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RESUMO

O estudo de novas tecnologias para diagnosticos € vital para o avanco da ciéncia e da
medicina. Um diagnostico efetivo de doencas deve oferecer informacoes clinicas sobre a satde
dos pacientes em tempos curtos, sem a necessidade de longas baterias de exames, como também
auxiliar em decisdes no tratamento. Este trabalho tem como objetivo estudar e desenvolver
novas tecnologias com capacidades para diagndsticos, minimamente invasivas, baseadas em
Espectroscopia Raman (ER) em conjunto com um dispositivo acustofluidico impresso em 3D.
O dispositivo acustofluidico é capaz de capturar e levitar eritrocitos (Erys) através da forca de
radiacdo acustica produzida por ondas ultrassénicas em uma cavidade microfluidica. Quando
combinado com ER, permite a investigacdo das propriedades bioquimicas de Erys, seja em
aglomerados ou como Erys Unico, em tempo real, sem contato com paredes ou substratos. Em
nossa aplicacdo, o sistema opto-acustofluidico foi utilizado para obter o espectro de Erys
saudavel e pré-aquecido utilizando um laser de 532 nm. Em seguida, aplicamos analise
multivariada aos principais componentes dos espectros Raman médios para revelar diferencas
espectrais associadas ao processo de aquecimento. Esta analise identificou pequenas variacGes
nas proteinas seguidas de alteracGes significativas nas contribuicées lipidicas, permitindo-nos

distinguir entre os grupos.

Palavras-chave: Dispositivo de Acustofluidica, Microscopia Confocal Raman, Analise das

Componentes Principais.



ABSTRACT

The study of new diagnostic technologies is vital for the advancement of science and
medicine. An effective diagnosis of diseases must offer clinical information about the health of
patients in short, accurate times, without the need for long batteries of exams, as well as
assisting in treatment decisions. This work aims to study and develop new technologies with
minimally invasive diagnostic capabilities based on Raman Spectroscopy (RS) in conjunction
with a 3D printed acoustofluidic device. The acoustofluidic device is capable of capturing and
levitating erythrocytes (Erys) through the acoustic radiation force produced by ultrasonic waves
in a microfluidic cavity. When combined with RS, it allows investigation of the biochemical
properties of Erys, whether in clusters or as single Erys, in real time, without contact with walls
or substrates. In our application, the opto-acoustofluidic system was used to obtain the spectrum
of healthy, pre-heated Erys using a 532 nm laser. We then applied multivariate analysis to the
principal components of the averaged Raman spectra to reveal spectral differences associated
with the heating process. This analysis identified small variations in proteins followed by

significant changes in lipid contributions, allowing us to distinguish between groups.

Keywords: Acustofluidics Device, Confocal Raman Microscopy, Principal Component
Analysis.
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1 INTRODUCAO

A mecanica dos fluidos estuda o comportamento fisico de variados fluidos e as leis que
o0s regem. Quando focamos em pequenos volumes averiguamos comportamentos diferentes dos
fluidos em relacdo a teoria tradicional. A microfluidica surgiu na década de 1990. Nessa época,
os dispositivos eram fabricados com materiais de silicio e vidro como base, para estudos
experimentais do comportamento dos fluidos em pequenos volumes (MANZ, A. et al., 1990).
A confeccéo de canais fluidicos cada vez menores tornou-se um desafio para o escoamento e
preservacdo da massa deslocada. Com o avanco tecnolégico, novas tecnologias laboratoriais
em menores tamanhos comecaram a ganhar espaco de producdo no mercado, sendo uma das
principais foram os dispositivos em escalas micrométricas com finalidade de realizar analises
clinicas e laboratoriais em pequenos chips. No final do século XX, os materiais para confec¢éo
dos dispositivos mudaram para polimeros que tem custo menor, maior resolucdo e € menos
perigoso na confeccado de estruturas (BECKER, H.; LOCASCIO, L.E., 2002).

O fluxo de fluidos de um canal micrométrico possibilita a idealizagdo de sistemas
laboratoriais em pequenas estruturas. Ao inserirmos uma cavidade ressonante dentro desses
canais, proporcionamos um campo acustico com ondas mecanicas que ao refletirem em um
material de alto grau de dureza gera nds de pressao devido a onda estacionaria. Assim, surge
uma forca de radiacdo acustica que possibilita o armadilhamento e a manipulacéo de objetos
sem contato (TORR, G.R., 1984). A acustofluidica utiliza as técnicas de campos acusticos junto
a microfabricacdo em consonancia com microfluidica para possibilitar a manipulacdo de
compostos quimicos moleculares e células possibilitando novas tecnologias lab-on-a-chip
(LOC) (T. LAURELL, F.P.; NILSSON, A., 2007).

Desde 1930, quando Raman recebeu o prémio Nobel pela descoberta do efeito Raman,
surgiram variadas aplicacdes propostas em diagndsticos, dentre elas a aplicacdo em células
humanas. O sangue, por exemplo, pode ser descrito como um conjunto de particulas
viscoelasticas que ficam contidas no aparelho circulatorio. Elas mantém um movimento regular
e unidirecional, devido as contragdes do coragdo. O sangue coletado, separado por pungao
venosa, tratado com anticoagulantes e em seguida centrifugado, separa-se em varias camadas
gue mostram sua heterogeneidade (JUNQUEIRA. L.C; CARNEIRO. J., 2007).

Os primeiros estudos da espectroscopia Raman sobre as propriedades estruturais e
vibracionais de hemoglobinas (Hb) datam da década de 1970 (apud ATKINS. C. G. et al., 2003)
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e sdo dedicados a investigar as diferencas de sinais entre os estados de oxigenacdo e de
desoxigenacdo. Toda informacdo adquirida nesses estados e na forma das membranas celulares
fornece importantes parametros sobre o envelhecimento ou danos celulares (EFREMOV. E.V.
et al., 2008). A espectroscopia Raman possibilita um diagnostico dptico ndo invasivo e rapido.
Com ela investigamos os componentes moleculares e estruturais das amostras e permite a
deteccdo de alteragOes nas intensidades espectrais que ocorrem na presenca de doengas, como
tumores hepaticos, malaria, diabetes, doencas celulares, entre outros (DYBAS, J. et al., 2022).
O desenvolvimento de novos estudos e técnicas de bidpsia dptica promove uma alternativa mais

barata a biopsia convencional sem a necessidade de custear grandes laboratorios.

A analise de tecidos e células apresenta algumas restricdes clinicas, pois a biopsia
tradicional tem natureza invasiva em seu procedimento, a quantidade de amostra € limitada, ha
custos e tempo envolvidos de médo de obra especializada, uma vez que a lamina de extenséo
sanguinea necessita de revisdes (PETERSOM, P. et al., 2012). Na bidpsia convencional n&o ha
uma delimitacdo completa da area-alvo, pois a amostragem coletada pode ndo representar a
condicdo real do quadro clinico do paciente. Os exames iniciais para o diagndstico sdo de
fundamental importancia para a evolugdo clinica positiva do paciente, auxiliando a equipe
envolvida a detectar lesdes de menor grau ou doengas em estagios iniciais. No entanto, sdo
necessarios procedimentos mais sensiveis para diminuir a reincidéncia ou recorréncia das lesées
identificadas (D. PEREZ-GUAITA, K.M. et al., 2018; CHAKRABORTY et al., 2020).

1.3 Discusséao sobre o estado atual da pesquisa em analises de células sanguineas e suas

limitacGes.

O sangue é uma solucéo heterogénea composta por plasma, leucocitos e eritrocitos. Os
eritrocitos, também conhecido como hemaécias ou glébulos vermelhos, sdo células
fundamentais de transporte de oxigénio para o corpo e qualquer desordem em seu

comportamento pode ser um indicativo de alguma enfermidade (JUNQUEIRA, L.C., 2008).

Os globulos vermelhos possuem duas fases de transporte, a primeira é a de fornecer
oxigénio aos tecidos do corpo. O oxigénio se transforma em energia e os tecidos liberam
diéxido de carbono, que também é transportado de volta aos pulmdes pelos globulos vermelhos
para serem exalados (BAIN, BARBARA J., 2006).



14

Os eritrocitos ndo tem organelas, tem formato de disco bicbncavo plano, sua
composicéo é de proteinas, lipideos e enzimas. S&o células ricas em hemoglobina. Através da
ER pode-se averiguar alteracdes na hemoglobina, o que pode dificulta a ligagdo com o oxigénio,
determinar um grau de anemia ou diabetes (GROTTO, H. Z. W. O., 2009).

No estudo da saude dos eritrocitos com espectroscopia Raman, podemos identificar
alguns desafios que prejudicam a qualidade do espectro adquirido. As lentes microscopicas
padrbes tém componentes fluorescentes em sua matriz, uma alternativa viavel séo as placas de
calibracdo de silicio que ndo sdo identificadas pelo equipamento. Uma técnica amplamente
utilizada é o gotejamento das células na placa, seguido de um tempo longo de espera proximo
a uma hora. Em seguido a aquisi¢do do espectro Raman perde intensidade devido ao baixo sinal
retroespalhado.

Assim, como solucdo para o problema temos a area de microfluidica. Desde a década
de 90 a microfluidica se tornou uma area de interesse devido a capacidade de processamento e
manipulacdo de pequenas quantidades de amostras ou reagentes com alta resolucéo espacial
(WHITESIDES, G., 2006). Com o desenvolvimento continuo da nanoengenharia e da
nanotecnologia, técnicas de analise dpticas, como a Espectroscopia Raman (ER), possibilitam
a obtencdo de informacOes estruturais e quimicas dessas amostras em microlitros. O
desenvolvimento de dispositivos microfluidicos podem melhorar a sensibilidade,
reprodutibilidade e limitar a area de analise, ou seja, a ER aliada a microfluidica tem potencial
para uma relacdo mutualistica (PANNEERSELVAM, R., et al., 2022).

A integracdo do sistema ER com o LOC permite o entendimento do sistema celular,
pode-se realizar o encapsulamento de uma Unica célula de cancer de prostata para realizar
investigacGes microscopicas (WILLNER M.R. et al., 2018). A acustofluidica permite o estudo
da eficacia de farmacos em micropogos com testes de suscetibilidade antimicrobiana podendo
substituir o uso de reagentes dentro do chip devido ao uso da ER (LIAO, C. Cetal., 2021). Em
aplicacdes biomédicas a citometria de fluxo Raman permite a caracterizacdo de células

cancerigenas para deteccéo e vigilancia in vivo do cancer (XU et al., 2024).

Podemos, portanto, potencializar as informacGes adquiridas, através dos processos de
manufatura aditiva combinando a espectroscopia Raman com as técnicas de acustofluidica.
Assim, temos informagfes bioguimicas e estruturais com alta resolugdo espacial que nos
permite uma analise mais precisa e menos invasiva de tecidos e células, incluindo célula tnica,

em microlitros. Essa abordagem tem o potencial de fornecer uma alternativa viavel de
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diagndsticos precisos, rapidos, com baixo risco e custo, permite auxiliar a biépsia convencional

no diagnostico e tratamento com medicamentos.

1.2 Principios da espectroscopia Raman e suas aplicacfes em biomedicina

A interacdo das ondas eletromagnéticas com a matéria promoveu diversas aplicacdes na
area da espectroscopia. Considere uma luz monocromatica de frequéncia definida vo. Essa
radiacdo pode interagir com a matéria de diferentes formas. Como podemos observar na Figura
1, ao interagir com um material bioldgico, um feixe laser pode ser parcialmente transmitido,

refletido, absorvido pelas moléculas do material ou ainda espalhado em diversas direcGes.

Figura 1.1 - Espalhamento da luz monocromatica em tecido

Feixe laser

Feixe refletido

Feixes espalhados

Transmissao

Fonte: Autor 2024.

Dentre os quatro fendmenos observados na Figura 1 — transmisséo, reflexdo, absor¢éo
e espalhamento — este ultimo tem sido objeto de estudo por diversos grupos de pesquisa ao
redor do mundo, com aplicacGes significativas nas Gltimas décadas. O espalhamento da luz
pode ser classificado em diferentes tipos, sendo os principais: (i) Rayleigh, (ii) Raman Stokes
e (iii) Raman anti-Stokes. O espalhamento (i) Rayleigh, ocorre quando a luz incidente interage
com o material e é espalhada sem alteracdo em sua frequéncia. Nesse caso, a energia dos fotons
permanece inalterada, configurando um espalhamento elastico. No entanto, em eventos menos

frequentes, os fotons podem ganhar ou perder energia durante a interacdo com o material,
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resultando em um espalhamento inelastico, conhecido como espalhamento Raman. O
espalhamento Raman pode ser dividido em dois tipos: (ii) Raman Stokes, quando os fétons
incidentes perdem energia para o0 material, e (iii) Raman anti-Stokes, quando os fétons ganham

energia do material.

