de folhas de metal, mostrando a existéncia dessas ondas de superficie eletromag-
néticas sobre a interface metal/dielétrico [40], [41]. Ritchie atribuiu as caracteristicas observadas

nas perdas de energia dos elétrons a excitacdo das ondas de plasmon de superficie [42]. A excita-
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¢do das SPWs pela luz foi introduzido por Otto [43]. As ondas foram excitadas por meio de uma
configuracdo de Reflexdo Total Atenuada [44]. A excitagdo ressonante de SPWs é chamada de
ressonancia de plasmon de superficie (SPR). Um trabalho de Kretschmann [45] desenvolveu uma
aplicagdo pratica e o uso comercial de SPR. No mesmo ano, ele descobriu que as SPWs também
poderiam ser excitadas em cima de uma pelicula de prata depositada sobre um substrato de vidro,
por uma luz sendo totalmente refletida pela parte de trds do filme de prata, ou seja, sendo refletida
pela interface vidro/prata . Por conseguinte a configuracdo de Kretschmann permitiu a separacao
dos elementos necessarios para excitacdo e a deteccao, espacialmente, a partir da regido de senso-
riamento. Em um trabalho pioneiro, Nylander e Liedberg et al. [39] demonstraram que a SPR na
configuracdo de Kretschmann foi bem adaptada para ambos os fins, de deteccdo de gés e biomo-
lecular. Eles descreveram o uso de ressonancia de plasmon de superficie para monitorar reacdes
de afinidades em tempo real, como dispositivos imunossensores. Desde entdo, os imunossenso-
res SPR tiveram grande aplicacdo no estudo de interacdes receptor-alvo. O dispositivo BIAcore,
lancado em 1990, € baseado nessa tecnologia [46], [47]. Seu sucesso pode ser atribuido a sua ca-
pacidade para detectar interagdes biomoleculares em tempo real, sem a necessidade de qualquer
marcador. Contudo, esse e outros instrumentos disponiveis comercialmente sao de grande porte e
caros e, portanto, nio sao adequados para serem usados em aplicacdes que requerem instrumentos
portateis. Mais recentemente, avangos na tecnologia SPR tornou possivel o desenvolvimento de
instrumentos mais compactos [48]. No trabalho [49] os autores propuseram um sistema portatil
semi-automadtico, SPIRIT, baseado no sensor Spreeta 2000 fabricado pela Texas Instruments para
monitoramento em tempo real de multiplos analitos que variam de pequenas moléculas a grandes
microébios.

Publicacdes académicas contém descri¢des de uma ampla variedade de dispositivos que utili-
zam enzimas, acidos nucléicos, receptores celulares, anticorpos e células intactas, em combinagao
com eletroquimica, transdutores Opticos, piezoelétricos e térmicos, [50], [S1], [52], [53], [54], e
[55]. Varios métodos e técnicas de diagnostico sdo baseados nos procedimentos de imunoensaios.
Entre eles, o ensaio imunoenzimaético - Enzyme Linked Immunosorbent Assay, ou simplesmente
ELISA, é o método tradicional de diagndstico [56]. Contudo, algumas restri¢cdes sao associadas ao
ELISA: o tempo para o surgimento dos anticorpos no paciente € em torno de 5 dias, desde os pri-
meiros sintomas; requer multiplas etapas de lavagem e incubagdo; a superficie do poliestireno nao

¢ homogénea e as proteinas podem ter ligacdes diferentes em pogos da mesma placa; a presenca
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de materiais contaminantes na amostra pode levar a erros no sistema de detecc¢io; a necessidade
de se ter um equipamento (espectrometro, fluorimetro, entre outros) para quantificar o patégeno
detectado limita sua utilizacdo para aplicagdes portateis e em tempo real, além de ter um custo
relativamente alto; os marcadores modificam a medida precisa das constantes cinéticas, como o
equilibrio quimico e interferem nas ligacdes ou outras interagdes moleculares e, inclusive, podem
ser toxicas para as células (células tronco ou primarias, por exemplo), além de promover reacoes
cruzadas de anticorpos; para medidas repetitivas, como as necessdrias para a deteccao de certos
patégenos, os po¢os podem ser contaminados ou, mesmo as substancias em andlise, podem sofrer
alteracdes. Anteriormente foram publicados muitos trabalhos sobre imunoensaios como em [57]
que estuda a imunoquimica da ligagc@o de anticorpos com antigenos imobilizados numa superficie
solida onde resultados experimentais com ELISA foram comparados com analises de diferentes
modelos tedricos de mecanismos de reacdes em interfaces solido-liquidas. Porém, devido a com-
plexidade que envolve os imunoensaios experimentais e os altos custos envolvidos, andlise de
reacoes antigeno-anticorpo foram desenvolvidas utilizando muito mais modelos computacionais
por simula¢do numérica do que ensaios experimentais [58]. Um exemplo € o trabalho [59] de
modelagem de cinética de reacdo antigeno-anticorpo em um biochip microfluidico, por simula-
¢do numérica. Neste, um modelo computacional foi desenvolvido para representar o transporte de
massa (convectivo e difusivo) e a reagdo de ligacdo entre um antigeno (analito), € o anticorpo imo-
bilizado na superficie do canal. A influéncia da velocidade do fluxo, concentra¢des do antigeno e
do anticorpo, além da geometria do microchip na cinética das reacdes, foi analisada. Contudo, os
resultados apontam para a necessidade de experimentos préticos para conclusdes mais precisas das
andlises. Materiais organicos, enzimas, proteinas, células inteiras ou outros materiais bioldgicos,
imobilizados em substratos sélidos, sio componentes essenciais para o projeto e funcionamento
de dispositivos utilizados em ensaios. A presenca, e a detec¢do de afinidades especificas entre
receptores/ligantes e analitos podem ser favoravelmente usadas para a identificagdo de analitos
assim como para diagndsticos clinicos. Contudo, também em métodos analiticos, a adsor¢io de
proteina ndo especifica na superficie dos sensores, chips de proteinas ou plataforma de ensaios
pode reduzir a sensibilidade e seletividade (especificidade) do dispositivo. Observou-se que em
métodos de identificacdo que usam proteinas conjugadas a outras substancias a especificidade é
aumentada. E, apesar dos grandes esforcos nessa drea, questdes importantes sobre mecanismos

complexos de interacdes moleculares de proteinas ainda precisam ser investigadas e discutidas.
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1.3.3 Adsorcao e interacoes moleculares

Uma etapa importante na preparagdo de um imunoensaio € a imobiliza¢do de substancias na su-
perficie do sensor. A imobiliza¢do de material bioldgico e bioquimico formando camadas, filmes
finos, em interfaces sélido-liquido € um mecanismo complexo e presente em muitos processos
fisicos, quimicos e bioldgicos. Ha um interesse crescente na pesquisa dos mecanismos de adsor-
¢do e interagdes moleculares em vdrias dreas, entre as quais o entendimento do metabolismo de
células, fabricacdo e andlise de drogas, biocompatibilidade relativa aos métodos de implantes e
transplantes médicos, mecanismos imunoldgicos, desenvolvimento de biossensores, assim como
na tecnologia de processos industriais e farmacéuticos. Nos processos bioldgicos, por exemplo, a
adsorc¢do de proteinas faz parte do mecanismo de coagulacio do sangue e na construcao de tecidos
artificiais. Esse fenomeno ocorre também onde ndo € desejado, como em implantes biomédicos
que, quando em contato com fluxo sanguineo, a adsor¢@o de proteinas pode causar trombose. Ao
contrdrio de moléculas pequenas que se comportam como particulas rigidas, a maior parte das
proteinas nao sdo adsorvidas, ou dessorvidas, nas superficies, de forma simples, com uma de-
terminada probabilidade. Ao contrério, a complexidade da composicao e estrutura das proteinas
causam reacdes bem mais diversas como rearranjo estrutural, mudancas de afinidades com a su-
perficie durante a adsor¢ao, efeitos cooperativos de adsorcdo, efeitos de exclusao por tamanho ou
agregacao na superficie, causados por forcas de interacdes eletrostaticas/eletroquimicas, Van-der
Waals e covalente/quimicas. Ainda, ligagdes de proteinas podem ser fun¢do do tipo de solvente,
substrato, condi¢Oes de superficie (se hidrofilicas ou hidrofébicas), pH da solu¢do tampao, forca
i0nica, tipo de proteina e concentragcdo, temperatura e potenciais eletrostaticos inerentes ou aplica-
dos [60], [61], [33] e [62]. Os fundamentos dos mecanismos de ligagdes moleculares irreversiveis
de proteinas a substratos s6lidos, ainda permanecem desconhecidos. Diferencgas estruturais bem

pequenas podem causar comportamentos de ligacdes muito diferentes [63] e [64].

1.3.4 Técnicas para deteccao do virus dengue

A infeccdo pelo virus dengue (DENV) é diagnosticada rotineiramente por meio de testes de pre-
senca de anticorpos IgG e [gM (ELISA) em laboratérios, mas os resultados s6 podem ser confir-
mados apds 5 dias, ou mais, apds o inicio dos primeiros sintomas da infec¢do, quando os anti-

corpos ja estdo presentes em quantidade suficiente para serem detectados com segurancga e, con-
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sequentemente, estados mais graves da doenca, muitas vezes, ndo podem mais ser evitados [65],
[66]. As técnicas mais modernas de deteccdo da presenca do DENV sdo RT-PCR e isolamento
viral [11]. Porém estas requerem uma estrutura laboratorial e pessoal especializado, além do que
a técnica por deteccdo de RNA viral (RT-PCR) € sensivel a contamina¢cdo. Uma técnica mais
recente tem sido aplicada em laboratorios para diagnéstico rapido do virus dengue, ensaio Platelia
Dengue NS1 Ag, desenvolvida por Bio-Rad em parceria com o Instituto Pasteur, na Franca, é um
teste ELISA e permite a deteccdo do antigeno NS1 do virus dengue, logo que os primeiros sinais
clinicos aparecem [67]. Porém essa técnica ndo € bastante sensivel, ndo identifica o tipo de virus,
e é usada como um teste inicial de selecdo e rastreamento, ou seja, deve ser combinado com ou-
tros testes, como reacdo em cadeia da polimerase por transcricdo reversa (RT-PCR) ou deteccao
de anticorpos IgG e IgM (ELISA), para a confirmacdo do diagndstico de infeccdo por dengue
[68]. Poucos trabalhos de pesquisa foram publicados utilizando biossensores para detec¢do de
anticorpos através da imobiliza¢do de antigenos DENV [52], [69], [70], [71], [72], [73]. Mais
recentemente, um trabalho utilizando nanotubos de carbono, através de detec¢do eletroquimica,
foi publicado para deteccdo da proteina NS1 do virus dengue [52]. Com esse método, porém,
nao se pode identificar o tipo de virus, embora este método apresente maior sensibilidade. Nao
se tem conhecimento, até aqui, de publicacdes de trabalhos com imunossensores SPR para a de-
teccdo dos virus dengue, em soro humano. Até agora apenas um trabalho utilizando o sensor
SPR foi publicado para detec¢ao de anticorpos IgG anti-dengue através da imobilizag¢do de anti-
geno do DENV [11]. Contudo, para esse trabalho niao foram realizados ensaios com amostras de
soro de pacientes, e, portanto, ndo estavam presentes as fontes de interferéncias por ligagdes nao
especificas.

As principais limitagdes das técnicas conhecidas sdo: 1) contaminagdo; 2) tempo de resposta
- os resultados dos testes soroldgicos e de isolamento viral sé podem ser confirmados apds cinco
ou mais dias; 3) alto custo 4) NS1 ELISA - devido a baixa sensibilidade, é usado como um teste
inicial em laboratdrios e ndo identifica o tipo de virus dengue.

Apesar do fato de alguns avangos tecnoldgicos terem cumprido as necessidades de aplicacao,
as técnicas disponiveis ndo atendem aos requisitos bdsicos para o sucesso de diagndsticos: sim-
plicidade, economia, rapidez e precisd@o. Enfim, pode-se afirmar que, apesar da ampla morbidade
e mortalidade, ainda nao estdo disponiveis meios nos laboratorios clinicos e postos de satude, para

a detec¢do e identificacdo precoce dos vérios tipos de DENV.
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1.4 Organizacao do trabalho

A apresentagdo deste trabalho esta organizada da seguinte forma: No Capitulo]l - Introducio se
discute a motivacdo e importancia do estudo de sistemas microfluidicos e de aplicagdes desses
sistemas como imunossensores aliados as vantagens da tecnologia SPR, e revisao bibliografica
de como esse estudo tem sido tratado até entdo. No Capitulo 2 sdo apresentados os fundamen-
tos tedricos da microfluidodindmica, descri¢do de biossensores, tecnologia SPR, tépicos sobre
adsor¢do e interacdes moleculares, imunoensaios e imunobiossensores SPR. No Capitulo 3 sao
apresentados os métodos experimentais desenvolvidos, sem adsorcao na superficie de deteccao
do sensor SPR, para determinacdo quantitativa de parametros de transporte (fluxo de escorrega-
mento e coeficiente de difusdo), no sistema microfluidico. E feita a comparacio com um modelo
de fluxo convectivo-difusivo em simulag¢do por computagdo numérica. No Capitulo 4 € apresen-
tado o método desenvolvido para estudo de mecanismos de adsor¢cao molecular e apresentados
alguns resultados da andlise cinética na adsor¢@o da biotina, avidina e neutravidina, BSA e soro
humano na superficie do sensor. Como um estudo de aplicacdo com adsor¢do, € apresentada uma
prova de conceito de um método desenvolvido para o sistema microfluidico, usado como imu-
nossensor SPR, com énfase para deteccdo e identificacdo dos tipos de virus dengue. No ultimo
capitulo sdo discutidos os resultados e apresentadas as conclusdes do trabalho e perspectivas para

trabalhos futuros.



Capitulo 2

Fundamentos teoricos

Os aspectos tedricos que fundamentam o estudo dos sistemas microfluidicos, de bio-sensores e
da tecnologia SPR, necessdrios para o desenvolvimento dos métodos experimentais, s3o apresen-
tados a seguir. Sao apresentados também os principios de imunologia e topicos sobre adsor¢ao
e processos de imobilizagdo e mecanismos de interagdes moleculares que formam a base para o

desenvolvimento de imunoensaios.

2.1 Fundamentos teoricos da micro-fluidodinamica

Entende-se como micro-fluidodinamica o estudo da teoria dos fendmenos de transporte e da flui-
dodindmica aplicada aos microfluidos. Numa célula microfluidica, tipo canal, retangular e com
pequenas dimensdes, como a utilizada neste trabalho, o analito passa entre duas paredes muito

proximas, como indicado na Figura 2.1.

Entrada Saida
novo soluto novo soluto
Canal .
S difuséo —
e l Fluxo convectivo

Figura 2.1: Célula microfluidica com canal retangular.
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O fluxo no canal decorre da interacdo de dois diferentes mecanismos de transporte, super-
postos e perpendiculares: difusdo molecular do soluto a partir da massa do fluido na direcao das
paredes do canal, impulsionada pelos gradientes de concentracao locais; e o transporte hidrodina-
mico convectivo do soluto na solu¢do, ao longo do canal, indicados na Figura 2.1.

Transporte de particulas em fluidos, que contém solutos diluidos, € tratado adequadamente
através da combinacdo da equacao de fluxo convectivo difusivo (ECD) com a equagao hidrodina-
mica de Navier-Stokes (ENS), publicado por Levich [19]. Estas equacOes relacionam a pressao
local e as velocidades dentro de um corpo do fluido em movimento, e representam os principios de
conservacao da massa, momento e energia. A equacdo de Navier-Stokes (2.1) descreve o estado

do fluido no canal e representa a conserva¢ao do momentum (quantidade de movimento).

0
pa—z —nV2u+p(u-V)u+ VP =F, (2.1)
na qual p é a densidade, u o perfil de velocidade, 77 a viscosidade dindmica, P a pressdo e F' é o
campo de for¢a de volume, como a forca da gravidade, por exemplo. A equagdo a seguir (2.2) € a

equacgao da continuidade para fluidos incompressiveis:

V. =0. (2.2)

Quando se expressa apenas a conservagao de massa no escoamento de um fluido a equagao (2.1)

pode ser representada da seguinte maneira:

oC
— = —dwv(j), 2.3
Y (4) (2.3)
na qual j é o fluxo de massa e descreve o movimento da particula, idnica ou macromolecular,
do soluto, no fluxo do solvente [19]. A equacdo diferencial do fluxo convectivo-difusivo, ECD,
mostrada a seguir, € obtida a partir da equagdo de continuidade:

oC

EgzDV%ﬁprC+R, (2.4)

na qual: C - representa a distribuicao temporal e espacial da concentra¢do do soluto no solvente;
D - € o coeficiente de difusdo mutuo entre soluto e solucdo; u - perfil de velocidade espacial

e temporal da solucdo incluido nas equacdes (2.1), (2.2) e (2.3); R - termo de Reacdo (sink e
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source).

Os termos de reacao nao sao incluidos quando nao hd adsorcao especifica:

oC
— = DV?’C —u-VC. (2.5)
ot
As contribuicgdes eletro-cinéticas ndo sao consideradas. Sob condicdes estacionérias,% =0,a
ECD (2.5) reduz-se a:
DV?C =u -V, (2.6)

que pode ser resolvida analiticamente para geometrias simples [19]. O monitoramento da evolu-
cdo temporal (da concentracdo), até que as condi¢des estaciondrias e o equilibrio quimico tenham
se estabelecido, se constitui num método experimental de exploragdao da ECD. Condigdes iniciais
definidas sdo necessdrias para se extrair numericamente a resposta transitoria. No limite assint6-
tico, para u — 0, para um C finito, a ECD (2.5) se transforma na equagdo de difusdo molecular
(Equacao de Fick):

oC

o= DV?C. (2.7)

A equacdao ECD pode ser relacionada com a ENS, na auséncia de um soluto diluido, D = 0, e
substitui¢ao da concentracdo do soluto (analito), C', pela densidade p. Substituindo-se u por v, e
na auséncia do termo difusivo, para C' — 0 com um v finito, a equacdo ECD (2.4) se transforma

na primeira equacao de Navier-Stokes, para calcular o perfil de velocidade, v:

— = —grad(pv). (2.8)
A ENS, para fluidos incompressiveis, é dada por:

ov

Par = N2 — pv - grad(P), (2.9)

na qual P € a pressao do fluido na célula e 1 € a viscosidade da solu¢do. Assim, a evolugdo da
resposta de fluxo dindmica OC'/0t,,;, nos limites assintéticos, para v — 0 e C' — 0, pode prover

informacdes sobre as propriedades dos fluxos, difusivo e convectivo, no canal. A equacdo de
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Poiseuille representa uma solucdo analitica simples da ENS para um canal tubular e retangular
com pequenas dimensodes, e é dada por:
1 , h* OP

Vi(z) = (Gp)(z" — Z)a_x’ (2.10)

na qual V; é a componente tangencial de velocidade, na dire¢do do fluxo z, P/0x é o gradiente
de pressdo ao longo do comprimento da célula e h € a altura da célula. Pelo modelo de Poiseuille
[19], o perfil ideal de velocidade, através da secdo transversal do canal, é parabdlico e a condi¢ao
de ndo-escorregamento se configura, por essa relagdo, com V;(z) = 0 para z = h/2, na parede do
canal. O fluxo total de massa, J, do soluto, na drea sensivel, € dado pelas duas contribui¢des de

fluxo - difusivo e convectivo:

J=Cv—D-(gradC). (2.11)

O célculo do fluxo total, J, requer a resolug¢do da equagdo ECD para ambos, C(x,y, z,t) e a
velocidade v(z,y, z,t). O fluxo de massa ndo é uma quantidade constante, mas varia com a
posi¢do, dentro do canal. De acordo com as referéncias [20] e [21], o fluxo relativo do ana-
lito pode ser estimado, sob certas suposi¢des, pela introdu¢do do conceito de tempo transitorio
reduzido,7r = T¢p/7p , definido como a razdo entre os tempos transitorios, 7¢p € 7p, referentes
aos fluxos convectivo e difusivo, do soluto, através da célula, quando se deslocam paralelo e per-
pendicularmente a superficie sensivel, respectivamente. No estado permanente, o fluxo relativo

normalizado (ou eficiéncia de adsor¢do), pode ser dado, aproximadamente, por:

wino

Jre = 1.47(7R)5. (2.12)

Portanto, para se calcular .J,.., ambos os tempos, 7cp € Tp , devem ser determinados.

2.2 Hidrodinamica da difusividade molecular

A difusdo molecular em liquidos estd presente em processos fisicos e quimicos que envolvem
transferéncia de massa como em reagdes quimicas, em processos biolégicos como o transporte de

nutrientes e metabdlicos nos seres vivos e em separagdo de compostos por técnicas cromatogra-
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ficas [74], [75]. Em um liquido puro, o movimento de moléculas € aleatdrio, em consequéncia
de sua energia térmica. Este movimento, chamado Browniano, foi descrito por Einstein, para um

sistema unidimensional, através da seguinte relacao:

2? = 2Dt, (2.13)

na qual z? representa o deslocamento quadritico médio da molécula; D, o coeficiente de difusio
desta molécula; e ¢, o intervalo de tempo associado. Este coeficiente € chamado de coeficiente de
autodifusdo [37]. No caso de uma mistura bindria que apresente um gradiente de concentracio, o
fluxo de massa de um componente 7 na dire¢@o z, J; ., € descrito pelas equagdes conhecidas como
Leis de Fick para difusdo, onde D € chamado de coeficiente de interdifusdo ou de difusdao mutua
[76]. O fluxo € proporcional ao gradiente de concentracdo (molecular ou molar). Primeira Lei de

Fick, considerando um sistema unidimensional:

— 2.14
: D (2.14)

na qual:

J - € o fluxo de difusdo com as dimensdes [(quantidade de substincia) comprimento 2
tempo~t] [molm=2s71].

D; - é o coeficiente de difusdo em dimensdes [comprimento*tempo=!][m?s™1].

C - € a concentra¢do em dimensdes [(quantidade de substincia) comprimento—>] [molm™?].

x - é a posi¢do [comprimento|[m)].

A segunda Lei de Fick descreve como a difusdo faz o campo de concentracdo mudar com o
tempo.

Para um sistema unidimensional:

oC 0*C

Para o caso de duas ou mais dimensoes, a Eq. (2.7) (ja mostrada antes):

oC
~—— = DV?C. 2.1
o \V&l6; (2.16)

A equacdo (2.5) de difusdo convectiva ECD, ja mostrada no item 2.1, a qual descreve o transporte
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de massa para fluidos incompressiveis, pode ser expressa como:

%_f +v.VC = —DVC, 2.17)

na qual C' é o campo de concentracdo do soluto variante no tempo, D € o coeficiente de difusio
mutuo entre soluto e solucdo, e v é a velocidade do fluido. Os termos fonte e dreno ndo estdo
incluidos, uma vez que ndo existe adsorcao especifica do soluto. As contribui¢des eletro-cinéticas
também nao sdo consideradas. O parametro de transporte de massa difusivo é impulsionado por,
e varia com, a pressdo, gradientes de temperatura e de concentracdo ou, de modo mais geral,
pelas diferencas no potencial quimico. Embora a autodifusio trate seus movimentos individuais
em um meio de moléculas idénticas ou semelhantes, difusdo mutua, ou interdifusio, representa
mais uma propriedade coletiva que determina a rapidez com que dois componentes diferentes sao
misturados. Como foi expresso antes no item 2.1 no limite da velocidade do fluxo, v, tendendo
pra zero, a ECD (2.5) se reduz a equacdo de difusdo de Fick. Embora ainda ndo se disponha
de uma abordagem geral, que abranja um tratamento analitico completo de difusdo, solugdes
para a equacdo de Fick, com condi¢des de contorno definidas adequadamente, tém sido muito
bem resolvidas. As condi¢Oes iniciais exatas referentes a distribuicdo de concentracdo na célula
de fluxo em andlise ndo sdo conhecidas, a priori, com exatiddao. Contudo, sob condi¢des de
fluxo laminar, e com um perfil inicial de concentra¢do do soluto ideal, retangular, fornecido na
entrada da célula de fluxo, esse perfil inicial vai-se transformando aproximadamente em uma
forma Gaussiana, simétrica em relacio ao centro da célula de fluxo. No limite assintético v — 0,
o tempo de resposta transitdrio total, onde a parte convectiva estd incluida, (73, = 7p + Tov),
reduz-se ao tempo de resposta 7p , o qual é determinado apenas pelo transporte difusivo. Esta
quantidade representa o tempo decorrido até que o equilibrio seja alcangado, e uma distribui¢do
homogénea seja estabelecida entre as paredes da célula microfluidica, separadas por uma distancia
H. Uma das paredes se constitui na superficie sensivel do sensor SPR acoplado, com uma faixa
de deteccdo que se extende 0, 5um dentro da célula de fluxo [26]. Limitando-se as condi¢cdes
ideais de uma geometria unidimensional, a concentra¢do do soluto pode ser associada a fungdo
de erro complementar erfc [76]. Assumindo condigdes iniciais em ¢t = 0 como C'(z,0) = 0, e as

condi¢des de contorno como C'(0,t) = Cy e C (o0, t) = 0, a concentragdo do soluto é dada por:
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X

C(z,t) = Coer fe(—), (2.18)
Lp
sendo Lp, comprimento de difusdo, dado por :
Lp =2(Dtp)", (2.19)

na qual Cy é a concentracad inicial, D € a difusividade especifica do material, = é a distancia, 7p
¢ o tempo de difusdo e n fator de escala [76]. O comprimento de difusdo, Lp, para a geometria
utilizada que é simétrica em relagdo ao eixo axial, é considerado como L, = H/2 onde H ¢ a
distancia entre as paredes. O comprimento das placas (ou superficies) é considerado bem grande

em relacdo a distancia entre elas e, assim, pode-se reescrever a expressao (2.19) como:

Lp= g = 2(ArpD)", (2.20)

para n = 0,5. O expoente n define a relacdo de escala, a qual pode ser modificada, quando a
distribui¢do difusiva corrente muda o comportamento de uma dimensdo para duas, ou até trés,
dimensdes. Com as condi¢des de contorno simétricas, ja mencionadas, entre as paredes da célula
de fluxo com distancia H, a difusividade pode ser determinada para o caso de 1-dimensao, a partir

do tempo de subida do sinal (A7p) e a partir da expressao (2.20), como se segue:

H2
D = )
16ATD

(2.21)

Esta expressao permite a determinagao experimental direta do coeficiente de transporte mole-
cular a partir das caracteristicas dinamicas da célula de fluxo, considerando n = 0, 5. Alternativa-
mente, para verificacdo e confirmacdo da abordagem aqui proposta, as caracteristicas dinamicas
da difusdo dispersiva podem ser aplicadas. Usando o método de dispersdo de Taylor [30], para
um soluto em solu¢@o aquosa transportado durante um periodo de tempo ¢, de um reservatorio
para a célula microfluidica, através de um longo tubo de raio interno 7y, um pulso inicial de
concentragdo do soluto na forma de um pulso ¢ lentamente muda e se transforma numa distribui-
¢do de concentragdo aproximada da Gaussiana. De acordo com [31] e [30], a variac@o do indice
de refragiio correspondente 2 variancia At?, medida com o sensor de ressonancia de plasmon de

superficie quando a solucdo passa através da célula microfluidica, pode ser expressa por:
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t t
At? =2D— 2 2.22
L DY) (2.22)

Esta expressdo se aplica, desde que o fluxo da solugdo a velocidade média u, seja laminar, e o
tempo de dispersdo exceda o limite minimo, ou seja: ¢ >> (3 x 8)?D ou de forma equivalente
L/u = (3 x 8)2D, sendo L o comprimento do tubo. Para a solugdo na fase gasosa, o primeiro
termo, da expressdo (2.22) é dominante, devido aos altos valores da difusividade. Como D ¢é
muitas ordens de magnitude menor na fase liquida, o primeiro termo do lado direito da mesma
equagdo pode ser desprezado em relacdo ao segundo. O coeficiente de difusdo pode ser determi-

nado entdo por:

t

D=R——. 2.23
024A¢ (223)

2.3 Biossensores

Por milhares de anos os seres humanos t€m utilizado micro-organismos para fazer produtos e, ao
fazé-lo, praticaram biotecnologia. A fermentacdo da cerveja ¢ um exemplo de biotecnologia. Da
mesma forma assim € o fermento de pao, vinho, iogurte, chucrute, queijo e vinagre. A biotecnolo-
gia € praticada sempre que processos bioldgicos s@o usados para produzir desde cervejas babild-
nicas a anticorpos monoclonais. Ao longo das ultimas décadas a biotecnologia tem evoluido para
uma tecnologia moderna, sem a qual o progresso da medicina seria dificilmente imaginavel. A
biotecnologia moderna tem um papel crucial tanto na investigacdo das causas moleculares de do-
encas assim como no desenvolvimento de novos métodos de diagndstico e de melhores farmacos
alvo. O objetivo da investigagdo diagndstica € encontrar proteinas especificas que sdo adequadas
para detectar alteracOes em um sistema bioldgico, que caracterizam doencgas, chamadas de bio-
marcadores, ou detectar antigenos que sdo agentes externos ao organismo, e desenvolver testes
para detecta-los em fluidos corporais dos pacientes (como sangue, urina, suor ou saliva). Os dis-
positivos utilizados para implementar esses testes sdo chamados de biossensores. O biossensor,
que surgiu na década de 1960, com o trabalho pioneiro de Clark [47], [55], tem sido cada vez mais
empregado numa variedade de aplicacdes. No contexto atual a defini¢do da International Union

of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), [77], de um sensor eletroquimico € frequentemente ci-
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tada nos trabalhos cientificos sobre biossensores: "Um biossensor electroquimico € um dispositivo
integrado, o qual é capaz de fornecer informagdo analitica quantitativa ou semi-quantitativa, es-
pecifica, usando um elemento de reconhecimento biolégico (receptor bioquimico) que é mantido
em contacto directo espacial com um elemento de transducgdo electroquimico".

A figura a seguir 2.2 é um diagrama esquematico, onde sdo mostrados os componentes prin-
cipais de um biossensor, onde o bioreceptor (A) € o elemento biolégico de detec¢ao (DNA, an-
ticorpo, enzima ou microorganismo), que interage, converte, ou se liga especificamente, com o
substrato/analito (S) de entrada (sangue, soro, urina, etc), para formar um produto quimico, ou
complexo de ligacdo (P), pelo desencadeamento de uma reacdo quimica especifica. Esta rea-
cdo ¢ detectada pelo transdutor fisico-quimico B. Este converte a reacdo quimica, de alteracdes
de densidade, massa, concentracdo ou sinal dptico (cor) em um sinal de saida util, passivel de

quantificacdo. A saida do transdutor é amplificada (C), processada (D) e exibida (E) [78].

dorew .,

condicionadar - Processador e Dlizplay
| de sinais de dados P

referéncia

Figura 2.2: Diagrama esquematico com os componentes principais de um biossensor. Figura
adaptada de [78]

O objetivo, portanto, de um biossensor € produzir sinais elétricos, digitais ou analdgicos, que
sdo proporcionais a concentracdo de um analito ou grupo de analitos [79], [80]. Esse disposi-
tivo possibilita, em alguns casos, a detecc¢io e quantificagdo de biomoléculas em um tnico passo.
Para cada tipo de transdu¢@o pode haver uma variedade de estratégias alternativas, e cada abor-
dagem pode ser aplicada a vérios problemas analiticos em vdrias dreas: na sauide, alimentos e
bebidas, na industrias de processo, monitoramento ambiental, defesa e seguranca. A concepgao

de sistemas integrados, estudo dos elementos sensiveis e padronizacdo de métodos para melhorar
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a sensibilidade, estabilidade e seletividade dos biossensores sdo dreas ainda a serem exploradas
[81], [82],[83].

Conforme o bioreceptor, os biossensores podem ser classificados como: enziméaticos, imuno-
biossensores ou celulares [84], [85].

Conforme o transdutor, os biossensores podem ser classificados, em geral, como: eletroqui-
micos, elétricos, térmicos, Opticos e piezoelétricos [77].

Muitos sdo os métodos de deteccdo do sinal a ser quantificado: amperometria, potenciometria,
condutividade, indice de refra¢do, luminescéncia, fluorescéncia.

Conforme o tipo de interagdo que ocorre entre a substancia a ser determinada e o material bio-
l6gico, o biossensor pode ser classificado como catalitico ou de afinidade. Existem distintos tipos
de receptores de bioafinidade como anticorpos, lecitinas completas, dcidos nucleicos, aptameros
e polimeros sintetizados artificialmente (PNAs). A especificidade do reconhecimento do analito,
pelo componente bioldgico ativo, aliada a sensibilidade do transdutor, tem gerado grande ndimero
de trabalhos na drea de biossensor catalitico. No entanto, a determinacdo de niveis de concentra-
coes aceitaveis de compostos poluentes e de drogas ou hormonios em quimica clinica requerem o
desenvolvimento de metodologias confidveis com detec¢iio na ordem de 10~?mol L. Nesse caso
a tecnologia imunoldgica, que € baseada na habilidade do anticorpo (AB) formar complexo com o
correspondente antigeno (Ag) € essencial, pois ndo somente a sensibilidade deve ser considerada,
mas também a especificidade. Embora cada biossensor s6 possa ser realmente avaliado para uma
determinada aplicacdo, é importante ter como referéncia padrdes para critérios de desempenho
seguindo, por exemplo, a norma da IUPAC de protocolos e defini¢des [77]. Estes critérios reco-
mendados incluem caracteristicas de calibragdo (sensibilidade, faixa de concentragcdo operacional
e linear, deteccdo e limites de determinagdo quantitativa), seletividade, em estado estaciondrio e
tempos de resposta transitéria, produtividade de amostras, reprodutibilidade, estabilidade e vida
util. Os biossensores que utilizam anticorpos ou antigenos como elementos sensores sao chama-
dos de imunossensores. De forma geral, a premissa bésica no desenvolvimento de um imunossen-
sor estd na sua capacidade em avaliar processos interfaciais e superficiais, e dessa forma, a técnica
de ressonancia de plasmon de superficie tem apresentado grande potencial para avaliacdo desses

processos [84], [85].
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2.4 Tecnologia de biossensores SPR

Dentre as diferentes rotas tecnoldgicas, os biossensores Opticos baseados no fendmeno de resso-
nancia de plasmon de superficie (SPR) destacam-se na investigacdo de interacdes biomoleculares
devido a alta seletividade e sensibilidade, auséncia de marcadores radioativos ou bioquimicos e
tempo de resposta de andlise da amostra em poucos minutos (ou segundos). Neste tipo de bi-
ossensor SPR as variacOes do indice de refracdo da luz incidente num arranjo multi-camada sdo
utilizadas para detectar a substancia bioldgica de interesse. A sensibilidade tipica do subsistema
éptico é extremamente elevada (da ordem de 10~7 RIU) que, quando associada com a seletividade
da reacdo antigeno-anticorpo, tem-se revelado como uma 6tima alternativa para identificacio de
diversas substancias bioldgicas nocivas a saide humana [12].

