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Resumo

Neste trabalho, estudamos os efeitos da acustofluidica em ensaios de imunoaglutinac¢ao por
meio da reacdo de aglutinacdo de particulas de latex revestidas com Gama-Globulina anti-
PCR. Utilizamos um chip de acustofluidica composto por microcanais e uma microcavidade
acustica, na qual as particulas sao levitadas e aglomeradas nas regides centrais devido a
forca de radiagdo. Realizamos teste de aglutinagdo no chip de acustofluidica utilizando o
kit denominado BIOLATEX PCR para caracterizacdo do chip. Inicialmente, investigamos
os padroes de aglutinagao formados em uma lamina por meio de microscopia éptica.
Em seguida, analisamos como esses padroes se comportavam dentro da microcavidade
acustica, investigando as reag¢oes entre antigenos e anticorpos e as condigdes necessarias
para essa reagao, além de avaliar o chip de acustofluidica em parametros de repetibilidade,
reprodutibilidade, limite de deteccao e sensibilidade. Demonstramos que os sistemas
acustofluidicos tém um grande potencial para analises clinicas, especialmente para a reagao
entre antigenos e anticorpos, aumentando a interagdo entre esses componentes. Observou-
se, por meio do teste de aglutinacao no chip, uma diminuigao significativa no tempo de
reacao e uma maior estabilidade dos aglutinados dentro da microcavidade. Apresentou
um limite de detecgao correspondente a 187,5 pg/ul, o que é aproximadamente 32 vezes
superior em relacao ao teste convencional. Isso possibilita uma maior sensibilidade do
teste. O chip de acustofluidica possui caracteristicas tinicas que permitem sua aplicagao
nas ciéncias da vida, na area de diagnosticos clinicos, oferecendo resultados com grande

potencial.

Palavras-chave: Aglutinacao; Chip de acustofluidica; Ensaios de Imunoaglutinagao e

Diagnéstico clinico




Abstract

In this work, we studied the effects of acoustofluidics on immunagglutination assays through
the particle agglutination reaction of latex particles coated with anti-PCR gamma globulin.
We used an acoustofluidic chip composed of microchannels and an acoustic microcavity, in
which the particles are levitated and clustered in the central regions due to radiation force.
We performed agglutination tests on the acoustofluidic chip using the BIOLATEX PCR
kit to characterize the chip. Initially, we investigated the agglutination patterns formed on
a slide by optical microscopy. Then, we analyzed how these patterns behaved within the
acoustic microcavity, investigating the reactions between antigens and antibodies and the
conditions necessary for this reaction, as well as evaluating the acoustofluidic chip in terms
of repeatability, reproducibility, detection limit, and sensitivity. We demonstrated that
acoustofluidic systems have great potential for clinical analyses, especially for the reaction
between antigens and antibodies, increasing the interaction between these components.
A significant decrease in reaction time and greater stability of agglutinates within the
microcavity were observed through the agglutination test on the chip. The detection limit
was found to be 187,5 pg/uL, which is approximately 32 times higher than that of the
conventional test, enabling greater sensitivity of the test. The acoustofluidic chip has
unique characteristics that allow its application in life sciences, particularly in the field of

clinical diagnostics, offering results with great potential.

Keywords: Agglutination; acustofluidics chip; Immunoagglutination Assays e Clinical

Diagnosis
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INTRODUCAO

A deteccao precisa de antigenos e anticorpos em amostras bioldgicas é de fundamental
importancia para o diagnéstico e tratamento de varias doengas, por exemplo, Covid-19,
HIV/AIDS, entre outras. Nos tltimos anos, chips de acustofluidicas tém emergido como
uma tecnologia promissora para a realizacao de ensaios de imunoaglutinacao, permitindo
a deteccao eficiente da ligacdo entre antigenos e anticorpos em amostras biologicas. A
acustofluidica é uma técnica que se baseia na utilizacdo de ondas acusticas de alta frequéncia
para criar padroes de fluxo em liquidos contendo particulas, permitindo a manipulacao de
particulas com base em suas propriedades fisicas (LENSHOF; LAURELL, 2010).

Esse método tem sido aplicado em diversas areas, incluindo a biotecnologia, através
da associacao com microcanais, manipulagao de células biologicas e na aplicagao de
imunoensaios assistidos por ultrassom. (GUO et al., 2015; HULTSTROM et al., 2007;
LAURELL et al., 2007; NETO et al., 2015; WIKLUND et al., 2014). Nesse contexto, a
realizacao de ensaios de imunoaglutinagdao em chips de acustofluidicas representa uma
importante contribuicao para o desenvolvimento de técnicas acustofluidicas de baixo
custo e alta sensibilidade. Nesta dissertacao, apresentamos um estudo sobre o uso de
chips acustofluidicos para a realizacdo de ensaios de imunoaglutinacao, discutindo seus

principios, aplicacoes e potenciais beneficios para o disgnéstico clinico.

14



1.1. IMUNOAGLUTINACAO 15

1.1 Imunoaglutinacao

A imunologia é uma ciéncia que estuda o sistema imunolégico, suas funcgoes e es-
pecificidades. Em 1796, Edward Jenner observou que o virus Cowpox (virus da variola
bovina) podia proteger contra a variola humana, realizando o processo de inoculagao e
denominando-o como vacinacao. Na década de 1890, Emil von Behring e Shibasaburo
Kitasato identificaram componentes que se ligam as toxinas, neutralizando suas atividades,
os quais foram nomeados como anticorpos (Ac). Devido aos estudos do imunologista
russo Elie Metchnikoff, percebeu-se que os anticorpos poderiam ser estimulados contra
outras substéncias, conhecidas como antigenos.(ABBAS et al., 2015; MURPHY, 2014;
SILVERSTEIN, 2009).

O sistema imunologico sempre despertou a curiosidade dos cientistas, tanto devido a
sua complexidade quanto a formagao de complexos resultantes das ligagoes entre anticor-
pos (Ac) e antigenos (Ag). Devido a formagao desses complexos, tornou necessario um
estudo aprofundado sobre a reagao existente e as condigoes ideais para que essas ligacoes
ocorram.(JANEWAY C. A., 2001)

A reacado entre antigenos e anticorpos comecou a ser estudada através do espalhamento
de luz na década de 1920, através da formagao de imunocomplexos (GOLDSBY et al., 2000;
ORTEGA-VINUESA; BASTOS-GONZALEZ, 2001). Inicialmente, a principal desvantagem
encontrada estava na visualizacao, ja que seria necessaria uma grande quantidade de
complexos imunolégicos para a detecgao dptica. Assim, foram estudadas novas técnicas para
o aprimoramento da detecgao e, consequentemente, o aumento da sensibilidade.(MURPHY;;
WEAVER, 2017)

Para aprimorar essa reagao, era necessario utilizar mecanismos que aumentassem a
visualizacao. Foi entdao que surgiu a ideia de conectar antigenos e anticorpos a particulas
apropriadas, de tal modo que quando ocorresse a ligacao, essa reacao pudesse ser detectada.
A particula geralmente utilizada é o polimero (latex), tecnologia que se tornou bastante
pesquisada nos ensaios baseados na reagao entre os componentes Ag e Ac.(HERMANSON,
2013)

Em 1956, Singer e Plotz desenvolveram uma nova tecnologia baseada na aglutinagdo em
latex a partir de particulas de polimero. Com base nessa técnica, o primeiro imunoensaio
para detecgao do fator reumatoide foi construido.(SINGER; PLOTZ, 1956). Esta tecnologia

¢ utilizada no imunodiagnostico e deu inicio a técnica de imunoaglutinacao na area de
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imunologia clinica, responsavel pelas analises laboratoriais conhecidas como ensaios de
imunoaglutinacao do latex (LIA) ou testes de aglutinagao do latex (LAT).(ROITT et al.,
2001)

Novas tecnologias e aplicagoes surgiram apoés a realizagao do primeiro imunoensaio de
aglutinacao. Assim, novas plataformas a base de particulas de latex foram desenvolvidas e
ampliadas. Essas plataformas apresentam um crescimento consideravel, visto que varias
técnicas analiticas estdo sendo empregadas para aprimorar a reacao entre Ag e Ac. Como
resultado, surgiram novos diagnésticos para infec¢des microbianas, doengas autoimunes,
deteccao de drogas e proteinas do soro, entre outras aplica(;()es.(MOLINA—BOLfVAR;
GALISTEO-GONZALEZ, 2005; WEEMEN; SCHUURS, 1971).

Tais ensaios tornaram-se objeto de estudos para varios pesquisadores, apresentando
novos métodos de deteccao para doengas. Vinuesa e Gonzalez relatam que somente na
ultima década, revistas de medicina e veterinaria contabilizaram mais de 400 publicagoes,
sendo o teste de imunoaglutinacao de latex usado como ferramenta de andlise e pesquisa.
Atualmente, aproximadamente 300 doengas podem ser detectadas através desta técnica.
(ORTEGA-VINUESA; BASTOS-GONZALEZ, 2001).

Com o aprimoramento dos testes de aglutinacao e a descoberta de novos materiais,
esta tecnologia possui atualmente diversas aplicagoes analiticas, desde laboratérios clinicos
de toxicologia e biologia molecular até o controle de produtos farmacéuticos e ambien-
tais.(ELLIS; SOBANSKI, 2000; GRIBNAU et al., 1986; SILVEIRA et al., 2005; TIJSSEN;
ADAM, 1991).

Diante das diversas aplicagoes, varios estudos foram desenvolvidos para quantificacao
da sensibilidade e especificidade desses testes, a fim de caracterizar suas vantagens e
desvantagens. Dentre as vantagens, destacam-se a deteccao visual, o baixo custo e a
acessibilidade. Entretanto, quanto as desvantagens, esses testes apresentam sensibilidade e
especificidade baixas, além da estabilidade da ligagdo Ag/Ac no suporte utilizado, entre
outros fatores. (VAZ et al., 2014).

Com o objetivo de corrigir as desvantagens apresentadas nos testes de aglutinacao em
latex, o ultrassom estd sendo utilizado como uma nova tecnologia para aprimorar essas
técnicas. Nos ultimos anos, o ultrassom tem se tornado uma ferramenta importante na
area de bioanalitica, principalmente para a rapida imunoaglutinacao e funcionalizacao

das particulas de latex.(WIKLUND; HERTZ, 2006).Além disso, o ultrassom apresenta
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potencial para melhorar o desempenho dos imunoensaios, ao induzir o contato entre as
particulas.(WIKLUND et al., 2014).

Estudos relatam que os testes padrao de aglutinagao em latex podem nao ser quanti-
tativos e podem ser dificeis de interpretar. Portanto, o uso do ultrassom pode ajudar a
solucionar os problemas associados a esses testes,induzindo forgas de interacao atrativas
entre estas particulas, aumentando a taxa de ligagdo entre Ac e Ag. além de contribuir
para os laboratérios clinicos com uma tecnologia inovadora.(ELLIS; SOBANSKI, 2000).

Com o surgimento de uma nova tecnologia, varios estudos estao sendo realizados para
fortalecer e aprimorar os testes de aglutinagao de particulas. Esses estudos se baseiam
em novos métodos de diagndstico para a aglutinacao de particulas(ELLIS; SOBANSKI,
2000),como a manipulacio de células por ultrassom (HULTSTROM et al., 2007) e o

aprimoramento de imunoensaios (WIKLUND et al., 2014), entre outros.

1.2 Acustofluidica

Desde o principio, conhecemos o som, suas caracteristicas e o presenciamos no cotidiano.
Quando falamos de ultrassom, a maioria das vezes pensamos em algo complexo, mas
utilizamos esse conceito em diversos momentos. Dentre eles, podemos citar os sensores
de estacionamento dos carros e até mesmo as ultrassonografias (CERQUEIRA, 2006).
Devido as suas caracteristicas, o ultrassom apresenta diversas aplica¢goes na engenharia,
medicina e em outras areas. A acustica é a ciéncia que estuda essas ondas sonoras, suas
caracteristicas e suas aplicagoes (PIERCE, 2019).