O espalhamento Raman foi previsto em 1923, quando o fisico austriaco Adolf G.S.
Smekal postulou teoricamente o comportamento inelastico da luz espalhada, alterando sua
frequéncia em relacéo ao foton incidente (SMEKAL, A., 1923 apud SMITH, E., 2005). Esse
fendmeno foi observado primeiramente em 1928, quando Chandrasekhara V. Raman e
Kariamanikkam S. Krishnan focaram a luz do sol sobre uma amostra através de uma lente
telescopica e colocaram uma lente proxima a amostra para coletar a radiacdo espalhada
(RAMAN, C.V. AND KRISHNAN, K.S., 1928 apud SMITH, E., 2005). O experimento tinha
um filtro dptico que comprovou que a luz espalhada tinha desvios nas frequéncias em relacdo
ao feixe incidente. Portanto, o espalhamento Raman € o espalhamento ineléstico da luz com
frequéncias deslocadas em relacdo ao laser da fonte (vo + ), onde ® ¢ um modo vibracional que

carrega informacdes estruturais do material na regido em que o foton incidiu.

Figura 1.2 - Interacé@o da luz monocromatica com a matéria, carregando a informagao

vibracional da amostra.

Anti-Stokes
Vz > VO

Vamostra {\/\‘}i/\/\/\/\_,

Vo %
1 24

0
Rayleigh

W

Viaser = Vscatter

Stokes
Vl < VO

Fonte: Autor 2024.

Como as componentes Raman sdo opostas, podemos tracar seu desvio em relacéo a
frequéncia do laser, como ilustrado na Figura 1.3. Ao interagirem com a rede do material, 0s

fotons podem ser espalhados com frequéncias menores que a dos fotons incidentes, perdendo,
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portanto, energia ao criarem fénons opticos no sistema. Esse fendmeno é classificado como
espalhamento Raman Stokes. No entanto, o desvio pode ser positivo em relacdo as frequéncias
dos fétons incidentes, caracterizando o espalhamento Raman anti-Stokes. Nesse caso, ocorre a
aniquilacdo de fénons Opticos na rede e um aumento na energia do féton espalhado. A

espectroscopia Raman € resultado da interacdo bosénica entre fotons e fonons.

Figura 1.3 - Diagrama de niveis de energia

AVAVAVAVAVAS PAVAVAVATAS

v

a) Raman Stokes b) Rayleigh c) Raman Anti-Stokes

Fonte: Autor 2024.

O espectro de radiacdo ¢ frequentemente caracterizado pelo comprimento de onda (A).
No entanto, como o interesse da espectroscopia Raman é a informacdo obtida pelo
espalhamento da radiacdo nos modos vibracionais moleculares, devemos colocar o espectro

obtido em termos do niimero de onda (cm™):
c=A.v (1.2.1)
Escrevendo a frequéncia v em termos energéticos:
€= hv (1.2.2)

Entdo, podemos representar os espectros em termos do deslocamento Raman, que

compreende a regido que houve variagdo na energia do foton espalhado:

Ae

— (1.2.3)

W =

O espalhamento Raman é um evento de baixa probabilidade que ocorre apenas com um
a cada 10°-108 fotons espalhados. Podemos comparar a razdo de ocorréncia entre 0 Raman
Stokes e Anti-Stokes dependendo do nimero de moléculas vibrando no estado fundamental e
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em estados excitados. Usando a mecanica estatistica de Bose-Einstein, o niimero de moléculas

vibrando em uma dada energia é descrito por:

E

N=g-exp (— ﬁ) (1.2.4)

Onde g representa 0s niveis de degenerescéncia, k a constante de Boltzmann
(1,3807.10% J.K 1) e T a temperatura em Kelvin. A razdo entre as populacdes no estado excitado
N,, em relacdo ao fundamental N, é dada por:

Nn In <_ (En - 60))

No g0 P kT

(1.2.5)
No 9o

Em baixas temperaturas, a populacdo de moléculas no estado fundamental de vibragédo
€ maior, assim o espalhamento Raman Stokes tem uma ocorréncia maior e por fim gera maior
intensidade nos espectros obtidos. Como as intensidades dos espectros estdo relacionadas a
concentracdo de moléculas na mesma vibracdo, podemos relacionar picos de um mesmo
espectro em diferentes faixas Raman através da razdo entre as intensidades.

= (1.2.6)
a

Os avangos da espectroscopia Raman permitiram a realizacdo de experimentos em
meios aquosos, amostras contidas em vidro, amostras sem qualquer preparo antes das medidas
e assim gerou um grande crescimento em diversas técnicas para diagnosticos e analises. Os
espectros sdo Unicos para cada material e moléculas que o constituem, de modo que podemos
chamar o espectro Raman de “impressao digital quimica” da amostra (OPILIK, L. et al., 2013
e SATO, H. et al., 2018). Logo, qualquer alteracdo na composic¢do quimica da amostra podera
ser detectada e quantificada por meio desta técnica. A técnica mostrou eficacia na detec¢do de
variacdes em biomarcadores, como 0 beta-caroteno, auxiliando no diagnéstico precoce de
cancer (UDENSI, J. et al., 2022); identificacdo de infecgdes bacterianas (WANG, LIANG et
al., 2021); analise quimica e estruturais de moléculas organicas e inorganicas (SHIPP, D.W. et
al., 2017); por ser uma técnica ndo invasiva, com alta sensibilidade devido a concentragdo
moleculares de lipidios, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos, podemos utiliza-la na
identificacdo de lesbes em celulas ou tecidos para detecgdo e prevencao de doencas (OSHIMA,
Y. etal., 2023).
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A espectroscopia Raman tem aplicabilidade em diagnostico, pois € uma técnica de
bidpsia Optica, especifica e sensivel que identifica alteragdes de forma confiavel em
componentes celulares (LIMA, A. M. F. et al., 2021). A espectroscopia Raman tem baixa
seccao transversal de espalhamento na &gua com 1 um de didmetro no ponto laser focalizado e
sua microscopia confocal permite observar espectros in situ de células vivas em diferentes
posicdes dentro da célula (NOTINGHER, I. et al., 2002).

Apesar dos bons resultados obtidos até 0 momento, existem algumas desvantagens na
aplicacdo da espectroscopia Raman convencional. Uma delas € sofrer de baixa intensidade do
sinal retroespalhado pelo analito (MOOR, K. et al., 2018), pois quanto maior a poténcia
aplicado, maior serd o sinal Raman como também o possivel sinal de fluorescéncia. A alta
poténcia dificulta a visualizacdo do espectro Raman e provoca danos estruturais por
aquecimento local. Com respeito a experimentos a nivel celular, a utilizacdo do Raman para
acompanhamento de células exige a fixacdo das mesmas em um substrato, o que implica na
morte celular. Naturalmente, alguns aspectos das funcdes celulares ndo serdo percebidos em
células mortas. Por outro lado, pode-se realizar a espectroscopia de células vivas, mas as
mesmas ficam dispersas em uma solucdo. Neste caso, € necessario varrer a solugdo e encontrar
uma célula dispersa para realizar a espectroscopia Raman. Este processo pode apresentar baixa
eficiéncia e dificultar o monitoramento de uma mesma célula isolada repetidas vezes para

confirmacéo do seu espectro.

1.2.1 Interpretacéo classica do espalhamento Raman

Vamos comecar essa se¢do imaginando um feixe de luz monocromatico incidindo em
uma amostra. Essa amostra espalha a radiacdo na direcdo de um detetor que mede a quantidade
de fétons espalhados numa dada direcdo. Uma pequena fracdo de fotons troca energia com as
moléculas da amostra durante a colisdo. Vamos pegar uma pequena parte da luz espalhada com
frequéncia diferente em relacdo a do feixe. Vamos explicagdo classica a nivel molecular do
espalhamento Raman (LONG, D. A., 2002).

O momento de dipolo induzido da molécula submetida ao campo de radiacdo é dado por
(SMITH, E. 2019):

p= at (1.2.1.1)
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Em que «a representa o fator de polarizabilidade da molécula e £ é a intensidade do campo
elétrico que incide no material. Podemos representar o campo elétrico oscilando com o tempo

em uma frequéncia v, :

E = &Eycos(2my,yt) (1.2.1.2)
Portanto, podemos reescrever o momento de dipolo induzido como:

U= a&,cos(2mvyt) (1.2.1.3)

Mas a polarizabilidade varia conforme a mudanca da geometria da molécula no tempo. Entéo
devemos escrever a polarizabilidade em termos de seu valor em equilibrio e de sua variacdo em

relacdo a posicdo de equilibrio (). Escrevendo como uma expansao de Taylor:

9]
a = ag+ (_a) (r—ry) + - (1.2.1.4)
or/y,

Vamos reescrever a expansdo em termos da coordenada local g;. O modo normal de vibragédo
é:
q; = q; cos(2mv;t) (1.2.1.5)

Onde v; é a frequéncia do modo normal i. Portanto, encontramos que:
da 0
U= ay€ycos(2myyt) + (E) Eo cos(2mvyt) q; cos(2mv;t) (1.2.1.6)
i’0
Sabendo que 2 cos(a) cos(b) = cos(a + b) + cos(a — b), podemos reescrever:

U= ay€ycosmvyt) +

1/0a 0
E(%) €0qi [cos2m(vy — vi)t) + cos2m (v + vi)t)] (1.2.1.7)
i/

Os ultimos dois termos oscilantes na diferenga e soma de frequéncias, sdo os espalhamentos
Raman Stokes e Anti-Stokes, respectivamente. Pela teoria classica a intensidade de radiagdo

emitida pela oscilacdo de um dipolo é dada por:
I = ———|u|? (1.2.1.8)

A razdo entre as intensidades do espalhamento Raman Stokes e Anti-Stokes na

interpretacdo classica é dada por:
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I(Stokes) ~ (vo —v)*
I(anti — Stokes) — (vy + v;)*

(1.2.1.9)

A interpretacdo classica ndo representa totalmente o que acontece em laboratorios, pois

desconsidera a influéncia da temperatura na aquisicao dos espectros Raman.

1.2.2 Interpretacgédo quantica do espalhamento Raman

Vamos descrever a interacdo entre os fotons e as vibragdes moleculares da matéria. Na visdo
energética do sistema, vamos descrever o Hamiltoniano da molécula H,,, sendo a soma entre as

energias eletrnicas H, e vibracionais H,,:

H,,, = H, + A, (1.2.2.1)

O campo de radiacdo eletromagnética tem sua energia representada pelo Hamiltoniano H,:
—~ 1
Hppy = Z hooy (a,jak + E) (1.2.2.2)
k

Onde a, e a, ' sdo os operadores de aniquilacéo e criagdo para 0 modo do campo K.

A interacdo entre 0 campo de radiacdo e a matéria é descrita por uma Hamiltoniano de interacéo:

T

e = —A-& (1.2.2.3)

Onde £ é o operador de dipolo elétrico da molécula e £ é o operador do campo elétrico. Assim

0 Hamiltoniano total do sistema é dado por:

-

ﬁsis = Hpo + Hrad + H\int (1.2.2.4)

O espalhamento Raman pode ser tratado como uma perturbagéo no sistema devido a um campo
de fotons. O sistema faz a transicéo do estado inicial |i) para o estado final |f), passando por
estados intermediarios virtuais |r), onde E;, E, e Ef sdo as energias correspondentes de cada

estado apresentado.

Vamos descrever o espalhamento Raman utilizando o formalismo da mecanica quantica para

abordar as transicdes de estados quéanticos e a interacdo da luz com a mateéria.

