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1. RESUMO

O desenvolvimento tecnologico caminha para a miniaturizagéo de algumas
tecnologias, ndo apenas por interesses econbmicos, mas também pela
portabilidade e sustentabilidade, assim como pela pressdo logistica e
operacionalidade. Neste contexto, em termos gerais, esse projeto prevé avangos
na producédo de sistemas laboratoriais para geragdo de curvas de calibragdes
automaticas por meio de dispositivos microfluidicos com aplicabilidade em
biosensores baseados em ressonancia de plasmons de superficie (SPR).

Um dispositivo microfluidico gerador de gradiente de concentracao é uma
ferramenta de automatizacdo muito atraente na substituicdo de um operador que
elabora curvas de calibragdo, eliminando assim erros experimentais,
principalmente na manipulacdo de solucbes com baixas concentracGes. Esse
projeto prevé o desenvolvimento de um dispositivo gerador de gradiente de
concentracéo nao linear com duas entradas de fluxo, sendo uma para a solucao
concentrada do analito e outra para o diluente e 5 (ou mais) saidas de solu¢des
com diferentes concentragdes (a seguir denominado 6-2x5-Y). A arquitetura dos
microcanais, assim como o design para mistura de fluxos na geracao de correntes
de diferentes concentracdes, seréo construidos com base em calculos matematicos
anélogos a sistemas de circuitos elétricos (vide fundamentacéo tedrica na p. 36).
As concentracfes de analitos nas solugcbes de saida do dispositivo serédo
caracterizadas por técnicas como espectroscopia de fluorescéncia e ultravioleta-
visivel (UV-Vis), as quais tem demonstrado capacidade em detectar um gradiente
de concentracdo com perfil sigmoidal. O dispositivo microfluidico &-2x5-Y seréa
acoplado a um sistema de biosensoriamento 6ptico SPR baseado em um conjunto
de arranjos de nanoburacos confeccionados em um filme fino de ouro, que
detectara e quantificara a biomolécula de interesse (ou marcador) que, em um
primeiro momento, sera a(s) biomolécula(s) relacionada(as) a doenca de
Alzheimer. Além disso, serdo avaliadas diferentes formas e distribuicbes
geométricas dos arranjos a fim de obter resultados mais confiaveis com respostas
mais precisas. As medidas Opticas serdo realizadas através da captacdo de
imagens de luz transmitida pelos arranjos de nanoburacos conforme estes forem
expostos aos fluxos de saida do dispositivo, um método ja utilizado em nosso

laboratorio. Nessa configuracdo, ap0s a otimizacdo de parametros, o sistema
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integrado devera ser capaz de gerar uma curva de calibragdo de 5 pontos. Essa
curva devera ser usada para quantificar a concentracado de uma biomolécula-teste
(nesse caso usa-se frequentemente a albumina do soro bovino (BSA)) em uma
amostra com concentragdo pseudo-desconhecida.

Sobre a Doenca de Alzheimer (DA), pode-se afirmar que € a terceira causa
de morte nos paises desenvolvidos, perdendo apenas para cancer e doencas
cardiovasculares. Os niumeros alarmantes com relacéo a previsdo de novos casos
de DA nos proximos anos mostram a necessidade de diagnosticar essa deméncia
precocemente e, consequentemente, possibilitar: a) um tratamento mais eficiente,
b) o retardo da evolucdo da doenca, c¢) a melhora da qualidade de vida dos
portadores dessa condicdo. De acordo com resultados obtidos em nosso
laboratério no que diz respeito a deteccao de marcadores de cancer em baixissimas
concentra¢des, podemos afirmar que os biosensores baseados em SPR sdo uma
alternativa promissora para a deteccdo da DA ainda em fase inicial. A alta
sensibilidade desses dispositivos possibilita identificar a presenca de proteinas em
concentracfes muito baixas. Nesse sentido, esperamos contribuir para o inicio do
desenvolvimento de trabalhos utilizando um dispositivo SPR baseado em arranjos
de nanoburacos (elemento acoplador) para a deteccéo da proteina -amildide (que
€ o principal biomarcador da DA). Vale a pena destacar também que a plataforma
sensorial proposta nesse projeto estara associada a um moédulo de diluicdo
microfluidico inovador. Um complexo sistema de microcanais serd usado para
produzir solugdes diluidas, a partir de uma solucdo padrédo concentrada e do meio
diluente. Dessa forma, podera ser obtida uma curva de calibracdo de forma
automatizada a partir de uma Unica injecdo de solucbes, sem necessidade de
manipulacdo experimental. Assim, € esperado principalmente uma reducédo em
erros experimentais. Além disso, a curva podera ser obtida ao mesmo tempo que o
sinal do antigeno (B-amildide no caso da DA) é registrado. Portanto, além de
diminuir o tempo e erros de manipulacao, tal configuracéo deve excluir efeitos de
flutuacBes elétricas (na fonte de luz e no detector), as quais podem ocorrer entre o
momento do registro dos sinais para a curva de calibracdo e a amostra devido ao
espaco temporal entre as medidas. Vale ressaltar ainda que a utilizacdo de um

sistema microfluidico tem outras importantes caracteristicas tais como: uso
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reduzido de reagentes, pequena quantidade de rejeitos, possibilidade de
miniaturizacdo, aumento na velocidade de analise, entre outros.

Enfim, além do desenvolvimento de uma plataforma biosensora inovadora
como um todo, o projeto propde corroborar com o atual estado-da-arte
(incrementando) e possui potencial para aplicacdo comercial e registro de patente
de propriedade intelectual, além de outros impactos e resultados esperados como

discutidos nas secdes 6 e 7.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar dispositivos microfluidicos geradores de
gradientes de concentracdo especificos e reprodutiveis para moléculas com alta
massa molecular e/ou baixo coeficiente de difusédo, aplicados a quantificacao de
biomoléculas por meio de biosensoriamento SPR baseado em arranjos de

nanoburacos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Confeccionar diferentes configuragdes para um dispositivo de diluicdo em série;

v Identificar pelo modelo matematico os coeficientes de concentracdo dos
dispositivos propostos;

v’ Caracterizar experimentalmente a formacao dos coeficientes de concentracao
dos dispositivos propostos;

v’ Caracterizar a formacao dos coeficientes de concentracdo dos dispositivos
propostos por simulagbes computacionais;

v’ |dentificar efeitos no processo de diluicdo decorrentes das configuracdes das
camaras de mistura;

v/ Apresentar uma descricdo matematica de reprodutibilidade do dispositivo
proposto;

v Fabricar filmes finos de ouro sobre placas de vidro através de técnicas de
deposicdo de metais;

v  Perfurar os filmes finos de ouro com diferentes formas e distribuicdes
geométricas de arranjos;

v’ Caracterizar as plataformas metdlicas através de microscopias 6pticas;

v  Caracterizar as plataformas metalicas quanto a sensibilidade frente a
biomoléculas padrdo como a BSA (albumina de soro bovino);

v Acoplar o dispositivo microfluidico gerador de gradiente de concentracdo a
plataforma plasménica para um bioensaio de deteccéo;

v Realizar a imobilizacao de bioreceptor da proteina B-amildide (marcador da
Doenca de Alzheimer) sobre arranjos de nanoburacos;

v/ Executar a deteccdo e quantificacdo das proteinas B-amiléide a partir de uma

amostra com concentracao desconhecida;
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v Validar ou certificar as leituras do biosensor através da comparacdo com
resultados de analises clinicas convencionais em mesma amostragem;

v Avaliar a aplicagcdo do sistema para o estudo de biomoléculas utilizadas como
marcadores de outras doencas neuro-degenerativas (ex: doenca de Parkinson,
esclerose lateral amiotréfica familiar, doenca de Huntington, etc.).
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3. METODOLOGIA

Vale destacar nesse ponto que toda a infraestrutura necessaria para o
desenvolvimento desse projeto encontra-se na instituicao executora. Equipamentos
de grande porte, como por exemplo microscopios eletrénicos (FEI, FIB)
encontram-se em nossa Central Analitica (Comcap-UEM), e os demais de pequeno
e meédio porte encontram-se em nossos proprios laboratoérios ou laboratério locais

do Departamento de Quimica.

3.1. DISPOSITIVOS MICROFLUIDICOS
3.1.1. Confecgéo dos dispositivos microfluidicos em PDMS

Os dispositivos microfluidicos serdo confeccionados por meio da técnica
soft-lithography, ou litografia macia. Os materiais a serem utilizados para a

confeccao do dispositivo microfluidico estéo listados na Tabela 1.

Tabela 1 - Materiais a serem utilizados no processo de constru¢do do sistema

microfluidico.

Materiais Marca

Laminas de vidro -

Acido sulfarico 2

Peréxido de hidrogénio -

Fotorresiste SU-8 Microchem®
Fotorrevelador SU-8 Microchem®
Polidimetilsiloxano (PDMS) Sylgard 184®

e agente de cura

Albumina de soro bovino (BSA) Sigma Aldrich

As laminas de vidro (dimensdes adequadas a cada configuracdo de dispositivo)
serdo limpas em soluc¢éo piranha (3:1; H2SO4 e H2032) e recobertas com fotoresiste
(SU-100, Microchem®) utilizando um spin coater (Spincoating Systems, G3P-8),
programado para rotacionar a 500 rpm por 5 s e acelerar por 8 s até 2000 rpm e,
permanecer com essa rotacao constante por mais 25 s. Os substratos serdo entao

aguecidos por 6 minutos a 65 °C e por 25 minutos a 95 °C, respectivamente. As
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fotomascaras (fotolitos) com as configuracbes dos dispositivos serédo
confeccionadas no software AutoCAD® e impressas em politereftalato de etileno
(PET) e em seguida serédo ajustadas sobre o substrato com o fotoresiste. Sera
utilizada uma fotocolimadora ultravioleta (Tamarack Scientific, 2110CP) para
fotografar os substratos com a fotoméscara em um periodo de 18,5 s a uma
poténcia de 1000 W, demarcando assim as regifes por onde ocorre a transmissao
da radiacédo no fotolito. Os substratos serdo entéo revelados com o fotorevelador
SU-8® (solucdo a base de lactato de etila) para extracdo do fotoresiste nao
fotopolimerizado. As pecgas microfluidicas serdo enfim confeccionadas com uma
mistura de polidimetilsiloxano (PDMS, Sylgard 184®) e o agente de cura na
proporcdo de 10:1. As misturas serdo desareadas por 30 min sob vacuo,
despejadas sobre o molde positivo e curadas sob aquecimento a 95 °C por 2 h. A
Figura 1 ilustra o processo de confec¢cdo de uma pec¢a microfluidica de PDMS.

Peca microfluidica

Fotoresiste - ~
/\ Revelador Su8
bt Fotolito - POMS - 2
Vidro |

molde

Figura 1. Esquemailustrativo do processo de fabricacdo de uma peca microfluidica
de PDMS.

3.1.2. Caracterizagdes dos coeficientes de concentracéo

Neste ponto € importante lembrar que temos dois tipos de sistemas
microfluidicos: O primeiro utiliza uma pec¢a microfluidica em PDMS acoplada a
laminas de vidro para producéo do gerador de gradiente de concentracao, e o outro
utiliza uma peca microfluidica acoplada a laminas de vidro contendo arranjos de
nanoburacos de ouro para producéo do biosensor plasmonico. Na caracterizacao
e utilizacéo do gerador de gradiente de concentracgéo, utilizaremos uma bomba de
seringa (Harvard Apparatus 11 Plus) para a injecdo das solucdes nos canais 1 e 2

(analito e diluente) sob velocidades (Q) pré-estabelecidas (0,125 a 1,2 mL h?). As
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solucdes misturadas coletadas nos canais de saida do dispositivo serédo
guantificadas por técnicas espectroscopicas.

A verificacdo da formacdo do gradiente de concentracdo, bem como a
completa homogeneidade ao longo da seccdo de um canal, sera verificada a partir
de imagens obtidas utilizando um microscépio de fluorescéncia (TNI-06T-PL) com
uma lente objetiva de ampliacédo de 4x, sob injecédo de fluoresceina (10 mol L2,
331,3 g mol?, D (coef. Difusdo) = 5,0 E**° m2 s!). As imagens registradas serdo
manipuladas no software ImageJ®, as quais auxiliardo na interpretacdo do
comportamento do soluto, tanto nas camaras de misturas (tipo T e Y ou, splitter e
combiner) quanto na determinacdo dos coeficientes de concentracdo. A
guantificacdo das concentracdes das amostras do soluto albumina de soro bovino
(BSA, 300 pg mL%, 66 kDa; D = 5,9 E'** m2 s1) coletadas nos canais de saidas dos
dispositivos serdo realizadas monitorando a emissao fluorescente da BSA no
comprimento de onda de 350 nm em um espectrofluorimetro (Varian, Cary-Eclipse).
Para a quantificacdo da concentracdo de solutos-corante como azul de metileno
(10 ug mL, 319,8 g molt, D = 8,3 E'1° m2 s?1) e rosa de bengala (10 pug mL?, 973,7
g mol!; D = 4,8 E*X® m2 s1), serdo monitoradas as absor¢cdes maximas em 658 nm
e 549 nm, respectivamente, por meio de um espectrofotdbmetro UV-Vis (Ocean
Optics, USB2000).