A microfluidica é uma ciéncia que estuda sistemas com dimensoes da ordem de micro-
metros (pm). Essa ciéncia permite a andlise de fluidos suspensos em microcanais e tem sido
amplamente estudada nas ultimas décadas por meio de sistemas de Lab-on-a-chip, cujo
objetivo é criar laboratérios na superficie de um micro-chip (LAURELL; LENSHOF, 2014).
A microfluidica é uma ciéncia presente no cotidiano e com diversas aplicagoes praticas,
como nos testes de gravidez disponiveis no comércio e nas impressoras de tinta a jato,
tornando-se uma ciéncia pratica e com aplicabilidade vidvel. (STONE et al., 2004)

Com base nos conceitos apresentados, surgiu a area de acustofluidica, que ¢é a jun-
¢ao da acustica em microcanais com dimensoes micrométricas. Essa técnica vem sendo

desenvolvida em diversos estudos devido a acdo de campos actsticos em microcanais,
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possibilitando a sedimentacao e o alinhamento celular.(COAKLEY et al., 1989), como
também a separacao de células e particulas (LAURELL et al., 2007). Além das aplicagoes
mencionadas anteriormente, a técnica de acustofluidica tem sido desenvolvida para ensaios
de imunoaglutinacao, e vem apresentando resultados promissores ao aumentar a colisao
entre particulas através dos campos acusticos. Essa tecnologia pode eliminar as limitagoes
existentes nos sistemas atuais e permitir a detecgdo mais sensivel e especifica (LI; HUANG,

2018).

1.3 Ensaios de Imunoaglutinacao Assistidos por ul-
trassom

As técnicas de ultrassom para imunoensaios comecaram a ser estudadas por volta
de 1993, quando foi desenvolvido um transdutor de anel e realizados diversos ensaios de
aglutinacao em laboratérios de diagnosticos. Verificou-se que as taxas de sucesso dos testes
tiveram um aumento significativo com a aplicacao do ultrassom, além de uma redugao
significativa no tempo de realizagao dos testes. No entanto, nao foram quantificadas as
sensibilidades dos testes de imunoaglutinagao assistidos por ultrassom.(GRUNDY et al.,
1993).

Em 1994, Grundy e colaboradores descreveram estudos voltados aos testes de aglutina-
¢ao em latex (LATS) utilizando um transdutor piezoelétrico tubular. Essa técnica aumenta
a sensibilidade desses testes para os antigenos soliiveis e particulados. Em comparacao
com os procedimentos padroes, eles verificaram que os niveis de deteccao para os testes de
Proteina C Reativa (PCR) e E. coli 0157 foram melhorados (GRUNDY et al., 1994).

Em 1995, Grundy e colaboradores realizaram estudos visando aumentar a sensibilidade
dos testes de aglutinagao de litex (LATS) para os antigenos de Candida e Aspergil-
lus utilizando um transdutor piezoelétrico. O objetivo era melhorar o diagnéstico para
candidiase sistémica e aspergilose invasiva. Os resultados desses testes utilizando o ultras-
som mostraram um aumento significativo na sensibilidade em comparacao com os testes
convencionais.

Diante das técnicas descritas sobre o aumento da sensibilidade dos testes de LATS,
em 1996 foi realizado um estudo acerca da andlise qualitativa e medigoes quantitativas do

tamanho do aglutinado, visto que o mesmo pode ter dependéncia com a concentragao do
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analito. As técnicas de andlise de imagem foram utilizadas para caracterizar os tamanhos
dos aglutinados e os resultados mostraram que ha uma relacao quase linear entre o tamanho
do aglutinado e a concentracao de PCR, ou seja, a medida que a concentragao de PCR
diminui, o tamanho do aglutinado também diminui.(THOMAS; COAKLEY, 1996).

Apés vérias pesquisas desenvolvidas utilizando o ultrassom para aprimorar os testes
convencionais, foi realizado um estudo de avaliagao clinica preliminar da doenca meningocé-
cica bacteriana utilizando o ultrassom. Neste estudo, observou-se um aumento consideravel
no diagnéstico da doenga em comparacao com os testes convencionais que utilizam kits de
aglutinacdo comerciais.(BARNES et al., 1998).

Em 2000, foi estudada a aplicacao do ultrassom nos testes de imunoaglutinagdo com
diversas microparticulas de diagndstico revestidas com anticorpos comerciais. Foi observado
que a aglutinagao do latex aprimorada por ultrassom proporciona uma alternativa rapida
e econdmica em relagdo aos diagnosticos moleculares.(ELLIS; SOBANSKI, 2000).Neste
mesmo ano, foi observado que a aglutinacao aprimorada por ultrassom também possibilita
um indicador de prognostico rapido, obtendo uma medigao sensivel do nivel de antigeno
sérico (SOBANSKI et al., 2000).

A utilizagao do ultrassom para o aprimoramento dos testes de imunoaglutinagao foi
verificada também na deteccao de antigenos polissacarideo capsular de Neisseria meningi-
tidis a partir do liquido cefalorraquidiano (LCR) e plasma. (PORRITT et al., 2003). Em
2013, Wiklund e colaboradores desenvolveram pesquisas relacionadas ao uso do ultrassom
para o aprimoramento de imunoensaios e sensores de células e particulas.Nesta pesquisa,
verificou-se que o IMMUNOSONIC, instrumento ultrassonico utilizado na pesquisa, nao é
adequado como um teste rapido autonomo para diagnoéstico da meningite meningocdcica e
nao agrega melhorias a cultura laboratorial. (WIKLUND et al., 2014)

Apoés as andlises, foi observado que os testes de aglutinagao em latex resultaram em um
método mais simples e direto para a aplicacao das técnicas de ultrassom. Nesses testes, o
ultrassom auxilia na melhoria da velocidade e da sensibilidade. Além disso, verificou-se que
sao necessarias investigagoes aprofundadas, combinadas com modelagem e posteriormente
comprovadas com resultados experimentais, para impulsionar o desenvolvimento da técnica
do ultrassom como ferramenta de diagnéstico de imunoensaios.(WIKLUND et al., 2014).

Bystryak e Ossina, estudaram um novo método de teste rapido para detectar anticorpos

do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) em soro ou plasma humano, utilizando um
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método de aglutinacdo de particulas de ultrassom (UPA). O método UPA utiliza um
ultrassom de duplo modo para acelerar o processo de aglutinacao de latex e, em seguida,
desintegrar os agregados nao especificamente ligados. A sensibilidade analitica do novo
método UPA foi encontrada para ser significativamente maior do que a de trés kits
comerciais de teste rapido de anticorpos do HIV. O método UPA tem o potencial de
ser utilizado para detectar uma variedade de marcadores clinicamente significativos em

configuragoes de atendimento ao paciente (BYSTRYAK; OSSINA, 2017).

1.4 Apresentacao Geral do Trabalho

Este trabalho propoe um estudo sobre a interagao entre imunoensaios e o ultrassom,
investigando as caracteristicas das reagdes entre componentes antigénicos e anticorpos sob
a acao da forca de radiacdo actstica. Além disso, apresenta um método tecnoldgico para o
aprimoramento dos testes de imunoaglutinagao, assim como uma anélise da formacao dos
imunocomplexos dentro de uma microcavidade acustica.

O trabalho esta composto da seguinte maneira: No capitulo 1, trataremos de uma revisao
histérica dos fendémenos de imunoaglutinagao, destacando suas principais caracteristicas.
Além disso, faremos uma descricdo da area de acustofluidica e seus principais conceitos, e
abordaremos os imunoensaios assistidos por ultrassom e suas principais contribuicoes.

No capitulo 2, serdo apresentadas as equagoes fundamentais que embasam o modelo de
microcavidade cilindrica. Serao abordadas as relagoes fundamentais da dinamica do fluido,
incluindo a propagacao de uma onda em um fluido ideal seguindo o modelo de Helmholtz,
bem como o modelo de microcavidade cilindrica empregado neste estudo.

No capitulo 3, abordaremos os ensaios de imunoaglutinagao na interacao de antigenos
e anticorpos por meio da reagao que promove aglutinagao. Neste capitulo, destacaremos
a importancia das particulas soltiveis nas reagoes entre antigenos e anticorpos, além dos
efeitos da acustofluidica nesses ensaios.

No capitulo 4, abordaremos como ocorrem os ensaios de imunoaglutinagao no dispositivo.
Apresentaremos toda a estrutura do dispositivo, o arranjo experimental utilizado e o teste de
aglutinacao escolhido para a realizagdo da pesquisa. Por fim, apresentaremos os resultados
obtidos, comparando-os com o teste convencional utilizado. No ultimo capitulo, o capitulo

5, apresentaremos as principais conclusoes do trabalho e as perspectivas de uso do chip de
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acustofluidica.




MICROCAVIDADE CILINDRICA

Neste capitulo, apresentamos as equacoes que fundamentam o modelo de microcavi-
dade cilindrica. Destacamos relagoes fundamentais da dinamica de fluidos, como a taxa
de variacdo das densidades de fluxo. Em seguida, realizamos um breve estudo sobre a
propagacao de uma onda em um fluido ideal seguindo o modelo de Helmholtz. Também
apresentamos o modelo de microcavidade cilindrica utilizado no chip de acustofluidica por
meio da acdo de campos acusticos, e abordamos a forga de radiagdo actstica que atua

neste sistema.

2.1 Dinamica dos Fluidos

Considere uma microcavidade cilindrica ideal, cujo volume ¢ fixo e as paredes sao
perfeitamente isoladas, de modo que nao ocorra trocas com o ambiente externo. Este
sistema, é caracterizado como adiabatico. A microcavidade estd preenchida com um fluido
de densidade e pressao constantes, esta acoplada em um chip de acustofluidica, cuja
secao transversal estd ilustrada conforme a figura 2.1(a), ja em 2.1(b) temos a ilustragao
da microcavidade cilindrica composta por paredes rigidas preenchida por fluido cujas

dimensoes correspondem a altura L e raio a.
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2.1. DINAMICA DOS FLUIDOS
Figura 2.1: Microcavidade cilindrica ideal: (a) Acoplada em uma chip de acustofluidica ilustrada
através da segdo transversal. (b) Microcavidade cilindrica com paredes rigidas de altura L e raio

(b)

a preenchida com fluido.

(a)
LAMINA

/

MICROCAVIDADE ACUSTICA

RESINA
Il Parcdes rigidas

Fonte: Autora, 2023.
O fluido (liquido ou gas) pode ser definido como uma substancia que, quando submetida

a uma tensao de cisalhamento, se deforma continuamente (NGUYEN et al., 2019), figura

2.2. Neste modelo, o fluido contém as mesmas quantidades fisicas macroscopicas possuindo

uma estrutura continua, ao invés de uma estrutura composta por moléculas (LANDAU et

al., 2021).
Figura 2.2: Fluido submetido a uma tensao de cisalhamento que se deforma continuamente
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Fonte: Autora, 2023.

2.1.1 Equacoes de Conservagao
As equagoes governantes que regem os sistemas microfluidicos sdo derivadas das

equagoes fundamentais da taxa de densidade de fluxo. Com intuito de definir as equagoes

de conservagao da massa e momento em um sistema cujo volume V{ seja fixo é conveniente

a aplicacao das leis fisicas.
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A conservagao da massa é uma ferramenta crucial em sistemas microfluidicos, pois é
aplicavel ao fluxo de fluidos em canais microfluidicos e pode ser utilizada para compreender
a dindmica dos fluidos nesses sistemas, como descrito em (BRUUS, 2007).

A equacao de conservacao da massa é escrita como:

Op+ V- (pv) =0. (2.1)

A conservacao do momento em sistemas microfluidicos é descrita utilizando as equa-
¢oes de Navier-Stokes. Essas equagdes governam o movimento dos fluidos e levam em
consideracgao as forcas viscosas e inerciais que agem sobre o fluido. A equacao é expressa
pela segunda equacgao de Navier-Stokes, que descreve como a velocidade do fluido muda
em resposta as forcas que atuam sobre ele. Essa equacao relaciona a taxa de variacao
do momento com as forcas que agem sobre o fluido, incluindo a pressao, a viscosidade e

quaisquer forgas externas que possam estar presentes e é definido por (BRUUS, 2007):

O1(pv) + Vp —nV2v — nV(V - v) — (Op)v + pv - Vo = 0. (2.2)

2.1.2 Equacao de Helmholtz

Nesta se¢ao, demonstraremos a equagao de Helmholtz, seguindo a referéncia de (BRUUS,
2007), para os campos actsticos de pressao, densidade e velocidade, cuja variagao temporal
harmonica possui frequéncia angular w = 27f. Esses fendmenos estao relacionados com a
forca de radiagdo acistica (priméria e secundéria), responsavel pela levitacao e aglomeragao
de particulas.