O sistema néo perturbado pela luz incidente, pode ser descrito pela funcdo de onda:

0 0) _ifr
1E ) — £ ) g—ilwr—iyy)t (1.2.2.5)
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O termo y, representa a largura de banda de energia no estado |r). Utilizando a teoria da

perturbacdo, vamos definir uma funcdo de onda perturbada dependente do tempo e do estado
|7):
Y= ey (1.2.2.6)

A funcéo de onda do sistema pode ser descrita por:

™ _ Z a,"p” (1.2.2.7)

r

Podemos transcrever o dipolo total de transicdo através dos estados inicial |i) e final f):

= (rlalvi) (1.2.2.8)

Combinando a (1.2.2.6) com (1.2.2.8), temos a expansao:

Wri= G+ @D+ WD) g+ o+ W™y (1.2.2.9)

Onde o dipolo total de transicdo é descrito da forma:

@)= (] alp)

ft ft

)+ (wf

I < ]Eo) l/)i(o)>

A

Q

A

Q

A

a

)+ [y

)+

)i = <¢}°) z/)fz)> (1.2.2.10)

Para o espalhamento Raman vamos considerar: 0 momento de dipolo de transi¢éo de
primeira ordem, o Hamiltoniano de interacdo puramente elétrico e a perturbacdo é produzida

por um campo de radiagdo monocromatico com frequéncia definida pela relacdo: v, = 2mw.
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Eyi= Y e (0] ap®) + Y 0 (b2 [p ) (1.2.2.11)
T T
Os coeficientes a;, e a*f, sdo dados pela equagdo:
Air = flf mt >
[
<=7 f <zp}°)| Hine (°)> (1.2.2.12)
Substituindo (1.2.2.12) em (1.2.2.11):
CREDY- (02 e o) (957 )
+Z hf A [0 (7] 20 (12.2.13)

Substituindo (1.2.2.3) em (1.2.2.16). Podemos escrever o0 momento de dipolo em relacdo a
componente p € o termo do momento de dipolo de transi¢dao devido a interagdo em relagdo a

componente G.

D )i = Z J ¢]£0)| i, - (o)>< ¢(0)>
+Z ——J — iy - |zp(°)>< (°)> (1.2.2.14)
A componente elétrica da perturbacdo pode ser escrita como:
E = Epe i@t 4 ¥, pilwolt (1.2.2.15)

Portanto:



(o)>< |¢<o)>

(u® )fl th < o gaoe—i(wo—wfi)t

7 2

Wy + wo + lyr

sl lfo_%

r«f
0
(i [0t >><
+
a)rf + wo + l]/r

r#i

|z/)(°)>

g*aoei((uo-l-(ufi)t

(o)>
g*goei(w0+wfi)t

(o)>
ga'oe_i(wo_wﬂ)t

+ complexo conjugado

A energia do estado |r) € descrita por:

E, = hw,

induzida estimulada de dois quanta, e ndo consideraremos esse caso.

de dipolo elétrico é:

(o)>< |¢(o)>

My, = Z < & gmilwomwp)t
(Au )fl Zfl Wi — Wo — iy c0€

r#i,f
(1] s i) v
+
Wrp + Wo + Uy

(o)>
éaoe—i(wo—wfi)t

+ complexo conjugado
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(1.2.2.16)

(1.2.2.17)

Com w,; = w, — w;. O termo (wo — wg;) > 0 descreve o espalhamento real da radiagdo
eletromagnética no material. Dando origem aos espalhamentos: Rayleigh (wg; = 0), onde os
estados iniciais e finais ttm a mesma energia; Raman Stokes (wg; > 0), onde o estado final tem
maior energia que o estado inicial e Raman anti-Stokes (wy; < 0), onde o estado final ¢ de

menor energia que o estado inicial. O termo (w, + wy;) representa descrevem a emissao

Vamos considerar apenas as componentes reais do espalhamento Raman, portanto, 0 momento

(1.2.2.18)
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Para as funcGes de onda ; e ¥, a largura de banda y,. = 0, pois sdo correspondentes a estados

com energia inteira e ndo virtuais. O momento de dipolo elétrico € proporcional ao campo

elétrico, associando a (1.2.1.1) podemos redefinir a polarizabilidade de transi¢cdo como:

A A A

0 0 0 0 0 0
N %) (8], u)
+

r
Wy — Wy wa + Wo

A

0
© Ho

(pe)fi = %Z <¢f v

r#i,f

(2

(o)>
T

(1.2.2.19)

Tal que:

1 ~ . ~ .
@® )y = 3 (apa)ﬁ{Sao(wo)e_‘(wo_‘*’fi)t + S*oo(wo)el(“"’_wﬂ)t} (1.2.2.18)

Para amplitudes de campos elétricos reais de mesma amplitude €,(wo) = €*50(wo),

podemos reescrever como:

(M(l)p)fi = (tpe) ri Ego(wo)cos(wy — wy; )t (1.2.2.19)
Quando aplicamos em (1.2.1.8). A intensidade depende da ocupacéo do estado inicial. Essa
ocupacdo é determinada pelo fator de distribuicdo de Boltzmann (Long, D.A., 2002). Portanto

a razdo entre as intensidades Stokes e anti-Stokes é dada por:

I(Stokes) ~ (vo —vy)* hevyy
I(anti — Stokes)  (vy + v;)* ¢

(1.2.1.20)
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1.3 Principios da acustofluidica e suas aplicagdes

A microfluidica surgiu na intencdo de manipular pequenos volumes de fluidos. O
transporte de fluidos em escalas micrométricas permite ensaios in vitro de materiais biol6gicos
de pequena escala e analise quimicas avangadas. Devido ao baixo consumo de substéncias e
reagentes, a microfluidica é uma area de interesse para aplicagdes em biomedicina e engenharia

biomédica.

1.3.1. Fundamentos de transporte e fluidos

Podemos definir a massa como uma grandeza fisica fundamental que esta relacionada a
uma quantidade de matéria formada pelos &tomos. A matéria € encontrada na natureza na forma
de aglomerados e sdo organizadas de acordo com as condi¢des de contorno dependentes da
Energia Interna, Nimero de 4tomos, Pressdo, Volume e Temperatura em diferentes estados
fisicos: sdlido, liquido, gasoso, plasma e condensado de Bose-Einstein. Ao analisarmos as
propriedades fisicas em fluidos (gases ou liquidos) da forma macroscopica, podemos considerar
um meio continuo, formado por elementos infinitesimais com um ndmero extremamente alto

de moléculas.

Em microssistemas, ha uma competicao entre as forcas volumétricas (Fv), por exemplo:
gravidade e forgas inerciais, e as forcas de superficie (Fs) como tensédo e viscosidade. A lei da
Escala rege o comportamento dos fluidos em microcanais, pois expressa a variacdo das
quantidades fisicas com tamanho [ de diferentes sistemas ou objetos mantendo os vinculos

constantes.

Fe 2

1
it (1.3.1)

A lei da Escala implica que em sistemas LOC as forcas de superficie sdo dominantes
em relacdo as forcas volumétricas e esses fatores devem ser considerados na confecgdo de um

circuito a ser percorrido pelo fluido.

A mecanica dos fluidos dependem de fatores associados a velocidade e a densidade na
escala molecular. Para estudarmos os dispositivos LOC temos que aplicar a hip6tese da

continuidade em fluidos que afirma que podemaos aplicar as propriedades fisicas macroscopicas
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do fluido considerando um elemento continuo ao invés de discretizados por moléculas. Assim
podemos considerar o volume dado como um limite pequeno e finito de uma particula fluida,
como também podemos aplicar os mesmos principios mecanicos que governam o fluxo em

macroescala.

Os sistemas microfluidicos tém menor consumo de reagentes devido & manipulacéo de
micro a ato litros de analitos, diminuindo os custos e possibilitando um uso mais eficiente de
materiais limitados. A sua razdo superficie-volume tem eficacia na dissipacdo térmica, alto
indice de separagdo ou mixagem dos analitos, obtendo um baixo nimero de Reynolds que reduz
a dispersdo das particulas e privilegia o fluxo laminar.

1.3.2. Conservacdo da massa

Vamos considerar N particulas fluidas compondo um fluido compressivel, ou seja, sua
densidade de massa p é obtida em funcéo do vetor posicéao r e do tempo t. A densidade de massa

pode ser escrita como a razdo entre a massa total M e o elemento de volume Vo:

1 N(t)
p(r,t) = —z m; (1.3.2.1)
Vo Lo
l:

Onde M ¢ a massa total formada pela soma da massa de cada particula m; dentro da
regido de volume Vo. Cada particula fluida é formada por &omo ou moléculas com velocidades

i-ésimas, ela se desloca no volume Vo com uma velocidade de conveccao dada por:

) N(D)
v(rt) = —— Z m; v; 1.3.2.2
p(r’ t)VO £ 1"l ( )

Em um sistema isolado composto por fluidos, a massa total ndo pode variar
espontaneamente sem que haja um fluxo de massa na regido. Vamos definir a densidade de

corrente de massa J(r, t) como o produto da densidade de massa e a velocidade de conveccéo:

J@,t) = p(,t) - v(r,t) (1.3.2.3)

Podemos calcular a variacdo da massa total M na regido delimitada por Vo atraves do
fluxo que passa pela superficie So. Derivando parcialmente a (1.3.2.1) em relacéo ao tempo e
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reescrevendo em termos da densidade de corrente que passa em um elemento de &rea da

temos:

oMV, t) =f £y .ap(r, t) _
|4

> o - fa n J(r,0) da (1.3.2.4)

Aplicando o Teorema da Divergéncia de Gauss na Ultima parte da equacgéo, temos:
fV J(r,t) d3r = f n-J(r,t)da (1.3.2.5)
14 av

Substituindoa (1.3.2.5)ea (1.3.2.3) na (1.3.2.4), temos:

f dp(r,t)
v

5% d3r = —fVV- [p(r,t) - v(r, t)]d3r (1.3.2.6)

Assim, os termos dos integrandos devem ser idénticos, resultando na equacao da

continuidade das massas:

dp(r,t)
ot

+V-[p(rt) - v(rt)]=0 (1.3.2.7)

Note que em fluidos incompressiveis, a densidade ndo varia localmente, portanto a

conservacao da massa é dada apenas pela velocidade de conveccdo:

V-v(r,t) =0

1.3.3. Conservacdo do momento linear

Com respeito a velocidade Euleriana dentro de um fluido, cada particula fluida com
densidade de massa p tem associado um momento de densidade linear p(r,t). v;(r,t) para
dado volume fixo. Vamos considerar o momento do fluido dentro de um volume arbitrario fixo
em uma regido V. O momento linear total serd dado pela soma dos momentos de cada particula
fluida:

N(t) N(t)

PV, 1) = Z P(V,t) = V, Z p(r,6) - vy(1, ) (1.3.3.1)
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A soma das forgas atuantes no fluido em dado volume fixo é representada pela variagdo do

momento com relacdo ao tempo da i-ésima particula:

apV,t) 0

ot atf[ (r,6) - v;(r, )]d? (1.3.3.2)

Assim, aplicando a regra do produto:

oP; (V t) Hap(r t) v £) + p(r,t).%:'t) d3r (1.3.3.3)

A variacdo do momento linear é regida pela Segunda Lei de Newton, logo podemos
elencar que a particula fluida estéd sujeita a soma das contribuicdes das forgcas volumétricas,
forcas superficiais de contato entre o fluido e a regido, forcas devido a pressdo de radiacéo e

viscosidade (BRUUS, 2008). Entdo podemos reescrever a (1.3.3.3) para um volume fixo Vo:

6t p(r t) - v(r, t)d3r

+ j (D) — o + p(r D) - v(r, ) - v(r, )] - nd?r
v,

+f F,d3r =0 (1.3.3.4)
%

0

Onde p(r,t) representa a pressdo na posicdo r, ¢’ € o tensor de viscosidade, f,
representada a densidade de forca volumétrica. Podemos aplicar o teorema de Gauss para

transformar as integrais de superficie em integrais de volume:

d

atf p(r,t) -v(r t)d3r
+f V:[p(rt)—d +p(rt) v(rt) v(rt)]d3r
Vo

+J E,d3r =0 (1.3.3.5)
1%

0
Como o volume escolhido é arbitrario, temos como condi¢do que:
9]
a(p(r, t) v(r,t) +Vp(r,t) =V-6' + V- (p(r,t) - v(rt) v t) +F, =0 (1.3.3.6)

O tensor de tenséo viscosa € descrito pela relagdo (BRUSS,2008):
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o = 77(6117,_ + aivj) + (ﬁ - 1)7’](6](17]()6” (1337)

Sendo n a viscosidade dinamica, o primeiro termo da (13.3.7) € atrelado a viscosidade de
cisalhamento dindmico em um fluido incompressivel, que pode ser entendido como o a
diferenca de velocidade de particula fluida em relacdo a outra em uma camada diferente. Ja o
segundo termo representa a viscosidade dilatacional que é a viscosidade influenciada pela
variacdo do volume devido a uma tensdo aplicada, nesse caso, pela compressibilidade com [

sendo a razdo adimensional entre dois tipos de viscosidades.
Podemaos reescrever a (1.3.3.6):

a 2
a(p(r, t) - v(r,t)) + Vp(r,t) —nV2v(r,t) — fnV(V-v(r,t))

dp(r,t)
ot

~v(r,t) +p(r,t) - v(r,t) - V-v(r,t) + E, =0 (1.3.3.8)