3.1.3. Simulagdo computacional - COMSOL Multiphysics®

As simulagdes computacionais serdo realizadas utilizando modelos do tipo
Computational Fluid Dynamics (CFD) por meio de métodos de elementos finitos e
da teoria do continuo, estabelecendo as condicdes de contorno programadas pelo
USuario®2121-123 A partir do software COMSOL Multiphysics®, o dispositivo gerador
de gradiente de concentracdo desenvolvido (8-2x5-Y) sera simulado pelos modelos
gue descrevem a conservacao de movimento do sistema em fluxo laminar pela
equacao de Navier-Stokes (Equacéao 4, vide p. 39) e pelo modelo de Transport of
diluted species regidos pelas equacfes de continuidade para conservacao de
massa para sistemas incompressiveis, apresentando uma Unica fase e em estado
estacionario''. A equacdo da Lei de Fick (Equacdo 18, vide p. 47) sera utilizada
para expressar o fluxo massico, ou seja, a soma entre o transporte de massa

convectivo e difusivo®3.
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3.2. PLATAFORMA PLASMONICA
3.2.1. Nanofabricacao e caracterizacao da plataforma plasménica baseada em
arranjos de nanoburacos

Seré& construida uma matriz de 3x6 arranjos de nanoburacos (18 no total)
idénticos utilizando feixe de ions focados (microscopio FEI Scion equipado com
FIB, instalado na instituicdo executora, Central Analitica) pela acdo de uma fonte
de ions galio sobre um filme de ouro com 100 nm de espessura depositado sobre
uma lamina de vidro comum. Esses arranjos serdo alinhados em distribuicbes
guadraticas para o preparo de plataformas plasmonicas convencionais e também
sera realizado o estudo de arranjos com estruturas hexagonais objetivando
sensores com diferentes respostas plasmoénicas e sensibilidades mediante a
presenca do analito de interesse. Os arranjos serdo numerados como #1, #2, #3,
#4, #5 e #S (para o dispositivo 5-2x5-Y onde #S é reservado para o analito-alvo). A
poténcia do feixe para furar o filme de ouro sera ajustada em 30 keV com uma taxa
de milling de 1,6 nm s e corrente de 300 nA. Cada arranjo sera disposto a 300 ym
entre si sendo que, para a distribuicdo quadratica, cada arranjo possui uma
configuracdo de 60 x 60 buracos circulares com diametro de 200 nm sob uma
distancia de 400 nm (periodicidade) entre os buracos (dimenséo 23,6 x 23,6 um).
Para os substratos plasmoénicos com distribuicbes hexagonais, 0s arranjos
possuem configuracdes periddicas de buracos hexagonais de 400 nm ponta a
ponta, com periodicidade de 600 nm, alinhados aos arranjos inferiores em um
angulo de 60°, garantindo uma distribuicdo periddica. A Figura 2 ilustra as
configuracdes dos arranjos de nanoburacos, bem como as identificacbes adotadas
para cada conjunto de arranjo. O substrato sera caracterizado por imagens obtidas
em um microscépio eletrdnico de varredura, (MEV FEI Quanta, instalado na
instituicdo executora, Central Analitica) e as dimensdes dos arranjos (diametro e
periodicidade dos buracos) serdao determinadas com auxilio do software Image-Pro

Plus®.
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#1 #2 #3 #4 #5 #S 23,6 x 23,6 um (quadratico)

I’ I I M I | | l | [l l “ — 1 »23,7 x 23,7 ym (hexagonal)

B 0 oD oo oo
BN 0 oD oD oo

200 nm 400 nm 400 nm 600 nm
/ = e S
Au CERREEREREES
Vidro
2,5cm Arranjo Arranjo
5 Circular Hexagonal

Figura 2. llustracdo da plataforma plasménica contendo os respectivos dezoito

arranjos de nanoburacos e suas dimensdes geométricas.

A caracterizacao optica dos modos SPs dos arranjos nanoestruturados sera
realizada conforme esquema ilustrado na Figura 3. Um feixe de luz branca
(lampada de halogénio, 250 W) sera colimado por meio de um espelho céncavo e
uma lente objetiva (50 x) de maneira a atingir individualmente um arranjo de
nanoburacos por vez. O substrato sera posicionado em uma mesa xyz e exposto a
um meio dielétrico de indice de refracdo 1,3327 (agua milli-Q, 25 °C). A radiacao
transmitida (EOT=extraordinary optical transmission) por cada arranjo sera
coletada por uma fibra Optica conectada a um espectrofotbmetro UV-Vis (Ocean
Optics, USB2000) que, por sua vez, realizara o processamento dos espectros de
transmissao no software Ocean Optics. Um dos arranjos sera exposto a diferentes
solucdes de D-(+)-glucose com indices de refracdo que variardo entre 1,3361 a
1,4035. Os indices de refracdo serdo determinados com auxilio de um refratdmetro
digital portétil (Atago, 3850 PAL-RI). Os espectros de transmisséao serao registrados
e a sensibilidade (nm RIU™) sera determinada ao correlacionar o deslocamento da

banda EOT vs. indice de refragao.
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Figura 3. Esquema do setup experimental utilizado para a caracterizacdo da EOT

de cada arranjo.

3.2.2. Biosensor SPR baseado em arranjo de nanoburacos acoplado ao
dispositivo microfluidico gerador de gradiente de concentracao

Para a realizacdo do bioensaio de quantificacdo de uma amostra
pseudo-desconhecida de BSA no biosensor SPR baseado em arranjos de
nanoburacos serd necessario realizar o acoplamento entre os dois sistemas
microfluidicos (o gerador do gradiente de concentracéo e o biosensor plasmonico).
O dispositivo microfluidico 6-2x5-Y, responsavel pela geracdo do gradiente de
concentracéo, sera acoplado ao dispositivo microfluidico g (biosensor composto da
peca de PDMS acoplada a plataforma plasménica), de maneira a orientar os fluxos
de saida sobre os conjuntos de arranjos nanoestruturados. A Figura 4 ilustra o setup
experimental do bioensaio, assim como uma representag&o dos dispositivos 0-2x5-
Y e @ no sistema integrado.

O método de aquisi¢cdo de imagem sera utilizado para monitorar os eventos
bioquimicos sobre a superficie do biosensor SPR. A técnica consiste em monitorar
a quantidade de EOT dos arranjos de nanoburacos ao passo que 0S eventos
bioguimicos sobre a superficie do biosensor alterarem o indice de refracédo local.
Para obter a EOT dos arranjos, um laser monocromatico de He/Ne de 30 mW (CVI
Melles Griot, 23-LHP-991-230) com emissao em 632,8 nm sera posicionado sobre
uma mesa o6ptica (CVI Melles Griot) e direcionado ao respectivo arranjo de
nanoburacos. E importante destacar que o comprimento de onda em 632,8 nm é

adequado para a geracdo de modos SPs nos arranjos de nanoburacos nas

l4|Pagina



dimensdes confeccionadas'®. Entre o substrato de ouro nanoestruturado e a fonte
de radiacado, sera posicionada uma lente biconvexa (raios de curvatura R1 = R2 =
50 mm) para ampliar a regido de incidéncia do laser e um filtro (beanspliter, R =T
= 50%) para diminuir a intensidade da radiacao incidida ao substrato. A radiacao
transmitida pelo arranjo nanoestruturado serd entdo magnificada por um
microscopio 6ptico com uma lente objetiva de 10x e coletada por uma camera CCD

(Roper Scientific, coolsnapk4) também acoplada a uma lente objetiva de 10x.

5-2x5-Y

FIH2HIHAHTHS

.,—4 .
(—r—l' Bomba de Seringa
inputsAe B /

§-2x5 7 Lentes
7

Objetivas
Lente 10x
Biconvexa
Y

| Mesa Optica

Figura 4. Esquema do setup experimental para a realizacdo do bioensaio de

guantificacdo do analito-alvo pelo método de aquisicdo de imagens.

O reconhecimento biolégico do analito BSA serd realizado apos a
preparacao da superficie do biosensor para reconhecimento da BSA. A modificacédo
bioguimica sera efetuada seguindo um procedimento amplamente reportado para
a imobilizacéo da BSA sobre a superficie de substratos de ouro?4125, Inicialmente,
€ injetado agua milli-Q nos inlets A e B do dispositivo 8-2x5-Y sob Qa = Qg = 1,000
mL h* durante 30 min para purgar o sistema. Ap6s 20 min de repouso, 75 imagens
dos arranjos de nanoburacos serdo registradas. Na sequéncia, serdo injetadas
solucdes de acido 11-mercaptoundecandico (MUA; 0,50 mmol L?; 98%, Sigma-
Aldrich) em alcool etilico a Qa = Qg = 0,500 mL h* por 6h, e entdo uma mistura
aquosa de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC; 0,1 mol. L%, 98%,
Sigma-Aldrich) e N-hidroxisuccinimida (NHS; 0,1 mol L1; 98%, Sigma-Aldrich) a Qa
= Qg = 0,500 mL h! durante 4h. Para a detecc¢éo e quantificacdo da proteina sera
injetado ao inlet A uma solucéo de BSA (300 pug mL) em tampéo fosfato ((PBS,
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pH 7,45; NaCl, 95,5%; KCI 99%; NaH2POa4, 98%) e Na2HPO4, 99%; ambos Sigma-
Aldrich), enquanto que no inlet B sera injetado somente PBS, ambos a Qa = Qg =
0,125 mL h' durante 40h. As saidas do dispositivo d-2x5-Y, conectadas ao
dispositivo y, passardo sobre 0s conjuntos de arranjos de #1 a #5 e serdo utilizadas
para obter a curva de calibragcédo (concentragdes conhecidas de solucao padrao de
BSA). No dltimo conjunto de arranjos (#S) uma amostra de BSA
pseudo-desconhecida (160 pg mL?) serd injetada a Qs = 0,125 mL h* por 40h. Por
fim, todas imagens serdo processadas utilizando o software ImageJ® coletando a
média de intensidade transmitida para cada arranjo de nanoburacos.

3.3. BIOSENSOR PARA DOENCA DE ALZHEIMER

A metodologia para o desenvolvimento do biosensor capaz de detectar a
proteina B-amildide sera realizada em duas etapas. A primeira consiste na
producao do dispositivo microfluidico para geracdo de gradiente de concentracao
(descrito na secao anterior) e a segunda na deteccéo e quantificacdo da proteina
B-amildide utilizando a técnica de SPR gerada em filmes de ouro contendo arranjos
de nanoburacos.

Os materiais a serem utilizados na etapa de deteccéo e quantificacdo da

biomolécula estdo listados na Tabela 2.

Tabela 2 - Materiais a serem utilizados para a deteccao da proteina $-amil6ide por

meio da técnica SPR.

Materiais Fabricante
Tampao de Fosfato (PBS) -
Albumina de soro bovino (BSA) Sigma-Aldrich
11-mercapto-1-undecanoico (MUA) Sigma-Aldrich
N-hidroxissuccinimida (NHS) Sigma-Aldrich
N-ethyl-N-(diethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) Sigma-Aldrich
Anticorpo B-amildide 1-42 Millipore
Anticorpo 3-amildide 1-40 Abcam
Antigeno B-amildide 1-42 Abcam
Antigeno B-amiloide 1-40 Anaspec
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3.3.1. Imobilizagao da proteina B-amildide

Para detectar a presenga, bem como para quantificar a proteina B-amildide,
€ necessario que haja a imobilizacdo desse marcador sobre a superficie dos
nanoburacos de ouro e por esse motivo algumas modificacées na superficie dos
arranjos serao realizadas. Uma solucdo de MUA sera injetada em bomba de fluxo
para percorrer sobre os arranjos de nanoburacos durante 24 horas. Em seguida,
uma solucédo 0,7 mol/L de EDC/NHS sera injetada no dispositivo durante 2 horas
afim de converter grupos carboxila de MUA em ésteres de NHS. Apds tais
modificacles, a superficie de nanoburacos estara apta a receber os anticorpos -
amiloide 1-40 e 1-42. Assim, uma solugao de cada anticorpo da proteina B-amildide
(50 ug/mL em tampao fosfato, PBS) seré injetada no sistema (com velocidade a ser
estudada). Apos a imobilizacdo dos anticorpos por meio dos grupos amina, a
superficie estara pronta para receber os antigenos A 1-40 e AR 1-42. As solucdes
dos antigenos AB 1-40 e AR 1-42 serdo preparadas em tampdo fosfato e
posteriormente injetadas no dispositivo microfluidico de diluicdo (com velocidade a
ser estudada). O sistema de diluicdo sera composto por dois canais de entrada em
gue uma entrada € destinada para a injecdo do antigeno e a outra entrada para o
tampao fosfato que, apos percorrer todo o sistema microfluidico, produzirdo cinco
concentracdes distintas. Com a formacao do gradiente de concentracdo conhecido
sera possivel inserir uma solucdo do antigeno com concentracdo desconhecida
pelo canal reservado para injecdo da amostra. Por fim, solu¢cdes de concentracdo
desconhecida dos antigenos AB 1-40 e AB 1-42 serdo injetadas sobre a superficie
de ouro contendo o anticorpo imobilizado. Todo o processo de modificacdo da
superficie bem como a imobilizagdo do anticorpo e antigeno terdo imagens de
transmissao registradas para posterior quantificacdo. Para certificacdo ou validagéao
dos valores de concentracdo das amostras desconhecidas, determinados pelos
biosensores, serdo realizados ensaios utilizando métodos convencionais como
ELISA, sendo a responsavel por essa etapa do trabalho a Profa. Jaqueline de

Carvalho Rinaldi.
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4. EQUIPE DE TRABALHO E JUSTIFICATIVA DE
ESCOLHA

A equipe principal de trabalho, ou seja, aquela requerida pelo Edital
Universal (minimo de 5 doutores com vinculo empregaticio, incluindo o
coordenador), conta com docentes de 4 (trés) instituicdes de ensino distintas. A
UEM (Univ. Estadual de Maringa-Pr), executora, a UEL (Univ. Estadual de
Londrina-Pr, a Feitep (Maringa-Pr) e o Centro Universitario UniFatecie (Paranavai-
Pr). A seguir, descreveremos de modo breve a expertise e a atuacéo de cada
membro da equipe principal no tema do projeto proposto. O restante da equipe
conta com 1 doutor que teve sua tese defendida em tema relacionado a esse projeto
e por 2 alunos doutorandos cujos temas da tese estéo relacionados com a presente
proposta de trabalho.

Profa. Dra. Jaqueline de Carvalho Rinaldi: Atualmente é docente do quadro

colaborador do Programa de pos-graduacdo em Biociéncias e Fisiopatologia da
UEM/Maringa (desde 2019) e também do Centro Universitario Fatecie/Paranavai-
Pr (desde 2018). Suas principais areas de atuacdo sao biologia celular, biologia
tecidual e patologia oral. Em projetos de pesquisa, tem experiéncia com os temas
de carcinogénese hormonal, células-tronco adultas e proliferacdo/diferenciacéo
celular. Possui dominio técnico em RT-PCR, ELISA, zimografia, western blotting,
imuno-histoquimica, modelos de estudo in vivo e in vitro. Sua atua¢ao no projeto
justifica-se pela necessidade de um profissional qualificado e treinado em diferentes
técnicas de analise relacionadas a imunoensaios como por exemplo ELISA, que
serdo necessarias para a confirmagcdo ou validacdo do biosensor a ser
desenvolvido na presente proposta. O biosensor sera usado para determinar
concentragcbes muito pequenas dos marcadores das doencas neurodegenerativas
e 0s resultados precisam ser confrontados utilizando a técnica ELISA. A Profa.
Jaqueline, como atua também no Departamento de Biociéncias e Fisiopatologia da
UEM, tem livre acesso a infraestrutura necessaria para 0s ensaios supracitados.
Portanto, sua participacdo no projeto é estritamente necessaria.

Prof. Dr. Alexandre Urbano: E docente do Departamento de Fisica da

Universidade Estadual de Londrina-Pr desde 2005 e tem colaborado com nosso
grupo de pesquisa desde 2017. O Prof. Alexandre possui um laboratério

plenamente equipado com 0s equipamentos necessarios para deposicao de filmes
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finos e possui expertise na area de deposicéo de peliculas e superficies sendo o
responsavel pela fabricacdo das plataformas metalicas, ou seja, pela deposicéo e
otimizacdo dos filmes finos de ouro a serem empregados na confeccdo dos
biosensores. Os filmes serdo depositados pela técnica "Radio Frequency
Magnetron Sputtering" a partir de alvos de ouro em atmosfera de argbnio ultra
purom sobre peliculas de vidro previamente preparadas pela deposicédo de um filme
fino (5 nm) de cromo.