Neste caso, consideraremos um fluido homogéneo no qual a densidade ambiente é des-
crita por pg e a pressao ambiente por py, ambos constantes, seguindo os passos descritos em
(NETO et al., 2015). Utilizaremos a série de Taylor escrita em torno de py e expandiremos

a pressao em funcao da densidade,

b= 30— po B0 23

Pela equagao 2.3, observa-se que 0, corresponde as variacoes de pressao em fungao da
densidade do fluido, o que caracteriza o som, ja que essas variagoes representam as ondas

de pressao. Sendo assim, a velocidade do som é definida pela derivada parcial da pressao
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em relacao a densidade do fluido, representada pela equacao 2.4,

C(Q) = (app)p()' (2.4)

Para este sistema, utilizaremos o método de aproximacoes sucessivas. Com isso, a
analise se limita apenas aos fluidos que se movem numa velocidade baixa em comparagao

com a velocidade do som, o que é descrito através do nimero Mach (M) (BRUUS, 2007),

M=" <1 (2.5)
Co

De modo que, tanto a pressao quanto a velocidade sao expandidas em poténcias do

parametro (M), conforme descrito a seguir:

p—po=y M"p", (2.6)
n=1
p—po= M"p™, (2.7)
n=1
v=> M"v™. (2.8)
n=1

E importante ressaltar que para as pequenas perturbacoes actsticas serdo utilizadas
aproximacoes lineares tanto para os campos de pressao quanto para a densidade e a
velocidade, com n = 1.

Feito isso, vamos reescrever a expansao da pressao em funcao da densidade utilizando

a aproximagao linear e a expansao de Taylor, descrita na equacao 2.3,

p = . (2.9)

Inicialmente, vamos reescrever os termos correspondentes a pressio em funcao da

densidade, bem como as equagoes de conservagao de massa e momento,

p=p(p), (2.10)
Op ==V - (pv), (2.11)

pdyv = —Vp —p(v- V)v+ Vv + V(V - v). (2.12)
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Através da teoria de pertubacao, podemos definir os campos de densidade, pressao e
velocidade com pequena pertubacao e substituir as equagoes de conservacao de massa 2.11

e momento 2.12, de modo que,

dip) = =V - (ppo'"), (2.13)
podrv') = =gV pl) + vl 4 v (V- o). (2.14)

Além disso, vamos reescrever as equagoes 2.13 e 2.14 com o objetivo de uni-las em
termos da densidade. Para isso, utilizaremos manipulagoes matematicas, aplicando d; em
ambos os lados da equagao 2.13 e, em seguida, substituindo a equacao 2.14,

(1+8)n

02pW = 2 [1 + pgc%at] vZp (2.15)

Substituindo a equacao 2.9 na equacao 2.15, obtemos:

1
3PpM =3 [1 + (;C?”at] vip (2.16)

Feito isso, vamos reescrever os campos acusticos com uma dependéncia temporal

harmonica. Para facilitar os calculos, consideraremos a fase complexa e onde w é a
frequéncia angular.
Os campos acusticos agora, sao definidos como:
o (r,8) = p (r)e i, (2.17)
p(l)(r, t) = p(l)(r)e_i“’t, (2.18)
vW(r,t) = oW (r)e (2.19)

Resolvendo as derivadas e substituindo o campo de pressao descrito na equagao 2.18,

na equacao 2.16, temos:

. 1 -1 5
vep) = _ |y - LBl ey (2.20)
PoCo €0

Aqui, iremos definir o fator de amortecimento actstico A, de modo que, na agua, este
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fator, em termos de frequéncia em MHz , corresponde a A ~ 1072,

(1 + B)nw
2poc}

|1

neste caso, k é o numero de ondas complexo, onde ky = é"—o

A= (2.21)

Podemos ainda, reescrever este nimero de onda complexo em termos do fator de
amortecimento acustico, utilizando a expansao de Maclaurin, para o fator de amortecimento
pequeno,

k= ko(1+1)). (2.23)

Por fim, chegamos na equagao de Helmholtz para o nimero de onda complexo,

Vi = ), (2.24)

(V2 4+ E)pW(r) = 0. (2.25)

2.1.3 Solucao da Equacao de Helmholtz

Para solucionar a equagao acima, utilizaremos o método de separacao de variaveis,
descrito em (KINSLER et al., 2000). Neste caso, utilizaremos o sistema de coordenadas
cilindricas (r, 6, z). Consideraremos que a parede da microcavidade é rigida e possui simetria
axial, de modo que a equagao de Helmholtz torna-se:

0’P 10P 10°P 0O*P

e s I 122 © 2.2
o T rar Trroe Top TS0 (2.26)

Esta microcavidade possui raio a e altura L. Pelas condigoes de contorno da parede

oP OP OP
(az)Z; (az); (a?a)rjo' (227

Pelo método de separagao de variavel obtemos a solugao expressa como:

rigida, obtemos que :
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P(r,0,2) = R(r)O(0) Z(z)e*", (2.28)

onde R(r), ©(0) e (0)Z(z) representa fungoes arbitrarias radial, polar e azimutal. Substi-

tuindo a equagao 2.28 na equagao 2.26 e efetuando a divisao por R(r)O(#)Z(z), obtemos:

d*Z

- = —kZ 2.29
|22 z ( )
d*e 9
— = — 2.
0z m-O, (2.30)
d*R dR
2 2,2 2
r 2 +Tdr + (k;r* —m”)R =0, (2.31)

onde a equacao 2.31 é conhecida como equacao de Bessel.

Por outro lado, a varidavel k, possui a seguinte relacao:

k=K + k2. (2.32)
De modo que:

Z =cosk,z, (2.33)

© = cos(m#), (2.34)

R = J,(k,r). (2.35)

Assim, a solugao geral é escrita como:

P = pyJ,(k,r) cos(m@) cosk,z, (2.36)

onde, py corresponde a amplitude da onda.

Neste caso, m pode assumir valores inteiros, m = 0,1, 2, ---, pois © deve ter um valor
tnico, para ¢ constante, m = 0. Para componente z, temos que k.z = 7z. Além disso,
desprezamos o termo J,.(K,r) para r=a, pois J, ¢ a constante de Bessel, j& que este sistema
possui apenas simetria axial, esta constante relaciona sistema que contém simetria radial e
po é uma constante. Assim, a solugao geral para a microcavidade cilindrica apresentada

sera:
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P =py cos(Lz). (2.37)

2.2 Microcavidade Cilindrica no Chip de Acustoflui-
dica

Neste trabalho, usaremos uma microcavidade cilindrica similar a de (SANTOS et al.,
2021), denominada como camara actstica . Nesta cAmara, iremos assumir que o fluido
possui densidade pg, velocidade vy, compressibilidade adiabatica ) e pressao acustica p.

A camara foi adaptada dentro de um disco cilindrico fabricado por impressao 3D,
com um piezoceramico de titanato zirconato de chumbo (PZT-8) fixado no fundo e uma
laminula de vidro na parte superior, que funciona como refletor acustico. As paredes da
cavidade sao rigidas devido a resina utilizada, e ela possui simetria axial e isolamento
térmico. Na Figura 2.3, é possivel observar a estrutura da microcavidade acoplada ao disco
cilindrico. Essa estrutura foi desenvolvida pelo doutorando Giclénio C. Silva, orientado

pelo Prof. Dr. Glauber T. Silva.

Figura 2.3: Plano transversal do chip de acustofluidica com uma micrococavidade ilustrada pela
cor azul. Na parte superior uma lamina de vidro e na parte inferior um atuador piezoceramico

(PZT).

PZT

1 Vidro B Microcavidade

Fonte: Autora, 2023. Adaptado de (SANTOS et al., 2021).

2.2.1 Forca de Radiacao Actstica Primaria

Agora iremos calcular a forga de radiagdo acustica no interior desta microcavidade
cilindrica. Para isso, vamos considerar particulas esféricas imersas no fluido e que, através
da acgdo dos campos actisticos, sdo suspensas. A forca de radiacao actstica ja estda definida

na literatura em relagdo ao gradiente do potencial actistico U™, (BARMATZ; COLLAS,
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1985; BARMATZ: COLLAS, 2016; BRUUS, 2012; SANTOS et al., 2021; SETTNES:
BRUUS, 2012). Assim,

Frqa=—-VU™, (2.38)

O potencial actstico foi introduzido por Gor’kov (GOR’KOV, 1962). Para a microcavi-
dade cilindrica utilizada, vamos escrever este potencial em termos do raio da particula

esférica a, da densidade p e da compressibilidade adiabatica 5, (SILVA; BRUUS, 2014),

Ured = 4—7Ta3 <foﬁo|p|2—3f1po|'v|2> , (2.39)
3 2 4
Aqui, fo e fi correspondem aos coeficientes que representam os fatores de compressao
e contraste entre o fluido e o objeto. Além disso, consideramos que o raio da particula a é
muito menor que o comprimento de onda acustica, a < A (SANTOS et al., 2021).

Podemos ainda demonstrar o potencial para o sistema utilizado. Para isso, vamos

determinar |p|? e |v|?, aplicando as condigoes estabelecidas no sistema, logo,

;fo cos? (22) — ;fl sin? <7£z>} .

Apos determinar o potencial no interior da microcavidade, podemos entao demonstrar

pgma’

Urad _
- 2
PoCo

a forga de radiacdo primaria para a microcavidade estabelecida no sistema. Esta forga é

escrita como:

2,23
Frad: PoTma

6poci L

sin (2;2) (2fo + 3f1).

Observamos ainda que esta forca promove a levitacdo dos objetos no interior da

microcavidade, sendo que o plano de levitagao ocorre em:

L
=g (n6 de pressdo) = F™4 = (.

Na figura 2.4 ilustramos o plano transversal do chip de acustofluidica cuja microcavidade
cilindrica esta acoplada ao chip e preenchida por fluido composto por particulas. A forga
de radiagdo acustica primdria é propagada no interior da microcavidade fazendo com que
as particulas levitem ficando aprisionadas no né ou anti-né de pressao, cuja distancia

inter-particula é representada por d.
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Figura 2.4: Plano transversal do chip de acustofluidica com uma micrococavidade ilustrada
pela cor azul. A microcavidade contém fluido composto por particulas que sofrem a acao da forca
de radiacao acistica priméria ocorrendo assim a levitacao.

Levitacao de particulas

RESINA

Fonte: Autora, 2023.

2.2.2 Forca de Radiacao Acustica Secundaria

A forga de radiacao acustica secundaria (SANTOS et al., 2021) é responsavel pelo
mecanismo de aglutinacdo neste sistema. Essa forca define a interacao actustica entre as
particulas devido ao reespalhamento quando duas ou mais particulas estao proximas no
plano nodal (LOPES et al., 2015; SILVA; BRUUS, 2014). Trata-se de uma forca atrativa e
responsavel pelo mecanismo de aglutinagdo na microcavidade, esta interacao esta ilustrada

na figura 2.5.

Figura 2.5: Representagao da forga de radiagdo actstica secundaria através da interacao de
duas particula com distdncia d.

Fint _ Fint

o _©

d

Fonte: Autora, 2023.
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A forca de radiagdo acustica secundaria é escrita com relacao ao gradiente transversal

V. (SILVA; BRUUS, 2014),

F™ = v, U™, (2.40)

Ja o potencial é descrito em termos do raio da particula a, do coeficiente f; e da
parte real de uma determinada funcao complexa do produto escalar entre a velocidade do
fluido na microcavidade v e a velocidade da onda espalhada v. (SILVA; BRUUS, 2014;
SANTOS et al., 2021). Logo:

U™ = —7ma® fipoRe[v; - v.). (2.41)

Vamos considerar a velocidade 'vewasflrligw (PIERCE, 2019) e (SANTOS et al., 2021).
Como as variagoes transversais sao as unicas contribuicées dos determinados campos
acusticos e estas sao da ordem do raio da microcavidade. Assim, a forca de radiacao

acustica secundéeria é definida por (SANTOS et al., 2021):

F™ = |V U™, g, (2.42)
F™ ~ma® f2po|v|*/d?, (2.43)

sendo d é a distancia inter-particula.
Para microcavidade utilizada neste sistema, a forga de radiacao actuistica secundéria no

plano de levitagdo em z = L/2 é descrita pela equagao 2.44.

2.6
int pyma’ fi
" = — 2pocid . (2.44)

Esta forga estd ilustrada na figura . Observa-se que apés a acao da forca de radiagao
priméria que promove a levitacdo das particulas, a onda é espalhada gerando uma forca
de radiacao secundéria, sendo uma forca atrativa, considerada forte, gerando aglomeracao
das particulas no plano de levitacao, de modo que, a distancia enter- particula seja cada

vezZ menor.
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Figura 2.6: Plano transversal do chip de acustofluidica com uma micrococavidade ilustrada
pela cor azul. A microcavidade contém fluido composto por particulas que sofrem a acao da forca
de radiacao acustica secundaria ocorrendo assim a aglomeracao.