Em fluidos newtonianos a dada temperatura os coeficientes de viscosidade e compressibilidade
do tensor de viscosidade aproximam-se de constantes. Colocando os termos associados a
densidade de forcas inerciais no lado esquerdo da equacao e as densidades de forcas intrinsecas

para o lado direito, podemos escrever a equacdo de Navier-Stokes:
0
p(r,t) [& (v(r,0) + (w(r,6) - Vv(r,t)| = —Vp(r,t) + V2w + pnV(V-v(r,t)) + F, (1.3.3.9)

Em pequenas escalas as contribui¢bes das forcas volumétricas sdo muito menores que
as outras forcas, podendo ser desprezada. Ja as forcas superficies como as de contato entre a
parede e o fluido depende das derivadas parciais das velocidades no escoamento. Assim o tensor

de viscosidade tem papel importante na dindmica do fluido.
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1.3.4. Teoria da Perturbacéo

Vamos considerar um sistema adiabatico composto por um fluido em repouso, ou seja,
0 campo de velocidade imposto é vy, = 0, com densidade p, e pressao po constantes. O fluido
obedece as equacOes de conservacdo de massa e de momento descritas nas se¢fes anteriores,
inicialmente sem interagdes com ondas acusticas. Considere pequenas perturbagdes de primeira

ordem, tal que:

p = po+p1 (1.3.4.1)
P = Do + C02p1 (1342)
V=1 (1.3.4.3)

Aplicando para o campo de pressdo a expansdao por série de Taylor em torno da

densidade p,. Temos:

_ n an
p— po—z(p Po) o (1.3.4.4)

Paran =1, e isolando p; na (1.3.4.1), podemos reescrever a pressao do sistema como:

= +ap 1.3.4.5
P = Do appl (1.3.4.5)

Podemos interpretar a variacdo de pressdo no fluido em funcéo da densidade como uma
onda de pressao, ou seja, uma onda mecanica que se propaga com velocidade definida em um
meio material. Assim, por analise dimensional a derivada parcial na (1.3.4.4) tem dimensao de
velocidade ao quadrado.

Comparando (1.3.4.2) e (1.3.4.5), podemos caracterizar a constante co como a

velocidade de propagacéo da onda de pressédo em funcao da densidade.

2 _ 0P

5 (1.3.4.6)

Co

e, portanto:

P1= Co°p1 (1.3.4.7)
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Aplicando os resultados das equagdes (1.3.4.1), (1.3.4.2) e (1.3.4.3) nas equacgOes de
conservacao da massa (1.3.2.7) e de continuidade de Navier-Stokes (1.3.3.9), desconsiderando

as forcas volumétricas e os produtos dos termos em primeira ordem:

dp
a_tl = —V- (pov1) (1.3.4.8)

avl 2 2
Po—5 = ~Co Vp: + nVevy + nV(V - vy) (1.3.4.9)

Derivando parcialmente em relacdo ao tempo t (1.3.4.8), obtemos:

2
aa tp; - -<p0 %) (1.3.4.10)
Substituindo a (1.3.4.10) na (1.3.4.9):
9°p1 22 2 2
2 - Co Vipy —nVA(V-vq) + +BnV=(V - vy)
= ¢’V?py — (1 + B)NV3(V-vy)
= ¢y [1 +%% V2p, (1.3.4.11)

Utilizando a aproximacdo linear da expansdo da pressdo expressada na (1.3.4.7),

obtemos a equacao (1.3.4.11) em termos da presséo:

0> 1+ 0
Pr_ 2 [1 + ﬂ—l v2p, (1.3.4.12)

ot PoCo? Ot

Os campos acusticos de pressdo, densidade e velocidade, tem variacdo temporal
harménica com frequéncia angular definida por w = 2.z.f (BRUSS, 2007), onde f é a frequéncia
da onda acustica. Na microfluidica a velocidade do fluido é menor que 1000 mm/s, portanto, a
velocidade do fluido € muito menor que a velocidade de propagacao da onda mecéanica no meio,
justificando nossa aproximacao apenas em primeira ordem (LANDAU; LIFSHITZ, 1991).
Assim, podemos supor que as equagdes desses campos com dependéncia harménica temporal

séo dadas por:
p1(r,t) = pi(r)e i@t (1.3.4.13)

p1(r,t) = co?py(r)e it (1.3.4.14)



33

v1(1,t) = vy(r)e i@t (1.3.4.15)

Substituindo (1.3.4.14) na (1.3.4.12), temos:

i(1+ pnw] " w?
V2p1 = — Il — W C'O_Zpl (13416)
Entdo, podemos reescrever (1.3.4.16) como:
V2p, = —k;*p; (1.3.4.17)

chamamos de k; o numero de onda acustica complexo:

’ 1
ki= |1= T ko (1.3.4.18)

_ @+ pmw
2poco?

tal que:
(1.3.4.19)

Onde o nimero de onda k, = Cﬁ e o fator de amortecimento acustico viscoso por (.
0

Quando ¢ « 1, pequeno, os efeitos da viscosidade podem ser desconsiderados e podemos
reescrever (1.3.4.18) como uma expansdo de Maclaurin:
ki = (1+iQ)k, (1.3.4.20)

Portanto, podemos reescrever (1.3.4.17) caracterizando como a Equacéo de Helmholtz

Amortecida:
(V2 + k)py(r,t) = 0 (1.3.4.21)

1.3.5. Forca de radiagdo acustica

Quando aplicamos um campo ultrassénico em um fluido contendo particulas suspensas,
0 espalhamento das ondas acusticas produz uma transferéncia de momento da onda as
particulas. Essas particulas serdo afetadas pela entdo chamada forca de radiacdo acustica
(LAURELL, T. LENSHOF, A., 2015). Em chips microfluidicos essa forca permite o
aprisionamento e transporte acustico de particulas, denominado como acustoforese.

Considerando apenas a forca resultante de ondas estacionarias formada a partir dos médulos de
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ressonancia da microcavidade (NETO et al., 2015), podemos reescrever a forca de radiacéo
acustica como gradiente de uma fungdo potencial U no regime de Rayleigh:

Froa = —VUraa (1.3.5.1)

Considerando a funcdo potencial U para um microcavidade cilindrica, podemos
escreve-la em termos do raio das particulas a, da densidade p e da compressibilidade adiabatica
Bo (SILVA, G. BRUSS, H., 2014) chegando na equagdo de Gor’kov (GOR’KOV., 1962):

Ip?]

1
Uraq = 2ma’ fom - Efl.DOlvizl (1.3.5.2)

Onde f, corresponde ao fator de compresséo e f; ao contraste de densidade entre o fluido e a
particula. Assim podemos determinar o potencial experimentado pela particula imersa em um
campo de radiacdo acustica, representando a forca de radiacdo acUstica em termos das médias

temporais de p? e v2.

A forca de radiacdo acustica em primeira ordem suspende as particulas na posi¢do
central da cavidade. Chamamos o plano em que elas sdo suspensas de plano de levitagéo.
Quando duas ou mais particulas estdo préximas no plano de levitagdo, surge uma forca de
radiacdo acustica secundaria devido aos fendmenos de reespalhamento das ondas acusticas. A
forca de radiacdo acustica em segunda ordem faz com que as particulas se aglomerem

diminuindo a distancia entre elas.

Considere um par de particulas idénticas com distancia d entre elas, aprisionadas pela
forca de radiacdo acuUstica. O espalhamento da onda incidente na particula 1 junto ao
espalhamento no fluido provoca uma forca de interacdo na particula 2. Vamos definir essa forca
de interacdo como sendo uma forca conservativa cuja variacdo do momento € transversal a forca

de radiagdo acustica priméria.
Fint = _VJ_UiTlt (1353)

Considerando a parte real “Re” do produto escalar entre a velocidade do fluido dentro
da cavidade v, e a velocidade da onda espalhada v, podemos definir a funcdo potencial de
interacdo U;,; (SANTOS et al., 2021):

Uit = —ma3fipoRe[v,* - vs.] (1.3.5.4)

No plano de levitacéo, a forca de radiacao acustica de interagdo atua como forca central,

ou seja, o potencial de interacdo depende das distancias entre as particulas. Podemos estimar a
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velocidade de espalhamento através das contribui¢des dos campos acusticos proximos na ordem
do raio da microcavidade (PIERCE, 2019):

a3f1|17c|2
Vse ™ 3 (1.3.5.5)
Assim, podemos aproximar a forca de radiacéo acustica secundaria como:
wa® v, |?
maf1polvel” (1.3.5.6)

int™ d4

1.3.6. Fabricacéo e aplicacoes

Os primeiros trabalhos com pequenos volumes de fluidos iniciaram com os estudos de
Golay e Van Deemter na qual utilizaram capilares de silica com didmetro na ordem de
micrometros para melhorar a performance da cromatografia. A industria da microeletrénica
impulsionou os estudos em escalas micrométricas com o processo de fotolitografia na
confeccdo de microchips (MANZ, A. et al., 1992). No inicio da década de 90, o primeiro chip
de Eletroforese Capilar (EC) foi criado para separacdo de moléculas ionizadas, possibilitando
nos anos seguintes a analise de moléculas de DNA (TIAN, WC., FINEHOUT, E., 2008).

A microfabricacdo originou-se com as técnicas de litografia desenvolvidas em moldes
de silicone. A evolucdo tecnoldgica impulsionou a diversificacdo dos materiais utilizados em
sistemas microfluidicos, abrangendo agora polimeros, ceramicas e metais. (RAJURKAR, K;
MADOU, M., 2007). Assim, surgiram aplicacfes em areas tdo diversas como diagndstico
médico, entrada de medicamentos, descoberta e analise de farmacos, quimica analitica, sintese
combinatdria, diagndstico molecular e fabricacdo de produtos quimicos especializados
(DITTRICH, PS.; MANZ, A., 2006). Os materiais para confeccdo dos dispositivos mudaram
para polimeros que tém custo menor, maior resolucdo e € menos perigoso na confeccéo de
estruturas (BECKER, H.; LOCASCIO, L.E., 2002).

A separacdo de particulas é um fator importante para aplicacbes nas areas de
biotecnologia e farmacéutica, como na purificacdo de amostras biomoleculares e analise de
células em ensaios clinicos (VITORINO, R. et al., 2021). Essa separagdo pode ser aplicada
pelos métodos de centrifugacdo, cromatografia, filtragdo, floculagdo entre outros. A

acustofluidica é a fusdo da acustica com a microfluidica e veio da necessidade de uma poderosa
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ferramenta para separar amostras bioldgicas diluidas em fluidos com misturas complexas em
qualquer laboratério, com biocompatibilidade e livre contato com o substrato (SAVAGE et al.,
2017).

Os dispositivos acustofluidicos integram o conceito LOC e pode ser visto como um
subconjunto de micro sistemas que combinam tarefas de controle, fluxo, deteccéo e anélise de
amostras, ou seja, um laboratério que opera na escala micrométrica. Ao adicionarmos uma
cavidade ressonante, possibilitamos o uso de transdutores na geracdo de um campo acustico,
este formado por ondas estacionarias gera nds de pressdo. O gradiente de pressdo em torno de
um ponto no fluido favorece a troca de momentos em curtos intervalos de tempo gerando uma

forca de radiacdo acustica.

A forca de radiagdo acustica depende da frequéncia de ressonancia do transdutor com o
chip e da amplitude do sinal. Esses parametros devem ser cuidadosamente manipulados para
ndo danificar as amostras dentro da cavidade. Essa forca acustica possibilita o aprisionamento,

levitacdo e a manipulacdo de particulas e células suspensas no liquido.

Ao aplicarmos uma corrente alternada oscilando em alta frequéncia em um material
piezoelétrico, este vibra em alta intensidade produzindo ondas mecénicas na regido do
ultrassom. A onda acustica que depende da reflexdo na cavidade ressonante € classificada como
Ondas Acusticas de Massa (do inglés BAW), assim materiais como silicone e vidro sdo mais
indicados na microfabricacao dos dispositivos. Entretanto, quando as vibragdes sdo propagadas
paralelamente a superficie do material, definimos como Ondas Acusticas de Superficie (do
inglés SAW).