Prof. Dr. Marcos Rogério Guilherme: E docente da Faculdade de Engenharia

e Inovacédo Técnico-profissional, Feitep, (Maring4-Pr) desde 2018 lecionando nas
disciplinas Fisico-Quimica, Termodinamica, Eletroquimica, Ciéncias e Tecnologia
dos Materiais e Quimica e Bioquimica de Alimentos. E Lider do grupo de pesquisa
Compostos Bioativos, Alimentos Funcionais e Nutracéuticos possuindo experiéncia
na area de Microscopia (FIB, FEM, MEV e AFM), Quimica de Materiais, com énfase
em Quimica de Polimeros, atuando principalmente nos seguintes temas: sintese
de nanocompdsitos para aplicacfes diversas, sintese de hidrogéis biocompativeis
para formulacbes farmacéuticas, sintese de nano e microparticulas de proteinas
para aplicagdo em vacinas orais, sintese de hidrogéis superabsorventes a base
polimeros naturais para agricultura e liberagdo modificada de drogas. Sua principal
expertise exigida no presente projeto € a operacao do microscopio FIB (Focused
lon Beam) usado na fabricagdo dos nanoburacos nos filmes finos de ouro.

Prof. Dr. Marcos de Souza: Docente do Departamento de Engenharia

Quimica da UEM (desde 2012), o Prof. Marcos ja vem colaborando com nossas
pesquisas atuando na etapa de Simulacdo Computacional de Fluidodinamica,
modelando o0s sistemas microfluidicos que sdo utilizados nos sistemas
biosensoriais. Tais designs e simula¢cdes computacionais sdo feitas através do
software COMSOL Multiphysics. Elas mostram o comportamento da dinamica dos
fluidos, do processo de mistura e escoamento em diferentes condi¢des de vazéo,
concentracdo e pressdo. Esses estudos preliminares permitem encontrar os
melhores parametros para a mistura dos fluidos em analise (solucdo contendo
biomoléculas) sem a necessidade de realizar extensivos experimentos em
bancada. Sua atuacdo no presente projeto €, portanto, muito importante para se
diminuir a distancia entre teoria e pratica no desenvolvimento dos sistemas

microfluidicos de diluicéo.

19|Pagina



Dr. Jean Halison de Oliveira: Atualmente é docente do quadro colaborador

do Departamento de Quimica da UEM. Tendo desenvolvido e defendido sua Tese
de Doutorado em nosso laboratorio, suas principais areas de atuacao sédo sensores
plasmonicos, sensores eletroquimicos e caracterizacdo de materiais. Possui ampla
experiéncia no desenvolvimento e na caracterizagao de biosensores baseados em
ressonancia de plasmon de superficie (SPR) e SPR localizado (LSPR) gerados em
nanoestruturas metalicas como: arranjos de nanoburacos fabricados em filmes
finos de ouro, superficies com grades de relevo (SRG) cobertas com filme fino de
ouro e nanoparticulas metalicas. Também possui experiéncia técnica na
caracterizacdo morfolégica de materiais utilizando técnicas de microscopia como
MEV, AFM, MET e FIB. Sua participacdo no projeto se justifica pela necessidade
de um profissional treinado e qualificado para preparar e caracterizar 0s
biosensores contendo arranjos de nanoburacos em filmes finos.

Alunos de doutorado: 1) Maiara Mitiko Taniguchi, tese em desenvolvimento:

“Biosensor plasmoénico baseado em arranjos de nanoburacos circulares para o
diagnostico precoce da proteina B-amiléide”; 2) Bento Pereira Cabral Junior, tese
em desenvolvimento: “Substratos plasmonicos de filmes finos metalicos produzidos

por feixe de ions focados”.
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5. PARCERIAS INSTITUCIONAIS NO BRASIL E NO
EXTERIOR

Nosso grupo de pesquisa vem mantendo colaboragéo cientifica desde 2007
com o Prof. Dr. Alexandre G. Brolo, da University of Victoria, Victoria British
Columbia, Canada. Essa colaboracdo envolve o design e a caracterizacdo de
plataformas plasmoénicas baseadas em arranjos de nanoburacos produzidos em
filmes finos de ouro, e os frutos dessa colaboracao podem ser verificados através
dos diversos artigos publicados em colaboragdao com o Prof. Alexandre G. Brolo.

Este projeto de pesquisa contara também com a colaboracéo do Prof. Ph.D.
Serge Cosnier do Département de Chimie Moléculaire UMR CNRS, Université
Joseph Fourier, Grenoble, Franca, que esteve por duas vezes em nossa instituicéo
nos ultimos anos, ocasides em que mantivemos contato e estabelecemos vinculos
para futuras parcerias, com interesse no desenvolvimento de plataformas
plasménicas associadas a aptasensores e imunosensores. Vale destacar que ja
temos trabalhos publicados em parceria com o Prof. Serge Cosnier na linha de
células a biocombustivel, e 0 assunto do presente projeto € de interesse do Prof.
Serge.

No ambito do projeto INOMAT-INCT, contamos também com a parceria e
disponibilidade da infraestrutura do laboratorio dirigido pelo sub-coordenador da
area de Microfabricagdo, Prof. Dr. Angelo Luiz Gobbi - Laboratério de
Microfabricacdo-LNNano, Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais —
CNPEM, Campinas-SP, para realizac&do de ensaios e treinamento de pessoal para

o desenvolvimento de sistemas microfluidicos.
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6. RESULTADOS ESPERADOS

Como todo projeto de pesquisa, esperamos contribuir de forma cientifica e

intelectual da seguinte forma:

Formacdao de Recursos Humanos: Espera-se ampliar o acesso de usuarios da UEM

as técnicas de desenvolvimento de biosensores, bem como possibilitar um aumento
qualitativo e quantitativo de dissertacdes/teses nos programas de pés-graduacéo
em Quimica e areas afins como Engenharia Quimica, Farmacia, Medicina e Fisica.
Prevé-se a concluséo de, no minimo, 2 teses de doutorado que ja se encontram em
andamento e o inicio de mais 2 orientacdes de doutorado. H& potencial também de
inicio de 1 a 2 dissertacdes de mestrado no tema proposto, além de pelo menos 1

projeto de iniciacdo cientifica em cada ano de andamento do projeto.

Publicacdo de Artigos Cientificos: Prevé-se que o projeto possui potencial para a

elaboracdo de 5 a 8 artigos cientificos durante o periodo de andamento da

proposta.

Reqistro de Patentes: O projeto também possui potencial para o registro de pelo

menos uma patente de processo ou metodologia no que diz respeito a andlise de
marcadores de Alzheimer ou outra doenca neurodegenerativa de forma rapida e

precoce (baixas concentracoes).

Outros resultados esperados estdo descritos na forma de “impactos
esperados”, na proxima secgao.
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7. RELEVANCIA E IMPACTO DO PROJETO PARA O
DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO, TECNOLOGICO
E DE INOVACAO

Impactos Cientificos: Este projeto visa contribuir para o estudo de sensores

baseados no conceito de ressonéancia de plasmons de superficie (SPR) que
possuem a capacidade de detectar biomoléculas com elevada sensibilidade e baixo
limite de deteccédo (para baixas concentracdes). A constante publicacdo de novos
resultados e a demanda por sistemas mais sensiveis com relacdo a linha de
pesquisa em sensores SPR, que explora a imobilizacdo de biomoléculas sobre
superficies metalicas nanoestruturadas, empurra constantemente o atual estado da
arte para os limites da fronteira da ciéncia. A metodologia a ser aplicada esta entre
as mais avancadas em termos de microfluidica, aplicacbes de materiais
nanoestruturados e a tecnologia lab-on-chip (mais detalnes na secao
Fundamentacdo Tedrica, vide p. 36). A sofisticacdo dos métodos é inerente a
elevada sensibilidade que, combinada com a simplicidade dos equipamentos e das
medidas, torna a proposta promissora. Além de todos esses pontos positivos, vale
destacar que nosso grupo de pesquisa tem tido éxito no desenvolvimento de
dispositivos biosensoriais capazes de detectar concentragdes muito mais baixas do
gue técnicas de andlises convencionais. Ao final do projeto (ou até durante seu
desenvolvimento) esperamos também apontar o0s caminhos para o0
desenvolvimento de biosensores para diagnosticar a presenca de outros tipos de
deméncia em pacientes em estagio inicial da doenca possibilitando tratamento que
leve a cura ou sobrevida dos pacientes. Portanto, temos 6timos motivos para
acreditar que todos os resultados provenientes deste trabalho terdo grande
importancia para o crescimento e consolidacdo das respectivas areas da ciéncia e
do interesse frente as prioridades estratégicas do Brasil (MCT).

Impactos Tecnoldgicos: Espera-se contribuir para o atual estado-da-arte no sentido

de aprimorar processos de desenvolvimento de biosensores através da correlacéo
das caracteristicas geométricas do conjunto de nanoburacos (plataforma sensorial)
com as propriedades épticas e sensoriais do sistema analitico. O projeto também
prevé, portanto, um aumento da capacitacao tecnolégica da instituicao.
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Impactos de Inovacao: Este projeto propde a associacdo de duas tecnologias

distintas: a tecnologia de biosensoriamento por SPR e a tecnologia microfluidica,
com o objetivo de automatizar o sistema de andlise, levando ao desenvolvimento
de biosensores eficazes, reprodutiveis e sensiveis o suficiente para deteccéo
precoce da Doenca de Alzheimer, o que d& a proposta um carater inovador.

Impactos Sociais (internacionalizacdo): Espera-se dar continuidade e aumentar a

colaboracéo internacional com a University of Victoria-Britsh Columbia-Canada e
com a Université Joseph Fourier-Grenoble-Franca aumentando assim a
internacionalizacdo de estudantes e professores da nossa instituicao.

Impactos Sociais (qualidade de vida de pacientes): Espera-se contribuir de maneira

significativa e direta nos esforcos para reduzir o nimero de pacientes com a doenca
de Alzheimer que vem a Obito e/ou melhorar sua qualidade de vida através do
diagnostico precoce (facilitando assim o tratamento).

Impactos Econdmicos (para o Sistema Unico de Saude-SUS): O desenvolvimento

de técnicas de analise que permitam a deteccéo precoce da doenca de Alzheimer
certamente devera ndo so diminuir o tempo de tratamento e aumentar a sobrevida
de pacientes como também reduzir a quantidade de pessoas dependentes do
sistema unico de saude e/ou filas de espera.

Impacto Econdmico (agregacdo de valores a tecnologia nacional ou patentes):

Espera-se também desenvolver sistemas de analise, produtos ou metodologias que
possuam viabilidade comercial e, portanto, tragam retorno a instituicdo executora
e/ou ao 6rgao responsavel pelo financiamento da pesquisa e/ou ao Brasil, além de
trazer beneficios para o pais no que diz respeito a agregar qualidade e valor a
tecnologias nacionais.

Impactos Econdmicos (exploracdo comercial): Com o desenvolvimento de uma

tecnologia capaz de desenvolver biosensores para deteccdo de doencas
neurodegenerativas, o projeto pode levar também a criacdo de start-ups ou spin-
offs no sentido de desenvolver metodologias e/ou equipamentos de analise para

exploracdo comercial de produtos ou servicos.
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8. ATIVIDADES DE PESQUISA MAIS RELEVANTES
E PRODUCAO GERADA, RELACIONADAS AO
TEMA

8.1. PROJETO DE PESQUISA NUMERO 1
8.1.1. Dados
Titulo: Nanofotbnica Aplicada ao Desenvolvimento de Biosensores para
Diagnostico Precoce de Cancer.
Coordenador: Emerson Marcelo Girotto
Orgéao Financiador: CNPq (processo 568802/2008-0)
Periodo: 2008-2011
Financiamento: R$ 421.940,00
Observacéao: projeto que deu inicio a linha de pesquisa sobre biosensores

baseado em ressonancia de plasmons de superficie.

8.1.2. Indicadores de producéo

6.1.2.1. Artigos publicados
1) Monteiro, Johny P.; Ferreira, Jacqueline; Sabat, Ribal Georges; Rochon, Paul,
Santos, Marcos José Leite; Girotto, Emerson M. SPR based biosensor using
surface relief grating in transmission mode. Sensors and Actuators. B,
Chemical, v. 174, p. 270-273, 2012.
Fator de impacto: 6.393 Numero de citacles: 24
Contribuicéo desse trabalho para o estado da arte, resumidamente: Nesse
trabalho desenvolvemos uma das plataformas plasménicas mais simples até
entdo publicadas, usando grades de difracdo poliméricas que apresentam
grande area superficial e, portanto, melhoram a sensibilidade frente aos eventos
qgue acontecem na superficie ressonante dos plasmons, o que levou a uma maior

sensibilidade da plataforma sensorial.

25|Pagina



2) Carneiro. L. B.; Ferreira, J.; Santos, M. J. L.; Girotto, E. M. A new approach to
immobilize poly(vinyl alcohol) on poly(dimethylsiloxane) resulting in low protein
adsorption. Applied Surface Science, v. 257, p. 10514-10519, 2011.

Fator de impacto: 6.182 Numero de citagdes: 17

Contribuicéo desse trabalho para o estado da arte, resumidamente: Nesse
trabalho conseguimos dar um passo significativo no sentido de resolver os
problemas de hidrofobicidade do PDMS - que é a cobertura mais usada nos
biosensores microfluidicos ou plasmonicos — fazendo modifica¢cdes quimicas na

superficie da peca.

3) Ferreira, Jacqueline; Santos, Marcos J. L.; Rahman, Mohammad M.; Brolo,
Alexandre G.; Gordon, Reuven; Sinton, David; Girotto, E. M. Attomolar Protein
Detection Using in-Hole Surface Plasmon Resonance. Journal of the American
Chemical Society, v. 131, p. 436-437, 20009.

Fator de impacto: 14.612 Numero de citacdes: 112

Contribuicédo desse trabalho para o estado da arte, resumidamente: Nesse
trabalho foi mostrado pela primeira vez que plataformas SPR baseadas em
nanoburacos podem detectar concentragbes na ordem de 10 moll/litro

(attomolar) utilizando o hot-spot do interior do nanoburaco.

4) Eftekhari, Fatemeh; Escobedo, Carlos; Ferreira, Jacqueline; Duan, Xiaobo;
Girotto, E. M.; Brolo, Alexandre G.; Gordon, Reuven; Sinton, David . Nanoholes
As Nanochannels: Flow-through Plasmonic Sensing. Analytical Chemistry
(Washington), v. 81, p. 4308-4311, 2009.

Fator de impacto: 6.785 Numero de citaces: 239

Contribuicéo desse trabalho para o estado da arte, resumidamente: Nesse
trabalho mostramos pela primeira vez que um fluxo contendo moléculas de
interesse podem ser empurradas através dos nano-canais formados pelos
nanoburacos de ouro, e serem analisadas explorando o hot-spot do interior dos

nanoburacos.
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8.1.2.2. Iniciacao Cientifica, Dissertacdes e Teses concluidas

a) Iniciacao Cientifica
1) Karina Ferreira. Detec¢cdo de proteina através de um substrato ativado por
plasmons de superficie. 2010. Iniciacdo Cientifica. (Graduando em Ciéncias
Biolégicas) - Universidade Estadual de Maringad, Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico. Orientador: Emerson Marcelo Girotto.