Serdo apresentados inicialmente os principios da tecnologia SPR, em seguida uma descri¢ao
do sensor microfluidico SPR e um modelo matematico desse fendmeno, baseado nas equacdes de

Fresnel.

2.4.1 Principio dos sensores opticos - SPR

Um plasmon de superficie € uma onda de densidade de carga que ocorre na interface entre um
metal e um dielétrico. Um plasmon de superficie pode ser excitado por incidéncia de luz. A
técnica de ressonancia de plasmon de superficie pode ser descrita como uma interacdo que ocorre
quando um raio de luz atinge a interface entre dois meios, com indices de refracdo distintos, um
metal e um dielétrico, por exemplo,[42], como ilustrado na Figura 2.3.

O fendmeno de ressonancia pode ser explicado como a seguir. Quando a luz se propaga de
um meio de maior indice de refracdo (e,g,prisma) para um meio de menor indice (metal) e atinge
a interface entre esses dois meios, em um angulo de incidéncia maior que um angulo limite ou
critico, (6), indicado na Figura 2.3, a luz é totalmente refletida, para o meio de maior indice
de refracdo. E, embora ndo haja perda de energia, uma parcela da luz incidente cria um campo
elétrico evanescente. A componente horizontal do campo evanescente (?sp) penetra o metal
e provoca uma oscilagdo da densidade de carga longitudinal ([_()x) ou seja, uma excitacao de
oscilagdes internas e coletivas dos elétrons livres que estdo presentes na superficie do metal e
que sdo denominadas de plasmon de superficie, ilustrado na janela (amplia¢do) na Figura 2.3.

Para o angulo de ressonancia do plasmon de superficie (e para um dado comprimento da luz
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Figura 2.3: Principio de ressonancia do plasmon de superficie

incidente) a energia e o momentum, (ao longo da interface) do féton incidente e da onda de
densidade de carga, coincidem, e isso se constitue na condi¢do de ressonancia - (?SP = [_()m) A
energia do féton € entdo transferida para a onda de densidade de carga. Esse fendmeno pode ser
observado como uma queda brusca na intensidade da luz refletida indicada por um feixe escuro
na Figura 2.3. Ressonancia de plasmon de superficie ocorre numa faixa que inclue a regiao de
luz visivel, e em metais como ouro, prata e cobre. A espessura do filme de metal deve ser uma
fracdo do comprimento de onda da luz. O campo elétrico evanescente gerado na vizinhanca
do metal decresce exponencialmente com a distancia da superficie do metal, com uma taxa de
decaimento da ordem de 0, 2 a 0, 3 do comprimento de onda da luz. Mudancas nas propriedades
Opticas (e.g.indice de refracdo) dessa regido bem definida muito proxima da superficie do metal
(< 500nm) irdo, portanto, causar alteragdes no angulo de ressonincia (para um determinado
comprimento de onda da luz incidente).

Para a configuracio de Kretschmann [45], amplamente utilizada, um feixe de luz € focado so-
bre a pelicula de metal. Para uma faixa de angulos de incidéncia de luz, durante a projecio, o feixe
refletido ird ter a mesma faixa de angulos e forma da banda do feixe fornecido. Uma linha escura
ird aparecer na banda refletida se o SPR ocorrer dentro desta faixa. Um perfil de intensidade desta

banda pode ser monitorado e registrado,em tempo real, de forma ndo invasiva, em fun¢do da faixa
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de angulos, (método de interrogacdo angular) como mostrado na Figura 2.3. Quando biomolécu-
las se ligam a superficie, por exemplo, e alteram a massa da camada de superficie, o angulo de
SPR iréd deslocar. Esta alteracdo no angulo de ressonancia pode ser detectada (correspondente a
alteracdo em massa) em funcio do tempo. Para a mesma configuragdo, de outro modo, usando-se
uma fonte de luz branca e um espectrometro pode-se identificar o comprimento de onda para o
qual ocorre a excitacdo do plasmon para um angulo determinado de incidéncia da luz (método
de interrogacdo de comprimento de onda). Essa oscilacdo, ou ressonancia, ¢ muito sensivel aos
indices de refracdao dos meios, e portanto, o comprimento de onda e o dngulo de incidéncia para
0s quais ocorre a ressonancia, € fun¢do do indice de refracdo do material, ou amostra quimica,
que estiver bem préxima da superficie do sensor [40]; e isso constitui o principio para a utilizagao
de SPR como biossensor [28].

A equagao de Fresnel, baseado na teoria de Kretschmann, correlaciona a reflectancia SPR com
o indice de refracdo, ou constante dieléctrica, do meio de ensaio, e a medida do indice de refracao
se correlaciona com a concentracdo do analito [86], [26]. A técnica baseada no sensor de resso-
nancia de plasmon de superficie (SPR) € bem aplicada para os mapeamentos, ndo-invasivos € em
tempo real, de perfis de concentracdo de substancias ou compostos em andlise € como biossenso-

res de afinidade.

2.4.2 Sensor SPR integrado a célula microfluidica

O imunossensor, utilizado neste trabalho, baseado na tecnologia SPR, é um sistema biossensor em
cuja superficie sensora (filme de metal) podem ser imobilizados anticorpos, antigenos ou fragmen-
tos de antigenos, ou outro elemento bioldgico. O sensor SPR, acoplado ao sistema microfluidico,
detecta eventos de ligacdes moleculares, unicamente pelo aumento da espessura da camada, ou
cobertura de massa, que se origina a partir de ambos os tipos de interacdes de ligacdes especificas
e ndo especificas entre moléculas. A técnica de ensaios com imunossensor SPR € um método
de deteccdo analitico direto, rdpido e que ndo precisa usar marcadores, ou seja, anticorpos ou
antigenos conjugados a espécies eletroativas, tais como enzimas, radiois6topos, particulas metali-
cas, cromogenos. Esses marcadores podem alterar as caracteristicas cinéticas, termodindmmicas
e quimicas dos sistemas de anélise.

O sistema microfluidico SPR de detec¢ao, incluindo os componentes periféricos, é represen-
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tado na Figura 2.4. E composto de uma microcélula de fluxo (F'), onde passa o analito, uma fonte
de luz polarizada (L), um prisma (P), a superficie sensivel do sensor SPR (,S) acoplado a célula
e um sensor 6ptico que mede a intensidade da luz refletida (C') (cAmera ou arranjo de fotodiodos).
O elemento sensivel, ou superficie sensora, (5), consiste em um substrato polimérico coberto com

um filme fino de metal (ouro, cobre, prata).

C

Figura 2.4: Sistema detector SPR - célula microfluidica com sensor, prisma, fonte de luz e camera

O chip sensor polimérico é coberto com um filme fino de ouro puro (50 nm), ja descrito
em detalhe na referéncia [26]. Na superficie do substrato polimérico coberto com ouro puro é
imobilizado o agente catalizador que ird se ligar ao analito a ser detectado. Essa superficie S, desse
sistema imunossensor, € composta de camadas para imobiliza¢do do agente bioldgico (anticorpos,
antigenos ou fragmentos de antigenos). Para explicar o funcionamento do imunossensor SPR,
pode-se supor que uma amostra de analito (e.g.antigeno) numa solucao, ao ser admitida através da
célula de fluxo (F), flui sobre a superficie de detec¢do (S) funcionalizada previamente. O antigeno,
se estiver presente na soluco, vai ser anexado a camada mais externa da superficie funcionalizada,
que seria, no exemplo, uma camada imobilizada de anticorpos. Quando biomoléculas se ligam
a camada imobilizada e alteram a concentragcdo (ou espessura) de massa da superficie sensora, 0
angulo de ressonancia é deslocado. Esta alteracdo no angulo de ressonancia ¢ monitorada de forma

ndo invasiva, em tempo real, proporcional a alteracdo em massa da ligacdo antigeno-anticorpo
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(pelo sensor 6ptico C). O sinal obtido do sensor optico (C) € processado digitalmente para extrair
as variagdes do indice de refracdo da luz. O registro dos dados € feito através de um sensorgrama.
E a indicacdo, do monitoramento no tempo, da variacio do indice de refracdo para cada etapa de
admissdo de substancias na célula de fluxo do sensor. A constru¢do do sensorgrama € ilustrada na
Figura 2.5. A cada mudanga de concentracdo na superficie do sensor corresponde uma mudanga
no angulo de ressonancia, ou seja, da posi¢do do ponto minimo de intensidade na curva SPR e

respectivo valor de indice de refragdo.

Curvas SPR
Angulo® 7 IR ng

w0

Figura 2.5: Construc¢do do sensorgrama a partir das curvas SPR - a cada mudancga do angulo de
ressonancia 6,.., corresponde um valor de indice de refracdo n

Um exemplo de sensorgrama € ilustrado na Figura 2.6.

No sensorgrama podem ser indicadas as vdrias etapas do ensaio como limpeza e adi¢do de
substancias para a construcao da camada de imobilizac¢do (do antigeno ou anticorpo, por exemplo)
e posterior admissdo do analito e camadas de ampliacdo do sinal (refor¢o), quando for o caso.

No item a seguir € feita a descri¢do do sistema de deteccao SPR por um modelo matematico.
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Figura 2.6: Modelo de sensorgrama - indica¢do, do monitoramento no tempo, da variagdo do
indice de refrac@o para cada etapa de admissao de substancias na célula de fluxo do sensor.

2.4.3 Modelo de Fresnel para o sistema de deteccao SPR

Para representar o modelo do sistema de deteccdo SPR, consideramos uma equagdo de Fresnel
[86] para uma configuragdo de interface de trés camadas, relativas a polarizacdo-p, em que o
sistema de detecc@o consiste de um prisma-metal-camada de deteccao (de sensoriamento), como
mostrado na Figura 2.7. Na seguinte descricdo, um prisma de vidro, uma pelicula metdlica e uma
camada de sensoriamento sdo abreviados p, m, e s, respectivamente.

Quando a luz p-polarizada incide em um angulo de 0, a reflectancia da luz (R) é dada pelas

equagoes de Fresnel para trés camadas, como se segue:

Tpm + Tms€TD(20ky,.d)
1+ rpmrmsexp(2ik,,.d)

R=| l, (2.24)

com
kngm - kngp
kngm + kngp

|, (2.25)

Tpm = |
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Figura 2.7: Configuracdo de Kretschmann de uma interface de trés camadas: sensoriamento-
prisma-metal. 6 é o angulo de incidéncia e d € a espessura do filme metalico. Figura adaptada de
[86]

kngs - k'szgm

ms — > 2.26
g | kmz€s + Ksz€m | ( )
€
kj = (€jc—2 — k’m>2, (2.27)
w 1,
ky = —(gp)2sinb, (2.28)

C

na qual r,,, € 7,s sdo a amplitude da reflectdncia dada pelas formulas de Fresnel [86] para
polarizacdo-p para as camadas de interface prisma-metal e metal-camada sensivel, respectiva-
mente; €; e k;, sdo a constante dielétrica e a componente perpendicular do vetor de onda para a
interface no meio j; k, € o componente do vetor de onda incidente. paralelo a interface; d € a
espessura do filme metdlico; € a frequéncia angular da luz incidente, e c € a velocidade da luz. As
caracteristicas Opticas de cada camada sao descritas utilizando a constante dielétrica. Na camada
de prisma, o efeito de dispersdo pode ser ignorado. A constante dielétrica da camada €, do prisma

¢ descrito por:

g, =n (2.29)

D

na qual n, € o indice de refracdo do prisma.

A onda de superficie que se propaga ao longo da interface entre o metal e a superficie de
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sensoriamento (na vizinhancga do filme de metal) tem como vetor de propagagdo k,, que é dado

pela seguinte expressdo, considerando a parte Re(ks,) >> I'm(ks,) para o metal.

W, Epm - Es

k ( )z. (2.30)

e, 4 e

Para ocorrer a ressonancia deve haver um acoplamento entre a frequéncia e energia de osci-
lagdo da onda do plasmon com a onda de incidéncia (fétons) da luz p-polarizada. Portanto, na
condi¢do de ressonincia, a componente horizontal do vetor de onda dos fétons (k,) serd igual ao

vetor de onda longitudinal do plasmon (k) ou seja:

——— )2 = kg, (2.31)

ou substituindo cada ¢ por n? (equagdo (2.29), tem-se, para w constante, na interrogagfo angular:

. nZ -n? 1
k'z =Ny sinf = (m)2 = kspa (232)

na qual n,, n,,, ns s@o os indices de refragao do prisma, do metal e da camada sensora (detec¢do)
S, respectivamente, e na condi¢do de ressonincia, entdo, § = (0,.s), o dngulo de ressonancia,
medido pelo sensor SPR, associado ao minimo da intensidade da luz refletida do filme de metal.
A intensidade da parte imaginaria ¢,,,; da constante dielétrica do filme metélico (¢,,, = €, + JEmi)
pode ser considerada muito menor que a parte real, €,,; << €, , para metais como ouro ou prata
[26]. A seguinte expressdo, entdo, pode ser obtida a partir da equacdo (2.32) para o indice de

refracdo do elemento sensor (n):

Emr (T SIN O,.c5)?

ng = | -2 (2.33)

Emr — (M 81N Ore)
Uma formulacido do modelo de Fresnel para quatro camadas, ilustrada na Figura 2.8, foi des-
crita em [26]. O sistema consiste de: 1) um filme de metal com espessura d; e constante dielétrica
complexa ¢,,; 2) um substrato (semi-infinito) com indice de refracdo ny; 3) um elemento sen-
sor com espessura ds e indice de refracdo ns e 4) um meio ambiente semi-infinito (solu¢do com
analito) com indice de refracao ny.
Um indice de refragdo eficaz (nZ;;) pode ser definido, como mostrado em [26], para um

meio semi-infinito sobre a pelicula de metal, para representar a resposta do sensor SPR como um



Capitulo 2. Fundamentos tedricos 33

Figura 2.8: Configuracdo de interface de quatro camadas para um sensor SPR. Figura adaptada de
[26]

sistema de camadas multiplas de filmes bioquimicos. Neste caso, a expressao linear para o indice
de refracdo eficaz, (n? f f), de um filme fino molecular adsorvido, com uma espessura de camada

homogénea eficaz, d3, de acordo com [26] é dada por:

s 27Td3(_5mrn421)%(n£2’, - nzzl)

Neyy =

| + na. (2.34)

AEmr — n3)?n3

A saida do sistema SPR é a mudanca do indice de refragado eficaz:

Angep = (ni;p — na). (2.35)

Esta expressdo € a variacdo do indice de refragdo de um filme molecular adsorvido com n4 sendo
o indice de refracdo da solucdo aquosa PBS (massa) proxima a superficie, e ng correspondendo
ao indice de refracdo da proteina (massa) adsorvida na camada de detec¢dao. Na Figura 2.9a esta
indicado o decaimento do campo elétrico para uma configuracdo de interface de quatro camadas.
A variag@o ndo linear denominada Ang,, com espessura de camada ds, calculada com base num
modelo de quatro camadas de Fresnel, estd ilustrada na Figura 2.9b, com a linha continua. O
indice de refracéo eficaz (n;; ;) € tragado em fungio da espessura (d3) do elemento sensor (curva
solida). A saturagdo ocorre para d3 > 300nm, que também € o limite da faixa de sensibilidade
do método SPR para determinagdo da espessura. A equacdo (2.34) esta representada como uma

linha tracejada na Figura 2.9. Nesta figura ¢ ilustrada a aproximacao linear, dada pelas equacdes
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(2.33) e (2.34). Para d3 < 100nm, hd uma boa concordancia entre as duas expressdes. Assumindo
cobertura de superficie completa e homogénea com 100% do fator de preenchimento, a possivel

variacdo maxima ideal do indice de refragdo, denominada An %", pode ser calculada, desde que

d3 e nz sejam conhecidos.

NN %
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Figura 2.9: a) Configuracdao de quatro camadas para a excitacdo de plasmon de superficie com
os indices de refracdo, constantes dielétricas e as espessuras das camadas indicados. b) Indice de

refracdo eficaz em funcdo da espessura. Figura adaptada de [26]

2.5 Principios de imunologia

A capacidade que o corpo humano tem de resistir a quase todos os tipos de microrganismos ou
toxinas, que tendem a danificar os tecidos e os 6rgaos, chama-se imunidade [87]. Essa imunidade
pode ser de duas formas: inata ou adquirida. A chamada imunidade inata inclui os seguintes
componentes: a)fagocitose de bactérias e outros invasores por leucdcitos e por células do sistema
de macrdéfagos teciduais; b)destruicdo de microrganismos ingeridos, pelas secre¢des acidas do
estdmago e enzimas digestivas; c)resisténcia da pele a invasdo por microrganismos; d)presenca
no sangue de determinados compostos quimicos que se fixam aos organismos estranhos, ou as

toxinas, destruindo-os tais como lisozima, polipeptideos bésicos, o complexo do complemento e
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linfécitos destruidores naturais. Essa imunidade inata torna o corpo humano resistente a doengas
como a algumas infec¢des virais paraliticas de animais, peste bovina e cinomose. Por outro lado
muitos animais inferiores sdo resistentes e imunes a muitas doeng¢as humanas como poliomielite,
caxumba, sarampo e sifilis. Contudo, grande parte da imunidade € constituida pela imunidade
adquirida que se desenvolve depois do primeiro ataque ao corpo por bactérias, virus, toxinas e
até mesmo tecidos estranhos de outros animais. Essa imunidade adquirida € induzida por sistema
imune especial que produz anticorpos e/ou linfécitos ativados, os quais atacam e destroem os
microrganismos invasores especificos, ou as toxinas. Com frequéncia a imunidade adquirida é
capaz de conferir notdvel protecdo. Existem no organismo dois tipos bdsicos, e intimamente
relacionados, de imunidade adquirida. Em um deles, o organismo produz anticorpos circulantes,
que sdo globulinas, no plasmon sanguineo, capazes de atacar os agentes invasores, denominados
de antigenos. Esse tipo de imunidade é chamada de imunidade humoral ou de células B, visto que
sdo os linfocitos B que produzem os anticorpos. O segundo tipo de imunidade adquirida € obtido
pela formagdo de grande nimero de linfécitos T ativados, cuja fungdo consiste, especificamente,
em destruir o agente estranho. Esse tipo de imunidade é a imunidade celular ou imunidade de

células T [87].

2.5.1 Antigenos

Um antigeno (Ag) € qualquer substancia (moléculas ou fragmentos), capaz de induzir uma res-
posta (produzindo anticorpos e linfécitos) quando introduzida num animal vertebrado. Ambos os
tipos de imunidade adquirida, sdo iniciados por antigenos. Cada toxina, ou cada tipo de microrga-
nismo, quase sempre contém na sua constituicdo um ou mais componentes quimicos especificos
que diferem de todos os outros compostos. Em geral essas substancias s@o proteinas ou grandes
polissacarideos que sao chamadas de antigenos. Para que determinada substancia seja antigénica
esta deve ter peso molecular maior ou igual a 8000Da. O processo de antigenicidade geralmente
depende da ocorréncia regular de grupos moleculares, denominados de epitopes, sobre a superfi-
cie da grande molécula, sendo uma caracteristica estereoquimica (ramo da quimica que estuda as

caracteristicas tridimensionais das moléculas)[87].
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2.5.2 Anticorpos

Os linfécitos B secretam, ativamente, anticorpos que sdo os agentes reativos. Esses anticor-
pos consistem em grandes moléculas de proteina capazes de se combinar com o agente anti-
génico e destrui-lo. Os linfécitos B exibem diversidade ainda maior que os linfécitos T, pro-
duzindo assim milhdes de tipos de anticorpos, com diferentes reatividades especificas. Apds o
pré-processamento, os linfocitos B migram para o tecido linfoide em todo o organismo, onde se
alojam préximo as dreas dos linfécitos T. Sdo armazenados no tecido linfatico milhdes de linf6-
citos B e T pré-formados, que sdo capazes de produzir tipos altamente especificos de anticorpos,
ou de células T, quando estimulado por antigenos apropriados. Cada um desses linf6citos pré-
formados € capaz de produzir apenas um tipo de anticorpo ou um tipo de célula T, com tipo tnico
de especificidade. E apenas o tipo especifico de antigeno com o qual pode reagir é capaz de
ativa-lo [87].

Uma vez que o linfécito especifico € ativado por seu antigeno, se reproduz intensamente,
formando uma grande quantidade de linf6citos do mesmo tipo. Se for linfécito B, sua progénie
secretard o tipo especifico de anticorpos que ird circular pelo corpo. Todos os diferentes linfécitos
que sdo capazes de produzir uma especificidade de anticorpo ou de célula T sdo denominados
clones de linfécitos. Os linfécitos de cada clone sdo semelhantes e sdo derivados, originalmente,
de um linfécito ou de alguns linfécitos imaturos de seu tipo especifico. Para cada linfécito T, ou
B, funcional que é formado, a estrutura génica codifica apenas uma s6 especificidade antigénica.
A seguir, essas células maduras transformam-se nas células T e B, altamente especificas, que se
disseminam pelo tecido linfoide [87].

Cada clone de linfécitos, entdo, responde a apenas um so tipo de antigeno, ou a varios antige-
nos semelhantes que tém quase exatamente as mesmas caracteristicas estéreoquimicas. A razao
para isso € a seguinte: cada um dos linfécitos B tem na superficie 100.000 moléculas de anticor-
pos que irdo reagir de modo altamente especifico com apenas um tipo especifico de antigeno. Por
conseguinte, quando o antigeno apropriado surge, este se fixa imediatamente 2 membrana celular.
Essa fixacdo leva ao processo de ativacdo. A maioria dos antigenos ativa, a0 mesmo tempo, tanto
os linfécitos T quanto os linfocitos B. Algumas das células T, que sdo formadas, denominadas
células auxiliares, secretam substancias especificas (linfocinas) que ativam os linfécitos B especi-

ficos. Na verdade, sem a ajuda dessas células T,auxiliares, a quantidade de anticorpos produzida



Capitulo 2. Fundamentos tedricos 37

pelos linfécitos B € normalmente pequena.

Antes da exposicdo a um antigeno especifico, os clones de linfcitos B permanecem inativos
no tecido linfoide. Com a entrada de antigeno estranho, os macréfagos fagocitam (absorvem e
digerem) o antigeno e o apresentam aos linfocitos B adjacentes. Os linfocitos B para o antigeno
aumentam de tamanho, imediatamente, e assumem o aspecto de linfoblastos. Alguns linfoblastos
passam por diferenciacdo adicional, formando plasmoblastos, precursores dos plasmdécitos. Al-
guns outros linfoblastos, contudo, ndo se diferenciam para formar plasmdcitos e formam alguns
novos linfécitos B, semelhantes aos do clone original. A populacao de células B do clone especifi-
camente ativado aumenta acentuadamente e os novos linfécitos B s@o acrescentados aos linfécitos
originais do clone. Eles também circulam por todo o corpo, povoando todo o tecido linféide.
Entretanto, do ponto de vista imunoldgico, permanecem inativos até serem, outra vez, ativados
por nova quantidade do mesmo antigeno, (ou por um sub-tipo do mesmo antigeno). Esses linf6ci-
tos sdo denominados células de memoria. A exposicao subsequente a0 mesmo antigeno provoca
resposta humoral muito mais rdpida e muito mais potente por essa segunda exposi¢cdo, visto que
existem muito mais células de memoéria do que linfécitos B originais do clone especifico. Na
Figura 2.10 sdo mostradas as diferencas entre a resposta primdria e a resposta secunddaria; esta

ultima ocorre depois da segunda exposicdo ao mesmo antigeno [87], [66].
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Figura 2.10: Respostas dos anticorpos, em fun¢do do tempo, as injecoes primdria e secunddria de
determinado antigeno. Gréafico adaptado de [87]

O tempo de resposta da defesa na infec¢do primaria € muito maior que na secundéria. Nesta
ultima, em geral, os anticorpos surgem rapidamente, a defesa é mais potente e produz anticorpos

durante varios meses. Isto explica porque a imunizac¢do (e vacinas) é normalmente feita pela in-
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jecdo de antigenos, em doses multiplas, com intervalos de vdrias semanas, ou varios meses, entre
as injecdes. No caso da infec¢do por dengue, existem quatro diferentes sorotipos oficialmente
reconhecidos, DENV(1,2,3,4), e estes diferem em sua atividade antigénica [88], [89]. Um outro
tipo, DENVS5, foi descoberto na Asia mais recentemente, porém estd ainda restrito a uma pequena
regido [18]. O comportamento da imunidade € diferente do que acontece normalmente em outras
infeccdes. A infeccdo primdria confere imunidade protetora ao longo da vida contra o sorotipo
infectante, mas ndo prové a protecio cruzada contra qualquer um dos outros sorotipos. Quando
ocorre infec¢do secunddria por um sorotipo do virus diferente do primeiro, a defesa, que é a me-
moria guardada do sorotipo primadrio, € ativada, por ser originada do antigeno semelhante. Essa
defesa € mais potente que na infeccao primdria, porém ndo neutraliza o novo sorotipo infectante,
por este ser de outro tipo. O organismo, entdo, continua produzindo mais anticorpos. Essa defesa
exacerbada provoca danos ao organismo. Dai porque a ocorréncia de DHF e de DSS € mais prova-
vel ocorrer numa infec¢do secundéria, quando envolve exposi¢do a um sorotipo DENV diferente
do primeiro [68], [90] e [91].

Os anticorpos sdo gamaglobulinas denominadas imunoglobulinas com pesos moleculares en-
tre 160 KD e 970 KD. Todas as imunoglobulinas sdo formadas pela combinagdo de cadeias po-
lipeptidicas leves e pesadas e t€ém uma estrutura bésica semelhante. A maioria com duas cadeias
leves (L, do inglés light) idénticas e duas cadeias pesadas (H, do inglés heavy), também idénticas,
conforme ilustrado na Figura 2.11, ligadas entre si por forcas ndo covalentes e ligacdes bissulfito
[87]. As diferentes classes distinguem-se pelas diferentes cadeias pesadas, sendo as cadeias leves
iguais em todas as classes. Cada cadeia pesada € paralela a uma cadeia leve em uma de suas extre-
midades, formando, assim, um par pesado-leve; existem sempre pelo menos dois desses pares em
cada molécula de imunoglobulina. Existem cinco classes gerais de anticorpos denominados IgM,
IgG, IgA, IgD e IgE. A abreviatura Ig refere-se a imunoblobulina, enquanto as outras cinco letras
(M,G,A,D e E) designam as respectivas classes. A IgG, que € um anticorpo bivalente, constitui
cerca de 75 por cento dos anticorpos no individuo normal e a IgM € um marcador utilizado para
confirmacdo de infecc@o recente (aguda) por um patdgeno e sé estd presente no sangue durante
um periodo limitado; no caso de dengue durante 80-90 dias apods a infeccdo. Na Figura 2.11
€ ilustrada a estrutura do anticorpo IgG tipico. Este é composto de duas cadeias polipeptidicas
pesadas H (de massa molecular 50K Da), e duas cadeias polipeptidicas leves L (de massa mo-

lecular 25K Da) ligadas por uma ponte bissulfito simples. A extremidade caracteristica de cada
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cadeia leve, e de cada cadeia pesada, ¢ denominada regido varidvel, enquanto o restante da cadeia
€ conhecido como regidao constante. A regido varidvel é diferente para cada especificidade do
anticorpo, sendo essa a regiao que se liga especificamente a um tipo particular de antigeno. A
regido constante do anticorpo determina outras propriedades, estabelecendo certos fatores como
difusibilidade do anticorpo nos tecidos, aderéncia do anticorpo a estruturas especificas no interior
dos tecidos, fixacdo ao complexo do complemento, facilidade com que os anticorpos atravessam
as membranas e outras propriedades biolégicas do anticorpo [87].

X
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Figura 2.11: Estrutura do anticorpo IgG com duas cadeias pesadas e duas leves. Figura adaptada
de [87]

O antigeno se liga a dois sitios diferentes sobre as regides varidveis das cadeias. Estes dois
locais de ligacdo encontram-se na extremidade (regido hipervariavel) de ambos os bragos da mo-
lécula em forma de Y e consistem numa "armacgao" constituida por uma sequéncia relativamente
estdvel de aminodcidos interrompida por vdrias regides com sequéncias altamente varidveis. Es-
tas regioes hiper-varidveis (paratopos) interagem para formar os dois locais de liga¢do altamente
especificos aos antigenos. Como ja mencionado, cada anticorpo € especifico para determinado
antigeno. Essa especificidade se deve a organizacao estrutural singular dos aminodcidos nas por-
cOes varidveis de ambas as cadeias leve e pesada. A organizacdo dos aminodcidos tem forma
estérica diferente para cada especificidade antigénica, de modo que, quando o antigeno entra
em contato com ela, multiplos grupamentos prostéticos do antigeno ajustam-se, como imagem
especular, com os do anticorpo, permitindo assim a formacao rapida de ligacdo firme entre o an-
ticorpo e o antigeno. Quando o anticorpo € altamente especifico, existem tantos sitios de ligacao
que o acoplamento antigeno-anticorpo € extremamente forte. Essa ligacdo € mantida por: liga-

coes hidrofdbicas, pontes de hidrogénio, atragdes idnicas e forcas de van der Waals. O anticorpo
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combina-se especificamente com o correspondente antigeno ou hapteno (substancia de baixo peso
molecular que por si s6 ndo é imunogénica, mas pode se ligar ao anticorpo especifico), formando
um complexo. Essa interacdo € caracterizada pela constante de afinidade, que é a medida da forca
de ligacdo do anticorpo ao antigeno, definida no equilibrio. No anticorpo bivalente, ilustrado na

Figura 2.11, s@o mostrados dois sitios varidveis para a liga¢do do antigeno.

2.5.3 Interacao antigeno- anticorpo

Um antigeno tem duas formas de atividade. Por um lado, pode estimular um animal a produzir
anticorpos que irdo reagir especificamente com o antigeno. Este aspecto € conhecido por imuno-
genicidade. Por outro lado, deve ser capaz de se combinar com o anticorpo especifico produzido,
ao que se chama antigenicidade da particula [87]. Na Figura 2.12 € ilustrada a interac¢do entre um

antigeno e anticorpos especificos produzidos pelo estimulo deste.
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Figura 2.12: Interacdo entre um antigeno e anticorpos especificos correspondentes. Figura adap-
tada de [87]

As globulinas estdo presentes no soro de todos os animais, mas, depois de estes sofrerem imu-
nizacao, aparecem novos tipos, que diferem dos inicialmente existentes, pelo fato de reagirem, es-
pecificamente, com o agente imunogénico. Assim, os anticorpos encontrados num antissoro (soro
ap6s imunizacdo) formam uma populagcdo heterogénea de imunoglobulinas, que se distinguem
pelas suas propriedades fisicas, quimicas e seroldgicas. A for¢a da interacdo antigeno-anticorpo
(afinidade) pode ser reversivel por acdo da temperatura, pH e estado de conservagao dos solven-
tes. Se estes fatores sofrerem alteragdes significativas, os resultados de testes, que fazem uso de

antigeno e anticorpos, podem ser alterados.
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Denomina-se avidez a capacidade de formacdo de complexos imunoldgicos estaveis que esta
diretamente relacionada com a quantidade de locais de combinacao presentes na imunoglobulina
e com a sua especificidade. Anticorpos com baixa avidez sdo muito especificos e apenas reagem
com determinantes de antigenos homoélogos, enquanto anticorpos com elevada avidez - antigeno
heter6logos, sdo menos especificos e reagem também, ainda que debilmente, com determinantes
ligeiramente diferentes.

Uma molécula de proteina antigénica pode ter varios determinantes ou epitopes diferentes, na
sua superficie, que podem ser reconhecidos pelo receptor da molécula de IgG de algumas linha-
gens de linfécitos B. Deste modo, para qualquer antigeno com estas caracteristicas, pode haver
muitos linfécitos B com diferentes locais de ligacdo que serdo estimulados pelo antigeno. Disto
resulta a formacao de anticorpos policlonais. No entanto, e como seria desejdvel, os linfécitos
B ndo podem ser multiplicados in vitro. Para tentar ultrapassar este problema, promoveu-se a
fusdo entre estas células (retiradas de um camundongo imunizado) e uma linhagem de células de
mieloma cancerigeno (e portanto de crescimento continuo) de camundongo. Com este procedi-
mento, conseguiu-se selecionar células individuais (hibridomas) com capacidade biossintética de
produzir um unico tipo de anticorpos, que sdo os anticorpos monoclonais, a partir de um tnico
tipo de linfécitos B. Esta técnica encontra-se ilustrada na Figura 2.13. Uma vez selecionada uma
linhagem de células de hibridoma, uma quantidade infinddvel desse mesmo anticorpo pode ser
obtida, pois o hibridoma pode ser imortalizado por armazenamento em nitrogénio liquido e infini-
tamente reproduzido. E por reconhecerem um sé epitope, os anticorpos monoclonais (MABs) sdo
capazes de diferenciar patégenos sistematicamente proximos, como no caso dos diferentes tipos
DENV(1,2,3,4). Anticorpos monoclonais podem ser utilizados, portanto, na tipificagdo viral. Os

MADbs sdo usados em testes ELISA para a deteccdo de virus.

2.5.4 Meétodos de diagnésticos da presenca de virus

Sao os seguintes os métodos mais utilizados para se detectar a presenca de virus em amostras de

fluido corporal de um organismo infectado:

e Diagndstico soroldgico - refere-se a deteccdo de anticorpos sejam eles neutralizantes, fixa-

dores do complemento ou inibidores de hemaglutinacao.

e Diagnéstici viroldgico - detecc@o do virus ou de antigeno viral por Isolamento do virus ou



Capitulo 2. Fundamentos tedricos 42

Remog&o do bago

/ .

TImunizagio L

l Fusio (@] %Q

x o e
Celulas B 3 6) Células do
Algumas do virus M -
de interesse

D D

Céhilas Hibridas ()
CDCD D

Separacdo em clones individuais

l

Selecio de clones para
gerar anticorpos monoclonais
contra o virus de interesse

Figura 2.13: Formacao de hibridomas e producgao de anticorpos monoclonais. Figura adaptada de
[87]

de antigeno (e.q.NS1)

e Diagndstico molecular - deteccdo do RNA viral por RT-PCR ou PCR em tempo real.

2.5.5 Caracteristicas do virus dengue

Virus sdo microrganismos que se replicam sempre dentro de células vivas; utilizam o sistema de
sintese das células, e induzem a sintese de proteinas capazes de transferir o genoma viral para

outras células [66], [56].

(b)

Figura 2.14: a) Virus dengue (DENV) b) Ilustrac@o da estrutura de um virus. No realce o nucleo-
capsideo formado por capsomeros. Figura adaptada de [15]

A estrutura dos virus, ilustrada na Figura 2.14b, é em geral composta por:
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e Genoma ou nucleo: RNA ou DNA.
e Capsideo (formado por capsomeros).
e Envelope (glicoproteinas - peplomeros).