Aglomeracao de particulas

RESINA

Fonte: Autora, 2023.

Na figura 2.7 observa-se a ac¢do das forgas de radia¢do (primdria e secundéria) no
interior da microcavidade. Em 2.7(a), ndo existem ac¢ao de nenhuma forga de radiagio, de
modo que as particulas ficam sedimentadas no fundo da microcavidade. J& em 2.7(b), a
forca de radiacao acustica primaria age sobre as particulas, ocorrendo assim a levitagao e
devido ao reespalhamento da onda em funcao da interacao entre as particulas, a forca de
radiagao acistica secundaria promove a aglomeracao no plano de levitagao aprisionando-as

na microcavidade.
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Figura 2.7: Plano transversal da microcavidade cilindrica (a) Particulas sedimentadas sem agao
dos campos actsticos. (b) Particulas aprisionadas pela interagdo dos campos actsticos, levitagao
por forga priméria e aglomeracéo por forga secundaria.

Sedimentacao de particulas

RESINA

Aglomeracao de particulas

Fonte: Autora, 2023.

No préximo capitulo, abordaremos a reagao que ocorre nos ensaios de imunoaglutinacao
por meio das ligacdes nao covalentes entre antigenos e anticorpos no chip de acustofluidica,
enfatizando a influéncia da forga de radiacao actustica na microcavidade cilindrica nesses

componentes.




IMUNOAGLUTINACAO E ACUSTOFLUIDICA

Ensaios de imunoaglutinagao sao baseados na interacao molecular entre antigenos e
anticorpos (Ag-Ac). A reagao promovida pela interagao é denominada aglutinagdo, que
ocorre através da formacao de agregados visiveis de componentes antigénicos e particulas
insoluiveis compostas por anticorpos.

A seguir, abordaremos as caracteristicas dos anticorpos e antigenos e a reacao que
ocorre entre ambos. Também trataremos dos ensaios de imunoaglutinagao, destacando a
utilizacao de particulas insoltiveis. Por fim, discutiremos os efeitos da acustofluidica nesses

ensaios.

3.1 Interagdo Antigeno-Anticorpo (Ag—Ac)

Para estudar a interacao entre antigeno e anticorpo, é necessario definir as caracteristicas
dos componentes dessa interagao. Esses componentes estao relacionados com a resposta
imunolégica do corpo humano.

Denominamos antigenos (Ag) toda estrutura celular, substancia solivel ou particulada
que pode ser especificamente ligada por um anticorpo (MOLINARO, 2009). Os antigenos
possuem caracteristicas de ligagao através do componente antigénico, induzindo a criagao
de anticorpos e ativando ou nao o sistema imune (VAZ et al., 2014). Sao representados
por virus, parasitas, fungos e bactérias (RODRIGUES, 2012). A figura 3.1 apresenta uma,

representacao ilustrativa de um antigeno.

35
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Figura 3.1: Representacao ilustrativa de componentes antigénicos.

Os anticorpos, por sua vez, tém a representacao de uma molécula em formato de Y e sdo produzidos

Fonte: Autora, 2023.

como resposta imune aos antigenos (VAZ et al., 2014). Dentre os cinco principais tipos de anticorpos,
destacam-se as imunoglobulinas G (IgG) (ABBAS et al., 2015).

Os anticorpos do tipo IgG possuem uma estrutura composta por duas regides, sendo a primeira
considerada variavel e a segunda constante. Além disso, possuem bragos idénticos que constituem as
regioes de ligagdo com os componentes antigénicos, chamados de A e B, e uma base C (MOLINARO, 2009).
A molécula é composta por dois eixos de simetria, chamados na literatura de cadeias leves e pesadas, que
contribuem para a especificidade de ligacao entre antigenos e anticorpos. Essas cadeias sao interligadas por

uma regido chamada de dobradiga (D) (MURPHY, 2014). A Figura 3.2 ilustra a estrutura do anticorpo

do tipo IgG.

Figura 3.2: Estrutura do anticorpo do tipo imunoglobulina (IgG).

I Cadeia Leve
Il Cadeia Pesada

Regiao Constante

Fonte: Autora, 2023.

As cadeias leves e pesadas, denominadas por A e B, respectivamente, sdo regides de ligacdo com
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antigenos. A regiao D possibilita a rotagao de uma parte da estrutura em relagdo a outra, sendo uma
regiao flexivel. A estrutura do anticorpo é propicia para interacdo com componentes antigénicos, desde
que este favorega a complementaridade com o anticorpo.(MURPHY, 2014; ABBAS et al., 2014)

Sendo assim, as interagbes entre os antigenos e anticorpos sao consideradas multivalentes, ou seja, os
componentes antigénicos tém a capacidade de se ligarem com anticorpos, gerando uma reac¢ao no sistema
imune e a formagdo de imunocomplexos (ABBAS ABUL K E LICHTMAN, 2019). Esses imunocomplexos
nao sao visiveis e sua interagdo é considerada reversivel e ndo covalente, ou seja, uma reacao fraca
(RODRIGUES, 2012).

Considerando uma reacédo reversivel, podemos escrever a interacio Ac- Ag através de uma constante
intrinseca de associagdo k4. Para isto iremos seguir o modelo descrito em (VAZ et al., 2014; WIKLUND,
2004).

A ligacdo Ac-Ag é definida como:

[Ac] + [Ac] < kalAc][Ac], (3.1)

sendo, [Ag] e [Ac] concentragdes de antigenos e anticorpos livres, respectivamente, e k4 constante
intrinseca de associagao.

No modelo citado, a constante intrinseca de associacio (ka) é utilizada para descrever a afinidade de
ligagdo entre o anticorpo (Ac) e o antigeno (Ag), ou seja, ¢ uma medida da forga com que o anticorpo
se liga ao antigeno. Quanto maior o valor de k4, maior é a afinidade de ligacdo e, portanto, menor é
a concentracao necessaria de anticorpo para se ligar a uma determinada quantidade de antigeno. Essa
constante é fundamental para entender e quantificar as interagoes entre anticorpos e antigenos, o que é
essencial em diversas aplicagoes na drea da imunologia e diagnoéstico (KLOTZ, 1997).

ka € representada por:
[Ac — Ac]

Fa = [Ac] + [Ac]’

(3.2)

aqui, [Ag — A¢] representa a concentragdo de imunocomplexos formado.

Nota-se que a concentracdo de antigenos aumenta na mesma propor¢ao que a concentracao de
anticorpos diminui e que k4 é diretamente proporcional & concentragdo de imunocomplexos formados, de
modo que quanto maior for essa constante, maior serd a concentragao de complexos formados.

Nessa interagao, também iremos considerar a constante intrinseca de dissociagdo kp, definida como:

[A¢][Ac]

kp = T — A" (3.3)

A constante intrinseca de dissociacao, kp, € o valor numérico da concentracdo de antigeno que faz
com que metade dos sitios de ligagdo dos anticorpos estejam ocupados. Em outras palavras, representa a
medida da afinidade entre um anticorpo e um antigeno. Quanto menor o valor de kp, maior a afinidade
do anticorpo pelo antigeno. A equacdo 3.3 relaciona a constante de dissociagdo com as concentragdes de

antigeno, anticorpo e imunocomplexo formado. Quanto menor o valor de kp, maior a estabilidade do

complexo formado entre o anticorpo e o antigeno (BERG, 2021; NELSON; COX, 2022; SHEEHAN, 2013).
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Onde:
1

[Ac] — m (3.4)

Quando a concentracdo de antigenos livres for igual a constante intrinseca de dissociagdo, metade dos

antigenos estarao ligados aos anticorpos. Esse evento esta relacionado ao grau de afinidade na ligagao
Ag-Ac.

Considerando a interagdo Ag-Ac, podemos analisar trés situacgoes pertinentes relacionadas a reagéo de

ligacao e formacao de imunocomplexos (VAZ et al., 2014). A primeira situagdo é conhecida como zona de

equivaléncia e estd relacionada a uma rede estéavel formada pela ligacdo de antigenos e anticorpos. Esta

rede esta ilustrada na figura 3.3. Nela, observa-se que todos os antigenos estao ligados aos anticorpos,

formando imunocomplexos (JANEWAY C. A., 2001).

Figura 3.3: Imunocomplexos de ligacdo Ag- Ac, denominado por zona de Equivaléncia.

NN
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Fonte: Autora, 2023.
Agora, vamos considerar uma regido em que o antigeno esteja em excesso. Nessa situagio, os anticorpos
estardo livres para se conectarem aos antigenos, e a formacao de imunocomplexos estard comprometida,

sendo possivel apenas a ligagdo de um anticorpo com dois componentes antigénicos, conforme ilustrado na

figura 3.4.
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Figura 3.4: Regido com excesso de antigenos,comprometendo a formagao de imunocomplexos.
I =
Fonte: Autora, 2023.
A 1ltima situacao que deve ser considerada é quando a quantidade de anticorpos for maior do que a

de antigenos. Nessa situacao, haverd uma diminui¢do na formagao de imunocomplexos, e os antigenos

estardo ligados aos anticorpos, mas ainda havera anticorpos livres, como ilustrado na figura 3.5.

Figura 3.5: Regidao com excesso de anticorpos, auséncia da formacao de imunocomplexos.

Fonte: Autora, 2023.

A reacdo estabelecida entre Ag-Ac estd relacionada a alguns fatores determinantes, dentre eles

destacamos o pH, temperatura e tipo de solvente, todos podem interferir nesta interacdo, de maneira que
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devem ser mantidos constantes. A seguir, daremos continuidade ao estudo desta reagdo, porém agora

consideraremos particulas que auxiliam na interagdo Ag-Ac, tornando a reagao visivel(PUNT, 2018).

3.2 Ensaios de Imunoaglutinacao

Os ensaios de imunoaglutinagdo sdo caracterizados pela presenca da reacdo Ac-Ag por intermédio de
particulas insolaveis (VAZ et al., 2014; HERMANSON, 2013). Nessa técnica, anticorpos ou antigenos sao
aderidos & superficie da microparticula, possibilitando melhores resultados em relagao a leitura visual.
Para este trabalho, consideraremos que os anticorpos sao artificialmente absorvidos pelas microparticulas,

aderindo a sua superficie, como ilustrado na figura 3.6.

Figura 3.6: Microparticula composta por anticorpos aderidos a sua superficie.

Fonte: Autora, 2023.

Nestes ensaios, as microparticulas sdo de extrema importancia e sao utilizadas desde a década de
1950 com a criagdo do teste de aglutinagdo (SINGER; PLOTZ, 1956). As microparticulas de létex e/ou
poliestireno sdo as mais usadas para este ensaio, isso ocorre devido as caracteristicas relacionadas a
uniformidade, densidade, propriedades hidrofébicas, pH, entre outras(WIKLUND, 2004).

Diante das caracteristicas citadas, os ensaios de imunoaglutinacao procedem através das técnicas de
aglutinacao, que sao estabelecidas pela formagao de imunocomplexos formados pela ligagao entre particula,
anticorpo e antigeno. Esse é o principio dos testes de aglutinaciao (VAZ et al., 2014).

O formato deste teste é caracterizado pela formagao de aglomerados, sendo possivel visualiza-los a olho
nu devido a utilizagdo de microparticulas. Estas aumentam a relagdo superficie-volume, o que possibilita
maior concentracdo do componente e consequentemente melhora a visualizacio (WIKLUND, 2004).Na
figura 3.7, é possivel observar as trés etapas que caracterizam a técnica de aglutinagio: (a) anticorpos
conjugados & superficie da microparticula e antigenos; (b) antigenos ligados a anticorpos na superficie da

microparticula; (c) complexos (Ac-Ag) mediados microparticulas,formando aglomerados visiveis.
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Figura 3.7: Representacao ilustrativa do processo de aglutinacao.

®

Fonte: Autora, 2023.

Nos testes de imunoaglutinacao, é necessario avaliar alguns fatores que influenciam a formacao dos
complexos, como a temperatura, o tempo, a quantidade de anticorpos presentes nas microparticulas,
sua natureza e a presenca de macromoléculas que interferem nos eventos de ligacio (VAZ et al., 2014).
Portanto, essa técnica é considerada de baixo custo, possui execucao facil e é acessivel para o diagnostico
laboratorial. Porém, sua sensibilidade é baixa.