2) Andrey Petita Jacomini. Substratos plasménicos de baixo custo:
nanoparticulas de ouro. 2011. Iniciacdo Cientifica. (Graduando em Quimica) -
Universidade Estadual de Maring4, Conselho Nacional de Desenvolvimento

Cientifico e Tecnologico. Orientador: Emerson Marcelo Girotto.

b) Dissertacbes
1) Leandro de Bispo Carneiro. Modificacdo da superficie de polidimetilsiloxano
(PDMS) para aplicacdo em microfluidica e biosensores. 2011. Dissertacdo
(Mestrado em Quimica) - Universidade Estadual de Maringa, Coordenacédo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior. Orientador: Emerson Marcelo
Girotto.

2) Johny Paulo Monteiro. Biosensor baseado em ressonancia de plasmon de
superficie gerado em nanoestruturas, aplicados para deteccdo precoce de
cancer. 2011. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) - Universidade Estadual de
Maringa, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico.

Orientador: Emerson Marcelo Girotto.

c) Teses
1) Jacqueline Ferreira. Sensor de pH baseado em filmes de polimero conjugado
e Sensor biolégico baseado em filmes de ouro nanoestruturado. 2009. Tese
(Doutorado em Quimica) - Universidade Estadual de Maringa, Coordenacéao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior. Orientador: Emerson Marcelo
Girotto.
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8.1.2.3. Apresentacao de trabalhos em congressos
1) Carneiro. L. B.; Ferreira K.; Santos, M. J. L.; Ferreira, J.; Girotto, E. M.
Microfluidica Aplicada A Fabricacdo De Biosensores Baseados em SPR. In: 31a.
Reunido Anual Da Sociedade Brasileira De Quimica, 2010, Aguas De Linddia.
Séo Paulo: BQ, 2010. V. 1.

2) Monteiro J. P.; Carneiro. L. B.; Ferreira K.; Ferreira, J.; Girotto, E. M. Biosensor
Baseado em Ressonancia de Plasmon de Superficie Gerado em
Nanoestruturas. In: 31a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica,
2010, Aguas de Linddia. S&o Paulo: SBQ, 2010. v. 1. p. 1.

8.2. PROJETO DE PESQUISA NUMERO 2
8.2.1. Dados
Titulo: Deteccdo de Agentes de Imunomodulacdo Utilizando Biosensores
Baseados em Ressonancia de Plasmons de Superficie
Coordenador: Emerson Marcelo Girotto
Periodo: 2011-2013
Orgéo Financiador: CNPQ (processo 473213/2011-7)
Financiamento: R$ 48.759,19

8.2.2. Indicadores de producéo

8.2.2.1. Artigos publicados
1) Monteiro, Johny Paulo; Predabon, Sheila Maria; Da Silva, Cleiser Thiago
Pereira; Radovanovic, Eduardo; Girotto, E. M. Plasmonic device based on a
PAAmM hydrogel/gold nanoparticles composite. Journal of Applied Polymer
Science (Print), v. 132, 2015.
Fator de impacto: 2.520 Numero de citacdes: 7
Contribuicédo desse trabalho para o estado da arte, resumidamente: Nesse
trabalho desenvolvemos uma plataforma plasménica inovadora através do
intumescimento de um hidrogel com nanoparticulas de ouro, onde foi possivel
detectar concentracdes muito baixas de albumina de soro bovino, por exemplo,

na ordem de 10 nanogramas/mL.
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2) Silva, C. P. T.; Monteiro J. P.; Radovanovic, Eduardo; Girotto, E.M.
Unprecedented high plasmonic sensitivity of substrates based on gold
nanoparticles. Sensors and Actuators. B, Chemical, v. 191, p. 152, 2014.
Fator de impacto: 6.393 Numero de citagbes: 20

Contribuicéo desse trabalho para o estado da arte, resumidamente: Nesse
trabalho inovador e totalmente inédito mostramos que o oxido de grafeno (GO)
pode intensificar a sensibilidade de biosensores plasménicos a base de
nanoparticulas de ouro — a sensibilidade de biosensores a base de
nanoparticulas de ouro que é geralmente em torno de 80 nM/UIR atingiu 460

nm/UIR em ensaios reprodutiveis com auxilio do GO.

3) Monteiro, Johny P.; Carneiro, Leandro B.; Rahman, Mohammad M.; Brolo,
Alexandre G.; Santos, Marcos J.L.; Ferreira, Jacqueline; Girotto, E. M. Effect of
periodicity on the performance of surface plasmon resonance sensors based on
subwavelength nanohole arrays. Sensors and Actuators. B, Chemical, v. 178,
p. 366-370, 2013.

Fator de impacto: 6.393 Numero de citacdes: 35

Contribuicdo desse trabalho para o estado da arte, resumidamente: Esse
trabalho foi um marco no estado da arte sobre plataformas plasmonicas
baseadas em conjuntos de nanoburacos, pois foi mostrado os melhores
parametros geométricos que levam a uma maior sensibilidade para esse tipo de

plataforma sensorial.

8.2.2.2. Iniciacéo Cientifica, Dissertacdes e Teses concluidas

a) Iniciacéo Cientifica
1) Italo Mikihiro Shimabukuro. Desenvolvimento e caracterizacdo de uma cela
eletroquimica plasmoénica. 2013. Iniciacéo Cientifica. (Graduando em Quimica) -
Universidade Estadual de Maring4, Conselho Nacional de Desenvolvimento

Cientifico e Tecnoldgico. Orientador: Emerson Marcelo Girotto.
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b) Dissertagbes
1) Cleiser Thiago. Nanoparticulas de Ouro para Substratos Plasmonicos. 2013.
Dissertacdo (Mestrado em Quimica) - Universidade Estadual de Maringa,
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. Orientador:
Emerson Marcelo Girotto.

2) Jean Halison de Oliveira. Sensores Baseados em Ressonéancia de Plasmon
de Superficie Localizada Utilizando Oxido de Grafeno e Nanoparticulas de Prata.
2015. Dissertacao (Mestrado em Quimica) - Universidade Estadual de Maringa,

. Orientador: Emerson Marcelo Girotto.

8.3. PROJETO DE PESQUISA NUMERO 3
8.3.1. Dados
Titulo: Biosensores Baseados em Ressonancia de Plasmons de Superficie para
Deteccdo Precoce de Cancer de Ovario e de Prostata
Coordenador: Emerson Marcelo Girotto
Periodo: 2013-2018
Orgdo Financiador: Fundacdo Araucaria do Estado do Parana (processo
209/2014)
Financiamento: R$ 25.000,00

8.3.2. Indicadores de producéo

8.3.2.1. Artigos publicados
1) Monteiro, Johny Paulo; De Oliveira, Jean Halison; Radovanovic, E.; Brolo,
Alexandre Guimaraes; Girotto, E. M. Microfluidic Plasmonic Biosensor for Breast
Cancer Antigen Detection. Plasmonics (Norwell, Mass.), v. 11, p. 45-51, 2016
Fator de impacto: 2.335 Numero de citagcdes: 29
Contribuicéo desse trabalho para o estado da arte, resumidamente: Nesse
trabalho foi detectado o marcador de cancer de mama em uma concentracao de
30 ng/mL utilizando um biosensor plasménico baseado em uma plataforma
contendo um conjunto de nanoburacos de ouro. Vale a pena destacar que a
concentracdo desse marcador em pacientes com cancer de mama é entre 15 e
75 ng/mL, o que evidencia o potencial uso desse biosensor como método e

deteccdo do cancer de mama.
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2) Monteiro, Johny P; Predabon, Sheila M; Bonafé, Elton G; Martins, Alessandro
F; Brolo, Alexandre G; Radovanovic, Eduardo; Girotto, E. M. SPR platform based
on image acquisition for HER2 antigen detection. Nanotechnology (Bristol.
Print), v. 28, p. 045206, 2017.

Fator de impacto: 3.551 Numero de citacdes: 9

Contribuicdo desse trabalho para o estado da arte, resumidamente: Esse
trabalho corresponde a uma evolucao do trabalho anterior. Desta vez, utilizamos
0 método de aquisicdo de imagens da luz que atravessa o conjunto de
nanoburacos de ouro como parametro sensitivo. A concentragao detectada foi
10x menor, isto €, 3 ng/mL - essa concentracdo esta dentro da normalidade (em
individuos normais), assim, o biosensor desenvolvido pode reconhecer uma
overexpression (termo usado para indicar que o nivel do marcador esta além do

normal) e, entdo, usa-lo no diagndstico precoce da doenca.

8.3.2.2. Iniciacdo Cientifica, DissertacOes e Teses concluidas

a) Iniciagéo Cientifica
1) Mariana Souza de Oliveira. Estudo de ancoramento de nanobastdes de ouro
em folhas de oxido de grafeno na deteccdo de biomoléculas por sistemas de
analise por injecdo em fluxo. 2016. Iniciacéo Cientifica. (Graduando em Quimica)
- Departamento de Quimica UEM, Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico. Orientador: Emerson Marcelo Girotto.

b) Dissertagdes
1) Maria Gabriela Verderio Fressati. Biofuncionalizacdo de nanoparticulas
metalicas para deteccdes eletroquimica e ressonancia de plasmon de superficie
simultaneas de biomoléculas. 2018. Dissertacédo (Mestrado em Pés-Graduacgéo
em Quimica Aplicada) - Universidade Estadual de Maringa, Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. Orientador: Emerson Marcelo
Girotto.

2) Bento Pereira Cabral Junior. Nanolitografia com esferas de poliestireno para
a obtencado de biosensores plasmonicos. 2018. Dissertacdo (Mestrado em Pés-
Graduacédo em Quimica Aplicada) - Universidade Estadual de Maringa, Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico. Orientador: Emerson

Marcelo Girotto.
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c) Teses
1) Jhonny Paulo Monteiro. Biosensores baseados em ressonancia de plasmons
de superficie utilizando arranjos de nanoburacos, superficies com grades de
relevo e composito de hidrogel/nanoparticulas de ouro. 2015. Tese (Doutorado
em Quimica) - Universidade Estadual de Maringa, Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. Orientador: Emerson Marcelo Girotto.

2) Sheila Predabon. Deteccéo de citocina TNF-a utilizando biosensor plasmodnico
empregando o método de aquisicdo de imagens. 2016. Tese (Doutorado em
Quimica) - Universidade Estadual de Maringa. Orientador: Emerson Marcelo
Girotto.

8.3.2.3. Apresentacdao de trabalhos em congressos
1) Girotto, Emerson Marcelo; Oliveira, J. H. Nanostructured Plasmonic Sensor
Based on Silver-Modified Graphene Oxide. In: Fourth International Conference
On Multifunctional, Hybrid And Nanomaterials (Hybrid Materials 2015), 2015,
Sitges, Spain. Hyma 2015 Abstracts, 2015.

8.4. PROJETO DE PESQUISA NUMERO 4
8.4.1. Dados
Titulo Geral: Inomat-INCT, Instituto Nacional de Materiais Funcionais Complexos
Periodo: 2018 — Atual
Coordenador Geral: Prof. Dr. Fernando Galembeck
Titulo do sub-projeto individual: Biosensores baseados em ressonancia de
plasmons de superficie. Coordenador: Emerson Marcelo Girotto
Area: Microfabricacdo (sub-coordenador: Prof. Dr. Angelo Gobbi)
Orgéo Financiador: CNPq 573644/2008-0
Financiamento: Geral ndo divulgado (para esse sub-projeto: R$21.682,82)

8.4.2. Indicadores de producéo

8.4.2.1. Artigos publicados
1) Fressatti, Maria; Cabral Jr., Bento; De Oliveira, Jean; Buzzetti, Paulo;
Radovanovic, Eduardo; Monteiro, Johny; Girotto, E. M. Device for Streptavidin
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Detection Using LSPR and Electrochemical Transductions on the same Platform.
Journal of the Brazilian Chemical Society, v. 32, p. 777-785, 2021.

Fator de impacto:1.399 Numero de citagdes: 0

Contribuicéo desse trabalho para o estado da arte, resumidamente: Nesse
trabalho mostramos de forma inovadora a associacdo de duas técnicas de
analise com o mesmo objetivo — desenvolvemos um biosensor plasménico
utilizando um substrato condutor (ITO) com nanoparticulas de ouro e o utilizamos
para monitorar a resposta Optica (plasmons de superficie) e a resposta

eletroquimica (através de impedancia).

2) De Oliveira, Jean; Monteiro, Johny; Buzzetti, Paulo; Cabral Junior, Bento;
Radovanovic, Eduardo; Girotto, E. M. New Strategy for Streptavidin Detection
Using AuNRs/PAAmM Hydrogel Composites. Journal of the Brazilian Chemical
Society, v. 31, p. 1771-1777, 2020.

Fator de impacto:1.399 Numero de citagdes: 1

Contribuicédo desse trabalho para o estado da arte, resumidamente: Nesse
trabalho utilizamos novamente um hidrogel intumescido com nanoestruturas de
ouro, dessa vez, nanobastbes e foi possivel alcancar sensibilidades
relativamente boas de cerca de 226 nm/UIR na deteccdo da biomolécula

estreptavidina.

3) Predabon, Sheila M.; Buzzetti, Paulo H. M.; Visentainer, Jeane E. L.
Visentainer, Jesui V.; Radovanovic, Eduardo; Monteiro, Johny P.; Girotto, E. M.
Detection of tumor necrosis factor-alpha cytokine from the blood serum of a rat
infected with Pb18 by a gold nanohole array-based plasmonic biosensor. Journal
of Nanophotonics, v. 14, p. 1, 2020.

Fator de impacto:1.415 Numero de citagdes: 0

Contribuicado desse trabalho para o estado da arte, resumidamente: Nesse
trabalho conseguimos detectar a citocina TNF-alfa na faixa de picogramas
utilizando um biosensor baseado em um conjunto de nanoburacos de ouro — a
TNF-alfa € um marcador comum de doencas como artrite reumatoide, doenca
de Crohn ou doenca de Chagas, e foi possivel detecta-la em amostras reais, ou
seja, em amostras de plasma sanguineo de ratos com o apoio de parcerias da

area da saude.
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4) Cabral Junior, Bento Pereira; Oliveira, Jean Halison De; Buzzetti, Paulo
Henrique Maciel; Fressatti, Maria Gabriela Verderio; Monteiro, Johny Paulo;
Amorin, Luis Henrique Cardozo; Urbano, Alexandre; Radovanovic, Eduardo;
Girotto, E. M. Cost-effective plasmonic device for label-free streptavidin
detection. Materials Letters, v. 227, p. 243-246, 2018.

Fator de impacto: 3.204 Numero de citacdes: 2

Contribuicédo desse trabalho para o estado da arte, resumidamente: Nesse
trabalho foi dado um passo na direcdo da producdo de biosensores de baixo
custo de producéo utilizando a técnica de nanolitografia por esferas de polietileno

— 0s substratos apresentaram sensibilidade na ordem de 380 nm/UIR.