A cobertura protéica ou capsideo de um virion (virus completo ou particula virica) € composta
de cépias multiplas de um, ou mais, tipos de proteinas. Essas proteinas se associam entre si, for-
mando unidades estruturais denominadas capsomeros. O conjunto do genoma mais o capsideo é
denominado nucleocapsideo. Os virus envelopados contém uma membrana externa que recobre o
nucleocapsideo (Figura 2.14b). Essa membrana externa (ou envelope) é derivada de membranas
da célula hospedeira. A classificagdo dos virus € feita por agrupamento de virus com caracteris-
ticas comuns. O virus dengue tem a seguinte classificacdo, conforme [17], mostrada na Tabela

2.1.

Tabela 2.1: Classificagdo dos virus dengue

Familia Flaviviridae
Simetria do capsideo e diametro (virion) | Icosaédrica 40-60
Género Flavivirus
Espécie Virus dengue
Tipos (oficiais) 1,2,3,4

2.6 Imunoensaios

A deteccao de anticorpos, ou de antigenos, é empregada no diagnéstico de doengas, e isso € mui-
tas vezes um processo demorado que requer a avaliacdo dos niveis de anticorpos na fase aguda e
convalescente da doenca. A deteccdo e avaliacdo desses anticorpos, os quais refletem o estado da
doenca, sdo utilizados para o planejamento de programas sanitdrios e em estudos epidemioldgicos
de surtos. Uma medida mais rdpida € utilizar anticorpos especificos (soro hiperimune) para de-
tectar os antigenos virais diretamente das amostras clinicas. Esses anticorpos podem ser obtidos
através da hiperimunizacdo de coelhos, cabras ou camudongos com virus. Outra alternativa que
pode ser empregada € utilizar anticorpos monoclonais. O imunoensaio € o método de diagnostico
que utiliza a capacidade de um anticorpo ligar-se quimica e especificamente a uma tinica molécula

ou um grupo muito limitado de moléculas, que € denominada de antigeno. Em um imunoensaio,
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a ligacdo antigeno-anticorpo, altamente especifica e sensivel, € utilizada para a deteccdo de pro-
teinas, virus, bactérias entre outras substancias que estdo presentes em uma amostra fluidica, que
pode ser sangue, saliva, solu¢do aquosa, entre outras. A alta sensibilidade dos imunoensaios re-
sultam dos valores das constantes de afinidade [87] nas reagdes antigeno-anticorpo, que indicam
a grande forca de atracdo entre eles. Para realizagdo do imunoensaio, o anticorpo (ou antigeno
do virus, bactéria, etc.) € imobilizado e o antigeno (ou o anticorpo) a ser detectado é imerso ou
entra em contato, e uma liga¢do ndo covalente ocorre. Para identificacdo e quantificagdo da subs-
tancia em analise (analito), normalmente é associado um marcador fosforescente, luminescente,
radioativo, enzimético, molecular e nanoparticular, que se liga a um substrato e geralmente uma
mudanga fisico-quimica é observada, como a alteracdo da cor. Utilizando esse procedimento, a
presenca ou nio do analito e a quantidade (massa ou concentra¢do) da mesma pode ser medida
[79], [80], [92].

A principal etapa na realizacdo de um imunoensaio corresponde a funcionaliza¢do da super-
ficie, na qual sobre uma superficie, plastica ou vitrea, os anticorpos (ou antigenos) de detec¢ao
ou captura sdao imobilizados. Tal funcionaliza¢do envolve, normalmente, etapas anteriores de lim-
peza da superficie e retirada de excesso de material de captura. Isso se realiza usando processos
de lavagem, de forma alternada, com solugdes aquosas adequadas a determinada aplicagdo. Os
imunoensaios desenvolvidos com marcadores sdo do tipo sanduiche quando aplicados a detec¢ao
de moléculas de grande peso molecular (proteinas, células) ou do tipo competitivo para baixo peso
molecular, como herbicidas ou toxinas. Sob o ponto de vista analitico, a forma¢ao do complexo
imunolégico pode ser monitorada pelo método direto, ou seja, sem qualquer marcador, porém,
grande parte dos imunoensaios langca m@o de marcadores (método indireto). Tanto o antigeno
quanto o anticorpo podem ser marcados. Quanto a fase do complexo, de acordo com [93], os
imunossensaios podem ser chamados de homogéneos, quando o complexo antigeno-anticorpo
(AB-Ag) € detectado sem separacao, e heterogéneos quando baseados na separagdo, imobilizando
um dos reagentes. Os dispositivos que realizam imunoensaios, 0s imunossensores, fazem uso
da sensibilidade e especificidade da intera¢do anticorpo-antigeno ou seja, sdo baseados na reagao
imunoldgica, e, na maioria das vezes, o antigeno (ou anticorpo), € imobilizado na superficie de de-
teccdo do transdutor. Assim, diversos tipos de imunossensores podem ser construidos, de acordo
com o tipo de transdutor empregado [93]. Os imunossensores tém sido explorados como métodos

semi-quantitativos ou quantitativos de deteccdo analitica. S@o dispositivos que contém uma bio-



Capitulo 2. Fundamentos tedricos 45

molécula de deteccao, que pode converter um sinal biolégico em um sinal eletroquimico ou dptico
[94]. Estes sinais de respostas dependem das caracteristicas de ligacdo entre as biomoléculas imo-
bilizadas. O AB (ou Ag) imobilizado pode interagir de forma a alterar propriedades do transdutor,
incluindo sua capacitancia, resisténcia elétrica, indice de refracdo ou constante dielétrica, etc. A
variedade de tipos de imunossensores advém das vantagens de cada um para diferentes tipos de
analitos e amostras. Os primeiros imunossensores empregavam marcadores radioativos, mas a
restricdo quanto ao emprego de radioisétopos conduziu ao desenvolvimento de ensaios com com-
postos fluorescentes ou enzimas, sendo que o ELISA tem sido o mais amplamente utilizado em
andlises clinicas e biologicas. Além do ELISA um grande nimero de sistemas imunossensores foi
desenvolvido. Os imunossensores fazem uso da alta sensibilidade do sistema detector/transdutor
para reduzir o tempo de medi¢do, e ainda contam com a vantagem da possibilidade de regene-
racdo da camada de imobilizacdo para realizar muitas analises com apenas um imunossensor. O
sistema de ensaio imunoabsorvente de enzima acoplada - ELISA- utiliza enzimas que possuam
substratos cromogénicos (peroxidase, fosfatase alcalina, galactosidade, luciferase e uréase) e o

desenvolvimento da reac¢do é medida por espectrofotometria [56].

2.7 Mecanismos de adsorcao e interacoes moleculares

Serdo apresentadas aqui consideracdes sobre os mecanismos de funcionalizacdo de superficies

biossensoras e modelos de adsorcao macro-molecular na superficie de metal do biossensor .

2.7.1 Técnicas de imobilizacdo em superficies sélidas

Anticorpos, células inteiras ou outros materiais bioldgicos, imobilizados em substratos sélidos,
como filmes finos, sdo componentes essenciais para o projeto e funcionamento de dispositivos
utilizados em ensaios. Comumente ensaios sd3o compostos como uma montagem de camadas.
Em geral, estas camadas devem ser organizadas em fun¢do da cobertura de moléculas na su-
perficie do sensor, homogeneidade, orientacdo, robustez e estabilidade quimica. Monocamadas
auto-organizadas (self-assembled monolayers - SAM) baseadas em tiol sdo frequentemente em-
pregadas como uma camada inicial. A conexdo com um suporte de filme fino de ouro se baseia

na interacdo quimica entre um dtomo de enxofre do grupo funcional S-H com o metal nobre [51],
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[60], [61]. Um outro ligante bem conhecido € a molécula de biotina, com composi¢do quimica
C10H16N203S, também chamada de vitamina H ou vitamina do complexo-B [95]. Comumente,
o primeiro passo na andlise de interacdo € a imobilizacdo de um dos interagentes (ligante) na
superficie do chip sensor [96].

A imobilizacdo pode ser permanente na forma de ligacdes covalentes, ou transitdrias por meio
de ligacdes i0nicas, por capturas de elétrons. A técnica de imobilizagdo a ser selecionada depende
do tipo de ligante (proteina, actiicar, DNA), o analito a ser usado (interagentes pequenos ou gran-
des) e o objetivo do estudo (especificidade, concentracdo, afinidade, cinética). Informacdes sobre
o tamanho do ligante, composi¢do aminodcida, estabilidade do pH e sitios possiveis para acopla-
mento orientado, contribuem para a determinacao do método a ser usado. Tamanho e composi¢ao
aminoécida sao normalmente bem conhecidos. Ambos sdo usados para determinar como e quanto
o ligante deve ser imobilizado de modo a se obter um sinal apropriado. A quantidade de ligante
a ser imobilizado depende da aplicagdo. Para medicdes de especificidade, ou afinidade, prati-
camente qualquer densidade de ligante pode ser usada, desde que esta gere um sinal detectavel.
Para medicdes de concentracdo € necessdria a maior densidade de ligante para estender o limite
de transferéncia de massa. Em um experimento de controle de transferéncia de massa a ligacao
vai depender da concentracdo do analito e ndo da cinética de ligacdo entre o ligante e o analito.

Uma escala de afinidade pode ser implementada com chips sensores de densidades de baixa
a moderada. O fator importante € que o analito deve saturar o ligante dentro de um intervalo de
tempo apropriado. Constantes cinéticas sdo medidas, com a menor densidade que da bons re-
sultados, sem que haja interferéncia por fatores secunddrios tais como transferéncia de massa ou
impedimento estérico. Ligacdes de moléculas de baixo peso molecular sdo feitas com chips sen-
sores com tao alta densidade, quanto possivel, do componente para se obter um sinal apropriado.
Na preparacdo de ligantes, para cada aplicacdo, é necessario se usar uma técnica de imobiliza-
¢do especifica. Algumas técnicas comumente utilizadas [96] sdo: adicionar um grupo dissulfeto;
adicionar um grupo tiol (-SH2); adicionar um grupo aldeido (-COOH); e adicionar um grupo
de biotina [97]. Aspectos importantes que devem ser levados em conta, na funcionaliza¢do do
ligante, é o impedimento estérico, além de orientacdo dos anticorpos quando se ligam na superfi-
cie. Se a orientacdo for adequada pode facilitar a ligacdo dos antigenos (epitopos) aos anticorpos
(paratopos).

A ligacdo de substancias (biotina, avidina,anticorpos,etc.) para formacdo da camada de imo-



Capitulo 2. Fundamentos tedricos 47

biliza¢do na interface sélido-liquida do bissensor pode ser implementada por um processo de

adsorcao.

2.7.2 Modelos de adsorcao na superficie de metal de um biossensor

A adsor¢do € um fendmeno fisico-quimico em que uma molécula, o adsorvato, interage com a
superficie de um adsorvente. O processo de adsor¢do, em superficies sélidas, € um importante
processo no qual se deseja remover determinadas substancias de um fluido atendendo a uma vari-
ada gama de aplicacdes como, por exemplo, purificacdo de dleos, clarificacdo de glucose, agucar,
gelatinas e elementos corantes, purificacdo de bebidas alcodlicas e clarificacdo de vinhos e sucos
e na fabrica¢do de medicamentos.

A classifica¢do do processo de adsorcao fisica ou quimica, fisiossor¢cao ou quimissor¢ado, res-
pectivamente, € feita a partir das forcas envolvidas na interacdo entre o adsorbato e o adsorvente,
e pelo valor da energia envolvida no fendmeno. Tanto a adsorcdo quimica quanto a adsorcao
fisica sdo processos exotérmicos. Isto porque ha uma diminui¢do da energia livre da superficie
no processo de adsor¢cdo. Porém, a entropia diminui, ja que as particulas que sdo adsorvidas tém
menor liberdade quando se acomodam nos sitios de adsor¢do. A adsorc¢ao fisica, chamada tam-
bém de fisiossorcao ou adsorcdo de Van der Waals, ocorre por forcas de repulsdo e dispersao, e
forgas eletrostaticas do tipo dipolo induzido. Este tipo de adsor¢do nao € especifica, é facilmente
reversivel, e ndo altera as propriedades dos materiais, nem do adsorbato e nem do adsorvente. A
energia, no caso da fisiossorcdo, é da ordem de AH =~ -5 a - 10 kcal/mol?. Fenomenos de fisi-
ossorcdo geralmente formam sistemas de multicamadas. A adsor¢do quimica, ou quimissorcao,
envolve interagdes quimicas, pouco mais fracas do que ligacdes quimicas propriamente ditas, mas
leva a formagdo de um composto quimico de superficie ou complexo de adsor¢ido. E um pro-
cesso bastante especifico, ja que € necessario que haja uma interacio bastante direcionada entre o
adsorvente e o adsorbato para que ocorra. Tende a alterar as propriedades das substincias envol-
vidas e envolve energias da ordem de AH ~ 10 - 100 kcal/mol®. O processo quimico apresenta a
formacdo de apenas uma camada de adsorbato [98].

No diagrama 2.15 € ilustrada a adsor¢ao de moléculas (etapa 1) e a dessor¢do (etapa 2), para
formar monocamada, ou multicamada, dependendo do tipo de processo de adsorcdo. A forma

das moléculas de proteina de uma mesma espécie €, em geral, a mesma, ou seja sao moléculas
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uniformes, e esta forma pode ser esférica, ou outra forma qualquer caracteristica da espécie. Na
Figura 2.15 estdo indicadas moléculas com forma esférica (semelhante as da albumina sérica

bovina - BSA).
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Figura 2.15: Ilustracdo do processo de adsor¢do em interface sélido-liquido formando monoca-
mada ou multicamada. Estdo indicadas as etapas: 1)ligacdo da molécula na superficie; 2) dessor-
¢do da molécula

Nos métodos imunoldgicos, um analito € imobilizado na superficie do sensor para deteccao
do ligante. A constru¢do das camadas de imobilizacdo, em geral, é efetuada por adsor¢io de
substancias (vitaminas, proteinas) que preparam a superficie para a fixagao do analito (anticorpo
ou antigeno). O processo de adsor¢do de proteinas, € um mecanismo complexo, no qual podem
ocorrer diferentes modalidades conformacionais por influéncias da interagdo de vizinhancga entre
as moléculas ou forgas idnicas e eletrostaticas com a superficie. A forma das moléculas na in-
teracdo com a superficie pode ser distorcida, assim como o arranjo das moléculas na superficie,
podem sofrer mudancas, dependendo das forgas de interag@o entre as moléculas. Na Figura 2.16
¢ ilustrado um exemplo de etapas de adsorcdo de proteinas, com formato de haste, na qual a ad-
sor¢ao passa por varios estdgios em sequéncia: a) transporte da proteina na direcdo da superficie;
b)ligacdo da proteina com o seu eixo maior paralelo a superficie; ¢) rearranjo devido ao aumento
da interagdo proteina-proteina e da concentragdo de moléculas de proteina.

Sao conhecidos véarios modelos matematicos, expressos em equagdes que servem para quan-
tificar o adsorbato presente no processo, a uma data temperatura. Estas equacdes sdo chamadas
isotermas de adsor¢@o. As isotermas de adsorcao sdo curvas obtidas a partir da quantidade de so-
luto adsorvido em fun¢do da concentracio deste soluto. Na Figura 2.17 € mostrado um exemplo

de isoterma de Langmuir.
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Figura 2.16: Ilustragdo de um exemplo de etapas de adsor¢do de proteinas: a) transporte de protei-
nas para a superficie b) ligacdo com o eixo maior paralelo a superficie ¢) rearranjo com aumento
da interacdo e concentragdo de proteinas.
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Figura 2.17: Exemplo de isoterma de Langmuir.

Existem vdrios tipos de isotermas, sendo que cada uma delas se aplica a um determinado tipo
de adsorcdo. Algumas das isotermas mais comuns sdo a isoterma de Freundlich, a isoterma de
Langmuir e a isoterma BET [98]. A isoterma de Langmuir fornece uma descricao mais adequada
do processo de adsor¢ao em monocamada e representa simplificadamente o processo de adsor¢ao
como uma reacao quimica entre o adsorvente e o adsorbato [98]. A cinética e a termodinamica
de adsor¢cdao podem ser analisadas através de modelos mateméticos que pretendem expressar o
comportamento da interagcdo entre as moléculas. Modelos atuais de ligagdo irreversivel macromo-
lecular, na interface da solucdo com o metal, t€ém sido explorados e relacionados com observagdes
experimentais. Diferentes conceitos tedricos estdo ligados ao processo de adsorcao irreversivel
tais como: Modelo de Langmuir, Cinética Molecular e Modelo de Adsor¢ao Irreversivel Sequen-
cial Aleatéria [99], [100], [101]. O modelo de Adsorcao Cinética Molecular aplica-se de prefe-
réncia aos casos de misturas de proteinas, como, por exemplo, soro humano. A teoria cinética

utiliza uma equagao de difusdo generalizada em que a for¢a motriz para o movimento molecular
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€ o gradiente dos potenciais quimicos das proteinas. Sua longa abordagem tedrica, ndo descrita
aqui, € baseada essencialmente em minimizar a energia livre de superficie. Para esse método, um
claro méximo inicial é definido, seguido por uma diminuigdo exponencial. E praticamente idén-
tico a0 modelo de Langmuir, embora os fundamentos fisicos de ambos os modelos sejam bem
diferentes.

Em um sistema microfluidico a admissao da solugao de proteinas é feita por fluxo continuo
na dire¢do do comprimento da célula e a altura da célula é medida na direcdo perpendicular a
superficie solida. A Figura 2.18 é uma representacdo da célula microfluidica contendo solugdo de
proteinas de forma esférica em contato com a superficie na qual estdo indicadas a dire¢cdo X do
fluxo, a direcdo Z vertical e perpendicular a superficie na qual € medida a altura da célula, e a

direcdo Y na qual se mede a largura da célula.
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Figura 2.18: Ilustracdo de uma célula microfluidica com fluxo de solu¢d@o de proteinas em contato
com a superficie. A direcdo Z € definida perpendicular a superficie e sendo X a dire¢ao do fluxo
na célula microfluidica.

Modelo de adsorcao de Langmuir

A curva isotérmica (ou isoterma) de Langmuir foi desenvolvida em 1916, por Irving Langmuir,
para descrever a dependéncia do recobrimento da superficie por um gas adsorvido sob pressdao do
gds acima da superficie a uma dada temperatura [102]. O numero de sitios ocupados na superficie
pela molécula adsorvida no equilibrio, em uma determinada temperatura, 7', dependerd da pres-
sdo, P, do gas. Quando considerando isotermas de adsorcao é convencional adotar uma definicao
da cobertura da superficie, ¢, o qual define que o maximo de saturacdo da cobertura da superficie

de um adsorbato particular em uma dada superficie € igual a unidade, 6,,,, = 1. A dependéncia
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da taxa de cobertura/ocupagdo, ¢, com a pressdo, a uma determinada temperatura, ¢ denominada
de isoterma de adsorcdo. O 6 € a razdo entre o nimero de sitios da superficie, ocupados pelo
adsorvato, e o nimero total de sitios de adsor¢do do substrato. Quando # atinge o valor 1, entao
diz-se que foi formada uma monocamada. Em valores muito baixos de pressdo, todas as curvas
isotérmicas de adsor¢do t€ém um comportamento linear para o qual pode-se usar a expressdao da
lei de Henry,na qual a pressao é proporcional a cobertura 6. A curva isotérmica de Langmuir tem
sido utilizada, com sucesso, para interpretar o comportamento da adsor¢do no equilibrio, de varios
sistemas, e para determinar a drea de superficie total de um sélido. E particularmente interessante
para sélidos com grande drea superficial, os quais, em geral, sdo usados como catalisadores. A
isoterma de Langmuir estd restrita a apenas uma monocamada de espessura. Esse modelo requer

algumas aproximacoes:

e Considerar que a superficie do sélido € uniforme e contém um niimero de sitios equivalen-

tes, cada qual pode ser ocupado por uma tinica molécula do adsorvato.

e O equilibrio dindmico existe entre o gas, a pressdo P, e a camada de adsor¢ao a uma deter-

minada temperatura.

e Moléculas de adsorvato de uma fase gasosa estdo continuamente colidindo com a superficie.
Se o impacto ocorrer em um sitio de adsor¢ao livre entdo haverd formacdo de uma ligacdo.
Se o impacto for com um sitio ocupado entdo as moléculas serdo refletidas de volta para a

fase gasosa.

e Uma vez adsorvida, a molécula estard localizada, ou seja, a barreira de ativa¢do para mi-
grar para um sitio adjacente ¢ maior que k7'; e a entalpia de adsor¢@o por sitio permanece

constante independente da cobertura.

Experimentalmente, as medidas nesses sistemas sdo feitas em termos de quantidade de subs-
tancia adsorvida por grama do sélido, com a finalidade de se obter as chamadas curvas isotérmicas
de adsorc¢d@o. Essas curvas sdo graficos onde estio representados /N nimero de moles de substan-
cia adsorvida por grama de sélido versus C', concentrag@o de soluto em equilibrio, ou P, pressao
do gas sobre o sdlido. Considera-se que o processo de adsor¢do do gds A, sobre uma superficie,

pode ser representada pela expressao:
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A+ 52 AS, (2.36)

na qual S é a posicdo vazia na superficie do sélido (sitio ativo) e AS representa a molécula
adsorvida. k, é a constante de adsor¢ao e k; a constante de dessorcdo. A constante de equilibrio

K., pode ser escrita como:

Xas

Koy =25,
7 XgP

(2.37)

na qual: X 45 € a fracdo das posi¢des na superficie que estdo ocupadas; Xg € a fracio das posi¢cdes
livres; e P € a pressao do gas. Comumente se usa ¢ em fungido de X 45, onde 6 representa a fragao
da superficie que estd coberta. Assim (1 — 0) representard a fragdo da superficie que ndo estd

coberta. Pode-se entdo escrever:

0

Ka=0"9p

(2.38)

ou seja, K.,P = 0/(1 — 0) que é a expressao da Isoterma de Langmuir. Rearranjando, em termos
de 0, a equacdo fica:
K., P

0 - m (239)

Para o caso de adsor¢do em solucdo, a curva isotérmica continua valida, devendo somente
substituir P, pressdo do gés, por C' que € a concentracao do soluto na solug¢do. Pode-se escrever

ainda que:

H = o (2.40)

na qual N = nimero de moles de moléculas adsorvidas por grama de s6lido; Nm = ndmero de

moles de soluto por grama de sélido necessdrios para formar uma monocamada sobre a superficie.

Entdo:
N K.,C
—_ = 241
N, (1+K,C) 24D
e rearranjando-se tem-se:
C 1 C
— = — 242
N (Kequ) o Np, (2.42)
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que € a forma mais usual da Isoterma de Langmuir. Dessa expressdo tem-se que essa curva
isotérmica de adsorcdo de Langmuir representa, de um modo adequado, um processo de adsor¢ao.
Entdo um grafico C'/N x C' devera resultar numa reta, cujo coeficiente angular serd igual a 1/N,,,
e o coeficiente linear serd igual a 1/K.,N,,,. Tendo os valores de V,,, e conhecendo S, a drea
ocupada por uma molécula adsorvida na superficie do sélido, entdo a drea especifica (em metros
quadrados por grama) da superficie do sélido pode ser determinada [102]. A energia livre de

adsor¢do a partir da constante de equilibrio para uma monocamada é dada por:

AG 4 = —RTIn(K,,) (2.43)

Soluc¢ao exponencial como aproximacao do modelo de Adsorc¢ao de Langmuir

O modelo de adsor¢ao de Langmuir desenvolvido originalmente com precondi¢des e limitacdes
se aplica apenas a processos de adsor¢do moleculares reversiveis. Devido a sua simplicidade e
conveniéncia, contudo, ¢ amplamente utilizado também para a descricdo de fendmenos de ligagcdes
irreversiveis. As equacOes da referéncia [99] sdo aplicadas aos transientes de adsor¢do e curvas
isotérmicas correspondentes que determinam a cobertura de superficie molecular dependente da
concentragdo, #(C'), sob condi¢des de equilibrio. O modelo de Langmuir obedece a seguinte

equacao diferencial para a taxa de crescimento global (2.44):

db
o= k. C[1 —0(t)] — kq0(t) (2.44)
E importante lembrar que a equagdo (2.44) apenas se aplica integralmente se a concentracio do
soluto acima da superficie de adsor¢ao permanecer constante, ou seja, dC'/dt = 0. Mais ainda, os
gradientes de concentragdo acima das superficies sao considerados nulos dC'/dz = 0 e os efeitos
de adsorcao por difusdo sdo desprezados.

Uma solugdo exponencial, como uma aproximacdo do modelo de Langmuir para 6(¢) pode ser

dada pela equacdo (2.45):

K. C

(t) = (m)(l — ¢ RaCHRalty (2.45)
eq

O termo (K.,C/(1 + K.,Cy)) define a Isoterma de Langmuir, a partir da qual pode-se deter-
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minar a constante de equilibrio K, e identificar o mecanismo de ligagdo. Esta constante K., €
extraida sob condigdes estaciondrias para um tempo grande, t, e para K.,C' >> 1, e a cobertura
de equilibrio 6,,,; deve corresponder a formacgao de apenas uma monocamada (ML).
A taxa de crescimento obtida da equagdo (2.45) decresce exponencialmente com o tempo
(2.46):
do

= B(1 - e Otk (2.46)

com B sendo dado por (2.47):

K202 + Ckoka)

B
koC + kq

(2.47)

Com a condicdo k, >> k, e valores moderados de C, a evolug@o temporal da taxa de crescimento
df/dt se reduz a (2.48):
do

i ko Cem et (2.48)

na qual o valor inicial igual a df/dt = k,C, parat = 0, é linearmente proporcional a C' e a k,.
Se a evolugdo temporal da taxa de crescimento, determinada experimentalmente, estiver de

acordo com a equagdo (2.48) isto ird indicar validade de aplicacdo do modelo de aproximagao de

Lagmuir. Esta equagdo, portanto, permite verificar uma relacdo de aproximacio da derivada da

curva do indice de refracdo, em funcio do tempo, por uma exponencial decrescente.

Modelo de Adsorcao Aleatéria Sequencial (RSA)

No caso de um processo de adsorcdo ideal sequencial aleatéria (RSA), onde apenas exclusiva-
mente as particulas irreversivelmente adsorvidas, completamente imdveis, ndo sobrepostas, € sem
interac@o entre elas, sdo tratados como discos rigidos 2-D, a cobertura 0(t) deve aproximar-se do

limite de saturacdo jamming 0> = 0, 547M L sendo esta uma fungio do tempo dada por (2.49):

NI

6 —o(t) =t~ (2.49)

A evolucdo temporal em uma fase de adsorcdo, preferencialmente desordenada, foi inicial-

mente explorada por simulagdo, usando computagdo numérica, pelo método Monte Carlo, em
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[100], e compreende uma taxa de crescimento que decresce rapidamente:

do

o~
~

dt

Njw

- (2.50)

N —

Porém, essa expressao ndo € adequada para pequenos valores de t.

Modelo Generalizado de Adsorcao Sequencial Aleatéria Irreversivel

De acordo com [101], o fluxo de moléculas adsorventes, J,4, que compreende a taxa de cresci-
mento das particulas irreversivelmente ligadas, pode ser definido por uma equacdo generalizada

de Langmuir (2.51):

do

Jog = —
4T

= kaCH(0(t)) — ka(2), 2.51)

onde ¢(0) é definida como a Fungdo de Superficie Disponivel (FSD). Para o modelo de adsor¢ao

de Langmuir a FSD € dada por (2.52):

P(0) =1— —, (2.52)

que resulta na equagao (2.44). 6, indica a cobertura de saturacdo, normalmente uma monocamada.
Em um experimento tipico de ligacdo molecular 6, e, por conseguinte, o fluxo .J,4 variam com o
ad

tempo. Sob condi¢des de adsor¢do irreversivel, dois diferentes casos tém sido considerados:

1. O chamado modelo da referéncia [100], que se aplica a valores de coberturas de baixa a

moderada, com a fun¢@o de cobertura sendo dada por (2.53):

+ D#* (2.53)

mol*

P(0) =1- Bsb,

mol

O termo constante nessa expressao de Taylor implica que pelo menos 3 particulas ja adsor-

vidas e adjacentes sdo requeridas para evitar adsor¢cao de uma nova particula.

2. Para o caso de adsor¢do sequencial aleatoria, de acordo com [100], a fun¢do de cobertura

toma a seguinte forma (2.54):

$(0) = 1 — a10 + ax0? — as0;,,, + DO, (2.54)

mol
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O primeiro termo constante € linear, indicando que apenas uma Unica particula adsorvida ja

previne a ligacdo de uma nova particula adjacente, porém permite difusdo de superficie.
Semelhante a equagdo (2.51) a FSD € relacionada ao potencial quimico p da particula adsorvida
na superficie (2.55):
= po + kTIn(0) — kTIn(¢p(0)) (2.55)

Contudo, ao contrario do modelo de Langmuir, a influéncia da difusao € incluida nesse modelo,
com a corrente de difusdo através da camada de difusdo adjacente a superficie de adsorcao dada

por (2.56):

dp p dC
= — —_— _— 2_
In(z) FER (2-56)
na qual D € o coeficiente de difusdo molecular, C é igual a C' = —kTIn¢(z, 0), p é a concentracdo

da particula a uma certa distancia Z perpendicular a superficie (como indicada pelo eixo Z, na
Figura 2.18). De acordo com [101], a taxa de adsorcdo (generalizada), compardvel a equacdo

(2.51), € entdo expressa como (2.57):

y o(Z,0(1))
=g = ap(2)00(2.0(0) = ke Zpns

Sob condi¢des de existéncia de somente adsor¢do irreversivel , k; = 0. De acordo com a [101],

Jod p(Z) (2.57)

k., pode ser determinada experimentalmente e depende necessariamente da distdncia Z sobre a
qual condicdes difusionais, quase estaciondrias, sao estabelecidas. Se Z € grande, em relacdo ao
comprimento da interacdo entre a particula ja adsorvida e as particulas recentemente adsorvidas,
entdo ¢(Z,6(t)) = 1. Portanto, o primeiro termo da equagdo (2.57) permanece constante, desde
que a concentragdo dos adsorventes p(7 ), a distancia Z acima da superficie, permanega constante,
ou seja, df /dt constante. .
Formalizando-se, para t < t,,4.:
do

— =, 2.58
7 P (2.58)

na qual p. € uma constante. E para t > ¢,,4,:
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do

— =0. 2.59
7 (2.59)
De acordo com as relacdes (2.58) e (2.59), o modelo exibe uma pequena taxa de crescimento

inicialmente constante que se anula para tempos grandes.

Curvas da taxa de crescimento da cobertura pelos Modelos Langmuir (L-TAM), RSA (OR-
SAM), irreversivel RSA (IRSAM) e cinética molecular (G-KAM)

A seguir € apresentado um gréfico, na Figura 2.19, com as curvas das derivadas da cobertura
correspondentes aos modelos de adsor¢do: Langmuir (L-TAM), RSA (ORSAM), irreversivel RSA
(IRSAM) e cinética molecular (G-KAM).

0,8

0,6

04

Growth rate, do/dt

0,2

0,0

time (s)

Figura 2.19: Tlustracdo do crescimento da cobertura pelos Modelos Langmuir (L-TAM), RSA
(ORSAM), irreversivel RSA (IRSAM) e cinética molecular (G-KAM).

2.8 Consideracoes finais do capitulo

Neste capitulo foram apresentados os fundamentos tedricos de sistemas microfluidicos, da tec-
nologia SPR e principios de imunologia e de imunoensaios, técnicas de imobilizacdo e modelos
de adsorcao que formam a base para o desenvolvimento de métodos experimentais para andlise
dos parametros de transporte e da cinética e termodinamica de adsor¢do. Nos capitulos seguintes,
3 e 4, serdo apresentados os métodos experimentais desenvolvidos que constituem as principais

contribuicdes deste trabalho.



Capitulo 3

Analise dos sistemas microfluidicos sem

adsorcao

Neste capitulo sdo realizadas andlises da resposta transitéria do sistema microfluidico e apresen-
tados os novos métodos experimentais desenvolvidos, e que se constituem em contribui¢des deste
trabalho: 1) método experimental para determinac@o da velocidade de fluxo de escorregamento
na parede do canal microfluidico e 2) método experimental para determinacio do coeficiente de

difusdo mutua, D, do analito no solvente.

3.1 Método para determinacio das condicoes de fluxo

Inicialmente serd feita uma abordagem dos problemas relacionados a determinacdo dos perfis de
fluxo bem préximo as paredes de um microcanal e em seguida apresentado o método desenvol-
vido, para anédlise da resposta transitéria e modelagem das condi¢des de fluxo, bem préximo as

paredes de um microcanal.

3.1.1 Motivacao

Quando fluidos se movem em superficies s6lidas, se estas forem suficientemente rugosas, a con-
dicdo de ndo escorregamento (no-slip), ou seja, velocidade zero nessa superficie é considerada
adequada. Contudo, em escalas muito pequenas, a condi¢do de no-slip, comumente se aplica de

forma modificada, mas é tratada de modo insuficiente pela teoria convencional. Nessas dimen-
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soes medigdes de perfil de fluxo confidveis sdo dificeis de realizar e demandam investigagdes e
estruturas de montagens mais complexas. Para ilustracdo, a condi¢do de fluxo de nao escorre-
gamento estd representada na Figura 3.1, onde estdo indicados os perfis de velocidade ideal e
desvios do perfil parabdlico do fluxo hidrodinamico e, ainda, os parametros de comprimento de

escorregamento (slip length), positivo e negativo.

Perfil de Velocidade

slip neg.

Posigéo

Figura 3.1: Ilustracao do perfil de velocidade ideal e comprimentos de escorregamento positivo e
negativo.

No século passado o modelo parabdlico ideal do perfil de velocidade e de no-slip, foram con-
siderados adequados para a maioria dos fluxos macroscépicos. Contudo, com a recente miniaturi-
zacdo para escalas micro e nanométricas e com o avango das técnicas de diagnostico, aumentando
a capacidade de determinagdo de interacOes fisicas entre fluido e superficie, essa condi¢do de
no-slip tem sido reavaliada [7]. Observou-se, em especial, que mudangas na interacao fluido-
superficie, (tal como a propriedade de as superficies serem hidrofilicas ou hidrofébicas), podem
afetar a capacidade do fluido de trocar momentum com a superficie, na escala atdmica, resultando
numa velocidade de escorregamento, na parede do canal, diferente de zero. Em estudos de perfis
de velocidade de escorregamento efetuados anteriormente foram determinados comprimentos de
escorregamento de 20 nm até 1 ym. Na Figura 3.2 (a) e (b) sdo mostrados alguns desses resultados
de perfis de velocidade medidos com a técnica PIV [10], nas proximidades das paredes do canal,

onde podem ser observadas distor¢cdes do modelo parabdlico ideal.
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Figura 3.2: (a) e (b) - Perfis de velocidade e desvios medidos com a técnica PIV [9].