Os dispositivos acustofluidicos permitem a separacdo de particulas de densidades e
tamanhos diferentes (LI AND HUANG, 2018), podendo ser aplicados em diferentes situacdes
como purificacdo de dgua contra bactérias, virus e microplasticos (DOW et al., 2018; CHEN et
al., 2020), transporte de lipideos que colocam em risco o fluxo sanguineo (DING et al., 2021)
e isolamento de particulas virais (XIE et al., 2020; LOCATELLI, 2021). Assim, 0s chips
acustofluidicos conseguem levitar e aprisionar microparticulas de poliestireno em uma
cavidade ressonante (SANTOS, H. D. A. etal., 2021) com grande potencial em aplicacGes de
biopsias em microvolumes baseados em teste de sangue, sendo uma alternativa menos invasiva

que a bidpsia tradicional de tecidos.
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1.4 Principios e Fundamentos da Analise dos Componentes Principais

A andlise dos componentes principais (do inglés PCA) é um método de anélise
multivariada de representacdo de dados a partir de combinacdes lineares das variaveis originais,
reduzindo a quantidade de dados e produzindo informagdes importantes para o reconhecimento

de padroes.

Seja M uma matriz de dados n x p onde n representa o numero de linhas e p representa
as colunas. Podemos interpretar essa matriz como a configuragdo de dados observaveis n
associado a sua variavel p. Através da maximizacdo da variancia, minimiza-se a soma dos
quadrados dos desvios de reconstrucdo, fornecendo uma matriz de projecdo W em um novo

espaco ao qual a representacdo é dada em componentes principais.

Vamos descolocar os dados da matriz M para origem, centralizando os dado em uma

nova matriz D:

cX; c¥;
D = CXZ CYZ (14‘1)
cX; cY;
Em seguida calcula-se a matriz de covariancia baseada em D
n
1 —\2
var(cX) = TlZ(cXi —cX) (1.4.2)
n i=1
n
1 —\2
var(cY) = TlZ(ch - CY) (1.4.3)
n i=1
Como resultado tem uma matriz de covariancia de dimensdo n X n:
n
1 — —
cov(cX,cY) = mZ(cXi — cX) - (ch- — cY) (1.4.4)
i=1

Os autovetores da matriz de covariancia podem ser encontrados dado a matriz:
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varcX cov

A= [ cov varcY

(1.4.5)

Sendo | a matriz identidade, para que se obtenha vetores v ndo-nulos deve-se ter, pela

equacdao caracteristica:

det|A—A.1I| =0 (1.4.6)
ssim,
Av=21"v (1.4.7)
Implica que:
_ [vX —vY
v = [vY i (1.4.8)

Por fim rearranjamos os dados em uma matriz linearmente independente, fornecendo as

componentes principais:
PC1, PC2, ..
D.v= [13612 PC2, ] (1.4.9)

A distribuicdo dos dados no plano pode ser representada pelas duas primeiras
componentes principais que sdo perpendiculares e mostram a tendéncia dos dados. As
componentes principais podem ser obtidas em qualquer matriz de dados seguindo o algoritmo:
centraliza os dados, calcula a matriz de covariancia, encontra seus autovalores e autovetores,
por fim arranja os dados por Transformada de Hotelling (BRO, R.; SMILDE, K., 2014).

A base dos vetores gerados aponta na direcdo de maior variancia e sdo combinagoes
lineares da matriz de origem. As informagdes presentes na matriz sao representadas em graficos

através de scores e loadings. Os scores fornecem a composicdo estrutural das principais
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componentes em relacdo as observagdes das amostras e os loadings relacionam as componentes

principais com as variaveis.

Dada a matriz de dados M formada por i linhas (amostras) e j colunas (variaveis),
decompomos em uma matriz L formada por projecGes das amostras em um novo espaco
(scores) e uma matriz de pesos P (loadings), restando uma matriz de residuos que explica alguns

dados ndo correlacionados, tal que:

M=LP"+E=1,pT + Lpl + LLpY + -+ E (1.4.10)

Assim, podemos interpretar L como as projecOes das amostras na direcdo dos
componentes principais e P sendo os angulos entre cada componente principal e cada variavel
(BROWN, S.D. et al.,, 2009). A PCA pode ser implementada por diversas plataformas
computacionais ou linguagens de programacdo como Matlab, Scilab, linguagem R, Python,
Java, C++ dentre outras, possibilitando a personalizacao dos algoritmos na geracgéo de graficos

de tendéncia.
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2 METODOS EXPERIMETAIS

2.1 Descricéo do design e fabricacéo do dispositivo opto-acustofluidico 3D impresso

O dispositivo, foi idealizado pelo GAFM e é composto por uma entrada para o canal
(Inlet) e uma saida (Outlet), ambas com raio de 1,0 mm que levam a uma microcavidade que
funciona como biorreator: a propagacao da onda gerada por transdutor ceramico, o piezoelétrico
(PZT), com diametro de 25 mm, reflete e cria uma onda estacionaria e as particulas tendem a
ser aprisionadas nos nds de pressdo. Atraves de simulacdes pelo Software Comsol Multiphysics
analisou-se a densidade de energia necessaria para o aprisionamento das particulas através do
método de elementos finitos e obteve-se os resultados numéricos que séo estudados para avaliar
a convergéncia das simulacdes, assim obtém-se como produto o raio da cavidade proximo a 1,8
mm, a profundidade da cavidade de 250 um e por fim calcula-se a ressonancia para identificar
a frequéncia que maximiza a densidade de energia.

O primeiro passo na microfabricacdo é a impressdo das camadas a serem conectadas
para formar o dispositivo opto-acustofluidico. Confeccionou-se duas sec¢des do dispositivo em
material de resina fotossensivel na impressora 3D (Moonray D75, Sprintray, EUA), a parte
superior com os Inlets levando a microcavidade e a parte inferior com espaco de alocagdo para
0 PZT. Apds a confeccdo das pegas, elas precisam ser higienizadas com alcool isopropilico e
secas com papel toalha: em seguida levadas ao processo de cura, que consiste em aumentar o
grau de dureza do material através de raios ultravioletas (UV) de tal modo que ndo resseque ao
ponto de quebrar. Esse método auxilia na propagacao de ondas acusticas no sistema.

Inicia-se a montagem do dispositivo, na primeira peca colocamos uma laminula circular
de vidro com espessura de 150 um como tampa da cavidade acuUstica. Na base é colado o PZT
preenchendo seus arredores com gel de ultrassom, junta-se as partes impressas e finaliza-se a
confeccdo do dispositivo.

Os canais sdo novamente higienizados com uma seringa contendo 1mL de alcool etilico
70% e em seguida duas seringas de 1mL cada com agua destilada, sendo assim realizado o teste
de microfluidica dentro dos canais. Caso o layout impresso apresente resisténcia a esse teste, 0
dispositivo é higienizado novamente e levado ao microscopio para identificar os possiveis erros
de manufatura que impedem o fluxo.

A microcavidade do dispositivo utilizado tem aproximadamente 2R = 3.6 mm de

didmetro com altura H = 250 um, sendo o aprisionamento em um plano preferencial proximo a
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h = 100 pum. A condicéo para a distancia de trabalho do sistema para obter o espectro Raman
de um Ery levitado deve satisfazer a relagdo: w > d + H — h = 300pum, onde w = 600um é a
distancia de trabalho. A busca da frequéncia de ressonancia do dispositivo é realizada com
microparticulas de poliestireno (10 um ou 30 um) e através do gerador de funcbes varremos
uma faixa de frequéncias proximas da simulada até encontrarmos a frequéncia de ressonancia
(3.13 MHz) com uma tenséo de 5V, ou seja, a que fornece maior amplitude na tenséo aplicada
ao circuito e aprisionamento das particulas.

O dispositivo confeccionado no GAFm em parceria com a IntacLab tem simetria radial,
baixo custo de matéria prima, operacao simples e padronizada de funcionamento, tempo rapido
de resposta e formacdo de aglomerados em sua cavidade e formacdo de estruturas estaveis a

analise oOptica.

Figura 2.1 - Representa de um corte seccional da geometria de distribuicdo dos materiais

utilizados na confecgdo do dispositivo de acustofluidica. A figura detalha a entrada (Inlet) e saida

(Outlet) do canal microfluidico conectados a uma microcavidade no centro do dispositivo.

Fonte: Autor 2024.
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2.2 Coleta e manipulacéo de Erys

Nos dois primeiros grupos a coleta de sangue foi realizada no Hospital Universitario
Professor Alberto Antunes (HUPAA). A coleta ocorreu através de pungdo venosa em tubos de
vacuo com anticoagulante EDTA-K3 (&cido etilenodiamino tetra-acético), com concentragdo
de 198 pg mLl. Para separacdo dos eritrocitos (Erys) do plasma, as amostras foram
centrifugadas a 2345 g por 10 minutos, em temperatura ambiente, no Grupo de Nanofotdnica e
Imagem (GNFI) do Instituto de Fisica da UFAL. As amostras foram separadas em dois grupos:
Controle e Pré-Aquecidas, no ultimo realizou-se o procedimento de aquecimento por 20 min a
56 °C, em banho térmico, seguindo o protocolo estabelecido pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) de inativacdo de virus. Ambos os grupos foram purificados usando tampédo
fosfato (0,2M) e centrifugado trés vezes a 14,654 g por 12 min a 4°C. O estudo foi autorizado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFAL (CAEE 30732120.1.0000.5013). As células foram
tratadas e separadas para analise em parceria com o Instituto de Quimica e Biotecnologia (I1QB)
da UFAL. Ambos os grupos foram submetidas a quantificacdo de proteina total pelo método

de referéncia de Bradford.

Figura 2.2 - Processo de diferenciacdo dos grupos para andlise no sistema de opto-acustofluidica.

Sangue controle

2345¢9
por 10 min

‘ W 56°C \
» Controle » \
‘ ' i 20 min E

Fonte: Autor 2024.

» " k' Aquecidas
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2.3 CondicOes experimentais e aquisi¢ao de espectros

O sistema opto-acustofluidico € uma plataforma multifuncional produto do acoplamento
de um dispositivo opto-acustofluidico ao microscopio confocal Raman. Na anélise de particulas
e celulas em microlitros o sistema consegue monitorar 0os pardmetros bioquimicos em tempo

real e sem alteracGes espaciais na area focalizada.

Conectamos um gerador de fungbes (AFG1022, Tektronix, EUA) em paralelo ao
osciloscopio (TDS 2012C, Tektronix, EUA) de 50 MHz e ao dispositivo opto-acustofluidico
(GAFm, BR). O dispositivo é acoplado ao LabRam HR Evolution (Horiba, Fran¢a) equipado
com um detector Synapse e uma camera CCD resfriada como mostrado na Figura 2.3. A
microcavidade cilindrica ressonante do dispositivo gera ondas estacionarias com maior

amplitude e tém frequéncia de ressonancia préxima a 3,13 MHz.

Figura 2.3 — Configuracao experimental do dispositivo de opto-acustofluidica para ensaios de
espectroscopia Raman em Erys.

Fonte: Autor 2024.

O sistema foi ligado com uma amplitude de 5V pico-a-pico e em um dos Inlets do
dispositivo foi pipetado 50 pL da amostra com as células vermelhas com uma concentragao de
200 células/pL, o fluxo laminar foi perdendo velocidade devido a forca de radiacdo acustica

préxima ao centro da cavidade, em seguidas as células comegaram a ser arrastadas, levitadas e
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aprisionadas proximo ao centro da cavidade. O plano de aprisionamento e levitacdo das células
é em torno de 100 um no eixo Z em relagdo ao fundo do dispositivo. Quando altera-se a
frequéncia na terceira casa decimal o aglomerado formado desloca-se apenas no plano XY
como mostrado na Figura 2.4.

Figura 2.4— (a) llustragdo do dispositivo acustofluidico desligado, com uma concentragéo de Erys

em sua microcavidade. (b) Quando o dispositivo é ligado, o PZT gera ondas ultrassons que sdo
refletidas na laminula e aprisionam as células em um plano preferencial de levitagéo.

Dispositivo Acustofluidico

b)

Fonte: Adaptada de Scilight 2023, 291111 (2023). https://doi.org/10.1063/10.0020296.