Nesses testes, as aglutina¢oes podem ocorrer de duas formas: aglutinacio especifica (Ag) e aglutinacao
nao especifica (Ayg). A aglutinacdo especifica ocorre quando os anticorpos especificos se ligam aos
antigenos correspondentes, o que é uma reacao esperada no processo de aglutinacdo. Ja a aglutinacado nao
especifica é caracterizada pela ligagao indesejada, ou seja, ocorrem eventos de ligagdo do tipo particula-
particula, devido as propriedades hidrofébicas das particulas em solugdes aquosas, e como consequéncia, a
sensibilidade dos testes diminui. Na figura 3.8, ilustramos (a) aglutinacao especifica e (b) aglutinacdo néo

especifica.
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Figura 3.8: Representacao ilustrativa de aglutinagdo (a) Aglutinacao especifica. (b) Aglutinagao
nao especifica.

Fonte: Autora, 2023.

Na secdo anterior, discutimos a reagdo Ac-Ag. Aqui, vamos abordar as reac¢oes de ligagdo entre
anticorpos na superficie das particulas (L;) conectados com antigenos que também estdo ligados a
anticorpos de outra particula (L;). Este modelo corresponde & fase inicial da imunoaglutinacéo e é descrito
por (WIKLUND, 2004).

Vamos considerar um caso discreto em que a particula L; esta conjugada ao anticorpo e se liga ao
antigeno. Por outro lado, a particula L; possui anticorpos em sua superficie, de modo que L; e L; sdo
conectadas através da ligagdo Ag (L;)-Ac (L;). Esse processo é considerado irreversivel e é ilustrado na

figura 3.9.

Figura 3.9: Representagao ilustrativa do estagio inicial de imunoaglutinagdo. Microparticulas
conjugadas com anticorpos interagindo através da ligacdo Ac-Ag.

Fonte: Autora, 2023.

O estagio inicial de imuoaglutinacio é escrito através da ligagdo entre as particulas (L;) e (L;), sendo,
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i e j o nimero de interagbes Ac-Ag em cada particula. Assim, esta reagdo é definida como:

Li+L;j =" L. (3.5)

A imunoaglutinacao de particulas, no caso discreto, pode ser representado pelo ensaio de dupletos,
figura 3.10(b), relacionando pares de particulas e baixas concentragoes de antigenos, com isso, este formato
possibilita alta sensibilidade. O processo de imunoaglutinacdo inicia através da particula simples no
formato singleto, figura 3.10(a), interagindo com outra particula, ensaio duplo do tipo dupleto, figura
3.10(b) e assim consequentemente, gerando ensaios do tipo tripleto, figura 3.10(c) (WIKLUND, 2004).
Estes ensaios tem um grande potencial uma vez que possibilita o estudo de pequenas concentragdes do

analito, ou seja, o alvo (antigeno ou anticorpo) num ensaio de imunoaglutinagao.

Figura 3.10: Representagao ilustrativa do estdgio inicial de imunoaglutinagéo com baixa
concentragao de antigenos. Ensaios do tipo (a) singleto, (b) dupleto e (c) tripleto.

%W%&i&

&

Fonte: Autora, 2023.

Nesse contexto, assumiremos que a ligacdo entre Ac-Ag, discutida na secdo anterior através da equacio
3.1, é mais forte do que a ligagdo entre particula-particula (L; — L;) e que estd em equilibrio. Dessa forma,

a quantidade de complexos Ac-Ag na superficie da particula pode ser representada por:

(3.6)

onde, Ag, corresponde a quantidade de antigeno livre, N4, a quantidade de anticorpos livres na superficie
da particula e kp a constante de dissociacdo. Quanto menor for a constante de dissociagdo, maior serd
a afinidade entre Ac e Ag, o que leva a uma maior quantidade de complexos formados para uma dada
concentracio de Ac e Ag.

Ainda é possivel definir a quantidade maxima de complexos Ac - Ag na superficie da particula (1)
através da concentragao inicial de anticorpos na superficie da particula conectados ao antigeno (no,,_,,)

e a capacidade maxima de ligacdo das particulas (Nymaz),

I() = noAcngj\fmaz7 (37)

sendo, Ny,q. definido como:
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Nmar = NAC + NAC—Ag~ (38)

Para processos considerados irreversiveis, como a ligagdo entre particula- particula, ilustrada na figura
3.8 - (b), o modelo é descrito através da cinética de coagulagao de Smoluchowski, equagao 3.9 (COSTA,
2009; SMOLUCHOWSKI, 1918),
dn; i—1

o 1 _
i Z k(ij)nin; + 3 Z k(i—j)nni ;. (3.9)

j=1 j=1

Para o caso representado na figura 3.10, o estdgio inicial de imunoaglutinacao do tipo singleto, dupleto

e tripleto, a equagao 3.9 é descrita como:

d
% = —k(1,1)n2 — k(1,2)n1ns — k(1,3)n1ns, (3.10)
dn1 1 2 9
o = 5/{(1, 1)ny — k(1,2)n1ns — k(2,2)n3 — k(2, 3)nans, (3.11)
d
% = k(1,2)mins — k(1, 3)nins — k(2,3)nd — k(3,3)n, (3.12)

onde n; é a concentracao de aglomerados contendo i particulas, neste caso, i = 1 para o tipo singleto, i = 2
para dupleto e i = 3 para tripleto.

A equacdo que descreve a probabilidade de colisdes de particulas (L;) e (L;) por unidade de tempo e
unidade de concentracdo é representada por k;;. No caso das aglutinagoes especificas o modelo ¢ escrito

através da constante k(i.j) (SUROVTSEV et al., 2003),

. 1
k(ij) = (ijch(i.j)/é’ + 1) kp(1,1), (3.13)

onde, kp(1,1) corresponde a uma constante de taxa por difusdo(para pequenos aglomerados),

8kpT

3 (3.14)

k(p) =

Através da constante k(i.j), podemos observar que a formagéo de aglomerados depende da temperatura
e da viscosidade do meio. Em um sistema de pequenas particulas que é afetado por variagoes de temperatura,
a constante de velocidade k(i.j) aumenta devido as colisdes entre as particulas. Por outro lado, quando
analisamos a viscosidade do meio, observa-se que a constante de velocidade tende a ser menor em meios
mais viscosos, demonstrando que k(i.j) é inversamente proporcional & viscosidade.

A probabilidade aglutinagio em cada colisdo de particula é representada por 8 (SUROVTSEV et al.,
2003), como:

b3

B = (NACNAC—Ag)@- (315)

Considerando que b é o raio do sitio de ligagao e R é o raio da particula, observa-se que a probabilidade

de aglutinacdo especifica depende dos sitios de ligacdo formados pela interacido entre Ac e Ag. Caso
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a superficie da particula seja grande, essa probabilidade diminui. Por outro lado, se a quantidade de
particulas com anticorpos livres e a concentracao inicial de anticorpos na superficie da particula conectados
ao antigeno for maxima, a probabilidade de aglutinacdo também serd méaxima.

Agora, considerando que a aglutinacdo nao especifica é independente da quantidade de complexos
Ac-Ag formados na superficie das particulas, k(i.j) em cada colisdo de particulas relaciona as aglutinagdes

especificas e nao especificas (WIKLUND, 2004),

o 1
k(L) = <a e GB T 1) fo(l, 1), (8.16)

sendo « a probabilidade nao especifica, esta equagdo fornece informagoes sobre a sensibilidade de um
ensaio de imunoaglutinacao. Por sua vez, o limite de deteccao pode ser estabelecido quando « e 8 forem
iguais (WIKLUND, 2004). Na préxima secdo, abordaremos os efeitos da acustofluidica em ensaios de
imunoaglutinacao, destacando os conceitos relacionados a microfluidica e como esta nova tecnologia

contribui para esses ensaios.

3.3 Efeitos da acustofluidica em ensaios de imunoa-

glutinacao

Os efeitos da acustofluidica em ensaios de imunoaglutinacao estao relacionados com conceitos esta-
belecidos na acustica e na microfluidica. Nesta se¢do, iremos analisar como esses micro-sistemas podem
contribuir para os ensaios de imunoaglutinacao e quais sdo os efeitos nas ligagoes entre particulas, anticorpos

e antigenos.

3.3.1 Microfluidica

A microfluidica é uma area que estuda o comportamento de fluidos em pequena escala. A utilizacao de
leis de escala em dimensdes reduzidas possibilita novos efeitos e pode proporcionar um melhor desempenho.
(NGUYEN et al., 2019).

Quando adentramos em sistemas microfluidicos, devemos caracteriza-los através das dimensoes em
variaveis conhecidas. Aqui, vamos caracterizar esses sistemas através do comprimento e do volume.
Esses sistemas possuem canais que variam de dezenas a centenas de micrémetros, e com isso, as forgas
predominantes sdo as de superficie e volume. As forcas de superficie sao proporcionais & area, enquanto
as forgas de volume sdo proporcionais ao volume. Em microsistemas, as forgas de superficie tendem a
se sobrepor as forgas de volume (BERTHIER; SILBERZAN, 2010). Os efeitos de superficie ligados a
essa forga estdo relacionados a viscosidade e as forcas eletrostaticas, sendo condi¢bes importantes ao
considerarmos escalas de canais cada vez menores (KARNIADAKIS et al., 2006).

Sistemas microfluidicos possuem caracteristicas importantes quando relacionados a aplicagoes analiticas.
Dentre estas, podemos citar a quantidade reduzida de reagente/amostras, tempo de reagio mais rdpido,

devido a um processo conhecido como difusdo, e a relagao superficie-volume (GIJS, 2004).
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Ao analisarmos os ensaios de imunoaglutinacio em regioes da ordem de dezenas de micrometros,
devemos considerar algumas condigoes pertinentes. Para iniciar esta andlise, consideramos um microcanal,
onde serd injetado um fluido que contém microparticulas. Este fluido possui um fluxo laminar com o
minimo de agita¢oes possiveis, conhecido na literatura como escoamento de Poiseuille. Neste escoamento,
o fluxo é conduzido através do microcanal rigido, fazendo com que haja uma diferenca de pressdo entre as
extremidades do canal, conforme ilustrado na figura 3.11 (BRUUS, 2007).

Além disso, o fluido se desloca através do fendmeno de capilaridade, que é uma das caracteristicas
da microfluidica. Nesse dominio, os efeitos de superficie sdo mais importantes devido a grande relagao
entre superficie e volume na escala micrométrica, resultante da tensao superficial e das forcas de superficie

presentes nesse sistema (BRUUS, 2007).

Figura 3.11: Representacao ilustrativa de um microcanal preenchido por um fluido que transporta
microparticulas cujo fluxo é laminar.
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Fonte: Autora, 2023.

Neste microcanal, ocorre uma interagao entre as microparticulas devido a algumas condigoes. Primeiro,
o fluido transporta as microparticulas com uma velocidade v. Neste transporte, as microparticulas estao
suspensas e possuem um movimento aleatério, conhecido como movimento Browniano. Além disso, este
movimento promove colisoes, ja que o deslocamento das microparticulas é de forma cadtica, o que por sua
vez altera a sua velocidade (SALINAS, 2005; SILVA et al., 2022). Na figura 3.12, ilustramos o movimento
das microparticulas no microcanal.

Quando as microparticulas sdo transportadas pelo fluido, ocorre também o efeito conhecido como
difusdo. O efeito difusivo surge quando particulas submersas ao fluido promovem um movimento aleatério
sobre as regides de baixa para altas concentragoes. Este efeito é induzido pela temperatura, que é gerado

através do movimento Browniano (BRUUS, 2007).
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Figura 3.12: Representacao ilustrativa de um microcanal preenchido por um fluido com
microparticulas que possuem movimento Browiano.
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Fonte: Autora, 2023.

Agora, ao analisarmos este sistema para ensaios de imunoaglutinacao, onde o fluido é composto
por um reagente contendo microparticulas conjugadas com anticorpos e amostras contendo antigenos, a
probabilidade de ocorrer ligagdes que promovem a aglutinacdo aumenta. Uma vez que essas interacoes
aumentam, as microparticulas colidem umas com as outras e também com os antigenos, formando assim
agregados conhecidos como aglutinagao especifica e nao especifica, discutidos neste capitulo. A formacao

desses agregados é observada na figura 3.13 (CERQUEIRA, 2015).

Figura 3.13: Representagdo ilustrativa de um microcanal preenchido por um fluido com solugao
reagente composta por microparticulas conjugadas com anticorpos e componentes antigénicos
que possuem movimento Browiano gerando contato entre anticorpos e antigenos proporcionando
a formacao de complexos.
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Fonte: Autora, 2023.