N3ao h4, ainda, um completo entendimento acerca da origem dos efeitos de escala e desvios do
perfil parabdlico do fluxo hidrodindmico ideal nas proximidades das paredes do canal. A necessi-
dade de uma melhor precisdo e confiabilidade na determinacdo desses e de outros parametros de
transporte ¢ uma das motivacdes do presente trabalho. Além do objetivo de desenvolvimento de
novos dispositivos ha ainda questdes de pesquisa ndo solucionadas, referentes aos processos de
transporte; em particular, o movimento de particulas em microdispositivos e o impacto de forcas
de superficie. Forcas superficiais sdo muito importantes e frequentemente dominantes em escalas
muito pequenas que caracterizam os microdispositivos. Essas forcas incluem as forcas de Van
der Waals e a tensdo de superficie que € significante quando interfaces fluido-ar ou fluido-fluido
estdo presentes [103]. Forcas de superficie podem ser manipuladas por padronizacdo de substra-
tos [104], via fluxo laminar, em escalas de comprimento de microns para submicrons. Como foi
explicado recentemente [105], micropadronizacio de superficie das paredes de um microcanal di-
reciona fluxos de fluido com base na molhabilidade e assim mantém contato continuo entre fluxos
de gés e liquido. Padronizacdo de superficie via fluxo laminar em microcanais é também potenci-
almente muito util em outros processos de revestimento em microescala [78], e representam uma
nova aplicagdo de planejamento e controle utilizando os principios microfluidicos. Um melhor
entendimento da dindmica dos microfluidos pode, a principio, produzir novos, melhores e mais
eficientes projetos de dispositivos micro e nanofluidicos. O desenvolvimento de ferramentas para
determinac¢do e andlise de parametros dessa microhidrodindmica é imprescindivel para o projeto

e fabricacdo destes dispositivos. Neste trabalho propde-se desenvolver um método experimental
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para determinacdo de parametros de transporte nas proximidades das paredes internas, em um
micro-canal, com alta resolucao espacial para uma determinada geometria, utilizando-se a tecno-
logia de ressonancia de plasmon de superficie - SPR. O método é baseado na resposta transitéria
do fluxo, devido a difusdo convectiva, e na auséncia de adsor¢do especifica, para extrair informa-
coes quantitativas dos parametros de transporte, € em especial, velocidade de escorregamento. A
determinacg@o de pardmetros de transporte com precisao e confiabilidade é importante nos proces-
sOs como misturas, reagdes, separacdes € manipulacido de particulas, em escalas muito menores
(que as utilizadas em tecnologias convencionais), onde a velocidade e o comprimento de escor-
regamento sdo determinantes. Visa-se, ainda, atender a necessidade de andlise dos mecanismos
de transporte e aperfeicoamento das células de fluxo no intuito de, entre outros objetivos, reduzir
o volume de fluido e permitir a otimiza¢do de parametros de desempenho em aplicagdes criticas
como, por exemplo, na determinac@o de DNA. Para se efetuar as andlises e o desenvolvimento do

método experimental foi utilizada a plataforma mostrada a seguir.

3.1.2 Plataforma experimental

A plataforma utilizada para realizacdo dos ensaios estd representada na Figura 3.3. Com esta se
implementa o controle de transporte do fluido (analito) que passa por um transdutor de ressonancia
de plasmon de superficie (SPR) gerando sinais que sdo lidos, gravados e pré-processados por um
computador (PC ou microcontrolador). A plataforma experimental utilizada, sistema SPR-VIR,
por ter um menor tempo de amostragem que o sistema Spreeta, mostrou-se mais adequada para
os experimentos de determinacdo do coeficiente de difusdo.

Para efetuar o controle de transporte do fluido é acoplada ao sistema uma bomba peristéltica.
Apbs ser selecionado, o fluido passa em uma célula de fluxo constituida de duas superficies planas
muito préximas, com uma camada sensivel em uma das superficies, gerando sinais detectaveis. O
computador (PC ou microcontrolador), através de uma interface, efetua o controle dos dispositivos
e a aquisi¢do dos sinais gerados pelo transdutor, e efetua o processamento adequado. A superficie
sensivel é parte constituinte do transdutor de ressonancia de plasmon de superficie. O fluido (ana-
lito) selecionado, sob pressdo da microbomba, passa através da célula de fluxo, onde estd acoplada
a superficie sensivel, que € parte integrante do transdutor. Se ocorrer variacdo na concentracio do

analito, nessa superficie sensivel, o transdutor gera um sinal elétrico. O microcomputador faz a
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Figura 3.3: Plataforma de ensaio com microchaves, microbomba, célula de fluxo com transdutor
acoplado e um microcomputador para processamento e controle.

aquisicao dos sinais gerados e controla o fluxo do analito que pode ser descartado ou reaprovei-
tado. A célula microfluidica, utilizada na montagem do experimento, € mostrada na Figura 3.4.
O fluxo e os dois diferentes tipos de transporte, difusdo e transporte convectivo, da solucao, sao
indicados na figura. O sensor 6ptico SPR, que detecta mudangas no angulo de resonancia (modo
de interrogacdo angular), acoplado a micro-célula é mostrado, com o filme semitransparente de
ouro e superficie sensivel. A camada sensivel do sensor SPR € colocada de modo a formar a base
inferior do canal. A outra superficie da célula de fluxo € feita de teflon com entrada e saida para o
fluxo.

A faixa de medic¢ao 6ptica do sensor SPR no canal de fluxo € indicada na Figura 3.5, através
de um corte ampliado da Figura 3.4. Esta corresponde a faixa de decaimento e penetragao do
campo de onda evanescente na solu¢do, onde as propriedades do fluxo podem ser medidas. Apro-
ximadamente 70% do sinal medido sdo originados dentro do intervalo de distancia de 0, 2um da
superficie do ouro.

Essa faixa, bem definida, viabiliza alta resolucdo espacial nas medi¢des com o sensor SPR.
A superficie do canal é livre de obstdculos ao fluido microscépicos, os quais poderiam gerar

turbuléncias na regido préxima a superficie. Os experimentos foram realizados na temperatura
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Figura 3.4: Célula microfluidica com sensor SPR.
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Figura 3.5: Faixa de penetracdo do campo evanescente.

ambiente (25C) usando o kit SPR da Spreeta, com a célula de fluxo acoplada [106]. No instru-
mento Spreeta a fonte de luz (leds) com polarizador, o espelho de reflexdo e o detector 6ptico
estdo integrados em uma s6 pastilha (chip). Devido ao seu projeto robusto e estdvel, o dispositivo
€ de facil manuseio. Com a instrumentagao de suporte e condi¢des de operacao adequadas, o nivel
de ruido e de oscilagdo no sinal do sensor podem ser mantidos em niveis muito baixos (~ 1079),
com uma resolugdo temporal de 2s. O comprimento da célula de fluxo é de 11 mm, a largura de
1,2 mm e a altura 0, 75 4+ 0, 05 mm compreendendo um volume de 10 pl com um volume morto
de 1 pl.

As concentragdes molares da solug@o variam de 0,001 < ¢ < 1M. Solugdes para estabilizar
o pH ndo foram utilizadas durante os experimentos, uma vez que estas poderiam modificar a
concentracao e composicao do soluto. A auséncia da estabilizacdo do pH requer medic¢des rapidas

e solucOes recém-preparadas. A solugdo de NaOH foi escolhida devido ao fato de a variagdo do
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indice de refracdo com a concentra¢do, An/Ac, dos fons O H~, ser consideravelmente maior do
que a dos fons C'l~ das solugdes alcalinas, NaCl. Isto viabiliza medi¢des de tempo de resposta
precisas e com baixo ruido, para concentra¢des muito baixas (mM). Uma bomba peristéltica de
precisdo (Ismatec ISM 832A) foi utilizada nos experimentos. A pequena flutuagdo da pressao
durante a operacdo de bombeamento ndo afetou a confiabilidade das medicdes. Os experimentos
requerem uma manipulacdo cuidadosa e uma limpeza eficiente tanto da superficie de ouro do
sensor como dos tubos de Teflon, usados no transporte das substancias de modo a minimizar os
efeitos de oscilagdo nos sinais mais vagarosos, enquanto mantém o ruido do sinal de SPR com
valores estdveis e adequadamente baixos menores ou iguais a 5x10 ¢ RIU (unidades de indice de

refracdo) [107].

3.1.3 Método experimental

O método experimental desenvolvido nesse trabalho para determinagdo de parametros, a partir das
equagoes de fluxo convectivo difusivo (ECD) e de Navier-Stokes (ENS) [19], consiste em acom-
panhar a evolugdo, no tempo, da resposta transitoria do sensor, até que as condi¢des estaciondrias
e o equilibrio quimico sejam atingidos, devido a difusdo convectiva, e na auséncia de adsor¢ao es-
pecifica. Condig¢des iniciais devem ser definidas para que se possa extrair numericamente o tempo
de resposta. Uma fungdo degrau aproximada, da variacdo temporal de concentragdo do soluto,
deve ser usada como o sinal de entrada do sistema conforme mostrado na Figura 3.6. O sinal de
resposta correspondente do sensor de ressonancia de plasmon de superficie, que € parte integrante

do micro-canal, € tomado como o sinal de saida.

C
Equaces IR
Entrada ENS Sards
C, 2
—— ECD T

Figura 3.6: Funcao degrau da concentracdo do soluto como sinal de entrada e variagdo temporal
do indice de refracdo como sinal de saida.
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Através da variacdo da concentragdo do soluto e da velocidade do fluxo/taxa de fluxo, ambos

os parametros de transporte, convectivo e difusivo, podem ser determinados diretamente. A ava-

liacdo da resposta dindmica do fluxo, AcAT;,, nos limites assint6ticos, pode prover informagdes

das propriedades dos fluxos, difusivo e convectivo, no micro-canal.

Os passos para a execu¢do do método podem ser descritos da seguinte maneira:

Inicialmente € aplicada uma entrada ao sistema, que € um degrau de variacdo da concentra-

¢do do soluto Ac.

A resposta do sensor, ou seja, o sinal de saida transitorio do sensor SPR € gravado até que
seja atingido o equilibrio quimico, e corresponde a medida, no tempo, da varia¢do do indice

de refracdo que, por sua vez, € proporcional a concentracdo da solucdo.

Os dados de saida, que definem o tempo de resposta transitorio, sdo gravados em fungdo da
taxa de fluxo e da concentracio da solucdo, para uma faixa ampla de valores. Apenas um
dos parametros concentracdo ou taxa de fluxo, € mudado, a cada ensaio (enquanto o outro

fica constante).

O tempo de resposta, até serem alcangadas as condicdes estaciondrias, € determinado, para
cada valor de concentracdo do soluto e da taxa de fluxo. A resposta dindmica %, que
depende de c, v, D e da temperatura, assim como da geometria do micro-canal, é tracada
e por extrapolacdo, sdo obtidos os tempos de resposta, difusivo e convectivo, nos limites

assintéticos, para v — 0 e para ¢ — 0, respectivamente.

O tempo de resposta do fluxo difusivo é determinado da maneira, descrita a seguir. No limite

assintdético, para v(ouf) — 0, para c finito, a ECD, equagdo (3.1), se transforma na equag@o de

difusdo molecular, Lei de difusao de Fick, equacdo (2.7) (2 Lei de Fick), a partir da qual se pode

obter o tempo de resposta devido ao fluxo difusivo, 7p;f¢ , para um sistema unidimensional:

% = DV?c— (v-grad) - c) 3.1)

0
a—j — DV2c (3.2)
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Para ilustrar como € feito o calculo do tempo de resposta difusivo, 7p;f¢, na Figura 3.7 é
mostrada uma curva, hipotética, da parte dindmica da ECD, Ac/A7,,, em fungdo da taxa de
fluxo. O valor, Ac, € o sinal de entrada conhecido, do degrau de variagdo da concentra¢do do
soluto. Os tempos, ATy, s30 0s valores do tempo de resposta transitéria do sensor medidos para
cada valor da taxa de fluxo f, com os quais os pontos da curva, Ac/AT;,, (com linha continua),
sdo determinados. A partir desta curva é feita a extrapola¢do para o limite assintético, f — 0,
(com linha pontilhada), e obtém-se o valor do ponto M, no limite assint6tico. Nesse ponto o fluxo

¢ puramente difusivo, ou seja, T+ = Tp;ff, € portanto:

Ac g (3.3)
ATDiff

Por essa expressdo, entdo, calcula-se o tempo de resposta difusivo, 7p;y.

Ac
ATot

Figura 3.7: Tlustracdo da determinagdo do tempo de resposta difusivo, 7p;ss, para f — 0.

A determinacgao do tempo de resposta para o fluxo convectivo € descrita a seguir. Na auséncia
do soluto, ou seja, para D = 0 e para v finito, a equacdo ECD se transforma na ENS, substituindo

a concentracdo do soluto ¢ pela densidade do solvente p.

— = —grad(pv) (3.4)

O fluxo € entdo puramente convectivo. O tempo de resposta devido ao fluxo convectivo (7¢p)
pode ser, entdo, determinado pela extrapolacdo da curva do tempo de resposta, em funcdo da

concentra¢ao, no ponto ¢ = 0.
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3.1.4 Descricao dos experimentos

Para a execucdo dos experimentos sdo realizadas as seguintes etapas bésicas;

1. Ap6s a limpeza adequada (com hipoclorito e hidréxido de sédio) da superficie do sensor,
inicialmente dgua € bombeada através da célula de fluxo e o sinal de saida do sensor é

gravado pelo medidor SPR.
2. Em seguida a bomba € desligada, e o fluxo interrompido.

3. E selecionado pela auto-amostrador (ou micro-chave) a solu¢do contendo fons de NaOH e a
bomba € religada. Aos poucos o soluto vai substituindo a soluc¢do original de dgua. (foram

usadas diferentes concentracoes de NaOH e de taxas de fluxo).
4. Ap6s ser atingido o equilibrio quimico, ou seja, o regime estaciondrio, a bomba € desligada.

5. A entrada € novamente selecionada para fornecer dgua por um tempo, suficiente para que
toda a solucdo de NaOH tenha sido retirada da célula de fluxo, permitindo que novo ciclo

de ensaio possa ser iniciado; e a bomba € religada.

6. Os ensaios sdo repetidos, no minimo, nove vezes (numero para uma média aceitavel) para

cada valor diferente de concentracdo e velocidade do fluxo.

3.1.5 Resultados e discussao

As Figuras 3.8a e 3.8b apresentam a resposta transitoria de saida do sensor SPR, que € a variacdo
do indice de refragio An(t) (em valores de Unidades de Indice de Refragio - RIU), em fungdo do
tempo. Sdo mostradas, como ilustraco, o grafico das variagdo do indice de refragéio em (a) para
0.1m e em (b) para 0.006m de solugao de NaOH.

A variagio do sinal de saida An (RIU) € proporcional a variagdo do sinal de entrada da concen-
tracdo, Ac. Observa-se que, no primeiro caso, Figura 3.8a, para um valor maior de concentracio,
¢, a variagdo da resposta mostra uma tnica varia¢do muito rapida do tempo de resposta, em torno
de 30 — 40s, atribuida apenas ao fluxo difusivo. No segundo, Figura 3.8b, para uma concentracao
muito pequena, duas respostas se superpdem, com magnitudes semelhantes, mas com constantes

de tempo bem diferentes: uma resposta rapida inicial de aproximadamente 10s, seguida por uma
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Figura 3.8: Resposta transitoria da variagdo do indice de refracdo An(t) bem préximo a parede
do canal: a) para solucdo 0.1 molar de NaOH - apenas um tempo de subida. b) para solucdo de
0.006 molar de NaOH - dois diferentes tempos de subida.

variacdo muito mais lenta de até 300s. Na primeira etapa € dominante o fluxo difusivo, e na ultima
predomina o convectivo. Os tempos de subida (10 — 90%) da resposta sdo indicados nas Figuras
3.8 aeb. A seguir € descrita a determinacdo do tempo de resposta, A7y, da variacdo do indice
de refracdo, em fun¢do da concentracdo e determinacdo do tempo de resposta convectivo. Pelo
presente método, para se obter o tempo de resposta devido apenas a cada fendmeno de transporte,
individualmente, a resposta da célula SPR, como sinal de saida, deve ser determinada:

a) como funcio das variagdes de concentrag@o do soluto, Ac, e o valor assintético , em ¢ — 0,
onde domina o fluxo convectivo.

b) como fungdo da taxa de fluxo, f, e em f — 0 onde o fluxo difusivo € dominante.

Inicialmente ¢ feita a determinac@o do tempo de resposta, associado apenas ao fluxo convec-
tivo, 7¢p. Na Figura 3.9 € mostrado o tempo de resposta, A7, da solucdo de NaOH, em fungéo
da concentracdo c, tracado na representacdo log-log. Os sinais foram medidos com uma taxa de
volume de fluxo constante de 444m“—iln. Para comparagdo, amostras dos graficos lineares, gravados
originalmente, estdo incluidos nas janelas, para as solugdes de NaOH e também de NaCl.

Cada valor de tempo de resposta, que corresponde a um ponto no gréfico, foi obtido efetuando-
se a média de nove resultados medidos. Devido ao nivel maior de ruido o desvio padrao calculado,
o = 46s, é grande para concentracdes, do soluto, muito baixas. Contudo a precisdo das medicoes

melhora substancialmente para altas concentragdes do soluto, com ¢ = 4,1s. Deve-se salien-
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Figura 3.9: Tempo de resposta, transitorio, A7y, da variagdo do indice de refragdo, préoximo as
paredes, em func¢do da concentracao c (log-log).

tar que a solugdo alcalina apresenta um tempo de resposta um pouco menor que 30s para altas
concentracdes, mas nao pode ser medido com boa resolucdo para valores de baixa concentracdo.
Pode ser observado que hd, claramente, trés diferentes regides de fluxo definidas para a solucao
de NaOH: a regiao de resposta do sensor SPR constante A7, = 34 + 4, 1s para altas concentra-
coes de NaOH, com ¢ > 0, Imolar; uma regido de transicdo, com a concentra¢do molar variando
como 0,1 < ¢ < 0,01, com um crescimento constante do tempo de resposta; e por fim, uma re-
gido estavel para concentracdes muito pequenas. O limite de detec¢do molar para as solucdes de
NaOH foram determinados como ¢ = 0,002mol/l. Em ¢ < 0,01 o tempo de resposta permanece
estavel em A7y, = 234 £ 41s, independentemente da concentragdo da solucdo, como indicado
no grafico (Figura 3.9). O tempo de resposta convectivo transitério, obtido na extrapolacio, em
¢ — 0, foi, entdo, determinado como 7op = 234s. Na Figura 3.10 sdo ilustradas a forma e a so-
lucdo, determinadas experimentalmente, da parte dindmica da ECD, Ac/ATy,, de acordo com a
equacao (3.1). As linhas pontilhadas indicam o esperado comportamento assintdtico aproximado
da fun¢do em forma de S. A parte dindmica Ac/Am;,; é mostrada na representacéo log-log em
funcdo da concentracdo c da solu¢do de NaOH, a partir dos dados do gréfico da Figura 3.9.

Trés diferentes regides de fluxo foram determinadas, exibindo inclinagdes diferentes: para

altas concentragdes, onde valores grandes para Ac/Ar,,; persistem, a contribui¢do difusiva do-
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Figura 3.10: Variacdo e forma da parte dindmica da ECD; Aﬁ; em funcdo da concentragao c.

mina, com DAc > (v - grad) - c¢. No intervalo para concentragdes muito baixas, um tempo de
resposta crescente aponta para um valor muito pequeno Ac/Ar;,; — 0, onde os fluxos difusivos
e convectivos estdo equilibrados, entdo (v - grad) - ¢ &~ DAc. Esta conclusdo é confirmada pelas
contribui¢des de fluxo hidrodindmico quase idénticas mostradas na evolugdo do sinal, no tempo,
Figura 3.8b. Na regido intermediaria observa-se uma transi¢do entre ambas as contribui¢des de
fluxo. A determinagdo da velocidade de slip, V;,, a partir da curva da velocidade média VH D,
em funcdo de V,,, é feita como se segue (determinada experimentalmente), para um exemplo da
taxa de fluxo de 444m“—l.ln. Considerando o comprimento do canal de 11mm, e o tempo de res-
posta do fluxo puramente convectivo, 7cp = 234s, (ja obtido por extrapolacdo, para ¢ — 0), a
velocidade hidrodinamica (média) de fluxo préxima as paredes do microcanal, é calculada como
Vep = 11/234 = 0,047mm/s; dentro do intervalo de distancia da parede de 0 — 0, 5um, e
para a taxa de fluxo de 444l /min. De maneira andloga, determinam-se experimentalmente, 7¢p
e Vip, para outros valores de taxa de fluxo. A velocidade do fluxo, proximo a parede, é uma
funcdo quadratica da taxa de fluxo aplicada, e da velocidade uniforme de fluxo, associada. Isto
¢ ilustrado na Figura 3.11, onde a curva da velocidade Vjp, determinada experimentalmente, é
tracada em func¢do da velocidade aplicada V,,, no canal. A velocidade V,, € obtida a partir da taxa
de fluxo de volume, levando-se em conta comprimento e volume do canal.

Na curva da Figura 3.11, para um ponto V,, = 9mm/s(540ul/min) corresponde uma veloci-
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Figura 3.11: Velocidade média do fluxo proximo a superficie, obtida experimentalmente, em
funcdo da velocidade uniforme aplicada V.

dade média Vi p = 0, 12mm/ s, aproximadamente, para uma distancia de penetracio do campo de
0 = 0, 5pm. Para se estimar a velocidade de escorregamento, Vy;;,, tracou-se uma curva, mostrada
na Figura 3.12, para a velocidade média proxima a superficie, Vi p, considerando-se que o perfil
de fluxo segue o modelo de Poiseuille. Vi p foi tracada em funcdo da distancia ao centro do canal,
J, e passando no ponto (6 = 0,5um; Vyp = 0,12mm/s), para V,, = 9mm/s(540ul/min). A
velocidade de escorregamento, Vy;;,, € 0 comprimento de slip, 4, sd0 estimados, a partir dessa
curva.

Para ¢ = 0, 35um (na parede do canal) a velocidade do slip foi determinada Vip = Vi), =
0,07mm/s. Para Vyp = 0, o § corresponde ao comprimento de slip, 6 = dg;, = 0,73um
(positivo). Para esta estimativa foi considerado que o perfil de fluxo experimental ¢ também para-
bélico, e obedece a mesma inclinacdo, préximo a superficie. Para a velocidade de fluxo uniforme
foi encontrado que V,, < 5mm/s é um valor de corte, abaixo do qual o escorregamento quase que
desaparece. Para velocidades de fluxo uniforme, mais elevadas, observa-se que o comprimento de
slip cresce ndo linearmente. Esse resultado, Vy;, # 0, é uma evidéncia de que o perfil de velo-
cidade no canal ndo segue o modelo ideal parabdlico. Para se estudar o comportamento do perfil
de velocidade, incluindo o sl/ip, pode-se fazer uma andlise a partir das equagdes ENS incluindo

esta condicdo, quando necessaria, em uma aplicagdo especifica [104]. Um modelamento do fluxo
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Figura 3.12: Velocidade Vyp em funcdo da distancia ao centro da célula de fluxo.

incluindo slip, através de computacao numérica também pode ser feito, visando estudar os efeitos

do slip em microcanais. Na Figura 3.13 € apresentada a variacdo do tempo de resposta SPR em

funcdo da velocidade de fluxo uniforme aplicada, V;,. Na janela € mostrada essa variagdo para um

perfil de fluxo parabdlico ideal.
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Figura 3.13: Variacdo do tempo de resposta SPR em funcdo da velocidade de fluxo uniforme
aplicada. Na janela é mostrada essa variagdo para um perfil de fluxo parabdlico ideal.

O tempo de resposta convectivo, 7, € inversamente proporcional a V,,, seguindo a lei do

expoente de poténcia, como indicado na Figura 3.13. Para comparagdo, na janela € mostrado
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o tempo transitério hidrodindmico estimado, calculado baseando-se na equacio de Poiseuille,
para uma distancia da parede de 0, 5um. Diferencas distintas existem entre ambos 0os conjuntos
de dados: o tempo de resposta transitério estimado para um perfil simples parabdlico ideal é
aproximadamente duas vezes maior do que os valores de 7;,; determinados experimentalmente.
Em outras palavras, o perfil de fluxo parabdlico ideal, da velocidade de fluxo préxima a parede, é
duas vezes menor, comparativamente a quantidade determinada experimentalmente. Em segundo
lugar, o expoente na equacdo € exatamente —1 para o perfil parabdlico, mas foi determinado
como um pouco maior (em modulo), sendo —1,2 para os dados medidos. Na Figura 3.14, sdo
apresentadas a forma e variagdo da parte dindmica da ECD, Ac/Ar, em fungio da taxa de volume
de fluxo, obtidas experimentalmente, para a determina¢do do parametro de transporte difusivo.
Representa a variagdo da concentracdo com o tempo, Ac/AT, para uma concentragdo no limite

mais alto, de 0, 1M NaOH, e em fun¢do da taxa de volume de fluxo.
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Figura 3.14: Forma e variacdo da parte dindmica da CDE, %, em funcdo da taxa de volume de

fluxo. Na janela € tracado o tempo de resposta (SPR) em funcdo da taxa de fluxo.

Na janela, da Figura 3.14 € mostrado o tempo de resposta (SPR) em funcdo da taxa de fluxo
(conjunto de dados original), onde o tempo de resposta aponta um crescimento claramente nao-
linear para uma taxa de fluxo decrescente, com um expoente associado de —0.69. A grande
diferenga em relagcdo ao expoente de —1, 21 na Figura 3.13, gravados para concentracdes muito

baixas de solu¢do, mostram os diferentes mecanismos de transporte dominantes. E importante
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observar que Ac/Ar ¢é linearmente proporcional a f, estabelecendo, portanto, facil extrapolagdo
para f tendendo a zero (ou u — 0), para extrair o valor do tempo transitério difusivo (indepen-
dente da concentragdo). De acordo com a solucdo da equagdo (3.2), para uma dada geometria, o
tempo transitorio difusivo, até que o equilibrio da concentragdo seja estabelecido, € determinado a
partir de Ac/A71 = 0,0029, para 7p;ss = 172, 4s. Considerando a altura do canal de 0, 75mm e o
comprimento de difusdo de 0, 375mm, a velocidade de difusdo correspondente, através do canal,
¢ calculada como sendo Vp,sr = 0,00217mm/s, independente da taxa de fluxo aplicada. Podem

ser feitas as seguintes consideracdes, como um resumo dos resultados do método:

e O tempo de resposta da célula de SPR , como sinal de saida foi determinado: a) como
fungdo das variagdes de concentracdo do soluto, Ac, e o valor assintético, em ¢ — 0 onde
domina o fluxo convectivo, por exemplo: para f = 444ul/min, CD = 234s. b) como
fun¢do da taxa de fluxo, e em f(v) — 0, onde o fluxo difusivo é dominante, com o valor

assintético, Ac/A71 = 0.0029. Para Ac = 0.5molar, At foi calculado: 7p;rr = 172.4s

e Foram estimados valores do comprimento e velocidade de sl/ip na parede do canal: 0, =

0,73um e Vi, = 0,07mm/s.

e Pode-se concluir que a Lei de difusdo de Fick pode ser usada, para determinar o coeficiente

de difusdo, D, como fung@o do 7p;¢ , obtido experimentalmente.

e Os resultados experimentais obtidos se referem aos parametros de transporte criticos, dis-
tintos, relativos ao fluxo da solugdo por difusdo e ao fluxo convectivo. Esses resultados con-
firmam a presenca de fluxo convectivo e fluxo de s/ip, na regido préxima a parede d < bum,
sem a presenca de uma camada limite. Com esta condicdo pode-se buscar uma solugdo da
equagao ENS incluindo o termo referente ao fluxo de s/ip. Uma modelagem dessa nova

condi¢do de fluxo por computagdo numérica pode ser efetuada [105].

3.2 Método para determinacao do coeficiente de difusao mu-

tuo de solucoes moleculares

Neste item € apresentado o novo método desenvolvido para determinacao do coeficiente de difusio

mutuo de solugdes moleculares, baseado no sensor de ressonancia de plasmon de superficie.
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Entende-se por difusdo o transporte de massas de moléculas individuais por uma barreira ou
espaco livre, que ocorre segundo um processo aleatério, e que depende de um gradiente de con-
centracdo. Pode ser vista como um processo no qual a concentrag@o tende a se igualar em todos
os pontos do sistema com o passar do tempo, ou seja, a diferenca de concentragdo € reduzida atra-
vés de um fluxo espontaneo da matéria. O movimento Browniano das moléculas garante que o
sistema passe de um estado inicial, certamente niao em equilibrio, para um estado final de energia
livre minima e entropia méxima e, portanto, em equilibrio. A difusdo livre ou transporte passivo
de uma substancia através de um liquido, s6lido ou membranas € um processo de considerdvel
importancia em processos industriais e em especial na ciéncia farmacéutica. Exemplos de tépicos
de fendmenos de transporte de massa, aplicados a farmdcia sdo: dissolucao de farmacos em ta-
bletes, pds, granulos, liofilizacao, ultra-filtracdo, liberacio de fairmacos de ungu entos e de bases
de supositorios; passagem de vapor de dgua, gases, aditivos ou farmacos através dos filmes de re-
vestimentos, cdpsulas e paredes de embalagens [108]. Absor¢ao passiva de farmacos pelo préprio
organismo ou a distribui¢io de substancias nos diferentes compartimentos fisioldgicos do nosso
corpo. Tais estruturas também compdem a classe dos atuais sistemas de liberagcdo prolongada de
farmacos, onde a difusdo acontece gradativamente impedindo a ocorréncia de elevados picos na
concentracdo plasmatica. O processo de difusdo € dependente de parametros relacionados com o
soluto e solvente como a temperatura, pressao e potencial quimico. O coeficiente de difusdo, D, ou
difusividade molecular, é, portanto, um dos parametros importantes no mecanismo de transporte
de materiais e de relevancia para muitos processos fisico-quimicos e fisioldgicos, assim como para
a determinacdo do peso molecular de substancias [108].

A capacidade de se determinar de forma rdpida, e com precisdo, coeficientes de difusdo é
importante, entre outras finalidades, para se estimar e interpretar a qualidade de resultados expe-
rimentais obtidos por cromatografia liquida e de eletroforese, em micro-canais. Os coeficientes
de difusdo fornecem informacdes importantes sobre organiza¢do molecular e estrutura de fases.
Porém, a determinacdo do coeficiente de difusdo ndo é um processo fécil. Para muitos materiais,
dados quantitativos confidveis ndo estao disponiveis, uma vez que efetuar medicdes adequadas é
uma tarefa tecnicamente complexa de ser implementada. E necessdrio, portanto, se desenvolver
um método para medi¢do do coeficiente de difusdo de substincias moleculares com boa precisao e
confiabilidade, de facil manuseio e de relativo baixo custo. Neste trabalho € proposto um método

para a determinagdo do coeficiente de difusdo de substincias moleculares. A abordagem adotada
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aqui é semelhante a utilizada com o sensor-T [109]. O método desenvolvido € livre de marcado-
res (radioativos ou fluorescentes) e se baseia no monitoramento da evolu¢ao dinamica do indice
de refracdo de uma solucio aquosa, enquanto esta € transportada através da célula microfluidica.
Neste método utiliza-se um dispositivo microfluidico, de placas paralelas, onde uma das superfi-
cies € parte integrante de um sensor de ressonancia de plasmon de superficie, SPR. Na auséncia de
adsorc¢do, as variacoes temporais do indice de refracdo e o tempo de resposta associado, que po-
dem ser determinados experimentalmente, sdo majoritariamente governados pelos transportes do
fluido difusivo na dire¢do transversal da célula e convectivo ao longo do comprimento do canal. O
tempo de resposta total do fluxo € dado, aproximadamente, pela soma das duas contribui¢des. Em
condic¢des iniciais experimentais, adequadamente aplicadas, ambos os mecanismos de transporte
podem ser claramente separados. Utilizando-se a analise da dinamica dos microfluidos e da deter-
minacao experimental do tempo de resposta do fluxo difusivo, pode-se obter o valor do coeficiente
de difusdo do soluto, D, com precisdo e confiabilidade. Como suporte ao método experimental

utiliza-se um modelo, desenvolvido por simulagdo, através de métodos numéricos.

3.2.1 Meétodo de Deteccao

Esse método se baseia na evolucao temporal do indice de refracdo de um analito, que passa atra-
vés de uma célula microfluidica. Para o desenvolvimento do método foram implementadas duas
abordagens distintas, utilizando-se a tecnologia SPR. Inicialmente foi desenvolvido o método de
deteccao direta, que consiste na medi¢do, em funcdo do tempo, da mudanca do indice de refra-
¢do, devida ao fluxo difusivo dentro da célula de fluxo, usando o sensor SPR. Com as equagdes
NSE, CDE e Leis de Fick, pode-se determinar o Coeficiente de Difusdo, D, a partir do tempo de
resposta do fluxo difusivo obtido. Com a finalidade de se efetuar uma comparagdo desse novo
método desenvolvido, de detec¢do direta, com um método ja conhecido, € realizada a segunda
implementacdo com o sensor SPR, aplicando-se o método classico de Dispersao de Taylor, tam-
bém chamado de método de Taylor-Aris, técnica cromatografica ou de dispers@o. Pela expressao
desenvolvida por Taylor € possivel se determinar o Coeficiente de Difusdo, D, a partir dos para-
metros medidos da fun¢do gaussiana de concentragcdo. Vale salientar que, na primeira abordagem,
o parametro de interesse € o tempo de difusdao do soluto, dentro da célula de fluxo, obtido por

deteccao direta, através da superficie sensivel do sensor SPR. Na segunda abordagem, o que se
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quer determinar sdo os parametros da funcdo aproximada Gaussiana da concentracio do soluto,
que se forma ao longo de todo o percurso no tubo, antes de ser detectada pelo sensor SPR, aco-
plado a célula de fluxo. Nessa segunda abordagem, diferentemente da primeira, os parametros, do
fendmeno da difusdo que ocorre dentro da célula de fluxo, ndo sdo levados em conta, isto €, sdo
despreziveis, em relag@o aos da fung@o Gaussiana. Na superficie inferior da célula microfluidica,
cuja Figura (2.1) foi mostrada no Capitulo 2 neste trabalho, foi acoplada a superficie de ouro que
€ parte do sensor SPR, e estd agora representada na Figura 3.15. Nela também estdo indicados
os dois tipos de transporte que ocorrem no interior da célula: fluxo convectivo e fluxo difusivo.
O fluxo total,Jror, na célula microfluidica, é a soma dos transportes convectivo (Joy ) e difusivo

(JD)i JTOT = JD -+ va.

Entrada Saida
novo soluto novo soluto
Canal
def difuséao —
& 1o l, Fluxo convectivo

Filme fino de ouro

Figura 3.15: Célula microfluidica.

Método de deteccio direta usando SPR

Para essa abordagem, de deteccdo direta, € aplicada uma entrada ao sistema, que € uma fungdo
degrau, de concentragdo do soluto, conforme indicado no diagrama na Figura 3.16. Em seguida, a
saida do sensor, que € a mudanca do indice de refracdo, € monitorada até que o equilibrio quimico
seja estabelecido, na superficie sensivel, dentro da célula. A partir da variagdo medida do indice de
refracdo € possivel se determinar o tempo de resposta transitorio devido apenas ao fluxo difusivo,
a partir das equagoes ECD (2.5), ENS (2.9) e Lei de Fick, equagao (2.7).