Com o sistema ligado, podemos adquirir os espectros Raman dentro do biorreator do
dispositivo. As medidas sdo feitas de duas formas: (a) pontuais, focalizando o laser de diodo de
532 nm na regido nuclear das células através de uma lente objetiva de 40X (Olympus Corp.,
Japdo ou 60X). A mesma lente objetiva é usada para coletar a luz espalhada Raman apos a
interacdo com a amostra, em uma geometria de retroespalhamento; (b) espaciais, a
caracterizacdo € feita por meio de um mapeamento em 2D, usando as mesmas condi¢cdes do
item anterior, para avaliar toda estrutura da célula. A calibracdo da frequéncia é definida tendo

como referéncia a banda vibracional de 520 cm™ de uma amostra padréo de silicio.
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O sistema deve ficar isolado de radiagBGes eletromagnéticas externas, com paredes
preferencialmente opacas e refletivas. O laser Raman foi focalizado com a objetiva 40X, com
abertura numeérica NA = 0.65, 0.1% da poténcia total de 250mW, ou seja, 0,25mW em uma
regido com diametro de 2um no plano XY. Nas mesmas condi¢des, 0s espectros das células sao
medidos na temperatura de 22°C, com Hole de 300, tempo de aquisi¢do de 14s e acumulacéo
de 10 totalizando um tempo total de aproximadamente 120 s na faixa espectral de 300 a 1800
cm. O sinal foi disperso por uma grade de difracdo com 300 ranhuras/mm e cada espectro
tirado foi na regido de uma Unica célula aprisionada em aglomerados no plano nodal do

dispositivo sem a influéncia do substrato.

Figura 2.5 - Figura do dispositivo acustofluidico atuando, com micrografia 6ptica de uma objetiva
de 40X dentro da microcavidade com Erys, onde podemos visualizar o foco do laser Raman em

uma Unica célula.

//// ‘

: ////% //

Fonte: Autor 2024.

Na Figura 2.6(a) podemos visualizar a alteragdo na temperatura dentro da microcavidade com
0 aumento da tensdo aplicada e definir a melhor diferenca de potencial para o ensaio celular.
Aferimos a temperatura por camera térmica Flir E40 (Teledyne, Inc. USA) com a
microcavidade aberta. Na Figura 2.6 (b), conseguimos averiguar o comportamento dos
espectros Raman com a diminuigéo da tensdo aplicada no dispositivo onde mostramos a queda
de tensdo de 8 para 4Vpp. Quando diminuimos a diferenca de potencial aplicada pico-a-pico
podemos determinar o potencial minimo necessario para que o agregado se mantenha no plano
de aprisionamento, na inser¢do visualizamos que o espectro Raman ndo sofre alteracdo

substancial devido ao incremento de poténcia no piezoelétrico do dispositivo.
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Figura 2.6 - (a) Variacdo da temperatura dentro da cavidade em funcdo da tensdo pico-a-pico
aplicada (b) Espectros Raman normalizados de uma mesma Ery em um mesmo plano de
aprisionamento para diferentes tensdes pico-a-pico (4 e 8Vpp), a insercdo mostra a diferenca entre

0S espectros.
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Fonte: Adaptada de Rocha et al, material suplementar, 2023.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Andlise da formacao de agregados de Erys dentro do dispositivo opto-acustofluidico

A amostra com Erys é inserida em pequenos volumes em um dos inlets do dispositivo:
as celulas vermelhas passam pelo canal devido a pressdo aplicada e também ao efeito de
capilaridade em direcdo ao outlet no layout do dispositivo. No centro do dispositivo, a
microcavidade ressonante funciona como biorreator, onde as forcas de radiacdo acustica de
primeira ordem surgem devido & mudanca de momento linear no fluxo das células. Sendo o
didametro das células muito menor que o comprimento de onda acustico, a forca de radiacao
acustica € um gradiente da energia potencial dentro da cavidade tendendo levar as Erys para

uma regido de menor potencial proxima ao centro da cavidade.

Nos momentos iniciais as células sofrem uma desaceleracdo em seu fluxo para mudar
sua direcdo no sentido da regido de aprisionamento. No processo de formacdo do agregado de
Erys, a forca de radiacdo acustica de segunda ordem, devido a interagdo célula-célula, provoca
um reespalhamento da onda propagada no biorreator, assim forma-se uma rede de estrutura
plana e estavel devido a forca de radiagédo acustica de segunda ordem. A mudanga do momento
angular realiza um torque de forma que a Ery de formato bicéncavo e plano fiqgue com sua
superficie paralela a laminula do dispositivo. Essa configuragcdo minimiza a energia potencial

no plano nodal facilitando a aquisi¢do de espectros por horas.

Figura 3.1 —Micrografia digital de Erys agregados em tempo real para analise microscépica
confocal Raman. (a) Agregado de células controle na microcavidade do dispositivo opto-
acustofluidico. A seta preta indica o uma ampliacdo de 2x na imagem. (b) Agregado das células
aquecidas. A seta vermelha indica as regides de alteracdes na morfologia que pode ser visualizada

pela imagem digital e suas alterac@es bioquimicas através da espectroscopia Raman.

Fonte: Autor 2024.
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Na Figura 3.1(a) podemos visualizar que as células ficam justapostas na regido do plano
nodal. Percebe-se também que a forca de radiacdo acustica aplicada ndo estimula o rompimento
celular, mantendo as células vivas para analise em tempo real. Conseguimos visualizar algumas
alteracdes morfologicas entre os grupos. Na Figura 3.1 (b) as células aquecidas apresentam

pequenas deformacBes em sua membrana plasmatica, formando algumas espiculas.

3.2 Demonstracdo da aquisicdo bem-sucedida de espectros Raman de Erys saudaveis e
aquecidas

Apbs a formacdo do aglomerado, posicionamos cuidadosamente o feixe de laser
utilizando uma objetiva de 40x na Ery localizada proxima ao centro do aglomerado. Ajustamos
a poténcia para 0.25W antes de capturar os espectros de cada célula, com cada novo espectro
atrelado a posicdo de outra Ery proxima. Os espectros Raman obtidos podem ser afetados pela
emissdo de fluorescéncia do material quando exposto a luz laser. Para mitigar esse efeito,
aplicamos a técnica de baseline, criando uma funcdo polinomial com 32 pontos de intersec¢do
que nos permite subtrair a contribuicdo da fluorescéncia dos dados brutos. A Figura 3.2 mostra

espectros Raman de uma Ery no plano de aprisionamento com o dispositivo ligado e desligado.

Figura 3.2 — Comparacéo entre os espectros Raman adquiridos no plano de levitagdo com o

dispositivo ligado (ON) e com o dispositivo desligado (OFF).
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Fonte: Autor 2024.
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Os pontos de interseccédo selecionados foram os pontos de minimo, ou seja, em regides
cuja derivada de primeira ordem é nula e com a concavidade da curva voltada para cima,
preservando assim a integridade do espectro Raman. Em seguida para padronizarmos 0s
espectros obtidos, eles sdo normalizados pela area, mantendo as caracteristicas do espectro

Raman e com dimensionamento escalar ideal para analises.

A Figura 3.3 mostra o aprisionamento e levitacdo de Erys agregadas dentro da cavidade
acustofluidica, possibilitando a tomada de espectros Raman focalizados em uma Unica célula.
Na Figura 3.3 (c) podemos visualizar os espectros Raman médio de cada grupo, onde cada

espectro Raman médio representa uma média aritmética de 15 espectros Raman.

Figura 3.3 — (a) Aquisicao do espectro Raman com ponto laser focalizado em uma Unica Ery
controle, (b) Aquisicdo do espectro Raman com ponto laser focalizado em uma Unica Ery
aquecida, (c) Espectros Raman médios normalizados dos grupos controle e aquecidas, a inser¢éo

mostra a diferenca entre 0s espectros.
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Fonte: Autor 2024.

3.3 Analise estatistica: Aplicacdo da andlise de componentes principais (PCA) para
identificacdo de grupos de Erys

Como demonstrado na Figura 3.3, 0s espectros Raman adquiridos contém assinaturas

moleculares, bioquimicas e estruturais importantes para analises. Contudo apenas a inspecéo
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visual ndo demonstra um parecer qualitativo de diagnostico, assim podemos aplicar o método
de analise multivariada PCA em uma matriz de dados formada por 513 linhas e 30 colunas,

sendo cada coluna representando um espectro de uma Ery.

O algoritmo retorna os valores das principais componentes que formam planos com
determinado percentual de informacéo sobre os dados. Assim, com as duas primeiras principais
componentes (PC1 e PC2) podemos criar um grafico que represente a localizacdo de cada
individuo em relacdo ao novo plano formado. A PC1 representa 57.3% dos individuos no eixo
das abscissas, jA& a PC2 contribui 11.6% no eixo das ordenadas, totalizando 68.9% da
representagdo nas novas coordenadas. Podemos observar na Figura 3.4 a distingdo entre o0s
pontos azuis (Erys controle) dos pontos vermelhos (Erys aquecidas) com uma elipse de

confianca de 95%.

Ao relacionarmos a coluna da PC1 as linhas dos dados de entradas, podemos encontrar
o perfil dos Loadings mostrado na Figura 3.4 (b) que sdo utilizados para identificar
caracteristicas significativas no espectro Raman. As variagdes positivas e negativas das bandas
no espectro estdo correlacionadas a variagdes na composicdo molecular representadas pelas
regides vibracionais moleculares. Loading positivo indica uma regido que contribui fortemente

para diferenciacdo entre os grupos.

Figura 3.4 - (a) Os gréaficos de PCA mostram a discriminacao de dados com base em células de
controle (pontos azuis) e células tratadas termicamente (pontos vermelhos). A variagdo percentual
capturada por cada PC é mostrada entre parénteses ao longo de cada eixo. (b) Loadings do gréafico

PC1 para os grupos controle e aquecidas.
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Fonte: Adaptada de Rocha et al, material suplementar, 2023.
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3.4 Interpretacdo dos resultados a luz dos objetivos da pesquisa e da revisdo da literatura

Para analisar flutuagcGes no espectro Raman, € possivel usar algumas bandas para
estimar a quantidade relativa de oxiemoglobina. Além disso, para avaliar a capacidade relativa
da hemoglobina total de ligar oxigénio e mudancas conformacionais em anéis de pirrol como

mostrado na Figura 3.5 e de acordo com a Tabela 1.

Figura 3.5 — Espectros Raman médios dos grupos de Erys controles e aguecidas com as marcagdes
referentes as regides: i) a regido de baixo niumero de onda (600-1.200 cm-1); (ii) a regido de
deformacéo C-H da metina (1.300-1.200 cm-1); (iii) a regido de estiramento do anel pirrol (1.300-
1.400 cm-1); (iv) a regido da banda do marcador do spin core (1.500-1.650 cm-1).
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Tabela 1 - Posi¢do da banda, atribuicdo e coordenada local para Erys controle e aquecidas,
obtidos usando uma excitacdo Raman de 532 nm. A identificacdo dos modos vibracionais esta

de acordo com a referéncia Rusciano e De Luca em 2008.

Posi¢cao de Banda Posicao de Banda Coordenada Local
Erys Controle Erys Aquecidas

992 cm? 992 cm™? v(CBC1) asym
1172 cmt 1172 cm* v(pyrhal f-ring) asym
1226 cm* 1225 cm'? §(CmH)
1307 cmt 1306 cm* 5(CmH)
1343 cm™ 1341 cm™? v(pyrhal f-ring) sym
1378 cm™ 1376 cm™* v(pyrhal f-ring) sym
1399 cmt 1398 cm! v(pyrquarter-ring)
1434 cmt 1430 cm* v(CoCm ) asym
1588 cm'? 1586 cm v(CaCm ) asym
1639 cm™? 1637 cm v(CaCm ) asym

Fonte: Autor, 2024

Os picos Raman do Erys detectados entre 1500 e 1700 cm™ séo significativamente
influenciados pelo estado de spin do ferro ou, de forma semelhante, através do estado de
oxigenacdo da célula investigada. Nossos resultados mostram dois picos proeminentes por volta
de 1588 e 1639 cm™. Como pode ser observado na Fig. 3.3 para Erys aquecidas, a intensidade
relativa das bandas Raman diminui, e uma mudanca para o azul na posi¢cdo espectral €
observada quando em comparagdo com a resposta Raman da Erys controle. Os picos proximos
a banda de 1585 cm™ estdo associados a uma maior concentracio de Hb. As bandas de 747 a
1130 cm™ sdo definidas como uma regido com maior concentracéo de lipidios e de 1130 a 1690

cm como uma regido relacionada as proteinas (LENZI, E., et al., 2021).