8.4.2.2. Iniciacdo Cientifica, DissertacGes e Teses Concluidas

a) Iniciacéo Cientifica
1) Nayara de Souza Mendes. Sistema microfluidico confeccionado em
polidimetilsiloxano para formacgao controlada de gradiente de concentracdo para
moléculas com alta massa molecular. 2018. Iniciacdo Cientifica. (Graduando em
Quimica) - Departamento de Quimica UEM, Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. Orientador: Emerson Marcelo Girotto.

c) Teses
1) Jean Halison de Oliveira. Biosensores baseados em nanoestruturas e
metamateriais para detec¢cdo de biomoléculas via SPR e LSPR. 2019. Tese
(Doutorado em Quimica) - Universidade Estadual de Maringa, Coordenacédo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior. Orientador: Emerson Marcelo
Girotto.

2) Paulo Henrique Maciel Buzzetti. Gerador de gradiente de concentragao
biomolecular para biossensores e eletrossintese de mediadores redox para
bioAnodos em biocélulas. 2019. Tese (Doutorado em Quimica) - Universidade
Estadual de Maringa, Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel

Superior. Orientador: Emerson Marcelo Girotto.
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8.4.2.3. Apresentacéao de trabalhos em congressos
1) Girotto, E.M.; Buzzetti, Paulo Henrique Maciel; Oliveira, J. H.; Cabral Junior,
Bento Pereira; Fressatti, Maria Gabriela Verderio; Monteiro, Johny P. Dispositivo
Lab-On-a-Chip Microfluidico em PDMS Gerador de um Gradiente de
Concentragdo Definido e Reprodutivel. In: XXXII Semana De Quimica:
Identidade Quimica, 2018, Maringa.

2) Girotto, E.M.; Oliveira, J. H.; Buzzetti, Paulo Henrique Maciel; Cabral Junior,
Bento Pereira; Fressatti, Maria Gabriela Verderio; Monteiro, Johny P. Dispositivo
Lab-On-A-Chip Microfluidico 2x6-Y Em PDMS Gerador de Gradiente de
Concentracdo Definido e Reprodutivel. In: | Workshop Paranaense Sobre

Nanomateriais e Materiais Funcionais, 2018, Londrina- Pr.

3) Girotto, E.M.; Cabral Junior, Bento Pereira; Oliveira, J. H.; Fressatti, Maria
Gabriela Verderio; Buzzetti, Paulo Henrique Maciel. Construcao de Plataformas
Plasmoénicas Através de Nanolitografia com Esferas de Poliestireno. In: XXXI
Semana Da Quimica Da UEM & | Simpésio De Pés-Graduacdo Em Quimica,
2018.

8.4.2.4. Iniciacdo Cientifica, Dissertaces e Teses Concluidas em andamento

a) Teses

1) Bento Pereira Cabral Junior. Substratos plasménicos em filmes finos metélicos
produzidos por feixe de ions focados. Inicio: 2018. Tese (Doutorado em
Programa de Pés-Graduacdo em Quimica) - Universidade Estadual de Maringa,
Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior. (Orientador:

Emerson M. Girotto).

2) Maiara Mitiko Taniguchi. Desenvolvimento de biosensor plasmonico para
deteccéo da doenca de Alzheimer. Inicio: 2018. Tese (Doutorado em Programa
de Poés-Graduacdo em Quimica) - Departamento de Quimica UEM,
Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior. (Orientador:

Emerson M. Girotto).
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9. FUNDAMENTACAO TEORICA

Um dos grandes interesses cientificos é o desenvolvimento de tecnologias
portateis, de facil operacao e eficientes ao que se propde executar. Dispositivos
miniaturizados de sensoriamento, sobretudo em analises clinicas, como
biosensores, sdo exemplos de tecnologias que se destacaram nas Ultimas décadas
devido as suas significativas contribuicdes sociais e econdmicas.

Em particular, sistemas capazes de construir curvas de calibracées
automaticas, como dispositivos microfluidicos geradores de gradientes de
concentracdo, sdo de grande interesse pois dispensam a manipulacdo por um
operador. Isso elimina erros experimentais associados aos procedimentos usuais e
dispensa recalibracdes recorrentes, quando atribuido uma modelagem matemaética
ao sistema. A microfluidica é a ciéncia da manipulacdo de fluidos na escala
volumétrica entre 10° a 10'® L em canais com dimensfes micrométricas que
compdem um dispositivo microfluidicol. Com o controle dos fenédmenos associados
ao transporte de fluidos em dimensdes pequenas, os dispositivos microfluidicos
sdo Uuteis na criacdo de sistemas miniaturizados, construcdo de gradientes de
concentracdo, reatores, entre outras configuracbes com variadas aplicacfes
praticas?. As vantagens em associar os dispositivos microfluidicos a um segundo
sistema laboratorial sdo o baixo consumo de reagentes, a baixa producdo de
rejeitos, a possibilidade de automatizacéo e o baixo custo de fabricacdo'. Eles séo
especialmente atraentes quando aplicados em sistemas de biosensoriamento, tal
como biosensores baseados em ressonancia de plasmon de superficie (SPR), pois
podem agregar ao sistema ndo apenas a capacidade de detec¢cdo, mas também de
guantificacao de bioespécies.

Biosensores SPR sdo dispositivos capazes de monitorar eventos
bioguimicos na interface condutor/dielétrico com alta sensibilidade explorando a
ressonancia de plasmon de superficie. A variacdo do indice de refracdo na
interface, a qual pode ser desencadeada pela imobilizacdo de uma espécie
organica tal como um antigeno biolégico, ocasiona mudancas Opticas relacionadas
com o efeito SPR e que sédo passiveis de monitoramento. Dessa forma, a
associacdo desse sistema Optico de deteccdo com sistemas microfluidicos
geradores de gradiente de concentracdo pode tornar o dispositivo integrado uma

opcdo bastante atraente para deteccdo e quantificacdo de espécies Uteis no
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prognostico de doengas como cancer (como ja temos feito em nosso laboratorio) e
doencas neuro-degenerativas, como a doenca de Alzheimer, por exemplo®.
A seguir, apresentamos uma breve fundamentacao teodrica sobre o trabalho

proposto nesse projeto de pesquisa.

9.1. DISPOSITIVO MICROFLUIDICO GERADOR DE GRADIENTE DE
CONCENTRACAO BIOMOLECULAR

O desenvolvimento de um dispositivo capaz de gerar um gradiente de
concentracdo eficiente e reprodutivel exige uma compreensdo minima em
comportamento mecanico-fluidico, bem como em processos de transferéncia de
massa e quantidade de movimento envolvidos em sistemas binérios. Logo, se faz
necessario a apresentacdo de conceitos matematicos gerais de fenbmenos de
transporte, e também dos parametros normalmente reportados para a
caracterizacao dos tipos de escoamentos envolvidos em um determinado sistema

microfluidico.

9.1.1. Fendmenos de Transporte

Inicialmente, a primeira consideracdo importante a ser apresentada é a
generalizagdo a um comportamento especifico da matéria como um ponto de
caracteristicas definidas. Guardadas as infinidades de particulas existentes, a
simplificag&o facilita a quantificagdo de fen6menos associados aos transportes de
massa, energia e quantidade de movimento dessas particulas®. Essa conjectura é
chamada de hipotese do continuo. A hipotese assume um meio material como uma
distribuicdo continua e tridimensional®. O principal objetivo é a definicdo das
propriedades dos fluidos como massa especifica, velocidade, temperatura,
concentragéo, entre outros.

A segunda consideracdo a ser assumida é de que qualquer transporte
envolvendo matéria ocorre somente devido a uma diferenca de potencial
desenvolvido entre dois instantes, sendo esse potencial gerado naturalmente ou
por um agente externo. Em fluidos, esse potencial pode ser desenvolvido por meio
de uma diferenca de concentracdo, tensdo de cisalhamento, diferenca de
temperatura, pressao, entre outros!. Todos esses fendmenos sdo englobados nas
descricbes matematicas de transferéncias de energia, quantidade de movimento e

de massa?.
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Os fenbmenos de transferéncia séo descritos por equagdes constitutivas e
equacdes de conservacdo. As equacdes constitutivas ndo sao propriamente leis
fundamentais, mas sim provenientes de equacbes empiricas que portam
unicamente como principio a segunda lei da termodinamica, ou seja, associam-se
propriedades moleculares as propriedades macroscopicas por meio da hipétese do
continuo. As equacfes de conservacdo sdo consideradas leis fundamentais
capazes de descrever a evolucéo temporal das variaveis envolvidas nos fenbmenos
de transferéncia®1%11,

Cada fendmeno de transferéncia pode ser associado a uma equacao
constitutiva especifica. A equacdo ou lei constitutiva para a quantidade de
movimento foi atribuida a partir de experimentos de Newton que estabeleceram a
relacdo entre uma taxa de deformacdo a uma tensao tangencial aplicada. Ja a lei
constitutiva para o transporte de energia ou calor, Lei de Fourier, relaciona o
gradiente de temperatura ao fluxo de calor por conducé&o. E por fim temos a Lei de
Fick, que em transferéncia de massa relaciona o gradiente de concentracao
espacial de uma espécie contida em um fluido com a taxa do mesmo soluto no
espaco®19il As Equacdes 1, 2 e 3 expressam as equacgles constitutivas para
transportes de quantidade de movimento, energia/calor e massa, respectivamente.

T = [—p + g pv ( V‘U)] I+ 2pvD Equacgéo 1
q= —pc,aVT Equacéo 2
j= —pDugVC, Equacéo 3

Os termos representados nas equacdes 1 — 3 sao:
| — vetor fluxo especifico de massa (kga Cp — calor especifico a pressdo constante
m=2 s™1); (J kg™t K™);
© — massa especifica (kg m™); a — difusividade térmica (m? s™2);

Das — difusividade molecular do soluto A T — vetor gradiente de temperatura (K
no solvente B (m? s™1); m™);
'Ca — vetor gradiente da concentragcdo do T — tensor de tensdes (Pa);
soluto A (kga kg™ m™); v— viscosidade cinematica (m? s™);
g — vetor fluxo difusivo especifico de calor [ — divergente da velocidade (s™2);
(I m=2s™); D — tensor taxa de deformacéo (s™).
As equacdes constitutivas para transferéncia de quantidade de movimento,

energia e massa sao praticas nas resolucfes de muitos problemas, no entanto, alguns
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destes problemas demandam a insercdo de grandezas intensivas como espaco e
tempo. Para a descricdo dos fenbmenos de transferéncia no espaco e tempo se torna
pratico a aplicacdo de equacdes diferenciais parciais. Para a resolucdo diferencial
parcial dos fenbmenos de transporte é necessario assumir que o escoamento é
incompressivel, ou seja, sem deformacédo volumétrica (AV = 0), e que a massa
especifica de cada particula permanece constante em funcdo do tempo. Como
consequéncia apresenta-se a equacao de Navier-Stokes para descricdo da
conservacao da quantidade de movimento no espaco e tempo. A equacao de
conservacao de energia foi desenvolvida a partir da Lei de Fourier e a equacao de
transferéncia de massa a partir da Lei de Fick. As equacdes 4, 5 e 6 descrevem as
resolucdes diferenciais parciais dos fendbmenos de transporte respectivamente como

descritos'?13,
p%+= —pv Vv — Vp+ uV?v Equacao 4

%+ =—WV)T - aV*T Equacéo 5

aCa
at

+= D, V?Cy — (WV)C,y Equacéo 6

Com base nas solugdes dos fenbmenos em conjunto € possivel estimar com
uma margem consideravel de veracidade, dados como presséo, velocidade e variacao
de concentracdo de um sistema sob condicdes de contorno. Efetivamente, as
equacdes supracitadas sdo o suporte matematico de grande parte dos softwares
utilizados para a realizacdo de simulagbes computacionais das mais variadas
complexidades. Em contextos mais simples, como uma mistura binaria entre dois
fluidos unidos por um combiner®, Chen et al.** fizeram uso do software COMSOL
Multiphysics® para acompanhar cada instante do desenvolvimento de uma mistura ao
longo de um caminho'4. As equacdes constitutivas e conservativas ndo sdo apenas
eficientes em estimar a pressao, volume e concentracao das espécies ao fim de uma
mistura, mas também obter leituras espaciais e temporais a cada ponto do arranjo°16,
De maneira analoga, muitos trabalhos utilizam as simulacées para o desenvolvimento
de micromisturadores antes de aplicacbes experimentais, desta maneira sao

poupados materiais, bem como tempo de pesquisal®t/:18.19,

* Combiner: Termo dirigido para a sec¢édo de um sistema microfluidico responséavel pela conexao entre duas linhas
anteriormente ndo conectadas.
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9.1.2. Tipos de escoamentos e o numero de Reynolds

As descricbes matematicas anteriormente citadas descrevem os fenbmenos de
transferéncia, no entanto, ndo sao normalmente utilizadas para classificar o regime de
escoamento. Identificar qual o escoamento regido por um sistema é de fundamental
importancia para a associacao dos diferentes fendmenos observados. Neste cenario,
o numero de Reynolds (Re) apresenta-se como o indicador mais reportado na literatura
para a classificacdo de tipos de escoamentos fluidicos!t2021.2223 O professor de
engenharia Osborne Reynolds (1842 — 1912) da Universidade de Manchester estudou
a transicdo laminar/turbulenta de fluxos descendentes e postulou que o produto da
densidade do fluido (p), velocidade de escoamento (U) e didametro hidraulico do duto

Dp

(Dn) pela viscosidade do fluido (), Rez%, indicam o comportamento do

escoamento. Sendo classificados em trés categorias?®*:
e Escoamento laminar com ondulacfes minimas, R, < 20;
e Escoamento laminar com ondula¢fes pronunciadas, 20 < R, < 2000;
e Escoamento turbulento, R, > 2000.