A equacdo diferencial do fluxo convectivo-difusivo ECD (2.5) obtida a partir da equacao da
continuidade, j4 foi mostrada. Rearrumando os termos dessa equagdo, com a parte dinamica
Oc/0t do lado esquerdo e tomando v como a velocidade, temos a equacdo (3.5) (ja mostrada neste

capitulo, item 3.1.3, equacgdo (3.1)):
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C
— Equagdes [ IR
ENS, ECD
Entrada e Saida
Cq Leisde
— 1 Fick I

Figura 3.16: Diagrama do sistema com entrada e saida.

% = DV?c— (v-grad) - c) (3.5)

onde c - representa a distribuicao temporal e espacial da concentragdao do soluto no solvente;
D - € o coeficiente de Difusdo; v - perfil de velocidade espacial e temporal da solug@o. Os termos
fonte (dreno e fonte) ndo estdo incluidos uma vez que ndo had adsorcdo especifica. No limite
assintotico, para v — 0, para c finito, a ECD equagdo 3.5 se transforma na equagdo de difusdo
molecular de Fick equacdo (3.6) (ja mostrada no item 3.1.3, equacdo (3.2)) a partir da qual se
pode obter o tempo de resposta (7p;ry) devido apenas ao fluxo difusivo:
oc

5 DV?c (3.6)

Jdc

Observando-se experimentalmente a evolugéo da parte dindmica da equagdo ECD, &7,

pode-se
obter o valor do tempo de resposta transitrio devido apenas ao fluxo difusivo, 7p;ss, da seguinte

maneira.

e Inicialmente, com o sensor SPR, através de detec¢do direta e sem marcadores, pode-se
acompanhar a variacdo do indice de refracdo, proporcional a concentracdo da solugdo e
obter o tempo de resposta transitorio total (7, ), devido aos fluxos difusivos e convectivo.
O tempo 74 , € medido, experimentalmente, para vérios diferentes valores de taxa de fluxo,

conforme indicado na Figura 3.17.

e A seguir faz-se o cdlculo dos valores de Ac/ Ay, € plota-se a curva de Ac/Ar;,; em fungdo
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da taxa de fluxo, tomando-se Ac como o valor constante, conhecido, do degrau de concen-

tracdo da entrada, ou seja Ac = cg.

e Em seguida, no limite assint6tico da curva obtida, fazendo-se f — 0, determina-se o tempo

devido apenas ao fluxo difusivo, 7p; ;.

indice de
refragcao

L Tempo

Bolha de ar

Sensor SPR

Figura 3.17: Tlustragcdo da célula microfluidica e da resposta na saida do sensor SPR, ao ser apli-
cado um degrau de concentracdo do soluto, na célula de fluxo. Uma bolha de ar, indicada pela
faixa branca, separa o soluto do solvente.

De forma andloga ao que foi feito no item 3.1 € feito o calculo do tempo de resposta difusivo,

Ac

Tpiff. Na Figura (3.18) € mostrada uma curva hipotética, da parte dindmica da ECD, Aros

em
funcio da taxa de fluxo, f.

E importante notar que Ac/A7;,; tem uma relagdo linear com a taxa de fluxo sendo possivel,
portanto, uma extrapolagdo em f = 0 (ou v = 0), para se extrair o valor do limite assintético,
M, e por conseguinte, do tempo transitorio difusivo 7p;¢s. Quando f — 0, o tempo transitério
¢ devido, principalmente, ao fluxo difusivo e, portanto, assume-se que, para f = 0, Tp;ff = Tior-
De forma semelhante ao método apresentado no item 3.1, o valor de M ¢ extraido da curva por
extrapolacdo. Assim:

Ac Co

= M =
ATyor TDiff

(3.7

Por essa expressao, equagao 3.7, a partir do valor conhecido do degrau de concentracdo apli-

cado na entrada, ¢y, e o valor de M extraido por extrapolacdo, determina-se o tempo de resposta
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ternpo (S)

Taxa de fluxo

Figura 3.18: Evolucao de Aﬁ; em funcdo da taxa de fluxo, f. Na janela a variacdo do indice de

refracdo (RI) em fun¢do do tempo, onde 7 = 7.

difusivo - 7p;yy:

Co

TDiff == M (38)

Conforme visto no item 2.1, a solucdo conhecida para a concentracdo do soluto, nas condi¢des

ideais de uma geometria unidimensional, € a funcao de erro complementar erfc:

T

), (3.9)

c(x,t) = coerfe(
Diff

considerando as condigdes iniciais em ¢ = 0 como ¢(z,0) = 0 e as seguintes condi¢des de
contorno, ¢(0,t) = ¢y e ¢(0o,t) = 0. Foi visto que Lp;ss € o conhecido pardmetro de distancia

de difusdo (diffusion length), e € dado por:

Lpiss = 2(DAt)?, (3.10)

sendo que ¢y € a concentragad inicial, D é a difusividade especifica do material, = € a distancia e
At é o tempo de difusdo 7p, . Como foi mostrado, para as condi¢des de contorno, e de simetria,

a distncia, comprimento de difusdo, Lp;sy €, entdo:
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N

H
LDiff == 5 == Q(DTDZ'ff) (311)

Por essa expressao equagdo (3.10) o coeficiente de difusdo, D, pode ser determinado, a partir do

tempo 7p; s, como sendo:

H2

= 3.12
16TDiff ( )

Método de Dispersao de Taylor

Esta técnica foi desenvolvida a partir dos estudos realizados por Taylor sobre a dispersao de solu-
tos em um fluido em escoamento no interior de um tubo longo e complementados por Aris [32].
E a técnica mais conhecida para determinacdes de coeficientes de difusdo em liquidos. De acordo
com esta técnica, uma pequena quantidade de soluto € injetada em um fluido escoando em fluxo
laminar por um tubo longo e estreito. Apds a inje¢do, o soluto € disperso por acdo de uma com-
binacdo de processos devidos a difusdo molecular, causada pelo gradiente de concentragdo, e ao
perfil parabdlico de velocidades do eluente (solvente), Figura 3.19. Estes processos atuam em
oposicdo: o fluxo laminar distorce o pulso inicial do soluto, tendendo a dispersé-lo; se a difusao
molecular € rdpida o suficiente, as moléculas do soluto movimentam-se do interior do tubo para
a regido proxima as paredes, e vice-versa, em um movimento radial que diminui o efeito da dis-
persao axial. Como consequéncia, embora parega paradoxal, solutos com maiores coeficientes de
difusdo apresentam menor dispersdo. O método de Taylor pode ser aplicado tanto para solutos
com moléculas menores e, portanto, com maiores coeficientes de difusdo como para moléculas
maiores.

Ap6s um determinado intervalo de tempo, o perfil axial de concentragdo no interior do tubo
assume uma forma aproximada de uma fun¢do Gaussiana, que pode ser acompanhada em um
detector. O coeficiente de difusdao pode ser obtido a partir dos pardmetros desta curva, utilizando
a equacdo variancia At7, que é o parAmetro a ser medido, como expresso no item 2.1, o primeiro
termo do lado direito da equacdo (2.22) pode ser desprezado e a difusividade entdo € dada pela

equacao (3.13):

tp
24A¢;

D =R} (3.13)
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Escoamento Distorgdo da
laminar banda do fluxo

n X M A

Figura 3.19: Esquema da distor¢do de um soluto ao longo do tubo em um experimento de Taylor.
Na parte inferior da figura sdo mostrados os modelos de perfis de concentracdo aproximados em
cada estdgio do experimento.

Para implementa¢do do método de Dispersao de Taylor, utilizando o sensor SPR, € aplicado,
inicialmente, um pulso-0 de concentragdo do soluto, na entrada de um tubo longo, através do qual

esse soluto € transportado, desde o recipiente até a entrada da célula de fluxo, Figura 3.20.

indice de t
refragao

Tempo

Figura 3.20: O perfil gaussiano da concentracdo, proporcional ao indice de refracdo, é detectado
pelo sensor SPR acoplado a célula de fluxo.

Sendo o comprimento do tubo suficientemente longo, o perfil da func¢do de concentragdo, que
no inicio € um Jd-pulso, a medida que o pulso se propaga, vai sendo distorcido pelo fendmeno de
dispersdo, na dire¢do axial, e aos poucos vai se aproximando de uma funcdo gaussiana, conforme
ilustrado na Figura 3.19. Esse perfil gaussiano do soluto é, entdo, detectado, quando chega ao

interior da célula de fluxo, pelo sensor SPR. Pela expressao desenvolvida por Taylor, € possivel
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se determinar o Coeficiente de Difusdo (D), a partir dos pardmetros medidos da func¢io gaussiana
de concentracdo detectada. Esta abordagem experimental exige um acompanhamento do tempo
de transporte, ¢ p, em conexao com o alargamento temporal do pulso ¢z, de acordo com a equagao
(3.13). Nessa segunda abordagem, portanto, os parametros de interesse sdo os da fungdo aproxi-
mada gaussiana da concentragdo, detectada pelo sensor SPR, acoplado a célula microfluidica, ndo
se levando em conta o tempo de difusdo dentro da célula, considerado desprezivel, em relacdo
aos parametros medidos, da fun¢do gaussiana da concentracdo. O comprimento do tubo, utilizado
nesse caso para o método de dispersao, € relativamente muito grande comparado ao do método de
deteccao direta. Para solutos que tém coeficientes ) muito pequenos, como proteinas globulares
de alto peso molecular, o tempo de resposta até alcancar o equilibrio, € muito alto 7;,; > 1000s.
Essa faixa excede a faixa de estabilidade do sensor SPR, para o método direto, o qual € muito
dependente das pequenas variagdes de temperatura no ambiente do laboratério, responsdvel por
efeitos de flutuacao do sinal. Portanto, o método de Taylor € mais adequado, que o método direto,

para a determinacdo de coeficientes de moléculas maiores.

3.2.2 Montagem e procedimentos experimentais

Um esquema da plataforma do sistema, utilizado nesse método experimental, foi mostrada na
Figura 3.3 no item 3.1.2 deste trabalho. Consiste de um sensor de ressonincia de plasmon de
superficie e de uma célula de fluxo, integrados em um sistema de micro-fluxo. O controle de
transporte do fluido (analito), que passa pelo transdutor, é efetuado utilizando-se uma bomba
peristdltica e um amostrador automético (ou microchave), controlados por um dispositivo de con-
trole, processamento e armazenamento dos dados (ou computador). Acoplado ao sensor, uma
interface faz a aquisicao e transmissao dos dados para o computador, onde devem ser realizados
andlise e processamento. O instrumento SPR utilizado é o sensor SPR Colbi-VIR. Um diagrama
esquematico do sistema SPR-VIR, utilizado nas medi¢cOes, € mostrado na Figura 3.21a e uma foto
do instrumento na Figura 3.21b. No sistema SPR-VIR ja se encontram incorporados a célula de
fluxo, o sensor SPR, a cAmera com o sistema 6ptico de leitura e a interface para aquisicao dos
dados. Este instrumento VIR estd bem descrito em [26].

A queda na intensidade de luz devida a ressonancia, medida em funcdo do dngulo, € mostrada

na Figura 3.22a onde pode-se ver a imagem gerada pela camera do instrumento VIR e na Figura
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Figura 3.21: Instrumento VIR: a) diagrama do sensor VIR com mostrador automatico; b) foto do
instrumento VIR.

3.22b a curva SPR da intensidade da luz em funcio do angulo (em graus).
A seguir € feito o detalhamento para execugao dos experimentos: 1) pelo Método Direto e 2)
pelo método de Taylor.

1) Descricao dos passos - Método Direto:

e Inicialmente faz-se circular 4gua deionizada e em seguida € feita a limpeza no sensor fa-

zendo circular hipoclorito de sédio diluido em dgua.

e Em seguida é aplicada uma entrada ao sistema, que ¢ um degrau de variacdo da concentragao

do soluto Ac.

e A resposta do sensor, ou seja, o sinal de saida transitério do sensor, o indice de refracao
(RI), é gravado até que seja atingido o equilibrio quimico, e corresponde a medida, no

tempo, da variacao da concentracdo da solugdo.

e Os dados de saida, que definem o tempo de resposta, sio medidos, para cada valor de taxa

de fluxo.
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Figura 3.22: a) Imagem da cAmera e b) Curva SPR da intensidade da luz em func¢do do angulo em
graus C.

e A resposta dindmica, Ac/Ar, é tracada e por extrapolacdo, é obtido o tempo de resposta

difusivo, no limite assintético parav — 0 (f — 0).
e O Coeficiente de Difusdo ¢ entdo calculado pela equacdo (3.12): D = H?/16A7Tp; sy
2) Descri¢do dos passos - Método de Taylor:

e Inicialmente faz-se circular d4gua deionizada em todo o percurso do tubo longo e na célula
de fluxo e, em seguida, € feita a limpeza no sensor fazendo circular hipoclorito de sédio

diluido em 4gua.

e Apenas para os experimentos com proteina (BSA), é aplicado um pulso de 1% (0,4¢/1) de
solucdo de proteina (BSA), para que, durante as medicdes, toda a superficie sensivel seja

coberta e saturada para ndo haver adsor¢do ndo especifica.

e Em seguida é aplicada uma entrada ao sistema, que € um J-pulso de variagdo da concentra-

¢do do soluto Ac.

e A resposta do sensor, ou seja, a variagdo do indice de refracdo (RI), que é proporcional
a funcdo da concentracdo, é gravado em funcdo do tempo, até que seja detectado o perfil

gaussiano da concentracio.
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e Os dados de saida, que definem o tempo, ¢,, de aplicagdo do § — pulso até o instante do pico
da func@o gaussiana, e o valor (t;) obtido por F'W H M (largura a meia altura méaxima), sao

medidos.

e O Coeficiente de Difusio ¢ entdo calculado pela equagdo (3.13): D = R3t,/24At3.

3.2.3 Simulacao da hidrodinamica na célula microfluidica

Para determinacao de coeficientes de difusdo, a simulacdo numérica pode ser uma boa alterna-
tiva e uma ferramenta bastante dtil como apoio aos resultados experimentais, uma vez que nao
existem valores exatos para coeficientes de difusdo para misturas de etanol-dgua, na literatura.
A simulacdo permite ainda a avaliagdo da performance dos parametros de transporte do modelo
hidrodinamico, podendo ir além dos limites dos experimentos préticos [110]. O comportamento
microfluidico da célula de fluxo do dispositivo SPR foi estudado usando simulacdes com elemen-
tos finitos [111] onde o numero de Reynolds varia entre 0,4 e 1, 0, indicando condi¢des de fluxo
laminar. Um modelo acoplado das equacdes NSE e CDE foi utilizado para o caso tridimensional.
As equagdes de energia foram desprezadas, e nenhuma transferéncia de calor, entre o fluido e as
superficies sélidas, foi considerada. As for¢as no corpo do fluido também sdo desprezadas. As
condi¢Oes de contorno especificadas para as simulacdes foram as seguintes. Para o modelo ENS
a velocidade € u = 5, O%, a saida do fluxo € considerada normal, i.e., p,,; = 0, e a condi¢do
de nao escorregamento (no-slip) é assumida, nas paredes da célula de fluxo. Para o modelo ECD,
a entrada refere-se a concentracdo; a saida é o fluxo convectivo e para diferentes condi¢des de
contorno, o fluxo é perpendicular ao contorno, i.e., n.Ac = 0, onde n é o vetor normal local, no
contorno. As condic¢des iniciais sdo assumidas como u; = 0, ¢; = 0 e p; = 0, onde todos os
nos-1 estdo no dominio do fluxo computacioal. O critério de convergéncia para os célculos sdo
baseados em tolerancias absolutas e relativas. Estas também controlam o erro absoluto em cada
passo de integracdo para ambas as equagdes. Para a geometria da célula de fluxo, um padrio de
malha prismético de 3-dimensdes foi utilizado. A malha do tubo tem uma geometria regular e
uma menor resolucdo, enquanto que a célula de fluxo tem uma resolu¢do maior, a qual permite
detectar alteracdes perto da superficie sensivel. A resolucdo espacial dos n6s € de 1um, préoximo
a parede celular e aumentada, por um fator de 10, para a regido no centro da célula. A malha da

célula de fluxo € constituida por 7218 elementos. Ambos os modelos, ENS e ECD, sdo resolvidos
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usando um solucionador ndo linear transitério onde o perfil de velocidade do fluxo resultante é
entdo utilizado para o cdlculo das equagdes de difusao convectiva. Uma idéntica abordagem foi
utilizada para a simulag¢do e quantificacdo do transporte molecular difusivo através do tubo de

admissdo de analito, associado com a dispersdo do pulso de Taylor.

3.2.4 Resultados

O sensor SPR foi usado nos experimentos para determinagdo do coeficiente de difusdo de uma
solugdo de 5%(v/v) ethanol-agua, pelo método direto de deteccdo. Para comparacdo a mesma so-
lucao foi usada para realizagao dos experimentos com o método de Taylor, usando SPR. Também
foram realizados experimentos com solucdo BSA, pelo método de Taylor.

Os Resultados pela aplicacdo dos métodos sdo descritos a seguir: 1) pelo Método Direto, 2)
pelo Método de Taylor e 3) pela simulag@o.

1- Resultados Pelo Método Direto

Foi aplicada uma entrada de pulso retangular de concentracdo do soluto de uma solucdo
5%(v/v) etanol-dgua, e a saida do sensor, que € o indice de refracéo, proporcional a concentra-
¢do, foi gravada, em fungdo do tempo. A variacao temporal do indice de refracdo, proporcional a

concentracdo, medido experimentalmente, para a solucio etanol-dgua, ¢ mostrado na Figura 3.23.
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Figura 3.23: Variacdo do indice de refracdo medido experimentalmente para a solugdo 5% etanol-
agua.

Cada valor do tempo de resposta, 7;; , foi obtido pela média de dez medicdes, para cada taxa
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de fluxo diferente. Utilizou-se uma bolha de ar para separar a 4gua da solucdo de etanol-4dgua,
gerando o pulso retangular, como mostrado na Figura 3.24. Pode-se observar que, sem a bollha
para gerar o pulso retangular, o tempo de resposta do sensor é bem maior devido a interdifusao
que ocorre durante o transporte no tubo, entre as duas solucdes, antes da entrada na célula de

fluxo.
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Figura 3.24: Solucdo de etanol-dgua medida com Instrumento VIR-SPR.

Os procedimentos e condigdes para a realizacdo do experimento foram os seguintes:

Foi utilizada uma solugéo de 5% (v/v) ethanol-dgua.

Taxas de fluxo de 140, 290 e 428 pl/min.

Um pulso retangular de concentracéo foi aplicado na entrada Ac = 0.852346mol /1.

E importante notar que Ac/7;,; tem uma relacio linear com a taxa de fluxo sendo possivel,
portanto, uma extrapolagcdo em f = 0 (ou v = 0), para extrair o valor do tempo transitdrio

difusivo Tp;f¢.

Altura da célula de fluxo, que corresponde ao comprimento de difusdo, Lp; ¢ :

LDiff = H/2 = 0.25mm

A tabela com resultados das medicdes, e dos parametros de interesse, ¢ mostrada a seguir,

Tabela 3.1:
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Tabela 3.1: Resultados do método de deteccdo direta com a solucdo etanol-dgua.

5%Ethanol-agua | Velocidade | Tempo de Resposta | Taxa de fluxo-f | Ac/A7y,
1 1,6 16,25 140 0,05245
2 3,2 12,7 290 0,0671

3 4,8 10,1 428 0,08515

89

A partir dos dados obtidos (Tabela 3.1) foi plotado o grafico da parte dinamica da equagdo

(3.2), Ac/ATiy, determinada experimentalmente, em fungdo das taxas de fluxo, f, utilizadas,

mostrado na Figura 3.25.
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Figura 3.25: Gréfico da resposta dinimica Ac/A7;,; em fungdo da taxa de fluxo.

Na janela € ilustrada a varia¢do temporal do sinal (RI) da solucdo, que passa pela célula de

fluxo. Inicialmente, uma solug¢do de dgua circula através da tubulagcdo do sistema e em seguida

uma pequena bolha de ar (didmetro de 1 mm) € gerada para separar essa dgua da solucio de

etanol-dgua. Como ja mencionado, esse procedimento gera um perfil de concentracio retangular

inicial e evita interdifusao das duas solugdes durante o transporte do reservatorio até a célula de

fluxo e permite que se observe a dinamica difusiva da solugdo (etanol-dgua) dentro da célula. O

equilibrio, devido a contribui¢do de ambos os fluxos, difusivo e convectivo, foi estabelecido apds

um periodo de, aproximadamente, 12 segundos.

A variagao temporal da concentracdo em fun¢ao da taxa de fluxo, f, foi determinada como:

Ac/ATye = 0,000115f 4 0, 0355

Para a taxa de fluxo igual a zero, no limite assintético,

M = Ac/Atp;sp = 0.0355mol /(m?s).

Para esse valor de M o tempo difusdo (A7p; s = Tpisy) € entdo: 7p,rp = 24, 28s.
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O Coeficiente de Difusdo foi determinado, para esse valor de 7p;rs = 24, 28s, pela equacio
da Lei de Fick (equacdo (3.2)) a uma temperatura de 26 C', como sendo:

D = 0.65 £ 0.1410%m?/s

A Figura 3.26a mostra mais um resultado da evolucdo de Ac/Ay,;, determinado experimen-
talmente. A Figura 3.26b ilustra, como exemplo, um resultado de medi¢do do tempo de resposta,
Tiot, €M funcdo da taxa de fluxo. O desvio padrio, das medidas realizadas com o instrumento VIR,

é da ordem de 0, 3.107° sendo o erro tomado como trés vezes o desvio padrdo (0,9.1079).
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Figura 3.26: a)Ac/A7 em funcao da taxa de fluxo e b) 74, em fungdo da taxa de fluxo.

2 - Resultados pelo Método de Dispersao de Taylor

Para comparagdo, a difusividade para a mesma solucdo de etanol-dgua foi determinada, uti-
lizando o Método de Dispersao de Taylor, ilustrado na Figura 3.27. Foi realizado, também, um
segundo experimento com a solucdo aquosa de albumina bovina sérica (BSA). Para esse experi-
mento, apés a limpeza com (hipoclorito de sdio), aplica-se uma solugdo BSA, a 1%, para evitar
ligagdes inespecificas. Para a realizagdo dos experimentos foram aplicados § — pulsos(3s) das
solugdes, na entrada do tubo de Teflon, com raio interno Ry = 3.810 %m. A resposta do sen-
sor SPR € a variacdo do indice de refracdo no tempo, que € a fung¢do aproximada Gaussiana da
concentracao.

O valor (t,) obtido por FW H M (largura a meia altura méaxima), foi ¢, = 81s, enquanto o
tempo de transporte (,), através do tubo, foi ¢, = 684s, como indicado na Figura 3.27 Utilizando-
se a equagdo (3.13) (D = R3t,/24At?}), obtém-se por Taylor:

D = (0.625 4+ 0.12)109m?/s

Nas Figuras 3.28, 3.29 e 3.30 sdo mostrados os resultados experimentais obtidos pelo método

de disperséo de Taylor para a solucdo 10%(4¢/!) de albumina bovina sérica (BSA)-dgua.
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Figura 3.27: Resultados experimentais do Método de Dispersao de Taylor para uma solugdo de
5% (v/v) de ethanol diluido em dgua.
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Figura 3.28: Resultado experimental Método de Taylor- Soluc@o a 10%(4g/l) de BSA-dgua.

Os dados experimentais (Taylor) para a solucdo aquosa de albumina bovina sérica (BSA)
10%(4g/1) obtidos sao:

ty = 246s e t, = 652s e Ry = raio interno de 3.8107*m

Pela equacao (3.13) (D = Rgtp / 24At§) o coeficiente de difusdo D, medido experimental-
mente, para BSA, foi:

D = (6.48 £0.12)10" " m?/s

A pequena distorcao do perfil ideal gaussiano simétrico € devida, principalmente, aos efeitos
de adsor¢do da proteina durante o transporte ao longo do tubo. O valor do coeficiente D, de-
terminado experimentalmente, é bem préximo ao da literatura existente que variam entre (5,8 e

6,44) - 107''m? /s para BSA, conforme publicado em [34], e ndio existem ainda valores conside-
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rados exatos.
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Figura 3.30: Mais um exemplo de medicao com o Método de Taylor para BSA.

3) Resultados por Simulacio Numérica

O perfil da distribui¢do em forma de escova do fluxo de difusdo/corrente, e a geometria da
célula de fluxo, s@o ilustrados na Figura 3.31a. As solu¢des aquosas de etanol ou de proteina sdo
admitidas na entrada da célula de fluxo. Na Figura 3.31b s@o mostradas, na representacdo em
falsas cores, imagens da distribui¢do de concentragdo calculada, tomadas imediatamente depois
da entrada da solugdo a 5%(v/v) de etanol-dgua na entrada da célula em 4,05s; em 15,02s e
depois de um periodo de tempo de 26s. A velocidade do fluxo de entrada foi fixada em um valor
baixo de 0, 8mm /s, assumindo um perfil inicial de concentra¢do como um pulso ideal retangular.

Na Figura 3.32 € mostrado o cdlculo, congelado, do perfil de concentracdo ap6s um periodo de
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Figura 3.31: Distribuicdo da concentracido na célula de fluxo - a) A seccdo circular ampliada
confirma o transporte difusivo unidimensional no centro da célula de fluxo. b) Representacdo em
falsas cores da distribui¢c@o de concentragdo.

tempo de 5 segundos, tomadas no centro da célula de fluxo, aproximadamente, assemelhando-se a
forma de Gauss. A inser¢do revela o comportamento depois de 15 e 26s, e indica um aumento da
concentracdo para as paredes. O perfil inicial de Gauss aparece distorcido. Condigdes de estado
constantes sdo estabelecidas apds um periodo prolongado de tempo, correspondente a concen-
tracdo na entrada. A concentracdo maxima ¢ mantida durante todo o tempo, na faixa no centro
da célula de fluxo, e as correntes resultantes difusivas sdo, portanto, simetricamente direciona-
das, com pouca distor¢do, para ambas as paredes celulares de fluxo. Assim, a dire¢do atual é

claramente unidirecional.
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Figura 3.32: Perfil Gaussiano inicial da concentrac@o entre as paredes da célula de fluxo depois
de 5s. Na janela € ilustrada mudanca no perfil de concentragdo depois de 15 e 26s.
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Isso justifica a utilizagdo do expoente de escala 1 — dim,n = 0,5 em nossos cdlculos. No
entanto, na dire¢do das regides de entrada e saida a direcdo do fluxo é cada vez mais indireta e
turbulenta. A evolugdo temporal simulada da concentracio do analito, perto da parede celular, no
centro da célula de fluxo, € ilustrada na Figura 3.33 para valores diferentes das constantes de difu-
sdo do analito, ou seja, (0,65;1,0; 1,5;2,5)107%m? /s. Para a 5% (v/v) de etanol e dgua solucdo e
usando D = 0,6510~%m? /s, o tempo de difusdo obtido é: A7p; ;s ~ 26s. Nesta figura também se
indica que, para substancias com baixo valor de D (substancias de elevado peso molecular como
a solugdo aquosa de BSA), o tempo de difusdo € muito maior do que para substancias com altos
valores de D (substancias de baixo peso molecular, como a solucao etanol-dgua). A simulacio do
método de Taylor, Figura 3.34, retrata o pulso de concentra¢do, no dominio do tempo, depois de
viajar ao longo do tubo de 3, 4m de comprimento, para a célula de fluxo. Para um fluxo constante
de 140l /min, a difusividade resulta em D = 0,63910"?m?/s para 5% (v/v) de etanol-dgua e
em D = 6,41107"m?/s de 10%(4g/l) para a solu¢do de BSA-dgua (Figura 3.35), respectiva-
mente. Para baixos valores de D, as simulagdes revelam um perfil assimétrico. Atribuimos isso,
principalmente, a influéncia da geometria, devido a redu¢do substancial da difusdo da proteina,
perpendicular a dire¢do do fluxo. Isso resulta em um tempo de difusdo aumentado e atraso na
deteccao dentro do volume de deteccao do SPR (variando aproximadamente de 0.5um, entre a
superficie de ouro para o volume da célula), em comparacdo com etanol. Além disso, a difusdo

para o volume morto, na entrada da célula, pode ter influéncia.
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Figura 3.33: Evolugdo temporal da concentragéo do soluto (0, 852mol /1) para vdrios coeficientes
de difusdo, calculados préximo a parede a uma distancia de 0, 5pm, pela combinacao das equacodes
CDE e NSE para um perfil retangular de concentragao.
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Figura 3.35: Resultados da simulag¢@o para um §-pulso de 3s para uma solucdo de 10%(4g/1)
BSA-édgua pelo método de Taylor. Atraso do pulso de 52s.

3.2.5 Discussao dos resultados

Os resultados experimentais do coeficiente D, obtidos pelo método desenvolvido de Detecgado
Direta e pelo método de Dispersdo de Taylor, e da literatura [34], estao ilustrados na Tabela 3.2.
Comparando-se os dois resultados, de detec¢do do coeficiente de difusdo, D, para a solu-
cdo etanol-agua, vé-se que a diferenca entre o método direto desenvolvido neste trabalho e o de
Taylor estd na faixa tolerdvel, de aproximadamente 4%. O valor do coeficiente D, determinado
experimentalmente para BSA, € bem proximo ao da literatura existente, conforme publicado em

[34]. A partir de ambos, experimentos e simulacdo numérica, o tempo de difusdo pode ser cal-
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Tabela 3.2: Resultados experimentais pelo Método de Taylor, Deteccao Direta e da Literatura.

Solucdo D-Método  direto | D- Dispersdo de | D-Literatura (m?/s)
(m?/s) Taylor (m?/s)

Etanol-dgua | (0,65 +0,14) x 10~ | (0,625+0,12)x107" | —

BSA-dgua | — (6,48+0, 12)x10- T | (5,8 £ 6, 44)x10 1!

culado. Assumindo-se uma velocidade de fluxo muito baixa (em torno de 0,8mm/s) o tempo
de difusdo do etanol na dgua foi estimado em A7p;r; = 265 a partir da simulagdo, enquanto
ATp;rr = 24, 28s foi observado experimentalmente, por extrapolagdo linear da curva Ac/ A7y,
ilustrado na Figura 3.23, para velocidade de fluxo zero. A diferenca de aproximadamente 6,6%
pode ser explicado devido a alguns problemas de convergéncia da equacdo de difusdo-convectiva
que podem ocorrer durante a execucdo da simulacdo de elementos finitos, especialmente quando
a convecgao excede o termo difusivo. Este efeito parece ser mais pronunciado para substancias
de elevado peso molecular, como BSA. A velocidade de entrada utilizada em nosso modelo foi
baseado na velocidade real fornecida pela bomba peristaltica, e quando o coeficiente de difusao
¢ menor (resultando em maior espalhamento da concentracido de proteina no interior do tubo de
transporte), o termo de convec¢do aumenta. Refinamento da malha ou ajustes nos algoritmos de
elementos finitos sd@o adequadas para reduzir esta limitagao.

H4 incerteza sobre a altura exata da célula de fluxo microfluidica que € afetada pelo arranjo
de vedacao que € usado. Neste trabalho, um anel (O-ring) de vedagdo elastomérico tem sido
utilizado, que tende a deformar-se por uma quantidade pouco conhecida, sob uma carga de pressao
de vedagdo aplicada. Deformagdes mecanicas na faixa de 10% ocorrem comumente. Embora
estes desvios sejam sistemadticos, o uso de algum tipo de estratégia de calibracdo pode ser uma
boa alternativa para reduzir esse efeito. Efeitos externos, como desvio de temperatura ou mesmo
ligacdes fracas, ndo especificas, com a parede do tubo, durante o transporte, afetam o desempenho
do sensor SPR e podem causar mais desvios nas leituras de saida do indice de refracdo do sensor
SPR. Apesar destas limitagdes ja mencionadas e as diferencas associadas entre as simulagdes e
resultados experimentais, o modelo numérico pode ser considerado confidvel. Assim, é também
adequado para uma avaliacdo dos efeitos da temperatura sobre a difusdo do soluto mituo, uma vez
que todos os experimentos foram realizados em temperatura ambiente de 26C'. Como pode ser
visto a partir de estudos recentes [112], [113], as flutuagdes de temperatura (superiores a 0, 1C)

tém um impacto sobre a estabilidade instrumental, bem como sobre as propriedades fluidicas
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materiais (como viscosidade e densidade) de um sensor SPR.

Devido as pequenas concentracdes de soluto (etanol ou BSA) injetado na forma de um pulso—d,
quando se utiliza o método de Taylor, a propriedade da solu¢do pode ser aproximada a da dgua.
Considerando-se os efeitos no ENS e modelos ECD, para os valores de D, e também através de
interpolagdo, a dependéncia da temperatura pode ser calculada [112]. Além do valor do coefici-
ente de difusdo, esta variagdo também afeta a sensibilidade e relacdo sinal-ruido do sensor SPR. A
resolugdo do sensor SPR € tomado como trés vezes o desvio padrdo de érro no indice de refracdo,
que € determinada, com base no especificagdo do fabricante, como o = 0,91075. Além disso, a
razdo entre o sinal de saida (RIU) e a propriedade medida € dada por uma curva de calibragdo e
seu valor é constante durante todo o intervalo de sensoriamento. Nas aplicacdes com SPR, nor-
malmente, duas diferentes unidades para o sinal de saida sdo usadas: uma unidade de ressonédncia
(RU) e uma unidade de indice de refracdo (RIU). Neste trabalho € usado o RIU, que corresponde
tanto ao indice de refragao absoluto como as suas varia¢des. Para o método de Fick, a precisdo do
sensor AD ¢é determinada como:

AD = +0,14107%m?/s

Para a abordagem de Taylor, a resolu¢ido € um pouco melhor:

AD = +0,121079m?/s.

Enquanto o método Taylor se aplica a solutos com lenta e rdpida difusdo, a abordagem direta
em nossa configuracdo € limitada a detec¢ido de microfluidos com relativamente elevados valores
de D. O motivo € a limitada estabilidade, a longo prazo, do instrumento SPR, onde uma aparente
deriva térmica instrumental, em um horizonte temporal de 1000-2000s, causa distor¢des no sinal
de saida. No entanto, com adequada instrumentacdo para controle de temperatura e laboratério
operacional com condi¢des otimizadas, o nivel de ruido e deriva do sensor pode ser mantida em
niveis muito baixos. E, principalmente, a abordagem direta pode ser estendida para solutos com

baixos valores de D.