Utilizando (1.2.6), podemos quantificar a razdo entre as intensidades das bandas Raman

em 1588 e 1553 cm™, que estdo relacionadas aos ligantes da hemoglobina. Essa razéo permite
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analisar a capacidade de ligacdo ao oxigénio das hemacias controle e aquecidas.
(SLATINSKAYA, O. LUNEVA, L. DEEV, et al., 2021):

I
Tcontrole = 112% = 3.20 £0.02 (3.4.1)
1553
L1588
Taquecidas = K = 2.83 £0.01 (3.4.2)
1553

Portanto, a razdo entre 0s grupos das aquecidas e o grupo controle sugere uma perda de

oxigenacdo entre as células de:

raquecidas

= (.88

Tcontrole

O tempo de aquisi¢do dos espectros ndo superou dois minutos, o que minimiza um
potencial efeito de fotodano as Erys. As mudancas biomoleculares apresentadas evidenciaram
uma queda da manutencdo da principal funcdo da hemoglobina no transporte de oxigénio. Essas
alteracdes sdo ratificadas pela Figura 3.6 que mostra a queda da absor¢éo de oxigénio em 50.8%
das Erys aquecidas em relagdo ao grupo controle.
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Figura 3.6 — Absorcéo de oxigénio de cada populacdo de Erys.
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Fonte: Adaptada de Rocha et al, material suplementar, 2023.
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3.5 Anélise do comportamento mecanico dos eritrocitos

O comportamento das Erys dentro da microcavidade € devido a interagdo com as ondas
acusticas. Essa interacdo pode ser explicada devido a composi¢cdo multicamada do dispositivo.
Considere a impedancia acustica especifica da resina de impressdo 3D, agua e vidro a
temperatura ambiente sendo respectivamente: Z,= 2,9 MPas m™?, Zagua= 1,49 MPa's m™, Zyidro

= 13,4 MPa's m™. A razio das impedancias acUsticas sdo dadas por:

r Zvidro

= 1,94
Zagua Zagua

= 8,98 (3.5.1)

Vamos supor que o dispositivo opto-acustofluidico pode ser tratado como um
ressonador acustico de uma dimenséao (1D), com paredes infinitamente duras na parte superior
e inferior (SANTOS, H.D.A. et al., 2021). Considere uma onda plana na direcdo axial descrita

por modos normais através da amplitude de pressao que € uma solucédo para (1.3.4.21):

p = P CoS (%) (3.5.2)

Onde p, é a amplitude de pressdo. A pressdo p € descrita em relacdo a um sistema cartesiano

definido no centro da superficie inferior da microcavidade.

A forca de radiacdo acustica devido a onda de pressao na direcéo e; € dada por:

. Tz
Frag = A,Esin (ﬁ) e, (3.5.3)

2
Onde ¢ ¢é o fator acustoforético, A, ¢ a area transversal do Ery e E, = 450& é a densidade de
0“0

energia acustica. Essa forca gera um torque de radiacdo acustica 7,..4 na Ery representado por

vetores na direcdo ex e e;:
- nZ . .
Traa = YVpEo sin? (ﬁ) sin Zﬁ(cos ae, —sina ex) (3.5.4)

Onde y é o fator giroacstico, V, é o volume do Ery. Considere: 4, = 192,6 um?* e V, =
94 um3, ¢ = 0.0061 ey = —0.0020 em 3.3 Mhz na solucdo aquosa (LIMA, E. B. e SILVA,
G.T., 2021). Devidoy < 0 e ¢ > 0 0 Ery sera aprisionado e levitado no n6 de pressdo em z =
H/2 e também serd alinhado paralelamente ao plano, f = 0. Note que o torque de radiagéo €
maximo no nd de pressdo enquanto a forca &€ maior em Z = H/4. Ambos os fendmenos

aumentam linearmente com o aumento da densidade de energia acUstica na microcavidade.
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Os efeitos viscosos na forca de radiacdo atuando sobre uma particula esférica de raio
. 1) p . L .
desprezivel quando P 1, onde ¢ é a profundidade da camada limite viscosa. Entretanto, 0s
Erys sdo proximos a discos bicéncavos. Assim podemos model&-los como esferoides oblatos:

gz 0.2, a forca devido a microtransmissdo perto da superficie do Ery domina sobre

T, : « : B _ .
contribui¢des inviscidas. Em nossa configuracdo experimental - = 107, o que necessita de

investigacOes adicionais para avaliar o impacto dos efeitos viscosos na forca de radiacdo sobre

0s Erys.

Podemos obter a rigidez relacionada a forca de radiacdo e ao torque, respectivamente,

como.
9F, 04 2T
kp= — 97 Z=g = F(],’)APEO (3.5.5)
ITrqa
k., = — 97 = 2yV,E, (3.5.6)

B=0

Para baixas energias (<5V), a densidade de energia dentro da microcavidade é em torno
de E, = 1/.m™3 . Assim, a rigidez devido ao aprisionamento é kr = 0,0295pNum™1e k, =
0,376pNum.

O agregado de células formado no plano de pressdo nodal é devido a forca de interacdo

acustica. Considerando a geometria dos Erys podemos aproximar:

~ 9Vp2(Pp - Po)Eo
2n2(2pp + po)d*

int (3.5.7)
Onde p, = 1005 kg.m™> e p, = 1100 kg.m~* séo a densidade do meio (PBS) e do Ery e d
= 7,82 um ¢ a distancia minima entre células. O valor méximo da forca de interacdo F,; =
0,0319 pN. Por outro lado, na vizinhanca do plano nodal de pressao, z = H/2 £ 1um, a forca
de radiacdo acustica Fr,q = + kp.z = + 0.0295 pN (SILVA, G.T. e BRUSS, H., 2014).

No plano de aprisionamento, a deformagao € induzida na membrana de Ery pelo estresse
de radiacdo acustica ¢ quase estatica. Pode ser estimada pela razdo entre o estresse () € o

modulo de Young(E).
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£ = (3.5.8)

o
E

Considerando o valor do mddulo de Young do Ery como E = 679Pa e o = % (43), nds
P

encontramos & = 2,25 x 10~7. A deformacéo correspondente é dada pela relagdo: Ar = rye
onde r, € a distancia radial ndo formada da superficie do Ery até o seu centro geométrico.
Portanto, a deformacdo na configuracdo acustofluidica é minima quando comparada com 7.
Essa deformacdo considerou o eritrocito como uma fina casca esférica (SILVA, G.T. et al.,
2019). Ao considerar uma membrana bicéncava hiperelastica preenchida com citoplasma, as
simulacdes numéricas mostraram que os glébulos vermelhos se transformam em um formato
de disco oblato quando a pressdo incidente € maior que 1MPa na &gua. Isso corresponde a uma
densidade de energia acUstica (~110 J.m™) muito acima daquela gerada pelo piezoelétrico no
dispositivo (LIU, Y. e XIN, F., 2023).
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3.6 Validacgdo: Pescadores do Complexo Lagunar Mundad-Manguaba

A contaminacdo ambiental por metais pesados na populacdo ao redor do complexo
lagunar Mundau-Manguaba (CLMM) leva a reducdo da captacdo de O pelos eritrocitos,
alteracOes na estrutura nativa da hemoglobina e causa estresse oxidativo nas células sanguineas
dos pescadores. Neste segundo momento foi realizada a coleta do sangue de pescadores que
atuam no entorno do complexo Mundai-Manguaba nos bairros do Vergel, Pontal da Barra e
Bebedouro, em Macei6. O sangue foi coletado de 120 voluntarios (Certificado de Apreciacdo
Etica, CAAE 57998116800005013) da mesma forma que o estudo anterior. A coleta ocorreu
através de puncdo venosa em tubos de vacuo com anticoagulante EDTA-K3 (&cido
etilenodiamino tetra-acético), com concentracdo de 198 pg mL-1. As amostras foram separadas
em dois grupos: Controle e Pescadores. Para separacdo dos eritrocitos (Erys) do plasma, as
amostras foram centrifugadas a 2345 g por 10 minutos, em temperatura ambiente, no GNFI do
Instituto de Fisica da UFAL. Ambos os grupos foram purificados usando tampao fosfato (0,2M)

e centrifugado trés vezes a 14,654 g por 12 min a 4°C.

As amostras foram pipetas no dispositivo acustofluidico acoplado ao LabRam Horiba,
adquirimos os espectros Raman do total de 10 individuos separados em grupo Controle e grupo
Pescadores, com uma média de 8 espectros Raman de cada célula. Aplicamos o PCA em uma
tabela de dados de 580 linhas por 83 colunas, com cada coluna um espectro Raman tomado
com 10 s de aquisicdo e 15 acumulagBes no intervalo espectral de 300 & 2200 cm™. A Fig. 3.7
(@) mostra o espectro médio do grupo controle (em preto) e o espectro médio do grupo
pescadores (em vermelho): as curvas foram suavizadas pelo filtro de Savistzky-Golay, com 5
pontos em um polindmio de segundar ordem. Em (b) onde podemos visualizar diferencas

espectrais que podem ser potencializadas pelo PCA.
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Figure 3.7 — (a) Espectros Raman médios normalizados dos grupos controles e pescadores, (b)

diferenca entre os espectros Raman médios dos grupos controles e pescadores.
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Fonte: Autor 2024.

Na Figura 3.8 (a) podemos observar a capacidade clinica do método apresentado com
uma elipse de confianca de 95% separando os espectros em regides no plano XY das principais
componentes. A PC1 representa 57.17% dos individuos no eixo das abscissas, j& a PC2
contribui 20.04% no eixo das ordenadas, totalizando 77.21% da representacdo nas novas
coordenadas. Podemos observar a distin¢do entre os pontos pretos (Erys controle) dos pontos
vermelhos (Erys pescadores). A Fig. 3.8 (b) mostra a taxa de variacdo da primeira principal

componente em relacdo as bandas espectrais Raman.

Seguindo o mesmo método utilizado para verificar a sensibilidade de diagndstico do
sistema opto-acustofluidico, observamos que os picos Raman do Erys detectados entre 1500 e
1700 cm™ sdo significativamente influenciados, de forma semelhante, através do estado de
oxigenacdo da célula investigada. Assim, podemos utilizar o dispositivo para investigar a
contaminacdo do grupo pescadores devido a sua atividade laboral no complexo Mundau-

Manguaba na cidade de Maceio.

Para avaliar as alteracGes estruturais e conformacionais da membrana lipidica da Erys,
escolhemos as bandas atribuidas as vibragGes de estiramento da ligagcdo C-C para conformacdes
trans (1128 cm™) e a banda associada ao gauche de vibragéo da ligante C-C (1078 cm™®). Assim
podemos novamente utilizar a (1.2.6) para determinar a razdo de intensidades das bandas de
cada populacdo. O Sians quantifica as alteragdes na membrana lipidica das Erys (LI apud
SALES, M.V.S, et al., 2023):
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11128 I

S 70181, = — 978 115 G36.)
11128

S zgre%rcltsldores = ?;078 =125 (3.6.2)

Portanto, a razdo entre 0s grupos dos pescadores e 0 grupo controle sugere uma diminuicdo na

fluidez da membrana lipidica, tornando-a mais rigida:

S trans
pescadores

S trans
controle

= 1.08 (3.6.3)

Na Tabela 2 podemos observar a intensidade média das bandas Raman selecionadas de cada

grupo para o calculo da Stans, 0 desvio padrédo em relacdo ao valor médio e sua variancia.

Tabela 2 - Posicdo da banda, média, desvio padréo e variancia de intensidades das Erys controle

e pescadores.

Média | Desvio Padréo | Variancia
Controle (1078cm™) | 3,27-10* 9,05-10° 8,20-108
Controle (1128cm™) | 6,70-10* 1,74-10* 3,04.108

Pescadores (1078cm™) | 2,26-10* 1,57-10* 2,49-10°8

Pescadores (1128cm™) | 5,03-10* 1,65-10* 2,74.10°8

Fonte: Autor 2024
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Figure 3.8 - (a) PCA representando a discriminacdo de dados com base em células de controle
(pontos pretos) e células de pescadores (pontos vermelhos). A variacéo percentual capturada por
cada PC é mostrada entre parénteses ao longo de cada eixo. (b) Loadings do grafico PC1 para os

grupos controle e pescadores.
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Fonte: Autor 2024.

O sistema opto-acustofluidico se mostrou importante no avanco de novas técnicas de
bidpsia dptica que reside na capacidade de melhorar a precisdo e diminuir o tempo para
diagndsticos de doencas, como também possibilita 0 monitoramento em tempo real da atuacéo

de farmacos em células Unicas ou aglomerados.