O numero de Reynolds relaciona a razdo entre as forgas inerciais e forcas
viscosas. Particularmente em sistemas microfluidicos, onde as escalas sé&o
consideravelmente pequenas, normalmente o fluxo é laminar governado
predominantemente por forcas viscosas?>2627:28,

Sistemas microfluidicos sdo linhas de canais com paredes imoveis que
orientam o fluxo do fluido. Sob a 6ética dessa observacdo Jean Louis Poiseuille e
Gotthilf Hagen, paralelamente estabeleceram o entendimento a seguir. Considere um
cilindro como canal de escoamento na presenca de um fluxo laminar (R, < 20). ApOs
estabelecido o equilibrio do escoamento o sistema pode ser considerado estavel por
nao haver aceleracdo do escoamento e entdo a equacao de Navier-Stokes € resumida

aVp = uV?v. Se aplicadas condicdes de contorno onde v = 0 e relacionado o gerador

4
~ ~ e . d
de presséo Vp a seccédo do canal cilindrico (17r?, a equacéo assume Q = % - d—z. Em

sistemas microfluidicos geralmente L/r >> 1 e L/r >> Re, sendo L o comprimento do

dp

~ . ~ A .
canal; entdo pode-se fazer a aproximacéo — o Tp, e por fim, ser representada por

meio da Equacédo 72°3031, Note que o fluido Poiseuille considera que a injecdo deve
advir de um Ap, ou seja, uma forca externa deve ser responsavel pela geracdo da taxa

de injec&o ou fluxo Q (ou velocidade).
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N&o por coincidéncia a Equacéo 7 (Lei de Hagen-Poiseuille) é idéntica a Lei de

Equacao 7

Ohm (V = I R) aplicada a sistemas elétricos®?. Logo, a equacéo pode ser reescrita de
forma analoga a Lei de Ohm:
Ap = QRy Equacéo 8
Onde Ap € equivalente a V (voltagem ou forca governante), Ry seria um termo
equivalente a R (resisténcia ou impedimento a transporte) e Q equivalente a | (corrente
ou quantidade de portadores). A Equacao 8 surge como uma das ferramentas mais
Uteis para o estudo de sistemas microfluidicos, sobretudo na descricdo de processos

de diluicdo em série?6:33:34.35,

9.1.3. Modelo matematico para construcado de sistemas de diluicdo em série

Neste instante faz-se necessario uma explanagdo de como pode ser aplicado
de maneira eficiente a Lei de Hagen-Poiseuille na construcao de sistemas geradores
de gradiente de concentracdo a partir de diluicbes em série. A analogia a sistemas
elétricos torna mais intuitiva a interpretacdo de um sistema microfluidico de diluicéo
em série considerando-o como uma malha de um circuito elétrico. Dessa maneira, a
Primeira Lei de Kirchhoff, onde é afirmado que a soma das correntes elétricas
originadas de um né O é igual a soma das correntes que chegam até o mesmo no
03637 pode ser reinterpretada a sistemas microfluidicos, onde se entende que o
volume de fluido originado de um né O é igual & soma dos volumes que chegam até
0 mesmo n6 O. Em resumo, € uma simples relacdo de conservacédo de massas dos
fluidos envolvidos no né. A Segunda Lei de Kirchhoff descreve que ao percorrer uma
malha elétrica, a diferenca de potencial (ddp) ao retornar ao mesmo ponto de partida
€ nula. Em sistemas microfluidicos a analogia pode ser representada como a diferenca
de pressao Ap geradora do movimento dos fluidos deve ser nula ao fim da malha (ou
ao retorno ao ponto inicial). De maneira equivalente, as consideracées em relacéo a
resisténcia elétrica em série e em paralelo podem ser aplicadas as resisténcias
hidraulicas Ry de uma malha de canais em sistemas microfluidicos, Equacdes 9 e 10,
respectivamentes637,

Ryeq = Ry1 + Ryy + -+ Ryy Equacéo 9 (série)

t - L Ly Equacédo 10 (paralelo)

Raeq. RH1. Rpa. Ryn.
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Os resistores elétricos sdo dependentes das caracteristicas dos materiais
(resistividade elétrica) que os compdem, bem como pelas suas respectivas
dimensdes. A resisténcia hidraulica pode ser representada de maneira também
anéloga (Equagéo 11), onde Cgeom. € 0 coeficiente geométrico do canal, enquanto L é
0 comprimento do canal, p é a viscosidade do fluido e A a area seccional. Contudo,
Cgeom. €nvolve uma resolucdo matematica complexa que ja foi reportada na literatura
e ndo sera discutida aqui®®, de maneira que para uma seccéo de um canal retangular,
a resisténcia hidraulica assume a forma dada na Equacgdo 12%332343839 A Figura 5
resume a analogia entre um sistema microfluidico genérico de escoamento de acordo

com Hagen-Poiseuille em relacao a sistemas elétricos.
L

Ry = Cgeom. U Ve Equacéo 11
12pL ~
RH = h 192 1 Equagao 12
wh3 (1= 2 (5 2y 3575 tanh(557)
A) B) C) D)
Q2
R L
i Q Ri 0
=+ > , & Qs 8
Q —/——— T_.x / T ﬂ p+_/\/\/\/—:ﬂ— » IVV\,—.FM
| Ry Cgeam.nuA_z R Ry Ry
AP=P+—p7=QRH Q4
VW
E) F) G) H) O
Rocl 1, Q=01=02+0Qs+Qs=05
‘I"I—( R=p ®V+—’\/\/\/—V— —W—
A V=V, -V =IR Rieq. = Ry1 + (Ruz | Rys | Rya) + Rys

Figura 5. Esquema ilustrativo de analogia entre circuitos elétricos e sistemas
microfluidicos. Imagem adaptada de Kwang W. Oh et al®?. A) Escoamento Hagen-
Poiseuille. B) Resisténcia hidraulica em correspondéncia a um resistor elétrico. C)
Parametros hidraulicos de um canal. D) Malha fluidica com seus respectivos
indicadores. E) Resistor elétrico. F) Resisténcia elétrica. G) Parametros elétricos de

um resistor e H) Resultante dos parametros da malha fluidica.

A primeira vista, a simplicidade de um sistema microfluidico de N etapas de
diluicdo em série pode induzir a uma interpretacdo equivocada das concentracdes ao
final do processo de diluicdo. A formacéo do gradiente de concentragdo pode ser
melhor compreendida observando um esquema genérico (Figura 6) de um sistema

splitter (quadrado verde) e um sistema combiner (quadrado azul). A divisao dos fluxos
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inlets A e B (Qa e Qg) nos splitters € dependente das resisténcias hidraulicas dos
canais que os cercam, sdo eles a, B e y?64°. Se L, = Lg = L,, entdo é esperado que 0s
canais a, [ e y apresentem a mesma resisténcia hidraulica. No entanto, o canal
agrupa no combiner uma fracdo Q2 do inlet A (Qa) e outra fracdo Qs do inlet B (Qg)3.
A primeira consequéncia para a observacado anterior é que Q2 e Q3 combinados no

canal B sofrem uma maior resisténcia hidraulica frente as fracées Q1 e Qa, pois estédo

sujeitos a apenas metade do canal (%) para acomodacgédo dos fluxos Qz e Qs. A
segunda consequéncia € a desproporcao da divisdo entre Q1 e Q2 e entre Qz e Qs
devido a maior resisténcia hidraulica em 3, de maneira a resultar as taxas Qi e Qa
maiores fracfes do volume; as Equacdes 13-16 resumem as taxas de volumes Q1,
Q2, Q3 e Q4. A terceira consequéncia é a concentracdo resultante da mistura (Cy)
devido as diferentes razbes de taxas de volumes, muitas vezes Q2 e Qz nao sao
equivalentes, gerando concentragfes variadas; a concentracdo resultante da unido de

duas taxas volumétricas pode ser determinada pela Equacéo 173842,

Cp
Up

Combiner

Qp=0Q2 + Qs

Figura 6. Esquema genérico de divisdo e mistura em sistemas microfluidicos

geradores de gradientes de concentragao.
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Q, = (RL) Q, Equacdol3 Q,= (i) Q, Equacdo 14

Rat Rup Rup + RHa
= Ri X _ RH]/ ~
Q3 = (RHB n RHV) Qz. Equacdo 15 Q.= (—RHY ~ RHB) Qs. Equacdo 16

Cp = (Qz(f%) Cy + (022303) Cg.  Equacéo 17

A manipulacéo das concentragfes resultantes também é possivel ndo apenas
alterando as resisténcias hidraulicas dos canais (alterando L, w ou h), mas também
aplicando Qa # Qs por meio de bombas de injecdo independentes. Com essa
abordagem, um sistema de N etapas de diluicdo em série pode ser construido para
formar qualquer padrao de diluicdo apenas operando a razdo volumétrica de diviséo
nos splitters e de mistura nos combiners*®. Alguns sistemas de N etapas de diluicéo
em série séo classificados de acordo com a razdo volumétrica de mistura:

e 10-fold log, razéo volumétrica de mistura de 9:1 (107, 10?2, ..., 10-N+1 10-N)40.42;

e 2-fold log, razdo volumétrica de mistura de 1:1 (21, 22, ..., 2"N*1 2-N)yd0.42

e linear, razdo altera a cada etapa de dilui¢ao, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, ... L:N {( N/N +1),
(N -21)/(N+1) ... 2/ (N+1), 1/ (N + 1)}304344

e Gaussiana®, entre outros?0:45:46:47,3,48

As plataformas geradoras de gradiente de concentracdo possuem as mais
variadas aplicagcbes praticas. Guoxia et al.® desenvolveram um sistema gerador de
gradiente de concentracéao linear (2 inlets e 8 outputs; 0, 14,3, 28,6, 42,9, 57,2, 71,5,
85,8 e 100,0%) e 2-fold log (2 inlets e 5 outputs; 0, 6,25, 12,5, 25,0, 50,0 e 100,0%)
para entrega controlada de agentes toxicos (cobre, benzeno, metilbenzeno,
nitrobenzeno e clorobenzeno) as camaras de cultura das microalgas Platymonas
subcordiformis, Phaeodactylum tricornutum e Porphyridium cruentum. Inicialmente
foram estimados os comprimentos L minimos necessérios para que cada soluto
(agentes toxicos) se homogeneizassem completamente com base nos seus
respectivos coeficientes de difusdo. A segunda etapa consistiu em determinar as
razOes de volumes necessarias para cada splitter, de maneira a gerar o gradiente
desejado. Uma configuragéo 2-fold log exige que a cada combiner (Equacéo 17) seja
abastecido por uma razéo 1:1 da solugdo concentrada do soluto e do seu respectivo
solvente. Apd6s a determinacdo das razfGes, € necessario estimar as resisténcias
hidraulicas Rn para cada linha de escoamento (Equacao 11), uma vez que Q « Rn.
Os autores fizeram uso de um software EDA (automacgao de design eletronico) para

determinacdo dos comprimentos das linhas de canais L. A Figura 7 ilustra a planta
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eletrbnica simulada e o sistema microfluidico convertido em dispositivo. Por fim, os
autores demonstraram a efetiva formacéo dos gradientes monitorando a resisténcia
das microalgas por imagens de microscopia de fluorescéncia a diferentes

concentracfes dos agentes toxicos.
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Figura 7. Circuito elétrico equivalente para geracdo de um gradiente de concentragédo
A) 2-fold log e B) linear, e 0s seus respectivos arranjos convertidos para sistemas
microfluidicos C) 2-fold log e D) linear. Imagem extraida na integra de Zheng, G. et

als.

A proposta de entrega dos solutos (cobre, benzeno, metilbenzeno,
nitrobenzeno e clorobenzeno) é simples e exige pequenos comprimentos de misturas.
No entanto, isso ndo afasta a complexidade da malha microfluidica para geracao de
um gradiente de concentracéo, sobretudo um gradiente linear (Figura 7D). Sistemas
gue propde a manipulacdo de moléculas com baixos coeficientes de difusdo ou alta
massa molecular, como, por exemplo, biomoléculas, somam mais complexidade no

controle de formacao do gradiente de maneira reprodutivel e eficiente. Neste contexto,
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faz-se necessario compreender quais sdo 0s processos de misturas adequados e

indicados para uma mistura binaria na montagem de um sistema®.

9.1.4. Identificagdo do tipo de processo de mistura em sistemas binarios

Um dispositivo gerador de gradiente de concentragao ideal deveria ser capaz
de reproduzir sempre o mesmo gradiente de concentracdo para qualquer espécie
guimica de maneira confiavel. No entanto, os processos sdo complexos, bem como a
variedade de espécies quimicas com caracteristicas distintas € extensa. Contudo, se
Lx € suficientemente grande ou Q é lento o suficiente para completa mistura de um
soluto x (Dx) antes de alcancar um splitter, ou seja, se a combinacéo de dois fluidos
alcancar a homogeneidade antes da subdivisdo, € esperado que qualquer soluto com
D = Dytambém seja completamente misturado em Ly, abrangendo assim um grupo de
solutos compativeis ao gerador de gradiente de concentragdo que reproduzira o
mesmo gradiente final.

S&o muitos trabalhos reportados na literatura que descrevem 0s mecanismos
de misturas por difusdo para geracdo de gradiente de concentragdo*®5051.5253 No
entanto, os processos difusivos sdo demasiadamente lentos e muitas vezes
demandam grandes comprimentos de mistura L. Como Q e L s&o inversamente
proporcionais (Equacéo 7), muitas vezes o pesquisador deve decidir priorizar entre o
tempo de geracdo do gradiente ou a reducdo do dispositivo. A superacdo desse
impasse pode ser resolvido pela substituicio de longas linhas de canais por
micromisturadores!®* ou submeter o escoamento a uma condicéo turbulenta®.

O desenvolvimento de micromisturadores eficientes sem duvidas tornou-se
uma das principais linhas de pesquisa em microfluidica. Micromisturadores sao
arranjos geométricos confeccionados para gerar uma mistura de dois fluidos de
maneira rapida e eficiente®. Ao considerar eliminar a necessidade de grandes linhas
de canais, espera-se otimizar ndo apenas o tempo de geracdo do gradiente de
concentracdo automatizado, mas também reduzir significativamente as dimensodes
dos dispositivos. No entanto, a proposta de aplicagdo de um novo micromisturador €
complexa e muitas vezes a confeccdo de dispositivos por técnicas tradicionais é
impraticavel devido aos detalhes, como obstaculos aos fluidos®"*8, sobreposicédo em
niveis tridimensionais®®, espirais® e vortex®!, grades de relevo e algumas geometrias
singulares dos canais®2%3, Entretanto, o advento da tecnologia de impresséo 3D se

apresenta para superacao de tais inconvenientes. A literatura reporta a utilizacdo de
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dispositivos microfluidicos confeccionados a partir de moldes impressos por
impressoras 3D, mas ainda é uma tecnologia em inser¢céo nos grupos de pesquisas e
sistemas mais complexos foram pouco desenvolvidos®+65:66,

A segunda opcao para melhorar os efeitos de mistura sem comprometer
demasiadamente o tamanho dos dispositivos é por meio da manipulagédo da taxa de
injecdo (ou velocidade) Q. A primeira vista, submeter o escoamento a um processo
turbulento, que por consequéncia acelera a mistura entre dois fluidos, pode parecer
uma opcdo viavel. Porém, a pressao gerada ao aplicar uma alta vazdo sob os
microcanais pode comprometer a selagem ou a estrutura do dispositivo e gerar
vazamentos. Outra consequéncia a ser considerada € a resisténcia em suportar altas
pressbes por parte de microrganismos e células, também estudados como
analitos®”:68, Uma alternativa pode ser a dosagem controlada do aumento da taxa de
injecdo Q de maneira a gerar perturbacbes ao sistema, mas ndo a alcancar
turbuléncias. Essa opc¢do pode agregar uma componente convectiva ao processo de
mistura puramente difusivo’?2:69,

Enquanto o numero de Reynolds relaciona a razdo entre forcas inerciais e
forcas viscosas para classificar o tipo de escoamento, a classificagdo do mecanismo

de mistura em um sistema binario recorre da utilizacdo do namero de Peclet, (P, =
D , . . . . . . ~ .
UF")ZJLZZ. O numero de Peclet é um indicador adimensional da importancia do

processo convectivo frente ao processo difusivo em misturas. Baseado na magnitude
do nimero de Pe, pode-se classificar o processo de mistura como:

e Puramente difusivo, P, «< 1.

e Predominantemente convectivo, P, > 1.