Nesses sistemas, observa-se que parametros como a temperatura provocam um aumento nas vibragoes
das microparticulas. Essa vibracao esta relacionada a viscosidade do fluido, de modo que em fluidos mais
viscosos as microparticulas vibram lentamente, reduzindo as colisoes.

Os sistemas microfluidicos sdo tteis nos ensaios de imunoaglutinaciao, pois auxiliam na ligacao
anticorpo-antigeno, potencializando essa reac¢do. Além disso, a quantidade de reagentes e amostras ¢é

reduzida e os tempos de reacao sdo mais rapidos (GIJS, 2004).

3.3.2 Acustofluidica

A acustofluidica é uma drea que aborda conceitos relacionados & actstica em sistemas microfluidicos.

Essa drea possibilita a manipulagdo de particulas transportadas por fluidos em microescala (FRIEND;
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YEO, 2011). Nos sistemas acustofluidicos, campos actsticos denominados for¢a de radiagdao sao gerados
por meio de ondas ultrassénicas (WIKLUND, 2004) e (SANTOS et al., 2021). Fendémenos de armadilha
ou captura de particulas, levitacdo e separacao tornaram-se grandes aplicagoes da actistica devido a
forca de radiacao gerada pelas ondas estaciondrias. Diversas aplicagoes surgiram utilizando sistemas
acustofluidicos, e dentre essas aplicagdes podemos citar o aprisionamento de particulas devido & presenca
de forgas acusticas (WIKLUND et al., 2012).

Consideramos um sistema acustofluidico descrito no capitulo 2. Este sistema agora estd conectado
a dois microcanais. Nele sera inserido um fluido com microparticulas. Quando estamos em um sistema
apenas em condi¢oes microfluidicas, as microparticulas ficam sedimentadas no fundo da microcavidade.
J& com o efeito das ondas ultrassonicas, essas microparticulas levitam e formam aglomerados na regidao
central da microcavidade.

Santos e colaboradores utilizaram particulas de poliestireno para a caracterizagdo do chip de acusto-
fluidica. Essa anilise foi realizada através da espectroscopia Raman. Observou-se a formagao de agregados
apoés a levitacao dessas particulas. Além disso, através de uma forca de radiagdo secundéria, foi possivel
observar a formacao de uma rede de favo de mel metaestavel que possibilitou a investigacao de células
individualmente. Nesse mesmo sistema, também foram apresentadas aplicacoes de bio-deteccao através
da andlise de macréfagos murinos vivos J774.A1, que sdo usados no ensaio de infec¢do da doenga de
leishmaniose (SANTOS et al., 2021).

Agora, vamos analisar o uso dos sistemas acustofluidicos em ensaios de imunoaglutinacio. Para
isso, iremos injetar nos microcanais a mistura de reagente, composta por microparticulas e anticorpos
conjugados, e a amostra, que contém os antigenos. Devemos fazer duas anélises. Primeiro, ao ser injetada
no microcanal, a mistura sofre os efeitos descritos na secao 1.3.1, o que resulta na formagao de agregados.
Segundo, ao entrar na microcavidade, esses agregados sao levitados devido a forga de radiagdo acustica
priméria e se juntam para formar uma rede de aglomerados, devido & acdo da forga de radiagdo secundaria.

Na figura 3.14, ilustramos a rede de aglomerados na microcavidade acustica: (a) os agregados saindo
do microcanal, (b) a levitagdo dos agregados devido & acdo da forca de radiagio acistica primdria e (c) a

formagao da rede de aglomerados devido a acdo da forca de radiacao secundaria.
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Figura 3.14: Representacao ilustrativa do ensaios de imunoaglutinacdo em uma microcavidade
acustofluidica. (a) Agregados de microparticulas conjugadas com anticorpos e antigenos saindo
do microcanal (sedimentacio). (b) Levitacio dos agregados devido a agdo de forcas de radiagao
acustica primdria. (c) Rede de agregados (aglomeracao) devido a agdo da forca de radiacdo
acustica segundéria.

(a)

(b)

(c)

Fonte: Autora, 2023.

Observa-se que hd uma maior probabilidade de ocorrer as reacoes de imunoaglutinagdo, com uma
redugdo de tempo nas reagdes por meio da aplicacdo das técnicas de acustofluidica (GRUNDY et al., 1993).
Além disso, ocorre um aumento na sensibilidade desses ensaios em relagdo aos procedimentos padroes
(GRUNDY et al., 1994). No entanto, algumas condi¢oes devem ser analisadas. Primeiro, é necessario
considerar a quantidade de microparticulas conjugadas com anticorpos em relacao aos antigenos, pois pode
haver um excesso de antigenos ou de anticorpos, comprometendo a reagdo. Segundo, deve-se observar as
aglutinacoes nao especificas que ocorrem nesse processo, considerando tanto o material das microparticulas

quanto os efeitos do ultrassom, que podem acelerar essas reacoes.
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No préximo capitulo, iremos demonstrar o que foi discutido até agora. Utilizamos chips de acustofluidica,
mencionado anteriormente, e testes convencionais de imunoaglutinacdo para analisar as reacdes entre

antigenos e anticorpos intermediadas por microparticulas soliveis (litex) em um microsistema acustico.




4

ENSAIOS DE IMUNOAGLUTINACAO EM CHIPS
DE ACUSTOFLUIDICA

Neste capitulo, abordaremos os ensaios de imunoaglutinacao em chips de acustofluidica, apresentando
toda a estrutura do chip de acustofluidica e o arranjo experimental utilizado para realizar os experimentos.
Além disso, serao descritos o teste de imunoaglutinacao utilizado e os procedimentos adequados para a

pesquisa. Por fim, discutiremos os resultados obtidos e as conclusoes decorrentes da pesquisa.

4.1 Chips de acustofluidicas

O chip de acustofluidica é fruto de uma pesquisa de doutorado desenvolvida pelo aluno Giclénio
Cavalcante, com orientagdo do professor Glauber T. Silva. Ele é caracterizado como um chip simples,
barato, devido a tecnologia de fabricacao que é acessivel em comparacao a outras técnica, como por
exemplo .

Este chip é composto por dois microcanais (entrada e saida) acoplados a uma microcavidade acustica,
cuja fungao corresponde ao ressonador acustico, ja que o chip contém uma cavidade e sua estrutura
permite a reflexdo da onda mecéanica, convertendo em uma onda plana estaciondria. A microcavidade
acustica foi moldada dentro de um disco com geometria cilindrica, fabricado via tecnologia 3D através
da impressora 3D (Moonray D75) da empresa Sprintray, que utiliza processamento digital de luz para
fabricacao. No fundo da microcavidade acustica, foi acoplado um atuador piezoelétrico, titanato zirconato
de chumbo (PZT-4), responsdvel pelo desenvolvimento de ondas ultrassénicas. Na parte superior, foi
colocado um refletor actstico, na forma de uma lamina de vidro de 150 mm. A Figura 4.1 representa o
chip de acustofluidica, mostrando uma fotografia da parte superior do chip acoplado ao suporte (a) e uma

segdo transversal do chip (b).

51
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Figura 4.1: A representagao do chip de acustofluidica, mostrando a fotografia da parte superior
do chip acoplado ao suporte (a) e uma segdao transversal do chip (b), com a microcavidade
acustica representada pela cor verde-agua, a lamina e o atuador piezoelétrico localizados no topo
e no fundo, respectivamente.

Lamina

+

IPZTE T icrocavidade

Resina

(a) (b)

Fonte: Autora, 2023.

4.1.1 Instrumentacao acustica

A instrumentagao acustica consiste em um gerador de fungoes (AFG1022), fabricado pela Tektronix,
utilizado para excitar o atuador piezoelétrico e converter energia elétrica em energia mecénica na faixa de
frequéncia ultrassonica, gerando ondas senoidais com frequéncia de 3 a 4 MHz. A frequéncia no chip é
bem definida, tanto experimental quanto em simulagao, porém o chip estd em processo de patente, de
modo que, alguns informacoes serao restrita neste trabalho. Os sinais emitidos pelo gerador de fungoes
foram monitorados por meio do osciloscépio para garantir que os sinais emitidos pelo gerador de funcao
estejam equivalentes ao esperado, além disso, verificamos a funcionalidade do chip através da amplitude
gerada no oscilador de dois canais (TDS 2012C), também da Tektronix. As imagens foram capturadas
utilizando um microscépio binocular da Kasvi, ao qual foi acoplada uma cdmera (OLYMPUS). Devido &
natureza fisica do dispositivo, que possui um fundo opaco, foi necessario utilizar uma iluminacao adicional.
Por isso, um LED de luz branca foi inserido junto ao microscépio. O software Cellsens foi utilizado para
capturar as imagens a partir dessa reflexdao. Na figura 4.2, ilustramos o esquema experimental utilizado
para realizacdo dos testes e na figura 4.3 visualizamos a imagem no laboratdrio de acistica fisica com a

instrumentagao actstica utilizada.
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Figura 4.2: Configuragdo instrumental actstica utilizada nos ensaios de imunoaglutinagao no
chip de acustofluidica.

__[Chip de Acustoﬂul'dica]

Fonte: Autora, 2023.

Figura 4.3: Configuragio instrumental actstica utilizada nos ensaios de imunoaglutinagdo no
chip de acustofluidica no laboratorio de acustica fisica.

Fonte: Autora, 2023.
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4.2 Teste de Aglutinacao (Biolatex PCR)

Para realizagdo desta pesquisa, foi utilizado o teste de aglutinacdo da marca Bioclin. A Bioclin é
uma industria responsdvel pela fabricagdo/producao de kits de diagnésticos para laboratérios de andlises
clinicas. O kit analisado é o Biolatex PCR, cuja finalidade é determinar a proteina C reativa de forma
qualitativa e semiquantitativa por meio da reacdo de aglutinacao utilizando particulas de latex.

As particulas de latex foram recobertas com gama-globulina anti-PCR, o anticorpo especifico para
os componentes antigénicos do PCR, fazendo com que as aglutinagoes nao especificas sejam evitadas.
Este kit é composto por um reagente - Latex PCR (2 mL), sendo ele composto por particulas de latex
sensibilizadas com o anticorpo anti-PCR, um controle positivo (1 mL) que possui solugdes aglutinantes,
componentes antigénicos com salina e um controle negativo (1 mL) composto apenas com salina. J& em
relacdo aos equipamentos e insumos operacionais, o kit é acompanhado apenas por um cartao para testes.

Na figura 4.4, observamos o kit com seus respectivos componentes.

Figura 4.4: Teste de aglutinacdo Bioldtex PCR da empresa Bioclin constituido por regente latex
PCR (tampa branca)composto por particulas de latex sensibilizadas com anti-PCR, controle
positivo (tampa vermelha) composto por solugdo aglutinante, controle negativo(tampa azul)
composto por salina e placa de teste.

Fonte: Autora, 2023.

Sobre o desempenho do produto e, consequentemente, o padrao de qualidade, o0 mesmo possui valores
de referéncia estabelecidos pelos padroes internacionais da Organizagao Mundial da Satde (OMS) que
apresentam uma aglutinacao visivel com concentragio de até 6 mg/L. O kit apresenta boa especificidade
metodoldgica, e sua sensibilidade analitica corresponde a 6 UI/mL.

Em relacdo ao diagnéstico, a proteina C reativa indica algum processo inflamatério no organismo,
sendo ele de origem infecciosa, como pneumonia, tuberculose, ou de origem nao infecciosa, como febre
reumética em atividade, artrite reumatdéide, lupus eritematoso. Além disso, pode estar presente em

condigbes patoldgicas, como no infarto agudo do miocardio, doengas neopldsicas, trauma intenso, viroses e

queimaduras (QUIBASA-BIOCLIN, 2023; MEDICINA, 2022).
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4.3 Resultados e Discussoes

Neste trabalho, apresentamos ensaios de imunoaglutinagao analisados por um chip de acustofluidica.
Fornecemos consideragoes importantes acerca da caracterizagio do teste Bioldtex PCR por meio da agdo
da forca de radiacdo dentro do microsistema. Utilizamos o kit latex detalhado na se¢do 2.2 e explicamos
as reagOes para formacao de aglutinados nos microcanais e no interior da microcavidade. O protocolo
utilizado para realizacdo dessas andlises estd descrito em (QUIBASA-BIOCLIN, 2023) e foi adaptado para
o sistema utilizado.