3.2.6 Consideracoes finais do capitulo

Neste capitulo foram realizadas andlises da resposta transitéria do sistema microfluidico e apre-
sentados os novos métodos experimentais desenvolvidos, sem adsor¢do na superficie de deteccao

do sensor SPR. No capitulo seguinte sdo apresentados os métodos de anélise com adsor¢ao.
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Analise dos sistemas microfluidicos com

adsorcao na superficie de deteccao

O conhecimento dos parametros cinéticos e termodinamicos, no processo de interacdo de biomo-
léculas, permite a caracterizacdo detalhada de vdrias classes de moléculas de relevancia clinica,
como por exemplo, anticorpos. Contudo, embora exista uma variedade de tecnologias (cromato-
grafia, microscopia, eletroforese etc.) para determinagdo desses parametros, apenas poucas dessas
técnicas possibilitam a determinacdo direta das constantes cinéticas de adsor¢do e de dessor¢ao.
Ainda mais, um dos requisitos importantes em imunoensaios € que os anticorpos devem se ligar
rapidamente e com uma forte interac@o, ou seja, a taxa de dessor¢cdo deve ser baixa para que es-
tes ndo se desliguem facilmente, viabilizando, assim, maior sensibilidade nas reacdes com uma
menor quantidade de anticorpos. Porém, também com os métodos imunolégicos mais conheci-
dos (Radio Imunoensaio-RIA, cromatografia por imunoafinidade-IAC e ELISA) ndo € possivel se
distinguir os padroes de ligacdo pelas fases de associacdo e dessociacdo.

Desse modo, o estudo da cinética e termodinamica na adsorcao de substancias como a biotina,
proteinas globulares e anticorpos € importante para se identificar substancias mais adequadas para
as camadas de imobilizacdo, tendo em vista maior estabilidade na interacao e menor custo.

O método desenvolvido neste trabalho, baseado na tecnologia SPR, permite determinar as
constantes cinéticas de adsorcdo e dessor¢cao, de modo direto, pela monitoramento em tempo real
da evolucdo da cobertura da superficie nos processos de adsorcdo de substancias de interesse.

Com este método e baseando-se no modelo de adsor¢do de Langmuir, foram efetuadas anélises
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de adsorcao de biotina, proteinas (avidina, neutravidina, BSA) como também de soro humano.
Baseando-se nesse estudo, também foi proposto, neste trabalho, uma prova de conceito de um
método inovador para deteccdo e identificacdo dos virus dengue (DENV 1,2,3,4) em soro (sangue

centrifugado) humano.

4.1 Método para analise da cinética de adsorcao da biotina

Neste item do trabalho, € descrito o método experimental desenvolvido para andlise da cinética de
adsorc¢ao, utilizando o dispositivo microfluidico SPR, e sua aplica¢do para a andlise da adsor¢cao
da biotina na superficie de ouro do sensor.

A molécula de biotina € um ligante bem conhecido (composi¢cdo quimica CgH16N203.5)
também chamada de vitamina H ou vitamina do complexo-B. Além das suas vdrias func¢des fisi-
olégicas no metabolismo celular, a biotina ¢ amplamente usada como um reagente para a andlise
bioquimica. Através da sua alta afinidade para formacdo de complexo com avidina, estreptavi-
dina e neutravidina, serve como uma importante molécula ligante na concepcao dos bioensaios
imunoquimicos, especialmente quando se utilizam anticorpos biotinilados. A biotina, uma pe-
quena vitamina (1,1 nm),[114], tem grande afinidade com a avidina, uma glicoproteina de elevada
massa molecular, [11]. O composto pode ser dissolvido em d4gua em concentragdes molares entre
0,916mM e 3,3 mM em etanol puro. As estruturas destas moléculas, como mostrado na Figura
4.1 compreendem um anel de ureido (tetrahydroimidizalone), fundido com um anel hidrotiofeno.
As moléculas de biotina podem se ligar a um substrato de ouro preferencialmente pelo dtomo de
enxofre ou pelo grupo terminal carboxilico [115].

Os mecanismos cinéticos na adsor¢do de biotina livre, dissolvida em dgua sobre a superficie
quase lisa ([26]) do ouro, bem como as suas interagdes com soro, ainda nao sao bem conhecidos.
Essas informacdes sdo importantes para se obter um melhor entendimento dos mecanismos de
ligacdes ndo-especificas que ocorrem quando se utilizam fluidos corporais, necessarios em ensaios

para diagnésticos médicos.
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Figura 4.1: Formulas estruturais de biotina e biotina sulfonada (sulfo-NHS-biotina). Adaptada da
Ref. [115].

4.1.1 Detalhamento do método e materiais

Com este método € feita uma andlise do crescimento do filme de biotina, em solucdo aquosa
em misturas de etanol-dgua, medindo e gravando a evoluc¢do temporal do crescimento da camada
para diferentes concentragcdes. Esta abordagem permite o controle e verificagdo de crescimento
do filme e da sua qualidade, através do monitoramento em tempo real. Para isso foi utilizado o
sensor de ressonancia de plasma de superficie (SPR). A cinética de adsor¢do e cobertura de biotina
livre, no filme fino de ouro, foi quantificada, baseando-se nos dados gerados pelo sensor. Uma
das vantagens dessa abordagem, em relacdo a outras medicdes, € o uso de biotina livre, dissolvida
numa solu¢do aquosa, ao invés de se utilizar formas de biotina quimicamente mais complexas e
de solventes organicos.

A mudancga do angulo de ressonancia de plasma de superficie foi usada para estimar a es-
pessura do filme e os parametros opticos. O sinal de saida do dispositivo SPR € a variacdo do
indice de refracdo, quando se faz a admissao da solu¢@o do analito em andlise, e registrado como
funcdo do tempo. Com os valores conhecidos do tamanho da molécula de adsorvente e o indice
de refracdo correspondente, a cobertura do filme imobilizado pode ser estimada, com precisao
suficiente. A partir de uma formulacao de Fresnel de 4 camadas, tal como descrito em detalhe
na referéncia [116] e mostrada no item 2.4.3 deste trabalho, uma expressao linear para o indice
de refracio efetivo n¢// de um filme em camada fina com espessura ds foi definida anteriormente

neste trabalho como Equacao (2.34):
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niff = [27Td3(_5mrn121)% (n% —n3)/AEmr — ni)zng] + 1y

e pela equacdo (2.35)

Aniff = (ngff —ny)

onde An¢// representa a varia¢io do indice de refracio de um filme molecular adsorvido;
€ o indice de refracdo da solugdo aquosa de PBS proxima a superficie; e ns o indice de refracao
da biotina. A defini¢io de um indice de refragdo eficaz n¢// leva em conta que a profundidade de
detecgao do sensor Optico SPR prolonga-se através do filme adsorvido por cerca de 300nm para a
solucdo tampao dielétrica aquosa adjacente, e ambos os meios contribuem de forma diferente para
o sinal de saida. A imobilizacdo de biotina sobre a pelicula de metal foi detectada e quantificada
por deteccdo SPR no modo de interrogacao angular. A temperatura do instrumento foi mantida
estavel, a 21,4 £ 0,2C, ao longo do periodo de aquisicdo de dados. O fluxo de admissdo do
analito foi fixado em 160uL/min, e condi¢des de fluxo laminar sdo mantidas. A célula de fluxo
compreende um volume de 7x.L. O tamanho da 4rea de deteccdo é de 1mm?, situado no centro da
célula de fluxo. O tempo de resposta do sistema, e resolug@o temporal, € de 2s, em grande parte
definidos e limitados pela aquisi¢do de dados e software de processamento. A biotina (Fluka,>
99% puro) utilizada foi dissolvida em solugdo tampéo fosfato-salino (PBS), € preparada com dgua
ultra-pura e em misturas com 50% de etanol-PBS. Biochips poliméricos SPR descartdveis foram
utilizados para os experimentos, cobertos com uma pelicula de ouro de 50nm na drea de deteccao.
Utilizando microscopia de transmissdo de alta resolucdo (TEM) confirmou-se que o filme fino de
ouro tem variagdo de espessura muito pequena, e valores associados de rugosidade de superficie
Orms = 4,35nm, publicados em [26]. Desse modo, o dngulo e a ressonancia SPR, ndo sdo
praticamente afetados pela rugosidade da superficie destes biochips. A limpeza da superficie
da camada de ouro € crucial para se manter a reprodutibilidade dos resultados e foi efetuada
no interior da célula de fluxo, na auséncia de qualquer contato e possiveis contaminag¢des do
ar ambiente. Varios ciclos iniciais breves de limpeza da superficie com etanol (p.a.) NaOCl
(hipoclorito de sodio) concentrado (pH=1,3) e uma pequena lavagem final da superficie de 5s
com solu¢do concentrado de H,O, (pH=1) estabeleceu uma superficie de ouro hidroxilada, e um
estado da superficie hidrofilica estavel, antes da admissdo de PBS puro e da solu¢cdo de PBS
contendo biotina. Todos os ciclos de lavagem foram realizados na célula de fluxo, com condi¢des

da superficie controladas e verificadas usando o dispositivo SPR.
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4.1.2 Discussao dos experimentos

Como foi mencionado no item 2.4.3, assumindo cobertura de superficie completa e homogénea
com 100% do fator de preenchimento, a possivel variagdo maxima ideal do indice de refracdo,
denominada An%", pode ser calculada, desde que d3 e ng sejam conhecidos. O comprimento da
onda aplicada A € fixado em 670nm. De acordo com [117] a constante dielétrica complexa do
filme de ouro fino é tomada como ¢,,,, =-14,6 +10.8 em 1,85 eV, onde a funcio espectral da funcdo
dielétrica apresenta um minimo acentuado. Devido a pequena contribui¢io da parte imagindria s6
a parte real da funcao dielétrica é considerada, sem adicao de erro significativo para o método de
aquisi¢do de dados. O indice de refragdo de uma solugdo aquosa de PBS, a temperatura ambiente,
€ ny = 1,339, determinado a partir de medi¢cdes SPR para uma solug@o tampao (massa). Todas as

constantes dielétricas e parametros de espessuras, utilizados na presente andlise, sdo listados na

Tabela 4.1. Todas as quantidades foram mantidas constantes para a andlise cinética.

Tabela 4.1: Constantes dielétricas e espessuras utilizados na presente andlise.

Ouro Polimero Camada de Biotina Sol. Aquosa PBS
Espessura Part.opt. Espessura Part.opt. Espessura Part.opt. Espessura|Part.opt.
dy Emr (670nM) do na(670nm) ds(nm) n3 dy n4
50nm -14,6 00 1,53 (1,1£0,1) | (1,5557 £ 0,09) 00 1,339

De acordo com os resultados dos experimentos, relatados em [114], o tamanho da molécula de
biotina € de 1,1 nm. Valores de indice de refracdo determinados experimentalmente de adsorventes
biotina dentro da faixa dada de comprimentos de onda variam amplamente. De acordo com a
referéncia [118], um valor do indice de refracao (RIU) de 1,455 aplica-se a filmes multicamada
biotina sobre substratos C-Si, que foram obtidos por elipsometria espectroscopica. Um valor de
1,62 RIU (no comprimento de onda de 632 nm), feita a partir de gravacdes de SPR, foi relatado
para uma Unica camada de biotina em ouro em [117]. A média destes dois valores, com ng
= 1,541 £ 0,09 RIU, com uma elevada incerteza + 0,09 RIU, corresponde aproximadamente
a 1,557 RIU, utilizado na presente andlise. Com os dados fornecidos para definir a espessura
individual e parametros Opticos, mostrada na Tabela 4.1, a variagdo maxima possivel para um
indice de refracdo, de mono-camada homogénea de biotina com espessura ideal d3, na auséncia
de qualquer espaco livre entre moléculas adjacentes, mantendo cobertura de superficie de 1ML,
foi calculada a partir da equagdo (2.34) como:

An™ = (0,96 + 0,06)107® RIU; ML significa monocamada e RIU a unidade de indice

mol
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de refragdo. Valores RIU < An]'%" indicam, assim, fracdo de cobertura de superficie 0 < 1
ML. Assim, para valores determinados experimentalmente de An¢//, a fragio da cobertura de
superficie molecular adimensional #C' é calculada como:

_Anff(0)

0(C) = == @.1)

max
Anmol

Em relag@o a resolug@o instrumental de trés vezes o desvio padrao (3¢) do indice de refracdo (J n
~ 2 x 107° RIU), o limite detectdvel inferior da cobertura da superficie com biotina € 6,,,;, ~0,02
ML.

A cobertura de superficie molecular, em regime estaciondrio, atribuida a isoterma de adsorcao

de Langmuir, varia com a concentra¢cdo do seguinte modo:

o(C) = —eaC 4.2)

1+ K.,C
na qual K, € a constante de equilibrio de Langmuir, e C' a concentragdo do soluto. E importante
notar que a cobertura é independente da camada fina metdlica selecionada. Ao se tracar (1/6>)
em funcdo de 1/C, obtém-se o inverso (1/K.,) e, consequentemente, a constante de ligagdo
€ determinada, com precisdo. Considera-se que o sistema de adsor¢do selecionado siga uma
evolucdo temporal de primeira ordem (exponencial), com K., = k,/ks. Com esta notagdo, k,
¢ a constante cinética de adsor¢do, e k; constante cinética de dissorcdo. Além disso, de acordo
com o método geométrico fornecido em [119] e [120], a partir da inclinagdo temporal inicial

ko = Af/At, as constantes cinéticas associadas sdo determinadas como:

Ky
k, =2—, 4.3
C 4.3)
€
ky = Qw. (4.4)

A energia livre de adsor¢do AG .45, a partir da constante de equilibrio para a monocamada de
biotina, é obtida com a Equacdo (2.43):
AGuis = —RTIn(K,,).

Na Figura 4.2 é mostrada a evolucao temporal da mudanga de cobertura, devida a formacao de
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uma camada de biotina, ao longo de um periodo de tempo de 800 s e para 5 diferentes concentra-
¢oes molares variando de 0,082 a 2,05 mM. As moléculas sdo adsorvidas numa pelicula de ouro

fina de 50nm, com a variacdo méxima obtida com 50% de mistura de etanol-PBS.

| ! Al ! | ! | ! | ! | !
PBSrinse |_._g-100ML:c=20510°M
. /""A —.—9=087ML;c=0.82.10°M
/ ——90=053ML;c=4.00.10"M
—+—90=031ML;c=1.64.10" M|
—-—9=0.18 ML ;c=0.82.10" M
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Figura 4.2: Evolu¢do da mudancga de cobertura em funcdo do tempo para diferentes concentracoes
de biotina, variando entre 0,082 e 2,05 mM.

Estdo indicados, nas curvas de adsorcao, os valores de equilibrio para a cobertura de superfi-
cie, 0, ap6s a lavagem com solucdo-tampao de PBS, juntamente com os valores de concentracdes
de biotina. Inicialmente, um aumento rdpido, quase linear, do sinal de saida (com inclinagdo k)
€ observada por poucos segundos, mas a varia¢do diminui para tempos de exposicao mais longos.
Em baixa concentracio ko = 9,910 3ML/s. Evidentemente, a evolucdo temporal da ligacdo de
biotina ndo € exatamente a descrita por um sistema de primeira ordem. A cobertura de superfi-
cie de equilibrio correspondente foi determinada baseando-se na equagdo (4.1). Para a solucdo
de etanol a 50%-PBS, exatamente uma tinica monocamada (ML) é adsorvida sobre a pelicula de

metal, depois de uma lavagem de PBS. A lavagem remove a fragdo de biotina fracamente ad-
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sorvida, em que as interagdes biotina-biotina dominam, e sdo observadas inicialmente formacao
de até trés camadas. Na Figura 4.3 sdo ilustrados possiveis arranjos moleculares onde aparente-
mente o dtomo de enxofre da molécula de biotina pode ser anexada na superficie de ouro através
da hidroxila (da superficie). Ainda, a biotina € preferencialmente adsorvida em ouro através do
atomo de enxofre. No entanto, a cadeia lateral com o grupo carboxilico permite a formacdo de
um complexo estdvel bimolecular da biotina, adsorvida em ouro, através de ligacdes duplas de
hidrogénio formadas com os grupos carboxilicos (Figura 4.3a). Outro possivel arranjo molecular
€ a formacdo de uma unica ligag¢do de hidrogénio entre o grupo carboxilico de uma molécula e um

anel de ureido (tetrahydroimidizalone) de outra molécula (Figura 4.3b), de acordo com [121].
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Figura 4.3: Possiveis representacdes de um complexo bimolecular estdvel de biotina em ouro,
mantidos juntos por meio de (a) ligacdo de hidrogénio dupla formada pelos grupos carboxilicos e
duas moléculas, (b) uma ligacdo simples de hidrogénio formada entre o grupo carboxilico de uma
molécula e o anel de ureido (tetrahydroimidizalone) de outra molécula. Figura adaptada de [121]

Na Figura 4.4 € ilustrado o gréfico, em que a variagao da cobertura superficial de equilibrio é
mostrada em fun¢do da concentrac@o de biotina. Na inser¢do é mostrado um gréafico do inverso
das quantidades, 1/6 e 1/C, a partir do qual a constante de equilibrio K, é determinada como
sendo K., = 2940 +100 mol~!, com alta precisdo, como indicado na figura.

A partir deste conjunto de dados os parametros cinéticos listados na Tabela 4.2 foram deter-
minados (ver segunda linha). Para comparagdo, estao mostrados nesta Tabela 4.2 os pardmetros
cinéticos para o ouro e trés diferentes combinacdes de complexos thiol/solucdo (associados a for-
mac¢do de uma monocamada automontada no substrato de ouro).

No caso do composto octanethiol/n-hexano os valores da energia de ligacdo AG 4, € a cons-
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127k =160 L/mol.s; k, =0.054 s
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Figura 4.4: Diagrama com a variac@o da cobertura superficial de equilibrio versus concentragao
de biotina. A insercdo representa o inverso da cobertura de superficie (1/6) em fungao do inverso
da concentragdo de biotina (C).

Tabela 4.2: Parametros cinéticos para a adsorcao de biotina e de diferentes compostos de tiol no
ouro

Composto | K.,/mol™t | ko(RIU/s) | K./(M/s) | Kq/(s71) AG 45/
(keal /mol)
Biotina 2940 + 100 9,9 x 1073 | 160 + 60 (5,44+ -4,7 +
2,44)1072 0,15
11Octadecanethid5, 250 + 7300 | — 2440 + 1074 | 0,16 £ 0,03 -5,6 =+
ol/n-hexano 0,2
10ctadecanethit 850 + 8950 - 2059 + 1394 | 0,19 £ 0,09 -55 =+
0,4
ol/cyclohexano
10ctanethiol/ | 1930 4+ 840 - 811 + 334 0,42 £+ 0,06 —4,4 +
n-hexano 0,2

tante de equilibrio K, sdo bem proximos para as liga¢cdes com biotina e com tiol. As moléculas
de biotina podem se anexar a uma superficie de ouro através do atomo de enxofre (ligagdo S-Au
muito forte) ou via grupo terminal carboxilico. Apesar da semelhanca entre a adsorcdo de tiol,
sulfureto e de 4cidos carboxilicos, foi observado que a maioria dos dcidos carboxilicos € adsorvida
no ouro apenas se os potenciais elétricos positivos sdao aplicados ao metal. Os tidis ou sulfetos,
ao contrério, adsorvem prontamente em superficies de ouro, sem aplicagdo de potencial elétrico
[115]. Outro possivel arranjo molecular é a formagao de uma tnica ligacao de hidrogénio entre
o grupo carboxilico de uma molécula e um anel de ureido (tetrahydroimidizalone) de outra molé-

cula (Figura 4.3b). Na Figura 4.5 € ilustrada a possivel disposi¢cdo molecular da formacdo de até
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trés camadas de biotina observada para solugdo de etanol a 50%-PBS. Aparentemente, a molécula
de biotina € ligado a superficie do ouro através do atomo de enxofre e interagdes biotina-biotina
dominam. Depois de uma lavagem PBS, apenas uma monocamada de biotina no filme de ouro
€ detectada. A solugdo PBS lava e remove a fracdo de biotina fracamente adsorvida, como ilus-
trado. A representacdo ¢ meramente uma descricdo da natureza quimica da camada adsorvida,

sem qualquer convic¢do sobre a orientacdo das cadeias.
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Figura 4.5: Possivel arranjo molecular da adsorc¢ao de biotina no ouro a partir de uma configuragao
multicamadas para uma formacdo em monocamada, apds lavagem PBS. Figura adaptada de [121]

As reacOes quimicas de ésteres NHS, ésteres de sulfo-NHS e biotina livre sdo essencialmente
idénticas, no sentido de que todos eles reagem espontaneamente com grupos amino primarios
que se encontram presentes como cadeia lateral de lisina s-amines e N-terminal c-aminas para
formar ligacdo amida. Os grupos funcionais disponiveis na superficie da proteina, para serem
biotinilados, podem nao ser conhecidos. No entanto, para a maioria das proteinas, é razodvel
assumir que as aminas primadrias sdo disponiveis e acessiveis para serem conjugadas com biotina

(biotiniladas).

4.1.3 Anadlise das interacées bioquimicas da biotina com neutravidina e
soro humano
Neutravidina € a forma deglicosilada da avidina, onde a fracdo do carboidrato é removida da

molécula, enquanto a estrutura molecular permanece praticamente inalterada. Por sua vez, a avi-

dina € um tetramero com quatro dominios de ligacdo idénticos para a biotina. Foram realizados
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experimentos de ligacdo da biotina com proteinas como neutravidina e as constituintes no soro
humano (HS). As intera¢des bioquimicas da biotina com a neutravidina (NA) e com soro humano
sdo importantes no estudo da sensibilidade dos imunoensaios para se tentar reduzir ligagdes nao
especificas, e ocorréncias de resultados falso-positivos relacionados. Estas ligagcdes estdo ilustra-
das nas Figuras 4.6 € 4.7. Ambos os solutos foram diluidas com PBS. A forte ligacdo quimica
quase covalente entre a biotina e a avidina, ou com os seus derivados quimicamente semelhantes
como neutravidina e estreptavidina, ¢ bem conhecida [116], [117]. Essa caracteristica representa
um componente essencial para numerosos imunensaios com camadas sanduiche, onde a ligacao
inicial da proteina permite a imobilizacdo definida de anticorpos biotinilados em substratos soli-
dos. Ligac@o molecular de NA em filmes de biotina sulfonados sobre o ouro foram explorados
antes de se utilizar, no entanto, os solventes organicos [117]. Os presentes dados confirmam
essencialmente propriedades de ligacdo quase idéntica de biotina livre, quando dissolvida numa
solucdo aquosa. Na Figura 4.6 € ilustrada a evolucao temporal da variagdo do indice de refracao de
2,5 x 1073 RIU, devido a imobiliza¢do de uma camada de neutravidina (concentragio de 20,g/ml

PBS) sobre uma camada de biotina, depositada anteriormente, em solu¢do aquosa de PBS.
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Figura 4.6: Evolucdo da mudanca do indice de refracdo em fung¢do do tempo quando da ad-
missdo da biotina seguida da admissao de neutravidina (NA). Na janela € mostrado o efeito do
pré-tratamento na superficie de ouro sobre a ligacdo de NA, revelando um padrao de adsorcao
oscilante invulgar da proteina.

O crescimento do filme de neutravidina até # ~0,4 ML é um pouco lento e persiste ao longo
de um intervalo de tempo de 1.500 s. Antes da admissao da biotina contendo solu¢do de PBS, a

superficie da pelicula de ouro foi brevemente limpa com H>0,, em seguida, enxaguada com PBS.
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Uma caracteristica interessante € mostrada na janela inserida na Figura 4.6, e ilustra a influéncia
da preparagao da superficie. Aqui, antes da admiss@o da biotina contendo solu¢do aquosa PBS, a
superficie do ouro foi inicialmente tratada com uma solug@o de hipoclorito de sédio. Isto deixa
tracos de fons C!~ na superficie de ouro, e contribui com um aumento da cobertura de equilibrio
de biotina na superficie para 6;;,, ~1,2 ML, ligeiramente superior a uma monocamada completa.
Aparentemente, a presencga associada de uma fracdo de segunda camada de biotina fracamente
ligada € responsavel por modulacdes distintas e por padrdo oscilatorio de adsor¢do/dessorcao de
NA, respectivamente, que se torna mais fraco no inicio da saturacdo. No entanto, essa caracte-
ristica oscilatéria um pouco incomum de adsor¢do de proteina também pode ser afetada por (ou
proveniente de) variacdes temporais de densidade ou retragdo/expansio da proteina NA, em fun-
¢do da cobertura de superficie. Um efeito similar foi relatado recentemente na referéncia [122].
Para se realizar um imunoensaio com imunossensores, em geral torna-se necessario se estudar
formas de reducdo de ligacdes ndo especificas. Para isso fez-se um estudo da interacao da biotina
com soro humano, o qual € necessario em diagndsticos médicos, como na deteccao do virus den-
gue, por exemplo. Na Figura 4.7 € ilustrada a intera¢do de soro humano com biotina imobilizada
no filme de ouro, com cobertura (6, ~ 0,8 ML), calculada aplicando-se o método ja descrito

para a ligacdo da biotina no ouro.
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Figura 4.7: Evolugdo da alteraciao do indice de refracdo em funcio do tempo apds a admissdo de
biotina seguida por admissdo de Soro Humano (HS).

A evolucdo temporal da variacdo do indice de refracio de HS de 4, 31073 RIU é causada por

ligacdes irreversiveis, ndo especificas, dos constituintes de soro humano (diluido 1:10 em PBS) na
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monocamada biotina (anterior), formando provavelmente uma monocamada simples. Existe uma
ampla variedade de adsorventes potenciais dissolvidos em HS, tais como: diferentes proteinas,
especialmente e em maior propor¢do, albumina humana; véarias imunoglobulinas, lipoproteinas,
hormoénios e aminodcidos, dcidos de gordura, fons hidratados, glicose e vitaminas. Ligacgdes
irreversiveis destas proteinas séricas requerem que Os Seus grupos amina reajam com O grupo
biotina-carboxila, enquanto que o unico dtomo de enxofre da biotina fornece a ligagdo com o
substrato de ouro.

Na janela inserida na figura € representada a mesma evolucao para a sequéncia invertida: pri-
meiro, a admissao de HS seguida de admissao de biotina. Sao ilustrados o rapido aumento, quase
vertical, da variacdo do indice de refracdo e rdpido padrdo de ligacdo do HS, respectivamente,
com o filme fino de ouro puro. No entanto, parecem predominar ligacdes reversiveis, que sao
removidas apds lavagem com PBS, porém ndo se pode afastar, por completo, a possibilidade de
presenca de ligagdes irreversiveis. Portanto, Neutravidina (NA) e soro humano, efetivamente, sdo
imobilizados em uma monocamada de biotina. Na sequéncia reversa de ligacdo, biotina se liga
firmemente também a NA, enquanto que a ligag@o da biotina ao soro humano (HS) precisa de uma
andlise mais detalhada.

Portanto, para realizacdo de imunoensaios com o imunosensor SPR, nos quais se usa analito
(antigenos, anticorpos) em HS, torna-se necessaria uma camada de blindagem da superficie do
filme de ouro, antes da introducdo da camada de imobilizacdo do ligante (anticorpos, antigenos),
ou seja, antes da construcdo das camadas sanduiche (biotina-neutravidina-anticorpos biotinila-
dos), para se evitarem ligacOes ndo especificas dos constituintes do HS no filme de ouro. Uma
possivel solucdo, nesse caso, € a utilizacdo de uma camada de automontagem (SAM) mista de
oxido de polietileno (tiol-PEO) com biotina. Por outro lado, a admissdo secundéria de anticor-
pos, como um refor¢co, apds a admissdo de HS com o analito, pode ampliar a informacdo de
diagnostico, melhorando a relag@o sinal/ruido, ou seja, ligacOes especificas versus ligacdes nao
especificas.

A andlise das variacdes do crescimento da cobertura na adsorcdo da biotina é apresentada a

seguir usando um modelo de aproximacao do Langmuir por uma exponencial.
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4.1.4 Analise de adsorcao da biotina por aproximacao do modelo de Lang-

muir por uma exponencial (AML)

A andlise das taxas de crescimento da cobertura da biotina na adsorc¢do na superficie, em fungdo
da concentracdo, pode ser efetuada usando o modelo de aproximagao do Langmuir por uma ex-
ponencial. A partir dos dados medidos experimemtalmente da evolucdo da cobertura para varias
concentracdes de biotina, ja ilustrada na Figura 4.2, foram determinadas as derivadas em fungdo
do tempo (t) para se obter as taxas de crescimento df(t)/dt como mostrados nas Figuras 4.8, 4.9,

4.10.
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Figura 4.8: Gréfico com a curva da evolucdo da adsorcdo da biotina, a curva derivada da cobertura
e aproximacao dessa curva por uma exponencial, para uma concentragdo alta de biotina.

Conforme o modelo de adsorcao de AML, ja descrita no capitulo 2, neste trabalho, se a evo-
lucdo temporal da taxa de crescimento, determinada experimentalmente, estiver de acordo com a
equagiio (2.48) (df/dt = k,(C)e~ k) isto ird indicar validade de aplicagio do modelo AML.

Pode-se afirmar, a partir dos graficos mostrados, que de fato se verifica uma relacdo de apro-
ximacdo, por uma exponencial decrescente, das derivadas das curvas do indice de refracdo em
fun¢do do tempo, para as concentragdes de biotina utilizadas. Pode-se concluir que, para molécu-

las pequenas (Inm) como a biotina, a aplica¢cdo do modelo de aproximagao por uma exponencial,
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Figura 4.9: Curvas da evolucdo da adsorcdo da biotina, da derivada da cobertura e aproximagao
por uma exponencial, para uma concentragdo média de biotina.

adaptado do modelo de Langmuir, é perfeitamente valida.

4.2 Meétodo para analise dos mecanismos de adsorciao de pro-

teinas globulares

Apesar do trabalho de pesquisa, ao longo de muitos anos, os mecanismos de ligagdes moleculares
em substratos s6lidos de macro-moléculas ligadas irreversivelmente, e em especial proteinas, ndo
estdo totalmente identificados e os modelos de adsor¢do disponiveis permanecem controversos
[123]. Questdes importantes sobre mecanismos complexos de ligagdes de proteinas precisam ser
investigadas para se tentar identificar qual modelo de adsor¢dao que melhor descreve esse processo
de modo a se tentar reduzir as interferéncias de ligacdes nao especificas; em especial quando se
usa soro humano em imunoensaios para diagndsticos médicos.

A qualidade da cobertura da superficie pela proteina ¢ um dos parametros importantes em
imunoensaios. Regides descobertas na superficie de detec¢do do sensor, ou seja, na superficie

de ouro, podem gerar interferéncias por ligacdes nao-especificas e, portanto, indicagdes falso-
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Figura 4.10: Curvas da adsorc@o da biotina, da derivada da cobertura e aproximacao por uma
exponencial para uma concentra¢do baixa de biotina.

positivas. A otimizagdo das condi¢des de preparacdo e limpeza da superficie, concentracdao da
proteina e orientagdo das moléculas, condi¢des de fluxo, solvente ou tensdo de polarizagdao ajudam
a otimizar a cobertura da proteina.

Nesse trabalho, foi feita uma tentativa de identificar os mecanismos dominantes de adsorcao
de proteinas globulares que tém estruturas semelhantes, embora diferentemente carregadas, em
func¢do da concentra¢do de massa. Variando-se a velocidade do fluxo convectivo-difusivo e a con-
centracdo do analito, foram feitas avaliacOes quantitativas da evolu¢@o da cobertutra da superficie
pela proteina e da cinética das ligagdes de proteinas globulares como neutravidina, avidina e BSA.
Foi analisada a influéncia da variacio desses parametros, baseando-se no modelo de adsorcao de
Langmuir. O conceito aplicado, por monocamadas de Langmuir, € claramente ilustrado, e tem
sido amplamente utilizado como modelo, para compreender o papel e a organizacio de mem-
branas bioldgicas [84] e para a aquisi¢ao de conhecimento sobre o processo de reconhecimento
molecular.

As caracteristicas de adsor¢do de soro humano também foram incluidos nestas investigacoes.
Este liquido fisiolégico carrega uma multiplicidade de substancias: proteinas globulares, como a
albumina e glico-proteinas a partir de anticorpos em concentragdes considerdveis, bem como tra-
cos de fons e de varios nutrientes e aminodcidos. Soro humano diluido, portanto, serve como um
exemplo de um complexo liquido biolégico, em que certos constituintes interferem e competem

entre si durante a imobilizacgao.
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4.2.1 Meétodos e materiais

O sistema imunossensor SPR, descrito aqui no capitulo 2, e em [26], foi utilizado neste trabalho
para a monitorizacdo Optica em tempo real dos transitérios de ligacdo de proteina e para uma
determinacdo precisa da cobertura da superficie molecular correspondente 6(t), em combinacdo
com uma forma modificada da isotérmica de Langmuir. Por ser SPR uma técnica de detec¢do
altamente sensivel e versatil ¢ amplamente utilizada como uma ferramenta analitica em pesquisas
bioquimicas [124].

O crescimento do filme de proteinas foi realizado pela admissao de solu¢des aquosas de pro-
teinas, adequadamente selecionadas, fluindo continuamente durante um intervalo de tempo, sobre
uma filme fino de ouro. Foi utilizada a célula microfluidica para suprimir qualquer impacto ne-
gativo da atmosfera ambiental. O tratamento apropriado da superficie metdlica, na auséncia de
contaminantes da atmosfera ambiente, permite a manuten¢do do estado hidrofilico da superficie,
ligacdes da proteina com reprodutibilidade e condi¢des de equilibrio. As caracteristicas de adsor-
cdo/dessorcao de imobilizagcao de filmes de proteina, com ligagdes reversiveis e irreversiveis, na
admissao de uma solugdo contendo proteina, como exemplo, sdo ilustradas na Figura 4.11. Em
condig¢des de estado estaciondrio, ligacdes reversiveis e irreversiveis podem coexistir. A lavagem
da superficie por admissdo de solu¢do tampao ou dgua (sem proteina) ird remover as proteinas
fracamente ligadas. Isso deixa apenas uma fragao irreversivelmente ligada (Caso B). Esta se man-
tém, em geral, em ambiente seco e, eventualmente, um grupo de monocamada completa estavel é
formado. Na auséncia de uma fracdo irreversivelmente ligada, a camada de proteina completa é
removida (Caso C). Na auséncia de uma fracao ligada reversivelmente, a pelicula formada inici-
almente é totalmente retida (Caso A).

Uma camada fina de macromoléculas, que compreende uma espessura ds com indice de refra-
¢do ng, liga-se ao filme fino de metal, e provoca um aumento adicional ndo linear com indice de
refracdo de valor eficaz Anﬁf f = ng — ny. Para um filme monomolecular ideal, composto exclu-

sivamente a partir de uma macromolécula espalhada homogeneamente com extensdo molecular,

max

d,,, o indice de refracdo méaximo n,%",

resultante, é especifico para esta molécula. Assim, se o
valor do fndice de refragdo eficaz medido for menor que 0 maximo, ou seja, n%// < ™% entdo a

camada molecular anexada serd incompleta e nao-homogénea. Esta caracteristica € utilizada neste

trabalho para a determinag¢do da superficie de cobertura, medida em fracdes de mono-camadas, de
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Figura 4.11: Tlustragc@o das caracteristicas de adsor¢do e desor¢do de imobilizacdo de filmes de
proteinas: Caso A - existéncia apenas de ligacOes irreversiveis. Caso B - remogdo das fracao
reversivel. Caso C - auséncia de ligacOes.

forma semelhante ao método utilizado na andlise da adsor¢do de biotina.