O processo de mistura anteriormente descrito pela equacao de conservacao de
transferéncia de massa obtida a partir da Lei de Fick (Equacgéo 6) abrange somente o
processo de mistura por difusdo. Se um sistema possuir P, > 1, € necessario realizar
a adicdo de um termo a equacéo referente ao processo de mistura convectivo36°,
Logo, a equacao de Fick em funcéo dos fluxos massicos dos compostos A e B, pode

ser representada pela Equacdo 18, com o acréscimo dos fluxos massicos

convectivoss3>71,
axA ~
NAZ - _CDAB E + xA(NAZ + NBZ) EqanaO 18
flu'xo Difusivo Convectivo
combinado
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A construcdo de gradientes de concentracdo por transferéncia de massa em
fluidos binéarios por difusdo-conveccdo tem sido reportado em configuracbes de N
etapas de diluicdo em série, também muitas vezes citado como ‘’christmas tree”%8.72.73,
Jeon Li et al.”* apresentaram a formacéo de um sistema com 3 etapas de diluicdo em
série (2 inlets e 5 outputs). A Figura 8 mostra a configuragdo do sistema (20 x 50 mm),
bem como a caracterizacdo do gradiente de concentracdo observado em uma imagem
de fluorescéncia do soluto polissacarideo ligado a fluoresceina (FITC, fluoresceina-
isotiocianato — dextran, 8 kDa, D = 8,0 E'! m2 s'!). Os canais foram confeccionados
com 50 x 50 um de largura e altura, e comprimento L de serpentina ndo informado; o
splitter e combiner sdo em formato T. Nota-se que a intensidade normalizada
apresenta um perfil linear pela seccao transversal do canal (350 um) por onde fluxos
se unem. No entanto, ndo sdo demonstradas caracterizacbes sobre a completa
mistura do soluto antes da cAmara onde os fluidos se encontram, em adicdo, nenhum

tipo de caracterizacdo quanto a linearidade também foi proposta.
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Figura 8. Dispositivo gerador de gradiente de concentracao ‘’christmas tree” e perfil

do gradiente final formado para o soluto FITC"4,

Para fins praticos, o dispositivo microfluidico de Jeon et al.”* é eficiente em
gerar o gradiente de concentracao e pode ser aplicado para os mais variados estudos.
Contudo, a ndo caracterizacdo matematica do perfil do gradiente, bem como a nao
demonstracdo da completa mistura dos solutos dentro das serpentinas sao
recorrentes em muitos trabalhos e podem ser melhores explorados para aplicacdes

em outros sistemas que exigem melhores controles de reprodutibilidade 4.
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Neste cenario, este projeto propde uma abordagem descritiva de um dispositivo
gerador de gradiente de concentracdo, de maneira a utilizar condicdes de contornos
definidas e obter um controle absoluto do sistema ao desenvolver uma modelagem
gue descreve e prevé o comportamento do dispositivo para outros solutos sem a
necessidade de verificagdo. Uma das aplicabilidades de um dispositivo gerador de
gradiente de concentracdo pode ser na aplicacdo em biosensores, mais
especificamente em biosensores SPR baseados em arranjos de nanoburacos que é
0 tema desse projeto. Esses dispositivos possuem uma demanda na construcdo de
sistemas capazes ndo apenas de detectar biomoléculas, mas também realizar a
guantificacdo, sobretudo para aplicacdo de prognostico de doencas (além de
diagnéstico precoce). A tematica de biosensores SPR é abordada com mais detalhes

na proxima secgao.

9.2. RESSONANCIA DE PLASMONS DE SUPERFICIE (SPR)

O fendbmeno de ressonancia de plasmons de superficie foi relatado
pioneiramente por Ritchie na década de 19507°. No entanto, o assunto tomou
evidéncia nos anos 90 apds Liedeberg et al.”® apresentarem a sensibilidade do
fendbmeno SPR em monitorar eventos quimicos na superficie da plataforma’’. Para
melhor compreensao da SPR os conceitos serdo discutidos alicercados a um modelo
generico.

Considere um material condutor, mais precisamente um metal de massa
suficientemente grande para ser considerado bulk. Os elétrons livres da banda de
conducdo do metal possuem oscilacbes que se estendem pelo corpo do metal,
abrangendo tanto o interior quanto as superficies, contudo, as oscilacées na superficie
ndo se estendem para foi do corpo do material’®. A oscilacdo no interior do metal é

denominada plasma, note que o termo plasma € inserido no contexto de um condutor

2
bulk. A frequéncia de oscilacédo do plasma € descrita por w, = (T:—e)l/2 e relaciona a
eff

densidade de elétrons do metal n; massa especifica mer € a carga do elétron e,
O plasma pode ser perturbado a partir de uma radiacdo eletromagnética sob

condicdes especificas, o qual pode ser melhor interpretado com base na relacao entre

as frequéncias das radiagdes incidentes (wo) e a frequéncia do plasma (wp) por meio

l; 2
da equacéao Z—m =1- (%) . Se Z—” >1 ou wo < wp a parte real da permissividade
d 0 0
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elétrica é negativa, 0 que proporciona aos elétrons do metal uma oscilacdo em 180°
foi de fase, causando a reflexdo de parte da radiacdo e o acoplamento de uma

componente da radiacdo com a dos elétrons, dando origem ao bulk-plasmon’®#°, Se

w . Zelr 7 e e ~
w—” <1 ou wo > wp a parte real da constante dielétrica & positiva e a luz é entao
0

transmitida ou absorvida pelas bandas de transicdo internas do metal®l. Essa
observacéo justifica a transmisséo de radiagdes na regiao do ultravioleta (UV) para os
metais mais leves.

Se o0 metal citado anteriormente assume a forma de um filme fino, os elétrons
livres da banda de conducéo do metal que oscilam na superficie podem ser acoplados
com a radiacdo eletromagnética, que por sua vez gera como resultante densidades
de cargas também oscilantes na interface metal/dielétrico, este fendmeno é chamado
de plasmons de superficie (SPs)’®2, Os SPs s&o considerados quasiparticulas que
para sua formacao algumas condicdes fisicas devem ser atendidas®3,

Por serem densidades de cargas oscilantes, os SPs possuem uma frequéncia
wsp (Equacao 19) e um numero de onda ksp (Equacao 20). Essa observacao indica que
os elétrons oscilantes do plasma serdo 0s mesmos a serem excitados a formar SPs
em um filme fino e a formar bulk-plasmons em um corpo extenso (bulk). A diferenca
entre bulk-plasmons e SPs surge pelo fato dos plasmons no bulk se propagarem para
o interior do material, enquanto que os SPs sao confinados na interface

metal/dielétrico de um filme fino78:81.84,

1 1 ~ EmE _ ~
wsp = Ckgp (a) (;) Equacéo 19 kg, = ko /ﬁ =k, Equagéo 20

A Equacéo 20 expressa as condicdes necessarias para a geracao dos SPs em
um filme fino. A primeira condi¢cdo € que ko = ksp. LOgO, € necessario ocorrer um
incremento Akx do nimero de onda da radiagdo eletromagnética ko de maneira a
satisfazer a Equacéo 20 (Figura 9C)%. Uma maneira eficiente de obter o Akx é por
meio do uso de um prisma. A radiacdo propagante em um meio de indice de refracédo

w
Cc

No descreve seu movimento por k, = n, ( )sen 6. Ao penetrar um prisma de indice

de refragcdo np, a propagacao assume um incremento Akx e 0 numero de onda assume
(‘) - ~ ) ~

ky, = n, (:) sen 6 + Ak, 8. Uma segunda condicdo necesséria para que a Equacéo

19 seja satisfeita € que a frequéncia da radiagéo seja wo = wsp, € iSSo iImplica que Ao =
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Figura 9. Representacao dos fendbmenos envolvidos na geracdo dos SPs. A) Interface
metal/dielétrico por onde é representado a formacéo e a evanescéncia dos SPs. B)
Extensdo de propagacdo dos SPs no metal e no dielétrico bem como no eixo z
perpendicular a superficie. C) Diferenca entre os niameros de onda dos SPs em

relacdo ao namero de onda da radiacao incidente.

Satisfazendo as condic¢des fisicas mencionadas para geracdo dos SPs em um
filme fino, duas consequéncias de mesma origem sao observadas. A primeira
consequéncia é a propagacao longitudinal da densidade de carga oscilante, o que é
chamado de plasmon-polariton de superficie (SPPs)"881.82, Os SPPs do ponto de vista
classico podem ser considerados uma onda eletromagnética superficial que se
propaga pela interface metal/dielétrico (Figura 9A)%%87. Enquanto que o conceito de
SPR abrange apenas o acoplamento entre os elétrons da banda de conducdo do
condutor e a radiacdo eletromagnética na interface sob condicées supracitadas’®. Em
adicao, alguns trabalhos classificam a SPR de acordo com dois mecanismos de
propagacdo dos SPs. Enquanto os SPPs sdo SPs que se propagam apenas, €
somente pela interface, a ressonancia de plasmons de superficie localizados (LSPR)
define que os SPs sdo confinados em dimensdes minimas’®8’, como, por exemplo em
nanoestruturas metdlicas®. A Figura 9 resume de forma ilustrativa os fendmenos
envolvidos na geracao e propagacao dos SPs.

A segunda consequéncia € a geracdo de um campo eletromagnético
evanescente perpendicular a superficie de propagacdo dos SPs®. A intensidade do
campo diminui exponencialmente ao se afastar da superficie de propagacao dos
SPs®2, O decaimento da intensidade do campo pode ser estimado pela Equacéo 21,
onde Eo é 0 campo elétrico maximo em z = 0. Um sistema composto por ouro como
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condutor e de ar como dielétrico, o valor do comprimento de decaimento é cerca de
(0,4 = 0,1) A para dentro do dielétrico®. A Figura 9B ilustra o comportamento

evanescente dos SPs ao se afastar da interface condutor/dielétrico®°.

1

_g( mGr) >72
E, = Eje °\*m*a Equagdo 21

A propagacéo dos SPPs no eixo x e a propagacdo do campo eletromagnético
evanescente no eixo z podem ser estimadas como propriedades extensivas. O
comprimento de propagacgdo dos SPPs no eixo x, aqui referido como &sp’?8°, pode ser
estimado pela Equacgdo 22. Note que a propagacdo € estritamente dependente das
permissividades elétricas dos componentes da interface e se extingue ao se afastar
do ponto de origem (Figura 9B). A extincdo acontece devido a absorcéo dos elétrons
em ressonancia plasmoénica pelo metal. Um filme fino de prata irradiado por Ao = 500
nm pode alcangar Ospag = 20 pm no eixo x, por exemplo. O comprimento de
propagacado ou de penetracdo do campo eletromagnético evanescente no dielétrico o&;
pode ser estimada de acordo com a Equacéo 23%. Um filme fino de ouro em interface

com agua (dielétrico) irradiado por Ao = 630 nm pode alcangar 6z.agua = 162 nm, por

exemplo.
4 3/2 4 2
— 1 _ ¢ (tmtéa (em) 5 e
AT ( e;ned) e Equagdo 22 &, = <=
’ 1/2
¢, i
(smﬂ;d) Equacéo 23

Para fins préticos, para a aplicacdio do fendmeno de SPR para
biosensoriamento, por exemplo, a escolha do condutor é critica. Normalmente s&o
utilizados condutores metalicos como a prata, ouro, cobre e aluminio. Devido a relativa

resisténcia a processos oxidativos e baixa reatividade € preferivel a utilizacdo do ouro.

9.2.1. Biosensores SPR convencionais

A fundamentacéo sobre os SPs assume aplicacdo pratica quando entendido
gue as caracteristicas dos SPs sdo diretamente relacionadas a permissividade do
dielétrico (&d4), que por sua vez, possui relacdo com o indice de refracdo (RI) do
dielétrico (ng)®:. Logo, a variagdo do RI na interface desencadeia uma série de
mudancas na geracdo dos SPs que podem ser monitoradas a partir do controle da
radiacdo emitida para geracdo dos SPs, bem como pela componente refletida®. Esse

entendimento € o suporte de diversos dispositivos de sensoriamento biolégico SPR
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desenvolvidos até entdo. Neste contexto, é valido esclarecer que em um mesmo
sistema pode haver o surgimento de diferentes modos SPs ou modos plasménicos.
Os modos sdo uma referéncia a diferentes comprimentos de onda que satisfazem as
condigdes fisicas para se combinar com elétrons da banda de valéncia do metal e
gerar SPs’9:80,

Baseados nessa fundamentacdo, dois sistemas distintos desenvolvidos por
Otto®® e outro por Kretschmann® consistem nas configuragdes mais utilizadas para o
estudo do acoplamento da radiacao eletromagnética em SPR, sendo a configuracédo
de Kretschmann a mais empregada nos equipamentos comerciais de sensoriamento.
Ambas as configuracdes se utilizam de um prisma para alcancar o incremento Aky a
partir da incidéncia de uma frequéncia sob angulo © perfeito para que o nimero de
onda Ko se iguale ao nimero de onda Ksp necessario para a excitacao dos SPs. No
entanto, a configuragédo de Otto apresenta uma vacancia entre o prisma e o metal, o
gque soma uma dificuldade experimental na montagem do sistema.

A mudanca do RI causada pela formacéo de ligacdes quimicas na interface
metal/dielétrico, por exemplo, proporciona uma variacao da permissividade elétrica do
dielétrico &9. Como consequéncia, uma variacdo do angulo © de incidéncia é
observado. Por esse mecanismo, denominado de reflex&o interna total atenuada, sao
monitorados os eventos na superficie do metal condutor®®. A Figura 10 ilustra a

configuragdo dos dispositivos desenvolvidos por Kretschmann e Otto,

respectivamente.
A) : B)
, e |
e E, N
N Il P IE.|
z e z "
A : £
o N 2 {72

Figura 10. Setup experimental para geracdo de SPR propostos por A) Kretschmann
e B) Otto.
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9.2.2. Fendmeno SPR em nanoburacos e arranjos de nanoburacos

Em contraste com as dificuldades experimentais supramencionadas para as
configuracbes dos biosensores SPR pelas configuracbes de Kretschmann e Otto,
surge-se como opcdo a utilizacdo de nanoestruturas metalicas para geragdo de
modos SPs, as quais exibem configuracdes experimentais mais simples. Em particular
a configuracdo de biosensores baseados em arranjos de nanoburacos, que por ser
parte deste trabalho, sera discutida em detalhes frente a configuracdes como SPs em
grades de relevo, superficies com texturas ou nanoparticulas de ouro, por exemplo.