A utilizacdo de amostras liquidas em microvolumes aliado a microscopia confocal
Raman se mostrou minimamente invasiva e acarreta pouco ou nenhum desconforto aos futuros
pacientes. A aquisi¢do dos espectros nao foi contaminada pelo substrato devido a levitagéo e
aprisionamento das Erys na microcavidade ressonante do dispositivo. A estrutura das células
se manteve estavel durante todo o ensaio. Essa capacidade permite o acompanhamento da
evolugdo do tratamento de acordo com a resposta celular em relagdo a biomarcadores

especificos correlacionados as primeiras condic¢des clinicas.
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4 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

A juncdo do dispositivo acustofluidico com a microscopia confocal Raman em um unico
sistema para analises clinicas de microlitros possibilita: maior precisdo e velocidade no
aferimento de medidas através da levitacdo, formacdo de agregados celulares em ordem
micrométrica em um plano estavel e aquisicdo de espectros Raman de células Unicas. Esse
método tem potencial de escalonamento para diagndsticos sem o uso de reagentes caros e obtém
informagdes dos pacientes de forma ndo invasiva, em tempo real, sem contato com paredes ou
substratos.

As técnicas de microfabricacdo aplicadas possuem viabilidade e variabilidade na
otimizacdo de caminhos que possibilitem a propagacdo da onda acustica em mais de uma
microcavidade conectadas para maior caracterizagdo. A diferenca de potencial aplicada fornece
modos de vibracdo para microcavidade com as condigdes de contorno impostas pela Equacéo
de Navier-Stokes aplicadas a canais micrométricos, no qual pela teoria do espalhamento, a forca
de radiacdo acustica atua em particulas muito menores que o comprimento de onda submetido
obedecendo o potencial de Gorkov. Assim, caracterizamos a frequéncia e tensdo para 0s
eritrécitos serem levitados e aprisionados em um agregado pela forca de radiacdo acustica de
primeira ordem e seu espalhamento em segunda ordem.

Os dados obtidos pelo sistema identificaram pequenas varri¢cdes nas proteinas seguidas
de alteracdes significativas nas contribuicGes lipidicas na diferenca dos espectros que foram
acentuadas através do algoritmo de PCA. Assim conseguimos distinguir células alteradas de
células controles e podemos identificar as regides espectrais significativas para aprimorar 0s
eixos de tendéncia em novas analises, com grande potencial para diagnéstico e estudo de novos
farmacos.

A andlise de eritrécitos vivos e de forma Unica através do espectro Raman em uma
microcavidade acustica impressa em 3D, permite o aprisionamento da célula em um né de
pressdo na altura média da microcavidade, denominada de plano de levitagdo. Assim, o sinal
retroespalhado Raman do substrato é virtualmente eliminado, capturando prioritariamente as
informacdes do volume focal. Como os eritrocitos possuem forma bicdncava plana, sofrem o
efeito do torque de radiacdo acustica, portanto, ocorre o alinhamento paralelamente ao plano
nodal de presséo, o que facilita a aquisi¢do do sinal Raman em um agregado metaestavel. O
dispositivo acustofluidico mantém os agregados eritrocitarios quase estacionarios por horas,

permitindo a aquisicdo Raman por longos periodos de tempo. Contudo, para minimizar o tempo
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de irradiacdo nas células e evitar o fotodano, caracterizamos o tempo de tomada de um espectro
de qualidade préximo a 2 min.

A analise dos dados diferenciados dos espectros Raman dos grupos controle e aquecidos
a 56°C mostrou a viabilidade do dispositivo na identificacdo de pequenas alteracdes
biomoleculares, com hemoglobina mantendo sua fungéo principal, embora com diminuicéo da
captacdo de oxigénio. Em ultima anélise, aplicamos o mesmo método na analise de um grupo
de pescadores que operam no complexo lagunar Mundau-Manguaba em Maceid-AL, o0s
espectros adquiridos em relacdo ao grupo controle apresentaram diferencas nas regides de picos
das hemoglobinas, indicando uma alteracdo na capacidade das células em absorverem oxigénio.

Nosso estudo possibilita investigacdes da causa morte celular, teste de novos farmacos,
alteracdes bioquimicas em macréfagos em tempo real sem a interferéncia do substrato por meio
da espectroscopia Raman. Assim, identificar uma informacdo bioguimica Unica de morte
celular pode nos ajudar a tragar o caminho da morte celular induzida por drogas ou seu
tratamento medicamentoso in vivo em tempo real. Como também monitorar a influéncia das
ondas acusticas na internalizacdo das nanoparticulas luminescentes em células saudaveis ou
cancerigenas, capazes de fornecer imagens de fluorescéncia; deteccdo subcelular; medicdo em
tempo real da temperatura intracelular e aquisicdo de imagens de fluorescéncia de célula Unica.

O sistema de diagndsticos opto-acustofluidico por ser produto de técnicas de manufatura
aditiva necessita de investimentos para escalar e popularizar sua aplicagdo. O GAFm junto a
empresa IntacLab planejam viabilizar a confeccdo em escala industrial de dispositivos
otimizados para aplicac@es clinicas e laboratoriais, necessitando de investimentos publicos e
privados para sua implementacdo na abertura de um novo ramo de inddstria no Brasil. A
aquisicdo de um microscépio confocal Raman por dispositivo acustofluidico se mostra a curto
prazo inviavel devido aos altos custos, contudo o avango tecnoldgico pode agregar na inovagao

de espectrometros Raman de precos e tamanhos menores de facil acoplamento aos dispositivos.

Um dos desafios é a confecgdo de um sistema isolado termicamente e biologicamente
que consiga permitir a entrada de particulas ou farmacos e permanega ativa com fluxo por varias
horas aproximando-se aos poucos do que acontece dentro dos sistemas circulatorios dos seres
vivos. Necessitando de otimizacéo na confeccdo do design do dispositivo junto a insercéo de
inlets que permitam o controle de fluxo e mantendo a area de trabalho para espectroscopias

Opticas como a ER.

As analises necessitam de espectros sem ou com pouca fluorescéncia e normalizados,

entdo o tratamento de dados necessita de atencdo para o desenvolvimento de um software com
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implementacdo de algoritmos de uso simples para diagndsticos rapidos. A criacdo de um banco
de espectros de Erys acometidas por variadas doencas potencializa a aplicacéo de técnicas de
aprendizagem de maquina na identificacao rapida de doengas como diabetes, leucemia, anemias

e linfomas em um futuro préximo.
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Acoustofluidics is a technique that utilizes the forces produced by ultrasonic waves and fluid flows to manipulate
cells or within mi idic systems. In this study, we demonstrate the feasibility of performing
the Raman analysis of living human erythrocytes (Erys) within a 3D-printed acoustofluidic device designed as a half-
wavelength multilayer resonator. Experiments show that a stable and orderly Ery aggregate can be formed in the
pressure nodal planc at the resonator’s mid-height. This has a significant potential for improving the applicability of
Raman spectroscopy in single Ery analysis, as evidenced by the acquisition of the spectrum of healthy and pre-| -heated
Erys without substrate interference. Morcover, principal component analysis (PCA) applied on the oblained spectra

confirms the correct Ery group identific:

for non-invasive disease di and

ion.  Our study demonstrates that 3D-printed acoustofluidic devic
improve the accuracy and sensitivity of Raman SPECLroscopy inblood investigat

can
. with potential clinical applications

Acoustofluidic methods are employed to manipulate cells
and microparticles in microfiuidic systems, commonly using
the acoustic radiation force,!? The exchange of linear mo-
mentum between an incoming ultrasonic wave and a sus-
pended object generates this force.™*

In this Letter, we pmem a BD—prinled resonant microcav-
ity, as depicted in Fig. 1. A piezoactuator generates bulk
acoustic waves (BAWSs) to mp human Erys immersed in phos-
phate buffer saline (PBS) in the pressure node>® at the mi-
crocavity mid-height. In addition to being trapped, each Ery
is also subjected to the acoustic radiation torque caused by
changes in the angular momentum of the incident wave due
to scattering and absorption.”™"" Erys are re-oriented paral-
lelto the pressure nodal plane through the action of radiation
torque, r<:4aulunﬂ in a configuration that minimizes their poten-
tial energy.'> ' It is worth mentioning that BAW acoustoflu-
idic dev have been extensivi i
uop.nmle focusing dnd separation,'* )P.\llemmz

and levitation.

Another force that arises between two Erys is the sec-
ondary radiation force.”*2? This force organizes Erys into a
two-dimensional (2D) lattice structure that persists for ex-
tended periods. This system stale allows for the inspection
of individual Erys at will. In particular, we demonstrate that
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this aggregate is suitable for performing Raman spectroscopy
(RS) on single, living Erys. RS is a powerful tool for an-
alyzing cell biochemistry at the molecular level.The tech-
nigue has been used to investigate the Ery membrane, analyze
hemoglobin structure, assess the properties of ligands bound
to hemoglobin, determine the quality of stored blood in trans-
fusion medicine, and diagnose diseases such as thalassemia,
sickle-cell disease, malaria, and diabetes. Additionally, re-
cent research has demonstrated that RS detected changes in
heme conformation, membrane lipids, and amino acids caused
by human exposure Lo mercury.

Acoustofluidics has been utilized in a variely of scenarios o
enhance the capabilities of RS, including the molecular inves-
tigation of microparticles in liquid flows and suspensions,*>*?
detection of nucleic ac.d:,—*‘ monitoring live bacteria in the
picsence of an antibiotic,™ probing exosomes,*® and bioana-
lyzing macmphgg\, cultures.® The role of acoustofluidics in
these appli is Lo enrich bi les through the acous-
tic radiation force. However, the impact of radiation torgue on
enrichment processes has yet to be fully explored.

We provide a detailed examination on how the radiation
force and torque produced in 3D-printed acoustofluidic de-
vices can significantly improve Ery enrichment. As a result,
the Raman investigation of a live and single Ery becomes sim-
ple and without the influence of the substrate. The method
is showcased by acquiring the Ruman spectrum of a healthy
(control) and a pre-heated Ery population. The pre-heat
protocol consists in placing Erys in an independent heat bath
at 56°C temperature (see Sec. 1.1 of the supplementary ma-
terial). We chose pre-heated Erys as an example because this
temperature is routinely used to deactivate the SARS-CoV-2
virus in blood samples.*’ With the Raman analysis, we could

Fonte: Rocha, U. et al 2023.
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Microplastics are created for commercial use, are shed from textiles, or result from the breakdown of larger
plastic items. Recent reports have shown that microplastics accumulate in human tissues and may have adverse
health consequences. Currently, there are no standardized environmental monitoring systems to track micro-
plastic accumulation within human tissues. Using Raman spectroscopy, we investigated the temporal exposures
to plastic pollution in Hawai'i and noted a significant increase in the accumulation of microplastics in discarded
placentas over the past 15 years, with changes in the size and chemical composition of the polymers. These

findings provide a rare insight into the vulnerability and sensitivity of Pacific Island residents to plastic pollution
and illustrate how discarded human tissues can be used as an innovative environmental plastic pollution

monitoring system.

1. Introduction

Plastic products have become a ubiquitous and essential part of
modern society owing to their physiochemical properties, mass pro-
duction, and convenience. Packaging containers and storage materials,
single-use water bottles, sterile medical supplies, and clothing made of
plastic materials have become an integral part of everyday life. Global
plastic production has increased exponentially from under 2 Megatons
(Mt) in the 1950s to more than 400 Mt in 2022 (Landrigan, 2023).
Worldwide, only 9% of plastic waste is recycled, while 22% is polluted
into the environment as macro- and microplastic waste (OECD, 2022).
Macroplastic pollution is degraded by physical elements (e.g., sun, heat,
wind) and chemical agents (e.g., acid, salt, chlorine) into microplastic
(MP) particles (1 um to 5 mm) which accumulate in the environment
over time (Hale et al., 2020). This rapid increase in environmental
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pollution by commercial plastics has a combined impact on climate
change, marine ecosystems, and ultimately public health.

Recently, there have been reports of MP accumulation in the human
gut, lungs, and bloodstream (Ibrahim, 2021; Jenner, 2022; Leslie, 2022).
However, even more alarming are the recent discoveries of MP in the
human reproductive system, such as the male testis (Zhao, 2023),
mammary glands (breastmilk) (Ragusa, 2022), and placental tissue
(Ragusa, 2021). Nonetheless, the impact of MP accumulation in human
tissues and the effect on population health is still largely unknown
(Haram, 2020; Academies and of Sciences Engineering and Medicine,
2022; Sun, 2020). Currently, there are no established systems to track
environmental sources, sources of plastic, circulation of plastic pollu-
tion, or MP bioaccumulation in human tissues. While it has been
postulated that plastic ingestion by marine wildlife could serve as a
marker of marine health and coastal environments (Savoca, 2022), there
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