Inicialmente, realizamos o teste com o controle negativo e o controle positivo em uma ladmina com
fundo preto. Essa lamina foi utilizada para analisar os testes, ja que estamos usando um sistema de
microscopia Optica e para assemelhar-se ao cartao de teste do proprio kit, que tem como caracteristica
o fundo preto, melhorando assim a visibilidade. O principal objetivo foi caracterizar essas imagens no
microscopio para comparar com o sistema que sera utilizado. Na figura 4.5, exibimos as imagens que
caracterizam a reacado Ac-Ag do controle positivo e também mostramos quando essa reacao ndo ocorre,
no controle negativo, em uma lamina montada no microscopio 6ptico mostrada através da lente objetiva
de 20x com abertura numérica (NA) de 0,40 mm: (a) Painel experimental, (b) controle positivo e (c)

controle negativo.

Figura 4.5: Teste mediante a aglutinacio de particulas de latex para determinacdo da proteina
C reativa em lente objetiva de 20x. (a) Painel experimental - Lamina de fundo preto acoplada
ao microscépio 6ptico. (b)Controle positivo, aglutinagao visivel caracterizando a reagao Ac-Ag
mediante a particulas de latex. (c¢)Controle negativo, auséncia de aglutinacao, ndo houve reagao
Ac-Ag.

Fonte: Autora, 2023.

Na figura 4.5(b), observamos aglutinados nitidos, evidenciando a reagao Ac-Ag. Ja na figura 4.5(c), ndo
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se observa a presenca de aglutinados e a textura caracteriza a auséncia de aglutinacgdo. Para diagnésticos
clinicos, os padroes estabelecidos em (b) e (c¢) sdo referenciados como resultados positivos e resultados
negativos, respectivamente, em relacao ao teste que esta sendo realizado.

Apds a realizagao desta andlise, seguindo o mesmo protocolo, observamos como esses aglutinados se
comportam dentro do chip de acustofluidica. Agora, a mistura entre o reagente e os respectivos controles é
pipetada dentro da entrada do microcanal até chegar a microcavidade e, assim, ser analisada através de um
microscopio 6ptico. Na figura 4.6, observamos o teste de aglutinacao através de imagens que caracterizam
a reagao Ac-Ag dos respectivos controles (positivo e negativo) no interior da microcavidade cilindrica

acustica com uma lente objetiva de 20x.

Figura 4.6: Teste mediante a aglutinacao de particulas de latex para determinacao da proteina
C reativa em lente objetivo de 20x. (a) Painel experimental - Chip de acustofluidica de fundo
preto acoplada ao microscépio 6ptico. (b)Controle positivo, aglutinagao visivel caracterizando a
reacdo Ac-Ag mediante a particulas de latex. (c)Controle negativo, auséncia de aglutinagdo, nao
houve reagdo Ac-Ag.

Fonte: Autora, 2023.

Em relagdo aos aglutinados formados na microcavidade actstica (4.6(b)), observa-se uma visualizagao
clara caracterizando a reagdo Ag-Ac. Neste sistema, a acio estabelecida no microcanal através dos efeitos
do movimento Browniano e difusao e também a a¢do da microcavidade actstica através da forca de radiacao
acustica secundaria que auxiliam na interagao, formando uma grande rede de aglutinados,caracterizando,
aqui denominados aglomerados. Observa-se ainda que o tempo de reacao diminui, podendo ser observado
instantaneamente ao entrar na microcavidade, em segundos. Quando comparados com a lamina, esse
tempo de reagéo ocorre entre 1 e 2 minutos. Além disso, nota-se que o padrao exibido na 4.6(c) nao

apresenta aglutinacgao visivel, visto os pontos luminosos sdo reflexdo da luz na lamina de vidro, de modo
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que, nao houve interagdo Ac-Ag, um padrao caracteristico de um teste negativo, representado pelo controle
negativo neste caso.

Para verificar a reprodutibilidade dos padroes estabelecidos nos testes de imunoaglutinacdo no chip
de acustofluidica, foram realizados novos testes em um novo chip com pardmetros iguais aos do anterior.
A diferenca entre eles é apenas a cor, sendo que um possui fundo preto e o outro possui um fundo mais
claro. Outro pardmetro analisado foi o tempo, em que observamos como as reagdes de aglutinacio se
comportavam dentro da microcavidade em 15 minutos. Na figura 4.7, apresentamos os padroes formados

na microcavidade com a lente objetiva de 4x em tempos diferentes.

Figura 4.7: Teste mediante a aglutinacao de particulas de latex para determinacao da proteina
C reativa em lente objetiva de 4x- Controle positivo em respectivos tempo. (a) 30 s, amostra
entrando na microcavidade; (b) 1 min; (¢) 2 min; (d) 5 min; (e) 9 min; (f) 15 min.

(@) (b) (©
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Fonte: Autora, 2023.

Em relacao aos aglomerados formados na figura 4.7, observamos que, ao entrarem na microcavidade,
os aglutinados estao dispersos. Em torno de 1 minuto, nota-se a formacao de uma rede de aglutinados
no centro da microcavidade, devido a forga central no plano de levitagdo. Observa-se que esta rede de
aglutinados, aglomerados, permanece estavel ao longo do tempo, aumentando a interacao Ac-Ag. Ao
comparar com a lamina, o tempo de andlise é maior, o que possibilita ao analisador verificar os padroes
em diferentes momentos. Na lamina, este tempo estd limitado a um pouco mais de 2 minuto, sendo um
sistema aberto e, portanto, possibilitando a evaporacdo da amostra com mais facilidade em comparacao
com a microcavidade. Quando tratamos da visibilidade da aglutinacdo, nota-se que o tempo da reacgéo na
microcavidade € visivel em menos de 1 minuto, comparado a lamina. Seguindo os protocolos da bula do
proprio kit, as recomendacoes indicam visibilidade de aglutinacdo apoés 2 minuto, sendo possivel verificar

antes desse tempo.
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Na figura 4.8, investigamos como o controle negativo, que representa a auséncia de aglutinacao,
se comportava sob a ac¢ao das forcas de radiacdo acustica, apresentando como é formado o padrao na

microcavidade actistica na lente objetiva de 4x em tempos distintos.

Figura 4.8: Teste Biolatex PCR- controle negativo em respectivos tempo com lente objetiva de
4x. (a) 30 s, amostra entrando na microcavidade; (b) 1 min; (c¢) 2 min; (d) 5 min; (e) 9 min; (f)
15 min.
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Fonte: Autora, 2023.

O comportamento observado é caracteristico do controle negativo, apresentando um aspecto leitoso,
sem a presenca de aglutinacdo. Nota-se que em 2 minutos (figura 4.8(c)), a forca de radiagao acistica
secundaria é responsavel pela aglomeracao de particulas no interior da microcavidade, visto que é uma
forga atrativa e ela é responsavel oelo mecanismo de aglutinacdo cuja acdo faz com que a amostra fique
compactada no centro da microcavidade, diferentemente da for¢ca de radiacdo actstica priméaria que
é responsavel apenas pela levitacdo das particulas na microcavidade. Observa-se ainda a formacao de
anéis (figura 4.8(e)-(f)), representando os pontos de aprisionamento na microcavidade. Esses pontos
correspondem a locais de nds ou antinds de ondas estacionarias formadas no interior da microcavidade.

No capitulo 3, abordamos teoricamente as condigdes de aglutinagdo em relacio a reagdo Ac-Ag. Na
figura 4.9, apresentamos as condigbes em que o antigeno estd em excesso. Para isso, realizamos dilui¢Ges
seriadas utilizando o reagente e mantivemos o controle positivo sem dilui¢do. Vale ressaltar que, para esta
pesquisa, o reagente é composto por particulas de latex recobertas por anti-PCR, considerado anticorpo. A
diluicao do reagente foi de 1:4, junto com a solucgao salina, mantendo um volume fixo de 20 uL, analisado

através da lente objetiva de 20x.
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Figura 4.9: Teste mediante a aglutinacao de particulas de latex para determinacao da proteina
C reativa em lente objetiva de 20x. (a) Zona de equivaléncia, reagente e controle positivo, ambos
sem dilui¢do; (b) Excesso de antigenos - Reagente com dilui¢do 1:4 e controle positivo sem
diluigao.

Fonte: Autora, 2023.

Na figura 4.9(a), observa-se a zona de equivaléncia e a formacao de aglutinacio devido a reagdo Ac-Ag.
Além disso, por meio da agdo das forgas acusticas, nota-se a rede de aglutinados, ou seja, aglomerados.
Porém, ao analisarmos a figura 4.9(b), percebe-se uma auséncia de aglutinagao, indicando que os antigenos
estdao livres para se conectarem aos anticorpos. Em virtude disso, a formagao de aglutinacao estara
comprometida, ja que os antigenos estao em excesso, sendo possivel apenas a ligacdo de anticorpo com
antigenos e ndo a aglutinacdo. Essas condic¢oes sdo de extrema importancia na caracterizacdo de um teste
por uma nova tecnologia, visto que, sob condic¢oes fora da zona de equivaléncia, existe a probabilidade de
obter um falso negativo devido & auséncia de aglutinacéo.

Outra condicao discutida é quando este sistema apresenta excesso de anticorpos, ou seja, um padrao
que se forma sob uma nova condicao, diferente da zona de equivaléncia. Para isso, avaliamos esse padrao.
Primeiramente, diluimos o controle positivo na mesma proporg¢ao da figura 4.9(b), ou seja, 1:4 com a
solucao salina, mantendo o reagente sem dilui¢do, proporcionando um sistema com anticorpos em excesso.
Esse padrao pode ser observado na figura 4.10 com a lente objetiva de 20x, em comparagao com a zona de

equivaléncia.
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Figura 4.10: Teste mediante a aglutinacao de particulas de latex para determinacao da proteina
C reativa em lente objetiva de 20x. (a) Zona de equivaléncia - controle positivo e reagente, ambos
sem diluigao; (b) Excesso de anticorpos - Controle positivo com diluigdo de 1:4 e reagente sem
diluigao.

Fonte: Autora, 2023.

O comportamento apresentado na figura 4.10 é tipico de uma reacdo caracterizada como controle
negativo. Para esta andlise, utilizamos o controle positivo devido a quantidade excessiva de anticorpos no
interior da microcavidade. Os anticorpos estao livres para se conectarem aos antigenos, mas a formacao
de aglutinagdo nao ocorre, o que pode levar a um falso negativo.

Para o kit BIOLATEX PCR, identificamos a zona de equivaléncia na reacio Ac-Ag. Realizamos
diluigoes seriadas alterando a concentragdo entre anticorpos e antigenos, com o intuito de identificar até
qual diluicao existe a presenca de aglutina¢do na microcavidade actstica. Na figura 4.11, observamos essas
diluigées, caracterizando o sistema para as duas condigoes abordadas: excesso de anticorpos e excesso de
antigenos. Mostramos a zona de equivaléncia, quando a quantidade de controle positivo e reagente sao
proporcionais, havendo padrdes de imagens diferentes com aglutinacdo mais visivel, bem como a auséncia

de aglutinagdo. Esta andlise foi realizada através da lente objetiva de 20x.
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Figura 4.11: Teste mediante a aglutinacao de particulas de latex para determinacao da proteina
C reativa em lente objetiva de 20x. Diluicdo seriada 1:1, 1:2 e 1:4, promovendo excesso de
antigenos (CP:R) e excesso de anticorpos (R:CP).

Fonte: Autora, 2023.

Observamos que a zona de equivaléncia para o kit PCR na microcavidade actstica é definida nos
intervalos de 1:2 (dilui¢do relacionada a excesso de antigenos) a 1:1 (diluigdo relacionada a excesso de
anticorpos). Quando observamos a dilui¢do 1:2, com condi¢des em que os antigenos estdo em excesso,
nota-se a formacao da aglutinagdo, sendo menor quando comparada a dilui¢do 1:1. Se avaliarmos a mesma
diluicao, mas agora em condi¢bes em que os anticorpos estao em excesso, observa-se um aspecto leitoso,
mostrando que a quantidade de reagente estd mais concentrada em relagao a quantidade de antigenos,

assim como na diluicdo 1:4 (excesso de Ag). Em suma, nota-se que as proporg¢des entre antigenos e
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anticorpos em um ensaio de imunoaglutinacao sdo de extrema importancia, havendo a possibilidade de
um falso negativo para situacoes fora da zona de equivaléncia.