Todas as proteinas pesquisadas foram dissolvidas em solu¢do tampdo fosfato-salina (PBS),
preparada a partir de 4gua ultrapura nano-filtrada, (Millipore Direct-Q Sistema 3UV), compre-
endendo uma condutividade elétrica. A solug@o tampao foi preparada a partir de pastilhas pré-
fabricadas de PBS (Medicago AG, Se) que continham 0,14 M de NaCl, 0,003 M de KCl e 0,010
M de fosfato de sédio-potdssio. E importante notar que o PBS, por dissociagio dos seus ingredi-
entes, sal NaCl e KClI, nos seus respectivos ions, forma um eletrdlito forte isotonico. A solucio,
portanto, apresenta um potencial eletroquimico e compreende uma elevada condutividade elétrica
(com um pH de 7,23), a temperatura ambiente de 23zC. Imuno-avidina pura foi obtida da Sigma-
Aldrich. Bloqueador BSA, bem como neutravidina imuno-pura, que é a forma deglicosilada de
avidina, foram adquiridos da Pierce Inc. O soro humano foi obtido de um laboratério de anélises
clinicas.

Um biochip SPR polimérico, descartdvel, foi empregado para estes experimentos, coberto
com pelicula fina de ouro semi-transparente 50 nm e no ponto Optico de detec¢do. Aspectos
da tecnologia de fabricacdo de chips SPR e fisica do método de deteccdo SPR sdo descritos em
detalhe em [26]. A temperatura do instrumento foi mantida a 22, 44 0,2 Z C ao longo do periodo

de medicdo. O fluxo de admiss@o do analito foi fixado em 320x L/min , onde as condicdes de
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fluxo laminar e uma concentra¢do de proteina constante (isto é, dC/dt = 0) acima da superficie
do filme fino de metal sdo mantidas. A célula de fluxo compreende um volume de 7 pL. O
tamanho do local de detec¢ido é 1mm?, estando localizado no centro da célula de fluxo. O tempo
de resposta do sistema e resolucao temporal € de 2 s, em grande parte definido e limitado pelo
sistema de aquisicdo de dados e software de processamento. O sinal de saida €é a variagcdo do
indice de refracdo, a partir do momento da admissdo de solug¢dao do analito sob consideragio,
e registrada como uma fun¢do do tempo. Com os valores conhecidos do tamanho da molécula
do adsorvente molecular e do indice de refracdo associados, a cobertura do filme imobilizado é
avaliada com boa precis@o. Um protocolo, adequado para limpeza de superficie, aplicado ao filme
fino de ouro do sensor provou ser crucial para manter a reprodutibilidade dos resultados. Limpeza
efetuada dentro da célula de fluxo evitou contato com possiveis contaminagdes do ar ambiente.
Virios ciclos iniciais de periodos de mais de 15 min com etanol (p.a.), concentrado NaOCI (pH
13) e enxdgiie final de 5s com solu¢do com H;0, concentrado (pH 2,6 ) foi aplicado. A seguir
PBS neutro foi admitido na célula de fluxo, durante 60 segundos, e estabelecido um estado de
superficie hidrofilica estavel, seguido por admissdo da proteina contendo solucao PBS. Atribui-se
o estado hidrofilico a presenca de uma tnica camada de fons Na + da solu¢c@o PBS, fixados sobre
a superficie do metal carregada negativamente. As condi¢des de superficie foram controladas e
verificadas pelo dispositivo SPR. A influéncia das condi¢des de superficie iniciais € ilustrada na
Figura 4.12.

Os transientes de adsorc¢do de proteina sdo determinados para ambos, admissdo imediata de
neutravidina a superficie hidrofilica do ouro, e admissdo apds 5 minutos de exposi¢ao da superficie
(pré-limpa) a atmosfera ambiente do laboratério. Isto conduz a um estado de superficie hidrofo-
bica, que exibe uma superficie de cobertura de proteina de cerca de 40% menor, em conjunto com

uma cinética de ligacdo aparentemente mais lenta (como ilustrado na Figura 4.12).

4.2.2 Resultados parciais e discussao

Um conjunto representativo de transientes de adsor¢do foram determinados experimentalmente,
e gravados, para concentragdes decrescentes, de proteinas, em que a evolugdo da superficie de
cobertura, #(t), para uma filme de ouro, € representada em fun¢do do tempo. O diagrama para a

avidina (Av) é mostrado na Figura 4.13, para a neutravidina na Figura 4.15, para BSA na Figura
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Figura 4.12: Transientes de adsor¢do de proteina imediatamente apds admissdo da Neutravidina
a superficie de ouro hidrofilica, previamente limpa, e apos 5 min de exposicao da superficie (pré-
limpa) a atmosfera ambiente.

4.17 e para SH na Figura 4.19. Um conjunto de caracteristicas de crescimento de filme para essas
proteinas e também para soro humano, € apresentado a seguir. A isoterma de equilibrio de Lang-
muir em fungdo da concentracdo, §(C'), foi obtida pela média de trés conjuntos de dados. Assim
como o inverso da isoterma correspondente 8! em funcdo de C'~!, permitindo a determinagio
das constantes de ligacdo, em equilibrio, correspondentes e cobertura por extensdo assintdtica.
Foram determinadas as constantes de adsor¢ao/dessorcao, k, e k, respectivamente, em funcio da
concentracdo de protefna. Os valores de equilibrio de () foram medidos, apés a lavagem final de
PBS para remover a fragdo de moléculas ligadas reversivelmente. As constantes de equilibrio, /.,
e energias de ligacao associadas, —AG, foram determinadas, e indicadas nos graficos individuais,

para cada proteina e soro humano.

Avidina (Av)

Esta proteina globular, avidina (Av), € mais conhecida por sua capacidade de se ligar, de forma
irreversivel a biotina. A avidina € um tetrdmero, com quatro dominios de ligacao idénticos para a
biotina. Ela ¢ um componente essencial para a criacdo de uma determinada classe de biossensores
que utilizam substratos e/ou adsorventes biotinilados.

Ap6s a dissolucdo na solucdo neutra tampao PBS, a faixa de concentracdo, de moderada a

alta, de moléculas de proteina Av, compreende uma carga liquida positiva alta. Estas, portanto,
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Figura 4.13: Diagrama das caracteristicas de adsor¢do e desorcao de avidina na superficie de ouro
em funcio do tempo para diferentes concentracoes.

sdo eletro-estaticamente atraidas pela superficie com o filme de ouro, negativamente polarizado.
Na direcdo de menor concentragdo de proteina Av, a atragdo eletrostética diminui e a polarizacdo
muda de sinal. Apds lavagem com PBS as moléculas adsorvidas, parcialmente carregadas, sdo
repelidas, uma vez que o potencial de circuito aberto (OCP) aumenta. O periodo de tempo, para
que seja estabelecido o equilibrio, varia de 300s para altas concentracdes de proteina, até mais de
6000s para baixas concentragdes. Em ¢ = 1000s e em condic¢des de equilibrio, a superficie meta-
lica é lavada com solucdo PBS. Na maior concentragdo de avidina, uma fra¢do de cerca de 15%
de moléculas, ligadas reversivelmente, € removida. A quantidade dessas moléculas, fracamente
ligadas, diminui constantemente com a C'. Para C' < 1p mol/l, a imobilizacdo de proteinas Av
ocorre apenas em um estado de ligagdes irreversiveis.

A adsorc¢ao isotérmica do modelo de Langmuir convencional, extraida das transientes em con-
dicdes de equilibrio, € representada na Figura 4.14.

Nesta figura € mostrada a evolug@o de cobertura 6, em equilibrio, apés lavagem com PBS e
remog¢ao das moléculas fracamente ligadas, em funcdo da concentracdo de proteina. Uma clara
descontinuidade foi observada em C' ~1u mol/L. A representacdo inversa §~' em funcdo de

C~! ¢ ilustrada na janela. A presenca de uma variacdo linear e inclina¢@o constante de 1/K,,
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Figura 4.14: Diagrama da cobertura de avidina na superficie de ouro em funcio da concentracdo.

¢ a comprovacao para validacdo do modelo de adsor¢do de Langmuir de acordo com a equagao
1/0 = (1/K.,C) + 1.

Dois estados diferentes de ligagdo para a avidina: em altas concentragdes da proteina e para
baixas concentragdes sdo identificadas na andlise termodinamica. Os resultados sdo apresenta-
dos na janela na Figura 4.14, em que (1/0)mol é representada em fun¢@o da inversa da con-
centra¢do molar 1/C. Os pardmetros de ligacdo sdo indicados nas duas janelas inseridas na Fi-
gura 4.14: o limite de saturacdo (jamming) da cobertura de superficie em baixa concentragao
Omaz = 0,580, 05 ML. Além disso, em alta C, saturag¢do de cobertura no limite C' — oo aumenta
substancialmente a 6,,,,, = 0,890,05 ML. As constantes cinéticas relacionadas com a baixa C
foram determinados como indicado na janela da Figura 4.14. As margens de erro associadas sdo
cerca de 40%. Além disso, as energias de ligacdo molecular apresentam os seguintes valores:
a baixa C, AG = —10,110,4 kcal/mol. Em alta concentragdo, esta quantidade diminui para

AG = —9,080, 21 kcal/mol.
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Neutravidina (NAv)

Neutravidina € a forma deglicosilada da avidina, onde a fra¢do do carboidrato é removida da mo-
lécula, enquanto a estrutura molecular permanece praticamente inalterada. A sua caracteristica de
ligacdo com a biotina é semelhante a da avidina. Porém, esta proteina é considerada muito menos
sensivel aos efeitos de ligagdes ndo-especificas. Assim esta tem uma importincia equivalente para
os biossensores que se baseiam na biotina como um ligante molecular. Transientes de adsor¢ao

representativos para diferentes concentragdes da Neutravidina sdo mostrados na Figura 4.15.
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Figura 4.15: Diagrama de adsorcdo e desor¢ao da Neutravidina na superficie de ouro em fungdo
do tempo para diferentes concentragdes.

Lavagem da superficie com PBS € realizada em ¢ = 1.000 s. Em comparag@o com a avidina,
a neutravidina revela um nivel muito baixo de moléculas imobilizadas reversivelmente, para altas
concentracdes de proteina. A isotérmica de adsor¢do, 6(C'), determinadas a partir das transientes,
¢ apresentada na Figura 4.16.

Semelhante a avidina, uma clara mudanga de inclinagao (df/d(C')) é observada em C' > 0,5
mMY/L, indicada pela linha pontilhada vertical. Mais uma vez, dois estados diferentes de ligacdo:

em altas concentragdes da proteina e para baixas concentragdes, e sdo identificadas na andlise
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Figura 4.16: Diagrama da cobertura de neutravidina na superficie de ouro.

termodindmica. Os resultados sdao apresentados na janela na Figura 4.16, em que a cobertura
inversa (1/6)mol é representada em fungao da inversa da concentragdo molar 1/C. Os pardmetros
de ligagdo s@o indicados nas duas janelas inseridas na Figura 4.16: o limite de saturagdo (jamming)
da cobertura de superficie em baixa concentragio 6,,,, = 0, 540,05 ML. Além disso, em alta C,
saturacdo de cobertura no limite C' — oo aumenta substancialmente a 6,,,, = 0,960,05 ML.
As constantes cinéticas relacionadas com a baixa C foram determinados como indicado na janela
da Figura 4.16. As margens de erro associadas sdo cerca de 40%. Além disso, as energias de
ligagdo molecular apresentam os seguintes valores: a baixa C, AG = —10, 220, 4 kcal/mol. Em

alta concentragdo, esta quantidade diminui em 1, 95 kcal/mol para AG = —8, 270, 21 kcal/mol.

Albumina de soro bovino (BSA)

Chamada de proteina globular, a estrutura molecular de BSA € comparavel a avidina e neutravi-
dina. Apés a sua dissolugcdo em tampao PBS neutro, as moléculas tornam-se carregadas negativa-
mente. Eles sdo assim atraidas para a superficie do metal em caso de polarizacdo anddica, assim

como apos a lavagem com solucdo tampado. No entanto, ao contrdrio da Av e Nav, a molécula de
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BSA transporta 17 grupos di-sulfureto, que sdo capazes de interagir quimicamente com o subs-
trato de ouro, de preferéncia, através da ligacdo Au-S. Um conjunto de transientes de adsor¢ao,

para concentragdes decrescentes de proteina, € mostrada na Figura 4.17.

1,0 ’ T v T T T 7 T y
0,8 . i
-
= 0,6-
=
£
% 0,4 BSA conc.
(o)) ey 200 pg/mL
o 50 ug/mL
2 o2 ——12.5 pg/mL|]
o e 6.25 pg/mL
© e 3.12 pg/mL -
0 0 | 0.38 pg/mL_
’ ——0.19 ug/mL
¥ L T ! T T ; ? T J T T !
0 300 600 900 1200

Time (s)

Figura 4.17: Diagrama das caracteristicas de adsorcdo e desor¢do de BSA na superficie de ouro
em funcio do tempo para diferentes concentracoes.

Lavagem da superficie com o tampao PBS simples € realizada em ¢ = 1.000s. Em altas con-
centracdes, uma grande fracdo das moléculas, fracamente ligadas, persiste na superficie, enquanto
que para C' < 3,12 pg/ml de proteinas, s ligacdes irreversiveis sdo observadas. Mais evidente no
diagrama de Langmuir, na Figura 4.18, € a diminuic¢ao da cobertura de superficie para uma maior
C.

A validade da abordagem por isoterma de Langmuir €, portanto, restrita as concentracdes de
avidina de C' < 2 pmol/L. Os parametros de ligag@o estdo indicados na janela inserida na Figura
4.18, da seguinte forma: o limite (jamming) da cobertura de superficie em baixa concentracdo
Omaz = 0,550,05mL. Além disso, para altas C, no limite C' — oo, os aumentos de cobertura
de saturacdo para 0,,,, = 0,840,05mL. As constantes cinéticas relacionados em baixas C e para
altas C foram determinadas e estdo indicadas na janela inserida na Figura 4.18. As margens de

erro foram determinados em cerca de +40%. Além disso, a energia de ligagdo molecular foi
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Figura 4.18: Diagrama das caracteristicas de adsor¢do e desorcao de BSA na superficie de ouro.

determinada como AG=-10,12 40,4 kcal/mol em baixas C, enquanto um decréscimo foi gravado

em concentragdes elevadas AG =-9,87+ 0,21 kcal/mol.

Soro humano

O comportamento da adsor¢do de liquidos corporais, especialmente do soro humano, apresen-
tam uma tendéncia para efeitos de ligacao ndo especificos pronunciados, podendo, muitas vezes,
limitar a adequacao de algumas configura¢des de ensaios. Conforme ja mencionado, o soro hu-
mano € largamente composto de albumina do soro, bem como de varias glico-proteinas, além
de uma grande variedade de outros constituintes presentes, porém em concentracdes muito pe-
quenas. Devido a elevada concentra¢do de albumina de 44 + 8 g/L, o soro humano em solugio
PBS se comporta de forma mais semelhante a BSA. Um conjunto de amostras representativas de
transientes de adsor¢do em diferentes concentragcdes de proteina estd mostrado na Figura 4.19.
Em altas concentracdes, a cobertura de superficie inicial é ligeiramente menor que a de uma
unica mono-camada. Lavagem da superficie com o tampao PBS simples em t = 1000 s remove

uma grande fracdo das moléculas fracamente ligadas. No intervalo C' < 1,8 ug/ml, apenas as
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Figura 4.19: Diagrama das caracteristicas de adsorcao e desor¢do de soro humano na superficie
de ouro em funcao do tempo para diferentes concentracoes.

proteinas irreversivelmente imobilizadas permanecem ligadas a superficie. Mais pronunciada no
diagrama de Langmuir Figura 4.20d € a aparéncia de uma oscilacdo na cobertura de superficie e
um minimo distinto de C' ~ 2, 2 ymol/L.

Por isso, a validade da abordagem de Langmuir € restrita as concentracdes C' < 0,5 pmol/L,
a qual exibe uma inclinagdo df/dC positiva.

A adsor¢ao do soro humano também € devida a dois diferentes estados de ligacdo para andlise
termodindmica. O resultado é apresentado na janela, mostrando uma variacao linear da cobertura
inversa 1/6 em funcdo da concentra¢do molar inversa 1/C' numa faixa de concentragio reduzida.
Os parametros de ligagdo estdo indicados na janela da seguinte forma: o limite de jamming da
cobertura de superficie em baixa concentragdo € 6,,,, = 0,40 + 0,07 mL. Além disso, para altas
C, no limite C' — oo, a cobertura aumenta para 6,,,, = 0,58 £+ 0,07 mL. As constantes cinéticas
relacionadas para baixas C sio determinados como K,= 5,27 x 10° I/mol/se K;=9,79 x 1073
s~1. Em altas concentracdes de proteina estas quantidades mudam para K, = 1,34x 10° 1/mol/s
e K; =294 x 1072 s7!, respectivamente. As margens de erro foram determinados em cerca

de +60%. A energia de ligagdo molecular foi determinada como AG = -11,99 + 0,5 kcal/mol
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Figura 4.20: Diagrama das caracteristicas de adsorcao e desor¢do de soro humano na superficie
de ouro.

para baixas C, enquanto uma diminui¢do para AG = -10,51 4+ 0,25 kcal/mol foi mostrada para
concentracdes elevadas. Parametros de ligacOes representativas para as proteinas em questao sao
apresentadas em [119], [101], [125]. Enquanto energias de ligagdio AG sdo semelhantes para
todas as proteinas da amostra (= 11 kcal/mol para alta C e ~ 9,5 kcal / mol para baixas C,

grandes diferencas foram evidenciadas entre as constantes cinéticas k, € k.

Conclusoes parciais

Neste método experimental a avaliagdo da cobertura molecular da superficie na adsorcao de subs-
tancias como proteinas globulares, importantes no desenvolvimento dos imunoensaios, foi efetu-
ada de forma independente e ndo estd acoplada a algum modelo ja conhecido de adsor¢ao. Foram
usados modelos matematicos conhecidos para tentar quantificar e analisar os resultados dos ex-
perimentos. O método experimental foi aplicado inicialmente a ligacao de biotina no ouro, sendo
esta uma macromolécula organica e bastante util na tecnologia de imunoensaios. Antes da pre-
paracdo das camadas de imobilizacdo foi feita uma limpeza de modo a se obter uma superficie

hidrofilica o que melhora a eficiéncia da cobertura. A configuracdo da célula de fluxo utilizada
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€ especialmente projetada para evitar contaminacdo do meio ambiente e assim conservar a pro-
priedade hidrofilica da superficie. A diferenga entre os dois estados de superficie (hidrofilica e
hidrofébica) foi evidenciado por experimentos e ilustrado na Figura 4.12 e tém uma diferenca na
relacdo de cobertura de um fator de 2 entre os mesmos. Um resultado preliminar observado com os
experimentos € que a cobertura das monocamadas de proteinas nunca é completa, ou seja, 0 < 1,
para praticamente todas as concentragdes de proteinas disponiveis. Portanto, a cobertura maxima
raramente excede a 0,8 da monocamada completa. Os modelos de Langmuir e formas modifica-
das da Isoterma de Langmuir s@o ferramentas amplamente usadas com sucesso em muitos estudos
de adsor¢cdo macromoleculares e de proteinas. As aplica¢des desses métodos permitem analisar e
quantificar condi¢des com o objetivo de otimizar o desempenho dos imunoensaios. Os resultados
obtidos estdo dentro da faixa de dados ja publicados anteriormente nas referéncias (7-10 e 13) que
também usaram isotermas de Langmuir e de Freundlich nos quais as energias de ligacao deter-
minadas variam entre -4,8 a -16 kcal/mol. Os parametros cinéticos como limites de saturacdo e
constantes de adsor¢do e dessor¢do, k, e k;, foram calculados. Poucos trabalhos fornecem ava-
liagdes quantitativas da cobertura e de constantes cinéticas.A validade da isoterma de Langmuir
requer que a constante de equilibrio, K., varie exponencialmente com a energia de ligacdo —AG
e que seja independente do sistema de adsor¢do especifico. Os resultados obtidos nesse trabalho
satisfazem claramente essa condi¢do. Como foi utilizado um dispositivo microfluidico com fluxo
de proteinas constante e admissdo continua da soluc¢do, ndo hd variacdo da concentragdo, dC/dt=0.
E como nao ha um gradiente vertical de concentragdo, ou seja, dC/dz=0, podem-se desprezar os

efeitos de transporte por difusdo para a superficie de ouro.

4.3 Provade conceito do método de diagnostico e identificacao

do virus dengue

Como exemplo do estudo de adsor¢do foi proposto um método para realizacdo de imunoensaios
para a deteccdo e identificacao do antigeno, virus da dengue (DENV). A partir da andlise e estudo
da biotina e proteinas (avidina, neutravidina e BSA) foi implementada uma configuracdo, baseada
na forte afinidade entre a biotina e a avidina, para a imobilizacdo do anticorpo monoclonal anti-

dengue (Mab-DENV) na superficie do sensor SPR.
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4.3.1 Motivacao e relevancia do método

Anualmente sdo registrados inimeras epidemias de dengue no mundo, com ocorréncias fatais,
devido ao virus da dengue. A maioria destas epidemias ocorre em regides mais quentes, como
nos trépicos e sub-trépicos, onde se situa o Brasil. Isto inclui todos os paises da América do Sul,
bem como India, China, Vietna, Camboja, na Asia, Tlhas do Pacifico, e todos os paises Africanos.
Todos juntos totalizam mais de 3 bilhdes de pessoas no mundo, para as quais as epidemias de
dengue sdo uma ameaca constante. Com o fendmeno de aquecimento global as regides afetadas
estdo em expansao crescente. Apesar disso, ndo existe ainda tratamento especifico para essa
doenca [90]. O unico meio de prevencdo € através da vigilancia e controle de vetores. Formas
graves da infec¢do podem ser fatais, e como ndo hé terapéutico eficaz atualmente disponivel, a
deteccao precoce € importante para ajudar com a gestao clinica dos sintomas [14].

O virus da dengue € transmitido pelos mosquitos Aedes Aegypti e Aedes Albopictus, perten-
centes a familia Flaviviridae. S@o quatro os tipos de virus DENV(1,2,3,4) até agora oficialmente
identificados (e um DENVS5 recentemente descoberto mas nio oficialmente reconhecido), e estes
diferem em sua atividade antigénica. A infecc@o se manifesta de formas variadas numa faixa que
abrange desde a forma mais branda, semelhante a uma gripe, conhecida como febre da dengue
(FD) até formas mais graves como a febre hemorragica da dengue (FHD)) e a sindrome do choque
da dengue (SCD), com altas taxas de mortalidade [14]. A infec¢do primdria confere imunidade
protetora ao longo da vida contra o sorotipo infectante, mas ndo prové a prote¢do cruzada contra
qualquer um dos outros sorotipos. A ocorréncia de FHD e de SCD € mais provavel numa infec¢ao
secunddria, quando envolve exposi¢ao a um sorotipo diferente do primeiro [68], [90] e [91]. Desta
maneira, a distribuicdo geografica dos sorotipos DENV,(com exce¢do do tipo 5, ainda restrito a
uma pequena regido selvagem) em todas as regides tropicais e subtropicais do mundo, levou a
surtos de maior amplitude e maior gravidade. Portanto, para se evitar a mortandade, e se ter um
controle epidemioldgico eficaz da doenga, a detec¢do do virus e a sorotipagem sao fundamentais,
logo no inicio, quando aparecem os primeiros sintomas, para que se tomem os cuidados médicos
adequados e imediatos, principalmente nos casos mais graves, quando ainda é possivel se evi-
tar consequéncias maiores. Se a doenga se desenvolve, o tratamento precoce muitas vezes salva
vidas, e este, por sua vez, depende de encontrar o diagndstico correto e rapido. A presenca de

virus, assim como dos respectivos anticorpos correspondentes, produzidos pelo sistema imunol6-
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gico, pode ser usada para diagnosticar, inequivocamente, uma infeccdo. A presenca do DENV,
detectavel, tem sido observada no soro, saliva e urina [68]. Porém, a detec¢do do DENV ¢ critico
em relacdo ao tempo: na fase inicial febril, que geralmente dura de 3 a 7 dias, a concentragao
do virus € alta. Depois de alguns dias (geralmente mais de trés a cinco dias), devido a resposta
imunolégica do corpo, ela cai abaixo de quantidade detectdvel, enquanto que as concentracoes
de anticorpos DENYV especificos, IgG e IgM, aumentam. As técnicas usuais de identificacdo da
dengue a partir dos anticorpos DENYV, utilizadas atualmente em laboratdrios clinicos, aos quais
a populacdo tem acesso, requerem cinco dias ou mais, depois de aparecerem os primeiros Sin-
tomas, depois que a doenga ja se instalou com todas as consequéncias, muitas vezes, graves. O
diagnostico precoce, preciso e eficiente da doenca é muito importante na defini¢do dos cuidados
clinicos, estudos de patogenia e pesquisa de vacinas. Além disso, um diagndstico eficiente € uma
importante ferramenta para apoiar programas de vigilancia epidemioldgica, considerando as difi-
culdades em confirmar casos de dengue, com base apenas nos sintomas clinicos, especialmente

durante periodos inter-epidémicos.

4.3.2 Objetivo

Propde-se, aqui, implementar uma prova de conceito de um método de detec¢do do virus dengue
utilizando-se o dispositivo microfluidico baseado na tecnologia SPR. Inicialmente € feita a prepa-
racdo da superficie sensivel, com a fixac@o dos anticorpos anti-dengue (Ab), para indicacio, sem
marcadores, da presenca de um complexo antigen-anticorpo (Ab-Ag), onde a mudancga de espes-
sura, na superficie sensivel, € medida e gravada. Ao fazer passar o sangue diluido (ou soro) pela
célula de fluxo do sistema, podera se detectar o DENYV, e se possivel, identificar o tipo de virus
(sorotipagem), em tempo real. A observacao da influéncia da temperatura na medicdo do indice
de refracdo, que € o sinal de saida utilizado do sensor SPR, também é muito importante para que
se implemente a compensa¢do adequada no resultado da medi¢@o. Para andlise da superficie do
chip, onde estdo ligados os anticorpos e os virus, utilizou-se um microscopio de for¢a atdmica
(AFM), a exemplo do que foi feito em [126] , para investigacdo das vdarias camadas de ligacao

especificas e as possiveis camadas ndo especificas, que poderiam interferir na detec¢do do virus.
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4.3.3 Descricao do método proposto

Para implementar a prova de conceito do método de detec¢do desenvolvido com esse dispositivo,
utilizou-se um sensor SPR por medicdo direta, sem marcadores, para detectar ligacdes especificas
de um antigeno com os anticorpos correspondentes, através do aumento da espessura da massa
(de cobertura) da camada de detec¢do, devido a formagdo do complexo antigeno-anticorpo. A
especificidade e a sensibilidade da interacdo antigeno-anticorpo determinam a seletividade e a
sensibilidade do imunossensor, assim como a possibilidade de regeneracao.

Para alcancgar a sensibilidade adequada é necessario que o complexo tenha uma afinidade alta,
sendo dificil a sua dissociacao, sendo assim, idealmente, um sistema de utilizagdo tnica, descar-
tavel, ou de uma boa capacidade de regenacdo. Para atender a essas especificacdes a estrutura
do Imunosensor foi definida, quanto ao elemento catalizador e quanto ao transdutor, da seguinte
maneira:

1)Quanto ao biocatalisador:

Como o objetivo do detector € a sorotipagem, ou seja, a capacidade de reconhecer especifi-
camente cada tipo DENV(1,2,3,4), a caracteristica a ser enfatizada, para este imunossensor, é a
especificidade e afinidade, entre o antigeno e o anticorpo. Para isso foram utilizados anticorpos
monoclonais, especificos para cada tipo de virus dengue, como agente biocatalizador. As molé-
culas monoclonais sdo idénticas e possuem a mesma especificidade. Ao contrdrio dos anticorpos
policlonais que sdo populagdes complexas de anticorpos que reconhecem diferentes regides do
antigeno, possuindo maior sensibilidade, porém, menor especificidade.

2)Quanto ao transdutor:

Foi utilizado o sensor 6ptico SPR (descrito no item 3.3) no qual é acoplado um biochip po-
limérico, para monitoramento, em tempo real, da deteccao direta dos DENV por formagdao do
complexo MAB-DENV(1,2,3,4) a partir da amostra de sangue (soro) do paciente. A escolha do
sensor SPR, (ja descrito no cap.3), se deve ao fato de este ser altamente sensivel a eventos qui-
micos, como na reacdo antigeno-anticorpo, que ocorre na superficie do sensor, numa vizinhanga
bem limitada, de algumas centenas de nandmetros, o que viabiliza a resolug@o precisa do sensor
SPR. Este sensor ainda tem a vantagem de poder monitorar os eventos quimicos em tempo real,
por deteccdo direta, sem marcadores (tipo enzimas ou corantes), evitando, assim, interferéncias de

componentes externos. A alta especificidade (baixa avidez) dos anticorpos monoclonais permite
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a utilizag@o do sensor SPR como imunossensor.

Para explicar o funcionamento do imunossensor, na Figura 4.21 € mostrado um diagrama,
com a célula de fluxo e o sensor 6ptico SPR. A amostra de sangue do paciente (soro diluido),
ao ser admitido, flui sobre a superficie de detec¢do funcionalizada. O antigeno DENYV, se estiver
presente na solugdo, vai ser anexado a camada mais externa imobilizada de anticorpos (MABBI).
Em realce, € ilustrada a camada de detec¢do com anticorpos fixados e as ondas de superficie do

campo evanescente.
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Figura 4.21: Diagrama do Imunossensor com o analito na célula de fluxo. No realce a camada
de detec¢do com anticorpos imobilizados onde serdo ligados os antigeno DENV que estiverem
presentes.

Na superficie do substrato polimérico coberto com ouro puro € imobilizado o agente cataliza-
dor que iré se ligar ao analito a ser detectado. Essa camada é chamada de superficie de deteccao,
S. Essa superficie S, desse sistema imunossensor, € composta de camadas para imobiliza¢do dos

anticorpos anti-dengue (MAB-IgG).

Principio do imunoensaio

O imunoensaio para deteccao do virus dengue, proposto neste trabalho, compreende um arranjo
de quatro camadas, e se baseia na forte ligacdo avidina-biotina. Os anticorpos monoclonais an-
tidengue IgG (MAB-IgG) s@o conjugados com biotina para serem imobilizados. O sistema bio-
tina/avidina é usado para implementar a fixacao dos anticorpos na camada de ouro. Primeiramente
uma mono camada auto-organizada (SAM) com biotina sulfonada (Sulfo-NHS-S-S-Biotina) € fi-

xada no ouro. Em seguida a avidina € fixada na superficie de ouro, por meio dessa monocamada
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auto-organizada (SAM-SB), por ligacOes covalentes. Foi utilizada a NeutrAvidina NA, que € a
avidina deglicosilada. A avidina serve como uma ponte molecular entre o antigeno biotinilado
especifico acima (MABDbDi) e o substrato SAM-SB. Essa monocamada (SAM-SB) funciona como
um braco de modo a evitar impedimento estérico. Cada molécula de avidina contém 4 locais de
ligacdo para a biotina e, por outro lado, anticorpos podem ser conjugados com varias moléculas
de biotina. Esta intera¢do permite uma boa sensibilidade do teste. Para a preparacdo do ligante
que consiste na conjugacao dos anticorpos com biotina (biotinilizacdo), ha vérios kits comerciais
com procedimentos de preparacdo disponiveis. Na realizacdo de imunoensaios, que utilizam a

tecnologia SPR, para que se obtenham bons resultados, sao importantes as seguintes etapas [51] :

Escolha e colocacdo adequada do chip de medicao.

Funcionaliza¢do adequada e eficiente da superficie sensora do chip polimérico

Lavagem adequada da superficie (antes da imobilizacdo).

Composi¢ao de buffers que mantenham a estabilidade do analito

Procedimentos de imobilizagdo eficientes

Condicdes de regeneracdo e de armazenamento dos biochips

Funcionalizaciao da superficie sensora

O método de funcionalizacdo da superficie sensora em camadas tipo sanduiche, para detectar o
complexo antigeno-anticorpo, consiste em um arranjo tipo camada sendo baseado, na presente
aplicacdo, no forte padrao de ligacdo molecular e de afinidade entre Biotina e Neutravidina. Este
arranjo pode ser aplicado a medi¢do, sem marcadores, com SPR, como também a outros métodos
de transdu¢do, como imunofluorescéncia (Figura 4.22). A utiliza¢do de camadas auto-organizadas
(SAM) para cobertura da superficie sensora, € em geral adequada para impedir ligacdes nao es-
pecificas na superficie de ouro. No caso do uso da biotina como camada intermedidria entre o
ouro e a avidina, uma op¢ao seria usar uma camada mista de peptideos tiol-PEG com a biotina
na ponta. Um fluxo sobre a superficie de ouro com um composto tiol de cadeia curta ird fechar

pontos abertas no Au e ajudar a evitar contatos indesejados entre analito e a superficie do sensor.
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Uma outra opg¢do, escolhida aqui, foi o uso de uma camada auto-organisada monomolecular de

biotina sulfonada (BS).

Figura 4.22: Funcionaliza¢do ideal para um imunoensaio onde: 1) Substrato de vidro ou polimero
coberto com uma fina camada de ouro (G) de 50 nm. 2) Camada (auto-organisada) monomole-
cular de Biotina sulfonada (BS). 3) Camada monomolecular de Neutravidina (NA), de ~ 5nm de
espessura. 4) Camada Monomolecular de Anticorpos, conjugados com Biotina (ABBi) 5) Virus
DENYV, tamanho de aproximadamente 50 nm.

As camadas deste arranjo, utilizado nesta aplicacdo de medi¢do sem marcadores com SPR,

sdo descritas como se seguem, e ilustradas na Figura 4.22.

1. Um filme fino de ouro (Au) de aproximadamente 50 nm, € depositado por evaporacio de

metal, ou sputtering, sobre substratos de vidro ou de polimero.

2. Um filme ideal monomolecular e homogéneo de moléculas compostas de Biotina com en-
xofre (BS), com os d&tomos de enxofre gerando uma forte ligacdo covalente com os dtomos

de ouro da superficie do substrato.

3. Um filme ideal monomolecular e homogéneo de moléculas de proteina Neutravidina (NA)

as quais se ligam ao filme de Biotina, que fica abaixo.

4. Um filme ideal monomolecular e homogéneo de anticorpos conjugados com Biotina (ABBi)e
selecionados para o antigeno (que estd sendo detectado) que se liga as moléculas de Neu-

travidina.

5. Um fluxo de fluido corporal diluido (por exemplo sangue, soro) € introduzido, o qual pode
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conter, e transportar, uma determinada quantidade de antigenos (AG) que se ligam ao filme

ABBI, que fica abaixo.