Ao estudar o fendbmeno de difracdo da luz incidida sobre uma superficie
metélica contendo um orificio/buraco de diametro de sub-comprimento de onda,
Bethe®* nos anos 40 concluiu que a transmisséo da radiacdo seria minima, e que a
guantidade de luz transmitida diminuiria ao passo do aumento do Ao da radiacéo
incidida. Foi ainda proposto que a eficiéncia de transmisséao respeitaria a equacgao

64 (kr)*

~,—» onde r & o raio do buraco. No entanto, anos mais tarde Ebbesen®

Er =
demonstrou que uma abertura circular em um filme metalico opticamente denso
apresenta uma transmissdo luminosa nédo prevista pela teoria de Bethe. A radiacao
apresentou uma banda de transmiss&o com quantidade de luz maior que a esperada,
em outras palavras, o fluxo de fétons por unidade de area transmitido foi maior que do
fluxo de incidéncia (Figura 11). Para esse fendémeno foi atribuido o nome de
Extraordinay Optical Trasmission (EOT)%.

A hipétese mais aceita para explicar a EOT é que hd um acoplamento da
radiacdo incidente aos elétrons livres do metal em modos SPs, que por sua vez sdo
tuneladas pelo buraco e re-irradiados na face anterior®’. A justificativa apresentada
por Ebbesen é que a teoria de Bethe é aplicavel idealmente a aberturas ausentes de
espessuras, diferente de buracos que possuem um caminho continuo relativamente
espesso, como em um filme fino. Desta maneira, 0 espectro de transmissao da luz

através de um Unico buraco tem relacdo direta com a espessura do filme®8,
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Figura 11. A) Esquema representativo do mecanismo de transmissao da luz
extraordinaria (EOT) de um orificio em um substrato metalico. B) Espectro de

transmissao representativo de um unico orificio em um substrato metalico.

No contexto de excitacao dos elétrons da banda de conducao do metal a formar
modos SPs em nanoburacos, h& necessidade de incrementar o momento ou numero
de onda da radiacao incidente. Logo, a formacao dos modos SPs no buraco assume
a condicéo ksp = ko + G, sendo G o incremento do nimero de onda necessario para
geracdo dos modos SPs em nanoburacos®. O incremento G pode ser alcancado
construindo uma matriz de buracos periodicamente ordenados. Ebbesen justifica que
devido a associacdo de buracos periodicamente ordenados, a radiacéo € espalhada
pelos buracos produzindo modos SPs incapazes de se propagarem como SPPs,
dessa maneira 0 campo eletromagnético € intensificado e o incremento G alcancado,
bem como na face anterior que reemite a radiagao®®.

Ao manipular a periodicidade da matriz de buracos, bem como o diametro e
geometria, foi observado que € possivel correlacionar a permissividade elétrica do
metal e do dielétrico, e estimar o comprimento de onda maximo de transmissao (Amax)
da EOT pela Equagéo 24, onde i e j sGo numeros inteiros dos coeficientes de difracao
relacionados a matriz de nanoburacos e P é a periodicidade®:1.

_ P Em &d o~
Amax = T oot ea Equacéao 24

O uso de plataformas plasmoénicas que utilizam matrizes ou arranjos de

nanoburacos eliminam a complexidade de alinhamento 6ptico exigido em sensores
SPR convencionais. A luz incidente nesse tipo de nanoestrutura € convertida
diretamente em plasmons de superficie sem a necessidade de um prisma. Enquanto

gue o monitoramento dos eventos quimicos/bioquimicos podem ser realizados com
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base na quantidade de radiacdo transmitida em um alinhamento colinear (© = 0) da
radiacdo incidente aos arranjos de nanoburacos!®t. A Figura 12 ilustra a formacéo dos

SPs nos arranjos de nanoburacos e como se propagam 0 campo elétrico no eixo z.

Eorr g E,|

Vidro
u

< Dielétrico

Au Dielé;rico
Figura 12. A) Esquema ilustrativo do fenbmeno de Plasmons de Superficie em

arranjos de nanoburacos. B) Representacéo da propagacdo do campo elétrico no eixo

Z.

9.2.3. Biosensores SPR baseados em arranjos de nanoburacos

Assim como para os biosensores de Otto e Kretschmann, os biosensores SPR
baseados arranjos de nanoburacos sdo fundamentados na variacdo do RI local a
interface metal/dielétrico. Yanik et al.1%? desenvolveram uma plataforma plasménica
(90 pm x 90 um) de nanoburacos circulares com raios de 220 nm e periodicidade de
600 nm para a deteccdo do virus da estomatite vesicular (VSV). A Figura 13C
apresenta o espectro de transmissao da EOT antes (azul) e depois (vermelho) da
incubacéo do substrato plasmoénico em VSV (10° PFU" mL™1) na auséncia do elemento
de bioreconhecimento para o VSV, ou seja, a ndo ligagdo do VSV ao substrato ndo
altera RI, e consequentemente ndo ha redshift. Com a imobilizacdo do 8G5-VSV
(elemento de reconhecimento do VSV) é possivel claramente notar o redshift da
banda de transmissdo antes (azul) e apés (vermelho) a exposicdo do VSV (10° PFU
mL* (Figura 13D)1%2,

" Unidade Formadora de Placa (PFU)
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Figura 13. A) Esquema representativo do biosensor SPR baseado em arranjo de
nanoburacos B) Etapa de captura do virus por parte do anticorpo. C) Espectro de
transmissdo da EOT na auséncia do anticorpo 8G5-VSV. D) Espectro de transmisséo
da EOT de deteccdo do VSV na presenca do anticorpo 8G5-VSV. Imagem extraida
na integra de Yanik, A. A., et al*%2,

Em nosso laboratério Monteiro et al.!® confeccionaram uma plataforma
plasmoénica contendo arranjos de nanoburacos com diametros de 200 nm e
periodicidade de 400 nm, alinhados colinearmente a um laser monocroméatico de
He/Ne com emissdao em 633 nm. Pelo método de aquisicdo de imagens, 0s
pesquisadores acompanharam a intensidade de EOT do microarranjo ao passo que a
superficie do transdutor foi submetida a uma modificagcdo bioquimica. Apos preparar
a superficie do substrato adequadamente, foi possivel detectar o HER 2 (Receptor
Epidermal Humano 2) com concentracdo de até 3,0 ng mL™* 193,

A utilizacdo do fenbmeno de SPR em arranjo de nanoburacos para o

desenvolvimento de biosensores tem ganhado importancia por se tratar de uma
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técnica bastante sensivel e com a capacidade de integrar outros sistemas
laboratoriaist01:194.105106 porém, grande parte dos trabalhos normalmente apresentam
a deteccdo de analitos e ndo a quantificacdo. A quantificacdo € uma dificuldade
comum pois haveria a necessidade de realizar inUmeros processos de monitoramento
sob a exposicéo de concentracdes variadas do analito para elaboracédo de uma curva
de calibracdo. No entanto, as ligac6es formadas sobre a superficie sdo, em sua
maioria, irreversiveis, o que torna impraticavel a reutilizacdo do mesmo arranjo de
nanoburacos para uma segunda andlise. Diante deste cenario, a op¢gdo mais viavel €
a criacdo de uma plataforma plasménica com mdultiplos arranjos de nanoburacos, onde
0S arranjos sejam expostos paralelamente a concentracdes diferentes de analitos,

sendo possivel entdo a correlacdo dos efeitos dos SPs e a quantificacdo do analito.

9.2.4. Biosensores SPR baseados em arranjos hexagonais

Outra vertente inovadora dos biosensores plasmoénicos, frente as plataformas
convencionais, esta associada a utilizacdo de nanoestruturas com geometrias nao
esféricas a fim de se obter uma resposta mais eficiente . As propriedades opticas dos
sensores baseados em nanoburacos podem ser otimizadas simplesmente alterando
algumas propriedades do substrato, como periodicidade, espessura do filme metalico,
dimenséo dos nanoburacos e também sua geometria. Estudos recentes mostram que
matrizes hexagonais podem produzir sensores plasmbnicos com elevada
sensibilidade, uma vez que apresentam elevada densidade de distribuicdo dos
nanoburacos'?®, A elevada densidade dos nanoburacos hexagonais reduz a
resisténcia de fluxo éptico tornando a deteccdo do analito mais precisa. Em seu
trabalho, Rakhshani et al.}?® apresentaram um modelo de sensor com nanoburacos
hexagonais alcangando sensibilidade de 3172 nm/UIR, podendo ser utilizado como
plataforma sensorial para detec¢do de grupos sanguineos com um limite minimo de
deteccdo de 1x10“ RIU. Outro detalhe importante a salientar é a organizacéo
hexagonal dos arranjos, que, segundo Eksioglu et al.'?” apresenta sensibilidade
semelhante ao modelo quadratico, porém suporta maiores valores de figura de mérito
(FOM) devido ao fendbmeno de EOT apresentar sinal com maior nitidez. Nesse
trabalho eles também destacaram que o0s arranjos hexagonais apresentaram um
maior deslocamento de ressonéancia espectral causado pela presenc¢a de um dielétrico
de 10 nm sobre a superficie de ouro, que pode ser ainda maior no caso de ambos 0s

arranjos possuirem a mesma periodicidade. Nesse aspecto é fundamental a
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elaboracdo de uma plataforma que garanta elevada eficiéncia no processo de
deteccdo com elevada confiabilidade dos resultados e com perspectiva de preparo de
um sensor comercial para deteccdo dos analitos de interesse em concentracfes muito

baixas.

9.3. BIOSENSORES NA DETECCAO DA PROTEINA B-AMILOIDE

Estudos envolvendo a deteccdo de Doenca de Alzheimer (DA) por meio de
biosensores plasménicos se tornaram mais presentes na literatura a partir do inicio do
século XXI. Alguns trabalhos reportam a avaliagdo de um biosensor SPR baseado na
configuracdo de Kretschmann para detec¢do da DAX"-12. No entanto, apesar da
elevada sensibilidade, os inconvenientes experimentais da configuracdo de
Kretschmann impulsionaram estudos para determinag&o biomolecular em dispositivos
mais simplificados tais como aqueles baseados em SPR localizado (LSPR) para
determinacgao da proteina B-amiloide!'®14 e da proteina 1115116,

Ainda que a literatura disponha de trabalhos avaliando o potencial dos
biosensores plasmonicos no diagndstico precoce da DA, estudos envolvendo a
morfologia, bem como os arranjos de nanoparticulas na construcdo desses
dispositivos, ainda n&o foram reportados.

Quantificacdes realizadas por Mehta e colaboradores!!’ via método ELISA
detectaram as proteinas B-amildide AR 1-40 e AB1-42 em concentrac¢des de 20 pg/mL
e 40 pg/mL, respectivamente!'®, Embora o método ELISA tenha sido capaz de
detectar a proteina em baixas concentracdes, opera-se com moléculas marcadas que
pode gerar falsas respostas e ainda as analises sdo onerosas e necessitam de
laboratérios especializados dificultando analises point-of-care!®.

Recentemente, Kim et al*?° avaliou a sensibilidade de um biosensor LSPR para
detecgao da proteina B-amildide utilizando nanoparticulas de ouro com geometrias
esférica e em bastdo. Como resultado, os autores quantificaram a proteina -amildide
na ordem de 10*®> mol/L. A sensibilidade do biosensor LSPR foi capaz de identificar
concentracdes similares a presentes no corpo humano. Entretanto, este método nédo
permite a integracdo de sistemas microfluidicos formando dispositivos lab-on-a-chip
diferentemente de plataformas plasmoénicas baseadas em arranjos de nanoburacos,

COmo proposto nesse projeto.
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Diante do exposto, 0 uso de arranjos de nanoburacos em filme de ouro, como
meio gerador de SPs, € um campo que pode ser explorado na deteccéo de proteinas
associadas ao Alzheimer, visto que apresenta vantagens com relacdo a outros
métodos que a literatura reporta e que ainda carece de trabalhos utilizando tal
plataforma como deteccao. Isso tudo acoplado a tecnologia microfluidica pode levar
ao desenvolvimento de produtos ou metodologias eficientes para o diagndstico de
doencas de forma precoce, facilitando o tratamento, diminuindo filas de espera,
diminuindo tempo de internamento, enfim, trazendo grandes beneficios a populagéo

em geral.
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10.

CRONOGRAMA DETALHADO (36 meses)

ID | Atividade Marco Fisico Inicio Fim | Responséavel | Atuantes
(més) | (més)
a. Design Confeccionar diferentes configuragdes para um dispositivo de diluicdo em 1 1 A A F, G H
série.
b. Modelagem | Identificar pelo modelo matematico os coeficientes de concentracdo dos 2 2 E E,F,GH
matematica dispositivos propostos.
c. Ensaios 1 Caracterizar experimentalmente a formacdo dos coeficientes de 3 3 A A F,GH
1 concentracao dos dispositivos propostos.
d. Modelagem | Caracterizar a formacgdo dos coeficientes de concentracdo dos 3 4 E E,F,GH
computacional | dispositivos propostos por simulagcdes computacionais.
e. Mistura Identificar efeitos no processo de diluicdo decorrentes das configuracdes 4 4 E A E F GH
das cAmaras de mistura.
f. Finalizacdo | Apresentar uma descricdo matematica de reprodutibilidade do dispositivo 5 6 E A E F GH
proposto.
2 Fabricacéo Fabricar filmes finos de ouro sobre placas de vidro através de técnicas de 7 8 C C,H
deposicdo de metais.
a. Perfuragem | Perfurar os filmes finos de ouro com diferentes formas e distribuicdes 8 11 D D,F,H
3 geométricas de arranjos.
b. Ensaios 2 Caracterizar as plataformas metalicas através de microscopias opticas. 11 12 D D
4 Sensibilidade | Caracterizar as plataformas metalicas quanto a sensibilidade frente a 13 15 A A F G
biomoléculas padréo como a BSA (albumina de soro bovino).
5 Acoplamento | Acoplar o dispositivo microfluidico gerador de gradiente de concentracdo 16 20 A AF,G
a plataforma plasménica para um bioensaio de deteccédo de BSA.
a. Imobilizacdo | Realizar a imobilizagao de bioreceptor da proteina B-amiléide (marcador 21 25 A AF G
6 da Doenca de Alzheimer) sobre arranjos de nanoburacos.
b. B -Amiléide | Executar a deteccao e quantificagdo das proteinas B-amiléide a partir de 26 30 A AF G
uma amostra com concentracdo desconhecida.
7 Validacao Validar ou certificar as leituras do biosensor através da comparag¢éo com 30 34 B B
resultados de andlises clinicas convencionais em mesma amostragem.
8 | Avaliacdo Final | Avaliar a aplicacdo do sistema para o estudo de biomoléculas utilizadas 35 36 A A B F,G
como marcadores de outras doencas neuro-degenerativas.

Equipe: (A) Emerson Girotto, B (Jagueline Rinaldi), (C) Alexandre Urbano, (D) Marcos R. Guilherme, (E) Marcos de Souza, (F)

Jean Halison, (G) Maiara Taniguchi, (H) Bento Cabral.
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“Alzheimer’s is the cleverest thief,
because she not only steals from you,
but she steals the very thing you need

to remember what’s been stolen.”

- Jarod Kintz .
alzheimerse:

68|Pagina