Para validar os métodos utilizados por meio da técnica de acustofluidica, observamos as evidéncias
qualitativas e semiqualitativas do Kit PCR latex. Avaliamos os padroes de qualidade do teste por meio
dos parametros de repetibilidade, reprodutividade e limite de detecgdo nesse novo sistema.

Os parametros de repetibilidade foram calculados a partir de 10 ensaios sucessivos, utilizando o mesmo
operador e o mesmo chip, com tempo de reacao de 5 minutos. Realizamos a mistura dos componentes de

latex PCR, e controle positivo, obtendo os resultados expostos na figura4.12

Figura 4.12: Teste mediante a aglutinacao de particulas de latex com lente objetiva de 4x para
a validagdo da técnica de acustofluidica através do pardmetro de repetibilidade .

Fonte: Autora, 2023.

Na Figura 4.12, pode-se observar que o padrao se repete sob as mesmas condi¢des, nota-se que o
padrao correspondem a uma estrutura fractal da solucdo injetada na amostra. Através disso,0 parametro
de repetibilidade correspondente a 100%, esse resultado indica a variabilidade analitica do método, ou
seja, a precisao e a confiabilidade dos resultados obtidos.

Os parametros de reprodutibilidade foram calculados a partir de 10 ensaios realizados em trés dias
consecutivos, utilizando dois operadores distintos designados por 1 e 2, bem como dois chips diferentes
descritos por 1 e 2, e com um tempo de reacdo de 2 minutos. Os resultados obtidos foram apresentados na

figura 4.13.
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Figura 4.13: Teste mediante a aglutinacao de particulas de latex com lente objetiva de 4x para
a validacdo da técnica de acustofluidica através do parametro de reprodutibilidade.(a) Operador
1 e chip 1; (b) Operador 2 e chip 1; (c¢) Operador 1 e chip 2 e (d) Operador 2 e chip 2.

Fonte: Autora, 2023.

Na figura 4.13, avaliamos a capacidade do sistema acustofluidico em relagdo a reprodutibilidade,
ou seja, sua capacidade de fornecer resultados consistentes e replicadveis em diferentes ocasices, mesmo
em condig¢bes varidveis. O sistema acustofluidico apresentou uma reprodutibilidade correspondente a
100%, o que é uma caracteristica importante para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos. Se um
sistema nao for reproduzivel, os resultados podem ser questionados e a validade dos mesmos pode ser
comprometida.

Avaliamos ainda qual é o limite de detec¢do que o sistema é capaz de atingir. Esse limite é calculado
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com base na menor concentragao que pode ser detectada pelo sistema. Para isso, realizamos diluigoes
seriadas com salina (PBS) do controle positivo, que corresponde ao antigeno e o reagente composto por
Anti-PCR (anticorpos), a partir da amostra inicial (1:1 (puro - sem diluigdo), 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64,
1:128 e 1:256). O processo de diluigao corresponde & redugiao da concentracao de uma solugao por meio da
adicao de um solvente. Dessa forma, é possivel obter resultados que correspondem a zona de equivaléncia
que o dispositivo detecta, ou seja, as concentragoes que favorecem a interacdo entre Ac e Ag.

Para a visualizagdo do limite de deteccao, plotamos um grafico, figura 4.14 em relagdo a concentracao

de antigenos e anticorpos.

Figura 4.14: Validagdo da técnica de acustofluidica através das dilui¢oes do reagente Anti-PCR
e diluigoes do controle positivo para o estudo do limite de deteccao do sistema .
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Fonte: Autora, 2023.

A figura 4.14 ilustra os resultados obtidos por meio de diferentes dilui¢bes de anticorpos e antigenos.
Neste grafico, a concentragdo de antigenos (dilui¢do do controle positivo) é plotada no eixo x e a concentragao
de anticorpos (dilui¢do do reagente Anti-PCR) é plotada no eixo y. A linha diagonal representa a regido
onde a probabilidade de interagao entre antigenos e anticorpos é maior, uma vez que a quantidade de
cada componente estd proporcional ou equivalente.

Neste grafico, cada ponto representa uma diluicdo especifica de ambos os componentes, onde a
concentracdo da solugdo é reduzida em relacao a diluicdo anterior. Como ambas solugoes estdo sendo
diluidas, a menor concentragdo detectada no sistema corresponde a 1:64 (concentragio de antigenos -

Controle positivo).
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Através dos dados fornecidos por (QUIBASA-BIOCLIN, 2023), a concentragdo de PCR apresenta uma
aglutinacdo visivel em até 6 mg/L, o que corresponde a 6 ng/ uL . Dessa forma, foi possivel observar que
para concentracoes correspondentes a dilui¢do 1:64, no chip de acustofluidica foi obtida uma aglutinacdo
visivel de até 0, 1875 ng/ uL, que equivale a um limite de detecgdo de 187,5 pg/ uL, que é 32 vezes melhor
que o teste convencional utilizado.

Os resultados obtidos neste estudo foram comparados com os dados existentes na literatura. Foi
observado que o limite de detec¢do na literatura é da ordem de 10~1*M (WIKLUND, 2004) e de 10fmol
[=1, (DEGRE et al., 2005) . Além disso, a sensibilidade do teste de aglutinacio obtido neste trabalho,
com equipamentos simples e de baixo custo, mostrou-se inovadora e obteve resultados promissores.

Ap0s repetir o protocolo de diluigbes e concentragoes diferentes para antigenos e anticorpos utilizando
o sistema convencional de microscopia éptica com lamina (figura 4.15), foi observado que a aglutinagao foi
visualizada até a diluigdo 1:2 (Controle positivo), o que corresponde a uma concentracao de 3000 pg/uL.
No entanto, para andlises de maiores limites de deteccao , é necessario ampliar a faixa de concentracao
da substancia, ao contrario do que ocorre para um limite de deteccao menor, onde as concentragoes da

substancia podem assumir valores mais baixos, tornando o teste mais sensivel.

Figura 4.15: Diluigdo do reagente Anti-PCR e diluicdo do controle positivo em um sistema de
microscopia éptica composto por lamina.
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Fonte: Autora, 2023.

Ao comparar os resultados obtidos nos dois sistemas discutidos (chip de acustofluidica e ldmina),

observa-se uma diferenca significativa no limite de detec¢do. Enquanto o sistema convencional de laminas
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apresentou um limite de detecgdo maior, o que significa que para concentragdes superiores a estabelecida
pelo limite de deteccao o sistema nao visualiza, resultando em falsos negativos, o sistema acustoflui-
dico apresentou um limite de deteccdo menor, possibilitando resultados mais precisos e sensiveis para
concentragoes menores.

Embora existam diferengas em relagao aos métodos e condi¢des experimentais utilizadas em cada
estudo, os resultados obtidos nesta pesquisa corroboram com a eficicia e sensibilidade dos sistemas de
deteccdo e aglutinacio baseados em antigenos e anticorpos. E importante destacar que o desenvolvimento
de novas metodologias e aprimoramento dos sistemas de deteccdo sdo essenciais para o diagnostico e
monitoramento de diversas doencas infecciosas e imunoldgicas. Nesse sentido, este estudo contribui com a
validacdo e aprimoramento dessas técnicas, abrindo caminho para novas pesquisas na area.

Os resultados obtidos indicam que o chip de acustofluidica apresenta maior eficiéncia na reacao Ac-Ag,
possibilitando uma interacdo mais efetiva entre os componentes desde o microcanal, por meio dos efeitos
do movimento browniano e da difusao, até a microcavidade acustica, por meio da for¢a de radiagao
presente no sistema. As etapas de andlise permitem a caracterizacio do teste BIOLATEX-PCR no chip de
acustofluidica, com pardmetros de imagem que determinam a aglutinagdo mais rapidamente e com menor
quantidade de amostra. Além disso, a identificagdo da zona de equivaléncia evita falsos negativos. Esses
resultados demonstram que o chip de acustofluidica apresenta um menor limite de deteccao comparado
com o teste convencional que possibilita uma sensibilidade maior e apresenta grande potencial para a

realizacao de testes em anadlises clinicas na satude brasileira.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Neste trabalho, foi realizado o estudo das reacdes entre anticorpos e antigenos em um chip de
acustofluidica. Essas reacoes ocorrem devido as caracteristicas dos componentes Ac-Ag, que possui interacéo
fraca, nao covalentes e reversiveis. Com isso, prop0Os-se a caracterizacdo de ensaios de imunoaglutinacao
em uma microcavidade actstica. Para tanto, realizou-se a analise de um teste de aglutinagao de particulas
de latex, conhecido como BIOLATEX PCR, para a determinacio da proteina C reativa. Durante o teste,
foram realizadas anélises com um controle positivo, que contém solucao aglutinante de latex associado ao
antigeno, e um controle negativo, composto por solugao salina e latex PCR, contendo particulas de latex
em suspensao sensibilizadas com anticorpo anti-PCR, associado a particulas recobertas por anticorpos.

Inicialmente, foram caracterizados padroes de aglutinacdo em uma ldmina por meio da microscopia
Optica. Apés essa caracterizacao, foram avaliados padroes de imagem para o controle positivo e negativo
no chip, evidenciando a presenca ou auséncia de aglutinagao, respectivamente. Em seguida, avaliamos as
condigoes referentes & zona de equivaléncia, ao excesso de antigeno e ao excesso de anticorpos, fornecendo
padroes que evitam falsos negativos e tornam o teste mais preciso. Além disso, observamos que, além da
aglutinacao, hé a formagao de uma rede de aglutinados estaveis, caracterizando um grande aglomerado na
regido central da microcavidade. Isso ocorre em virtude da acdo da forca de radiacdo actstica secundaria,
com duragao superior a 30 minutos. No entanto, nos testes convencionais realizados em um sistema aberto,
como placa de teste, essa reacao tem tempo limitado devido a evaporagao.

Avaliamos parametros de reprodutibilidade e repetibilidade, obtendo resultados equivalentes a 100%.
Posteriormente, identificamos o limite de detecgao do sistema constituido pelo chip de acustofluidica e
o comparamos com o limite de deteccdo do sistema convencional. A analise do limite de deteccao de
uma técnica analitica é de extrema importancia, pois fornece informagoes sobre a menor quantidade do
analito (alvo) que pode ser detectada pelo método. Neste contexto, calculamos o limite de detecgao de
187,5 pg/uL para o sistema do chip de acustofluidica e o limite de detecgdo de 6000 pg/uL para o sistema
convencional. Essas diferencas podem indicar informacoes significativas na sensibilidade e seletividade do

método utilizado.
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O limite de deteccao de 187,5 pg/uL indica que o chip de acustofluidica é 32 vezes melhor que o teste
convencional e que a técnica analitica é altamente sensivel e pode detectar quantidades muito pequenas
do analito em estudo, o que é importante em aplicagdes que exigem uma detecgdo precisa em amostras
com concentragdes muito baixas. Por outro lado, o limite de detecgdo de 6000 pg/uL indica que a técnica
analitica tem uma menor sensibilidade e s6 pode detectar concentragoes maiores do analito.

Utilizamos um sistema acustofluidico em um chip impresso em 3D de baixo custo, facil fabricacdo
e robusto, devido a técnica apresentar diversas aplicagoes tanto em analises clinicas quanto em ensaios
bioldgicos. Essa configuragao possibilita a agregagao e levitacao de particulas com respostas rapidas, baixo
consumo de amostras e resultados mais eficientes.

Em resumo, demonstrou-se que os ensaios de imunoaglutinagdo podem ser realizados em sistemas
acustofluidicos. A reacdo Ac-Ag, devido as caracteristicas tinicas do chip, possui um notavel potencial
para a realizacdo de testes em andlises clinicas, uma vez que oferece resultados eficazes tanto em termos
de visualizacdo quanto de rapidez na reagdo, requer pouca quantidade de amostra e possivelmente é mais
sensivel.

Por fim, esperamos que o presente trabalho tenha contribuido para o estudo de ensaios de imunoaglu-
tinacdo em sistemas acustofluidicos, especialmente para os testes de aglutinagdo. Como perspectiva de
trabalhos futuros, pretendemos continuar a andlise, verificando novos kits e elaborando protocolos para a
realizacao de testes em amostras biologicas em colaboragao com a startup de P&D, IntacLab. Para dar
continuidade ao trabalho, investigaremos novos métodos de diagnéstico da doenga de leishmaniose. Além
disso, realizaremos novos ensaios com conjugacoes de particulas com outros materiais poliméricos através
da nanotecnologia, com o intuito de investigar nanoparticulas biocompativeis para testes de aglutinagao

em doencas que ainda nao foram exploradas por esta técnica.
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