As camadas 2-4 sao obtidas pela dissolu¢do de baixas concentragdes dos respectivos compos-
tos em etanol (camada 2) e de solu¢do aquosa de solu¢do tampao de fosfato salina (PBS) para as
camadas 3 e 4 e imersdo do substratos, cobertos com ouro, nas solugdes, ou através da passagem
das solugdes sobre a superficie, dentro da célula de fluxo. Normalmente uma etapa de lavagem,
usando solucdo PBS ou detergente € aplicada entre as camadas de imobilizacdo do filme, para
remover ligagdes fracas ou excesso de substincias. A superficie limpa de 50 nm de filme fino
de ouro € pré-condi¢do necessdria para uma eficiente ativagdo do chip 6ptico SPR, descartavel.
Possiveis contaminacdes organicas e inorganicas sobre a superficie de ouro sao removidos por
armazenagem durante um periodo de 3 horas em solugdo de peréxido de hidrogénio a 30% .
A superficie depois € enxaguada com dgua desionizada, € secada com nitrogénio, € novamente
enxaguada com etanol a 100%.

O protocolo de funcionalizagdo, pode ser descrito, resumidamente da seguinte maneira:

1. Procede-se a etapa de limpeza da superficie de ouro sensora, S, do chip polimérico.

2. Coloca-se a superficie sensora S mergulhada na solucdo Sulfo-NHS-S-S-Biotin ImM em

ethanol (=~ 500m!) por 1 hora.

3. Lava-se a superficie S uma vez com ethanol e a conserva em solug@o tampao fosfato-salino

(phosphate buffered saline - PBS) a 4C(< 1semana).

4. Faz-se passar NeutrAvidina (NA) 20ug/ml na superficie S, através da célula de fluxo do

sensor, durante 15 min. (taxa de fluxo 50ul/min).
5. Lavagem com PBS (2-3min).
6. Passam-se os anticorpos Biotinilados (104g/ml) durante 15 min.

7. Conservam-se os chips funcionalizados em embalagem esterilizada a —20C'.
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Condicoes reais de um imunoensaio tipico

Na praética, a cobertura das moléculas, #, de todas as camadas, 1-4, € incompleta, portanto § <
1. A deposicao deixa dreas livres, sem presenga de ABp; (Imunoglobulinas tipo IgG ou IgM
especificos para DENV) que sdo essenciais para a formacdo do complexo, deixando parte da
camada NA, descoberta, exposta ao material antigénico do soro humano que € introduzido. Isto é
ilustrado na Figura 4.23. Contudo, o filme Neutravidina (NA) pode também ser ndo homogéneo
e incompleto, deixando fra¢des do filme coberto com ouro, SB, diretamente exposto ao soro

humano que € introduzido.

Figura 4.23: Condi¢0Oes reais de um imunoensaio onde: 1)Substrato de vidro ou polimero com a
camada de ouro (G) de 50 nm 2)Filme de Biotina (B) com enxofre (sulfur-S) 3)Filme de Neutravi-
dina (NA) - 5 nm 4)Anticorpos combinados com Biotina (ABp;) 5)Virus dengue especificamente
ligados aos anticorpos ABpg; 6)Ligacdes ndo especificas desconhecidas constituintes do soro (hu-
mano).

Adicionalmente as 5 etapas ja mencionadas no item anterior, que compdem a estrutura do imu-
noensaio, um passo 6 € acrescentado, apds a introdug@o do soro humano ser efetivada. Neste caso,
os anticorpos, sem Biotina, MABT’s, sdo introduzidos através, novamente, de uma solucao de PBS
(que contém uma pequena concentragcdo desses anticorpos). Este ensaio modificado € ilustrado na
Figura 4.24. Os anticorpos, readmitidos na dltima etapa, se ligam, apenas, especificamente, aos
antigenos capturados (por exemplo: virus, bactéria, anticorpos ou células estranhas), formando,
portanto, um segundo complexo (ABp; — AG — AB), como uma dltima camada posterior, a qual é
menos sensivel aos efeitos prejudiciais das ligacdes ndo especificas, uma vez que esses anticorpos

em solucdo PBS apenas se ligam especificamente aos antigenos capturados na etapa anterior (5)
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do ensaio.

Figura 4.24: Condic¢oes do imunoensaio com a (tltima) camada de reforco 7: 1) Substrato de vidro
ou polimero com a camada de ouro (G) de 50 nm. 2) Filme de Biotin (B) com enxofre (sulfur-S).
3) Filme de Neutravidin (NA) - 5 nm. 4) Anticorpos combinados com Biotin (ABBi). 5) Virus
dengue especificamente ligados aos anticorpos ABBI. 6) Ligacdes ndo especificas desconhecidas.
7) Readmissao de anticorpos especificos com, ou sem, marcadores fluorescentes.

Materiais utilizados

Amostras de sangue foram coletadas por puncdo venosa de um paciente de meia idade na clinica
da Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas (FMTAM) em Manaus, com suspeita de infec-
¢do por dengue aguda, com 2 a 5 dias de sintomas. Varias amostras foram centrifugadas e, em
seguida, congeladas e armazenadas a —70C'". Uma primeira fracdo de soro foi utilizada para uma
pré-andlise por PCR e isolamento viral. A extracio do RNA viral foi realizada com o QIAmp
viral RNA Mini Kit (QIAGEN), seguindo instru¢des do fabricante. Para a transcri¢do reversa
(RT), AccessQuick KitTM RT-PCR System (Promega) foi usado. Depois da RT, cada ADNc foi
amplificada pelo procedimento desenvolvido por Lanciotti et al [127]. As PCR Primers utilizados
sdo consenso para D1 dengue (D1-forward). Em seguida, usando primers sorotipo-especificos
durante a reacdo da PCR, o sorotipo dengue foi claramente identificado como DENV-2. Além
disso, para confirmar o diagndstico, a detec¢do da proteina NS1 viral foi realizada com o teste
Platelia Dengue NS1 AG, de acordo com as instru¢des do fabricante. O isolamento do virus den-
gue foi realizado, através do método de cultura utilizando linhagem celular oriunda do mosquito
Aedes albopictus, C6/36, baseado no trabalho de Igarashi [128]. A técnica usada para identifica-

¢do de culturas que apresentam, ou ndo, CPE (efeito citopatico) foi a imunofluorescéncia indireta.
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Anticorpos monoclonais especificos para cada um dos quatro sorotipos do virus dengue foram
fornecidos pela Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), mais uma vez sendo identificado o DENV-
2. Os anticorpos conjugados com fluoresceina foram obtidos comercialmente. Duas amostras
originais de soro restantes, congeladas e armazenadas, foram diluidas com solucdo de PBS, para
realizacdo dos ensaios com o sistema imunoldgico de deteccio descrito neste trabalho. O instru-
mento SPR utilizado para implementar o imunoensaio é o Sensor SPR Colbi-VIR, ja descrito no
item 3.2.2 e ilustrado nas Figuras 3.21a e 3.21b. Os chips VIR apés serem devidamente prepa-
rados foram inseridos no instrumento VIR para a realiza¢do do ensaio como ilustrado na foto do

instrumento (Figura 4.25).

Figura 4.25: Insercao do chip sensor.

Ao dispositivo imunosensor composto do instrumento VIR (com o chip VIR), sdo acoplados
outros instrumentos que juntos vao compor a plataforma de ensaios utilizada (Figura 3.3 do item
3.1.2 deste trabalho).

Substancias quimicas necessarias para realizagdo do ensaio:

NeutrAvidin Biotin-Binding Protein (Thermo Scientific)

Sulfo-NHS-SS-Biotin (Thermo Scientific)

Biotinylated IgG (conjugado biotin-MAB)

PBS (soluc¢do salina phosphoro)

Hipoclorito (4gua sanitéria diluida)
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e Ethanol

e Agua destilada e desionizada

As amostras de soro utilizadas nos ensaios foram:

1. Amostral de soro sem elementos patogénicos.

2. Amostra2 de Soro positivo DENV-2 - Manaus.

3. Amostra3 de soro positivo DENV-2 -Manaus.

4. Amostra4 positiva IgG para virus dengue (sem identificacdo de sorotipo).
5. AmostraS de sangue (paciente voluntario).

Para a selecdo e o transporte dos fluidos foram utilizados bomba peristaltica e um conjunto de
valvulas. Ap0s ser selecionado, o fluido (dgua, solu¢do tampao, solu¢do de limpeza ou amostra,
um de cada vez, e numa ordem especifica), inicialmente armazenados em recipiente adequado,
circula pela célula de fluxo. A célula de fluxo é basicamente constituida de: dois orificios de
acesso, um para admissao do analito e outro para sua remog¢ao; um sistema de vedagao (o-ring); e
duas superficies planas, uma das quais constituird o arranjo multi-camada - substrato optico/filme-
metalico/bio-camada, ambiente no qual ocorrerd o fendmeno de ressondncia de plasma de super-
ficie. O sistema de aquisi¢ao de dados e controle efetua o controle do sistema, ou seja, controle
das vélvulas, acionamento da bomba, controle da fonte luminosa, leitura e processamento do sinal

optico de saida, controle de temperatura, visualizagdo do sensorgrama e interface com o usudrio.

Descricao do funcionamento do sistema imunossensor proposto
Para realizacdo dos imunoensaios foram realizados os seguintes procedimentos:
e Foram utilizados SPR-chips poliméricos do instrumento VIR como superficie sensora.

e Foi realizada a preparacdo adequada e funcionalizacdo para a imobiliza¢do dos anticorpos

monoclonais biotinilados MABs.

e Foram utilizados soros provenientes da Fundacdo da Amazdnia, Manaus, ja testados pela

técnica RT-PCR.
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e Foram testados soros Positivo e Negativo para DENV-2
e Foi utilizada solu¢do tampao PBS (phosphate buffered saline).

e Os chips foram colocados no instrumento SPR-VIR com o qual foi feito o0 monitoramento
das mudancas do indice de refracdo referente a cada etapa do procedimento de funcionali-
zacdo e das reagdes antigeno-anticorpo nos testes com amostras de soro positivo (DENV?2)

e nos testes com amostra de soro negativo para DENV.

Descricao dos ensaios e apresentacao dos resultados

Os dados das medicdes durante o monitoramento da fase de funcionalizacdao e dos ensaios de
diagndstico sdo apresentados na forma de sensorgramas.

Em um ensaio ideal os resultados sdo apresentados como duas etapas distintas: uma etapa de
funcionalizacdo e a etapa seguinte de teste da amostra. Como parte da etapa de funcionalizacdo, ha
uma preparacao prévia do chip antes de este ser inserido no instrumento, sinalizadas como etapas
1 e 2. A seguir, como indicado no sensorgrama-modelo Figura 2.6, sdo adicionadas substancias
necessdrias a imobilizac@o dos anticorpos nas etapa 3 e 4, além das etapas de lavagem. No teste
de amostra € inserida a amostra de fluido corporal a ser testada, etapa 5, e etapas seguintes de
refor¢o, quando descritas no protocolo de funcionaliza¢do, incluindo também etapas de lavagem.
Ap0s a dltima etapa de teste, a variagdo do indice de refracdo deve dar a indicagdo de diagndstico

positivo ou negativo, como indicado na mesma Figura 2.6.

4.3.4 Apresentacao e discussao dos resultados dos imunoensaios
Etapas de fixacao das camadas de imobilizacao

No sensorgrama, Figura 4.26, é mostrada a varia¢io do Indice de refracio em funcdo do tempo,
correspondente a etapa 3 de fixagao da camada de imobilizacdo, quando ha a adicdo de Neutravi-
dina ao chip ja preparado previamente com a camada de automontagem (SAM-BS) ja fixada na
superficie do ouro (etapas 1 e 2) e apds lavagem com PBS.

A seguir é mostrada a etapa de inicio de fixacdo dos anticorpos monoclonais biotinilados
M ABpg;ts.

subsubsectionEtapas dos imunoensaios para detec¢ao
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Figura 4.26: Fixa¢do da camada de imobiliza¢do Neutravidina-Biotina.

A Figura 4.28, a seguir, ilustra as caracteristicas e resultados de um imunensaio com uma in-
dicacdo negativa, isto é, auséncia de material viral no soro admitido. Um total de quatro amostras
de controle a partir de doadores sauddveis, arbitrariamente escolhidos, foram analisadas; todos os
doadores, sem qualquer sinal ou expectativa de infec¢des agudas por DENV.

Nos sensorgramas descritos aqui, tipicamente € mostrada uma escada com o aumento dos si-
nais de saida SPR, devido a imobilizac¢do consecutiva e formagdo das camadas de NA, M ABpg;‘se
soro (fluido corporal). Como mencionado acima, o tragado do indice de refraccao efetivo (RIU) é
aproximadamente proporcional a espessura e a cobertura molecular de filmes moleculares imobili-
zados. Para os materiais proteicos, sob andlise, variacdes de espessura tipicamente estdao na escala
nanométrica, na cobertura alcancdvel molecular médxima ¢ = 1. No entanto, esta pode variar de
molécula para molécula, tal como na cobertura molecular. Na fase inicial, em ¢ < 300 s, apenas
solucdo PBS flui sobre a superficie de ouro, ja coberta com uma monocamada de auto-montagem
de biotina sulfonada (SB). Em seguida, em t = 300 s, com solu¢do Neutravidina (NA) admi-
tida, o indice de refracdo (ou espessura do filme) aumenta até, aproximadamente, uma camada
de NA mono-molecular, mas ndo necessariamente completa, ser imobilizada sobre a camada SB.
Como terceiro passo, no instante t = 900 s, a solu¢do com anticorpos monoclonais biotinilados,
M ABg; ‘s, é admitida no chip SPR, e fixada na camada de NA abaixo, mas deixa uma mudanga
muito menor na RIU. Apés uma lavagem adicional com PBS, em t = 1600 s, soro diluido a 10 : 01

(testado negativo para agentes patogénicos) € admitido, mostrando um aumento pronunciado do
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Figura 4.27: Imobilizag¢ao dos M ABp;’s, anticorpos Biotinilados.

sinal, mas este cai para cerca de metade depois de enxaguar com PBS em t = 2150 s. Este sinal
apenas pode ser origindrio de ligacdes ndo-especificas devido a constituintes séricos. Para confir-
mar a auséncia de DENV, anticorpos especificos MAB ‘s foram readmitidos em t = 2,450 s. Uma
vez que isto ndo ocasionou em uma mudanga no sinal de saida do instrumento, tem-se, assim,
indicacdo clara de que ndo houve material viral admitido com a amostra de soro. Caso contrario
a formacdo do complexo triplo MAB-DENV-MAB teria sido observada. Nas Figuras 4.29 e 4.30
sdo mostrados os sensorgramas SPR, obtidos a partir dos sinais de saida do imunossensor durante
a realizacdo de ensaios com as amostras (2 e 3) de 0,5 ml de soro que tiveram indicacao positiva a
partir de anélises anteriores realizadas de RT-PCR. Os mesmos passos 1-5, necessarios para uma
cobetura com SB na superficie de ouro, seguidos por ligagdo com NA e imobilizagdo de MABs
biotinilados, foram realizados (como na Figura 5). No ultimo passo 6, apds o enxaguamento final
com PBS, um aumento do sinal de saida SPR € evidente, nos trés ensaios, o que indica claramente
a formagdo do complexo triplo MAB-DENV2-MAB, e constitui prova imunolégica da presenca
do virus dengue na camada de soro (abaixo). A partir da magnitude do sinal SPR, a concentrac@o
DENYV sobre a superficie pode ser estimada como se segue: assumindo um diametro médio de
50 nm por virus, uma tnica particula cobre uma 4rea de cerca de 2,5 x 107 m?2. Assumindo
100% de cobertura, isto corresponde a 4 x 10° particulas virais fixadas num filme homogéneo
de espessura de 50 nm em um local, ou ponto, de detec¢io SPR de 1mm?. Desde que material

viral compreende proteinas capsideas e RNA na sua estrutura, o indice de refracio associado deve
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Figura 4.28: Ensaiol - com amostra-1 serum "puro" (Manaus).

ser semelhante aos das proteinas, geralmente estando na faixa de 1,4 a 1,6 RIU. A variacio total
estimada do indice de refracdo de um filme viral de 50 nm de espessura, quando referente a ca-
mada de NA, que compreende cerca de 5 nm de espessura, entdo, seria entre 3¢ 5 x 1072 RIU. A
variagdo associada para a formagio de MAB-DENV-2-MAB apos a etapa 6 é de 2 x 104 RIU.
Com uma quantidade de 4 x 10 particulas de virus para a camada completa, a concentracdo de
virus estimada, a partir dos dados da Figura 4.31, portanto, estaria dentro da faixa de (1 —3) x 107
particulas/mm?, o que pode ser considerado um ndmero razodvel. Poderia ainda ser feito o teste
RT-PCR em tempo real para se determinar a carga viral, ou seja, o nimero de particulas virais por
amostra testada.

Na Figura 4.31a € mostrada uma imagem obtida a partir de um microscopio de forca atdmica
(MFA), da superficie de ouro do chip. Na figura 4.31b sdo observadas imagens do virus tomada
a partir da ampliagdo da Figura 4.31a. Os DENV revelam forma esférica e exibem um diametro
médio de 50nm, como mostrado em [15]. Uma drea de 100mm? foi digitalizada com alta reso-
lucdo. VariacOes topograficas sdo realgadas. A densidade de virus € estimada um pouco menor
do que o obtido a partir dos dados do sensor SPR, para cerca de 3210° particulas. A partir de
duas amostras positivas independentemente testadas (por RT-PCR), ambas foram determinadas
positivas utilizando-se o dispositivo imunossensor desenvolvido. Além disso, a partir de quatro
amostras de sangue (soro) declaradas negativas nenhuma foi determinada falsa positiva. Ambas

as taxas de testes falso-positivo e negativo e do limite de detec¢do do nosso método ndo sao ainda
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Figura 4.29: Ensaio 2. Resultado do teste com amostra-2 positiva para 0 DENV-2.

exatamente conhecidos, mas se avalia ser cerca de 10 a 20% da concentracao de virus, estimado a

partir da Figura 4.31.

Discussao dos resultados dos imunoensaios

Os resultados do presente trabalho indicam, claramente, que com a abordagem desenvolvida de
captura dos antigenos e a partir da imobiliza¢do de anticorpos monoclonais altamente especifi-
cos, é possivel se determinar a presenca de virus (antigenos) no soro de pacientes infectados. A
interferéncia de ligacdes nao especificas pode ser em grande parte reduzida, com novas configu-
racOes das camadas de imobilizacdo, utilizando-se camadas organicas auto-organizadas (SAM)
compostas por aminodcidos polares ou idnicos, derivados de um tiol organico curto, mais ade-
quadas quando se usam substancias biolégicas como soro humano, contendo o analito alvo, em
aplicagdes com imunossensor SPR. Apesar das interferéncias, os resultados obtidos se constituem
em uma prova de conceito do método proposto para a deteccao do virus dengue. Esses resultados
originaram um pedido de registro de patente [129].

A partir de duas amostras positivas independentemente testadas (por RT-PCR), ambas foram
determinadas positivas utilizando-se o dispositivo imunossensor desenvolvido. Além disso, a
partir de quatro amostras de sangue (soro) declaradas negativas nenhuma foi determinada falsa

positiva. Ambas as taxas de testes falso-positivas e negativas e do limite de deteccdo do método
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Figura 4.30: 68 Ensaio3 com amostra-3 positiva para DENV-2.

desenvolvido nao sdo ainda exatamente conhecidas, mas se avaliam ser cerca de 10 a 20% da
concentracao de virus (estimada a partir das Figuras 4.29 e 4.31).

Outros aspectos importantes de anélise de robustez e métodos adequados de recuperacdo do
chip e sua re-utilizacdo nao foram abordados aqui. Embora neste trabalho apenas um tnico so-
rotipo, em cada imunoensaio, possa ser detectado, com algumas modificagdes no sistema de de-
teccdo optica do sensor SPR se pode testar, simultaneamente, os quatro possiveis sorotipos de
dengue sobre o mesmo biochip. Isto pode se tornar possivel pela colocacio de cinco pontos de
sensoriamento com diferentes anticorpos especificos MAB para DENV(1,2,3,4) em quatro pontos

de deteccao, e leitura simultanea de dados.
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(a) (b)

Figura 4.31: Imagens AFM da superficie de detec¢@o a) Indicagdo da presenga de virus b) Parte
da imagem Figura 4.31a ampliada.



Capitulo 5

Conclusao

Neste capitulo s@o apresentados resumos das conclusdes, contribuicdes e perspectivas para tra-
balhos futuros. Os resultados dos experimentos com o sensor SPR, integrado a uma célula mi-
crofluidica, comprovam claramente que, com esse sistema, € possivel se determinar importantes
parametros de transporte, criticos para um sistema microfluidico, assim como parametros ci-
néticos e termodinamicos e de crescimento de filmes na adsorcao de substincias relevantes
para imunoensaios. As andlises dos resultados permitem chegar as conclusdes, descritas a se-
guir, da seguinte forma: primeiro, sem adsor¢do na superficie de detec¢ao; segundo, quando ha

adsorc¢ao na superficie de interface filme de ouro-liquido.

5.1 Determinacao dos parametros de transporte sem adsorc¢ao
na superficie de deteccao

Foi desenvolvido um novo método, que apresenta maior precisdo e sensibilidade que os métodos
conhecidos, para determinacao de parametros de transporte. A margem bem definida na detec¢ao
de mudanca de indice de refracdo, proporcional a variacdo de massa (concentragdo ou espes-
sura) na camada de interface metal-dielétrico, de aproximadamente 300nm, garante uma grande
precisdo das medidas. Consequentemente, com esse sensor SPR foi possivel se determinar para-
metros de transporte indicadores de desempenho dos sistemas, com muita confiabilidade. A partir
da resposta temporal transitéria, utilizando-se um sensor SPR, os tempos de resposta atribuidos

aos fluxos, difusivo e convectivo, proximos as paredes do canal, foram determinados. Com esse
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método foi possivel constatar com precisdo que, acima de um valor critico da taxa de fluxo, a
velocidade do fluxo convectivo, proximo as paredes do canal, claramente ndo obedece ao modelo
de Poiseuille, de um perfil parabdlico ideal, constituindo-se em evidéncia da presenca de fluxo
de escorregamento (slip flow). Este estudo pode contribuir para o projeto e fabricacdo de mi-
crocanais de alta precisdo, tratados quimicamente, para otimizar as propriedades hidrofilicas ou
hidrofébicas. Esses resultados, decorrentes deste trabalho, foram publicados em [130], [131] e
[132].

A partir dos tempos de resposta devidos aos fluxos, difusivo e convectivo determinados, foi
desenvolvido um método experimental, utilizando-se o sensor SPR e a célula microfluidica, para
medir o coeficiente de difusdo mutua para solu¢do bindrio aquosa. Com este método, medidas
baseadas em Fick, ou na abordagem de Taylor, podem ser realizadas sem necessidade de mar-
cadores externos, radioativos ou fluorescentes, que sdo frequentemente usados em sistemas mi-
crofluidicos. Também, a pequena dimensdo da superficie sensivel de sensoriamento ndo causa
interferéncia com o processo de difusdo. Ainda mais, essa técnica experimental direta, livre de
marcadores, € um boa alternativa aos métodos cléssicos, especialmente na presenca de uma forte
dependéncia da composi¢cdo. O método proposto € relativamente rapido para gradientes de con-
centracdo muito pequenos, e quando perturbacdes convectivas sdo negligencidveis. Em contraste,
os métodos cléssicos de célula interferométrica e diafragma sdo lentos e, normalmente, requerem
o uso de gradientes de concentracdo de grande porte. Além disso, se baseia em medi¢des de tem-
pos de difusao transitérios relativamente faceis de executar e nas relacdes bem conhecidas de Fick
e Taylor. A precisdo desejada, em grande parte, depende da relacdo instrumental sinal-ruido e
caracteristicas de deriva térmica. O tempo de resposta rapido e uma alta sensibilidade favorece o
método proposto em comparacao com as abordagens disponiveis macroscopicas e microscopicas.
Acoplado ao método experimental, um modelo de simulagdo numérica também ¢é utilizado. Os
resultados experimentais estdo de acordo com os resultados quantitativos obtidos com o modelo
de simulacdo numérica. Conclui-se, portanto, que foi desenvolvido um método experimental que
utiliza um sensor SPR acoplado a uma célula microfluidica, para medir coeficientes de difusio
mutua (interdifusdo) em solugdes aquosas bindrias, como uma boa alternativa aos métodos clas-
sicos mais simples e de relativo baixo custo. Os resultados deste trabalho estdo publicados em

[133], [134].
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5.2 Analise cinética e termodinamica da adsorcao na superfi-

cie de deteccao

Como parte essencial desse estudo, foi desenvolvido um método novo de andlise dos mecanismos
de adsorcdo e interacdes moleculares para a selecdo das substancias mais adequadas para a ca-
mada de imobilizacdo, do volume de analito, e do limiar de detec¢do do sistema na realizacao de
imunoensaios. O método, baseado no sensor SPR, viabiliza uma avalia¢do qualitativa e quantita-
tiva das constante cinéticas e propriedades termodindmicas na adsor¢cao de biotina e de proteinas
que s@o necessdrias para a deteccdo de afinidade em reacdes antigeno-anticorpo. Este se consti-
tue em um novo método de andlises com melhor desempenho, alta sensibilidade e flexibilidade
analitica. Caracteristicas de pequenas particulas como biotina, assim como grandes biomoléculas
como avidina (Av), neutravidina (NAV), albumina sérica bovina (BSA) e soro humano (SH), em
superficies de ouro hidrofilicas foram explorados através de uma ampla faixa de concentracdes
de massa (CS). Os padrdes de ligacdo diferem consideravelmente, e foram caracterizadas através
da evolugdo temporal da cobertura da superficie (A(¢)) e das taxas de crescimento, extraidas, em
tempo real, pelo sistema de deteccdo de ressonancia de plasmon de superficie.

Os resultados da analise cinética de adsorcdo e cobertura da superficie da biotina livre em
um filme fino de ouro, explorada através do uso do dispositivo microfluidico SPR, indicam que
o modelo isotérmico de adsor¢ao Langmuir, considerando-se uma superficie de filme de ouro
homogénea, pode descrever bem a cinética das ligacdes. As interacdes determinadas da biotina
com a neutravidina e soro humano também confirmam propriedades idénticas da biotina livre
quando dissolvida em solug¢do aquosa. A constante de equilibrio e a energia livre de adsorcao
foram determinadas. Ambos os valores estdo bem inseridos na faixa de parametros de adsor-
¢do de alkene-thiolate em filmes de ouro micro-cristalinos. Isso confirma um estado de ligacao
quimico-adsorptivo, em conjunto com a possibilidade de auto-organizacdo molecular. Ambos,
Neutravidina (NA) e soro humano efetivamente sdo imobilizados em uma monocamada de bio-
tina. Esses resultados estdo divulgados em [135].

Um conjunto representativo de caracteristicas de crescimento de filmes finos para avidina
(Av), neutravidina (NAV), albumina sérica bovina (BSA) e soro humano (SH) foi apresentado. Os

transientes de adsor¢do, determinados experimentalmente, (¢), foram obtidos para uma faixa de
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concentragdes de proteina de 3nM/L < CS < 9uM /L. Foram determinadas as constantes de
associagdo/dissociacdo, k, e k; em funcdo da concentracdo de proteina. A isoterma de equilibrio
de Langmuir, #(C) foi obtida pela média de trés conjuntos de dados, assim como o inverso da
isoterma correspondente 6! (C')~!. Os valores de equilibrio de 6(¢) foram medidos, apés a lava-
gem final de PBS para remover a fragao de moléculas ligadas reversivelmente. As constantes de
equilibrio, K, e energias de ligacdo associadas, —AG foram determinadas.

Pode-se afirmar que os métodos desenvolvidos, de andlise do crescimento de filmes molecu-
lares e de monitoramento em tempo real nas superficies metdlicas, utilizando-se o sistema imu-
nosensor SPR, constituem-se em uma ferramenta importante e valiosa para anélise de comporta-
mento de adsorcdo de proteinas, através da determinagdo dos parametros cinéticos e da termodi-
namica de adsor¢do. Esses métodos podem ser usados por especialistas em dreas como biologia
molecular e na medicina, para o desenvolvimento de procedimentos e técnicas para redugdo de
ligacdes ndo especificas que podem causar, por exemplo, tromboses ou interferéncias indevidas.
Questdes importantes sobre mecanismos complexos de interacdes moleculares de proteinas pre-
cisam ser mais investigadas visando a otimiza¢do das camada de imobiliza¢do para os imunoen-
saios. Os sensores que t&€m como principio a detec¢do direta sem marcadores, sdo mais sensiveis
a ligacdes ndo especificas e portanto o método de andlise da cinética de adsor¢@o de proteinas,
desenvolvido neste trabalho, pode contribuir para a otimizacdo e surgimento de novas técnicas
para melhorar a eficiéncia desses sensores. O efeito da difusao, ndo foi levado em conta na anélise
com os modelos de adsor¢do, devido ao tempo de difusdo ser muito pequeno (em relagdo ao de
adsor¢do) devido a pequena dimensao da altura da célula microfluidica.

Como exemplo de aplicag@o das andlises dos mecanismos de adsor¢do foram realizados imu-
noensaios para determinac¢do de afinidade entre os anticorpos monoclonais MAB-DENV2, impor-
tados, e os DENV-2 isolados no Brasil. Os resultados obtidos constituem uma prova de conceito
do método para deteccao e identificagdo do virus dengue, baseado na forte atracdo entre a biotina

e a avidina, e na especificidade da interacio antigeno-anticorpo.

5.3 Sintese das conclusoes

Essas conclusdes podem ser resumidas nos seguintes itens:
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1. Sem adsor¢do na superficie de detecgao:

e Com o método para determinacdo de parametros de transporte, como tempos de res-
posta dos fluxos difusivo e convectivo, foi possivel verificar, com precisao, distor¢des
do modelo de Poiseuille: evidéncia de fluxo de escorregamento nas paredes do micro-

canal.

e Com o método desenvolvido para determina¢do do coeficiente de difusdo de substan-
cias moleculares baseado na Lei de Fick e de Dispersao de Taylor, e com apoio de
simulagdo computacional, se comprovou a eficiéncia do sistema microfluidico SPR ao

se comparar os resultados obtidos com os disponiveis na literatura.
2. Com adsorcao na superficie de detec¢ao:

e M¢étodo de andlise de adsorcdo e interagdes moleculares através de monitoramento
em tempo real da evolucdo do crescimento de filmes finos (cobertura) de substancias

moleculares baseado no modelo adaptado de adsorcao de Langmuir.

e Determinagdo das constantes de equilibrio, de adsor¢@o e dessorcdo (K4, kg, kq) € da
energia (AG,y,) de adsorcdo da biotina e de proteinas globulares (A,, Ng,, BSA) e
soro humano a partir da curva da cobertura, em fun¢do da concentragdo, baseada no

modelo de adsor¢ao de Langmuir.

e Verificacdo da aplicabilidade da solu¢@o por aproximacdo exponencial do modelo de
Langmuir para andlise de ligagdes irreversiveis na adsor¢do de biotina (e de outras

moléculas pequenas ~ 1nm).

e Como exemplo de aplicac@o do estudo de adsor¢do foi proposto um novo método para
detec¢do do virus DENYV, com o imunosensor SPR, que realiza medi¢cdes em tempo

real, utilizando MABt's como elemento sensor.

e Os resultados obtidos se constituem claramente em uma prova de conceito de um
método inovador de deteccdo, com énfase para virus DENV, que alia as vantagens de

um sistema microfluidico com as do sensor SPR.
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5.4 Contribuicoes

Com esse trabalho foram desenvolvidos novos métodos experimentais, utilizando-se um sensor

de ressondncia de plasmon de superficie integrado a uma célula microfluidica, quais sejam:

Método para avaliacdo quantitativa da velocidade de escorregamento (slip-flow) nas paredes

do canal microfluidico quando na@o hé adsor¢do na superficie do sensor.

e Método para determinagdo do coeficiente de difusdo de substancias moleculares, sem ad-

sor¢do na superficie de deteccao.

e Método para determinacdo dos parametros cinéticos e termodindmicos na adsor¢do na su-

perficie de ouro.

e M¢étodo de andlise do crescimento de filmes na adsor¢dao de pequenas moléculas e de pro-

teinas globulares.

5.5 Perspectivas de trabalhos futuros

Para se levar em conta a existéncia da velocidade de escorregamento (slip-flow) nas paredes do
canal microfluidico, deve-se buscar a solu¢do da equacdo de Navier-Stokes incluindo um termo
referente a esse escorregamento. Esse estudo, com suporte de modelagem computacional, pode
aprofundar o conhecimento sobre a relagdo entre a velocidade de escorregamento e outros pa-
rametros de transporte envolvidos, e assim contribuir para o projeto e fabrica¢do da superficie
de um microcanal onde o escorregamento seria maximizado, sendo uma vantagem para algumas
aplicacdes préticas.

O novo método desenvolvido para determinagdo do coeficiente de difusdo, D, pode ser otimi-
zado com um estudo do comportamento do dispositivo SPR e do coeficiente D com a temperatura
e aplicacao do método a outras substincias de interesse.

Utilizando-se os métodos desenvolvidos, neste trabalho, baseado no Modelo de Langmuir,
para a andlise dos mecanismos de adsor¢cao de substancias relevantes para imunoensaios, como
proteinas, € possivel se investigar, com um maior aprofundamento, a evolucado da taxa de cresci-

mento da cobertura na superficie do filme fino (ouro), e tentar identificar quais, entre os modelos
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de adsor¢@o conhecidos, os que mais se aproximam do comportamento de adsor¢do de cada pro-
teina. Através da correlacdo com outros modelos matematicos de adsor¢do e comparagdo de apli-
cacoes desses modelos, podem-se extrair caracteristicas importantes desse processo. Baseando-se
nesse conhecimento pode-se viabilizar a reducao de interferéncias indevidas, como ligacdes nao
especificas dessas proteinas. Também podem ser feitos experimentos com um nimero maior de
proteinas e de outras substancias relevantes para sistemas de diagndstico.

Para a continuagdo do desenvolvimento do dispositivo imunossensor, em especial, para a de-
teccdo do virus dengue, € necessdrio se realizar um estudo estatistico de avaliacdo do método e
de desempenho do sistema. E necessério também se efetuar um estudo comparativo de diferentes
configuragdes para a camada de imobilizacdo dos anticorpos (ou antigenos) na superficie sensora
com o objetivo de identificar qual a que melhor atende ao requisito de reducdo das interferéncias
por ligagdes ndo espeficicas. Muitos ensaios sdo necessdrios ainda para determina¢do da sensibi-
lidade, seletividade e interferéncia cruzada para o sistema proposto de deteccao do virus dengue,
e constru¢cdo da curva de calibracdo. Para isso torna-se necessdrio o dominio de toda a cadeia
tecnoldgica para extracdo de proteinas necessdrias a producdo de anticorpos viabilizando a sua

producdo no pais, com menor de custo.
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