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RESUMO - O Método das Linhas (MOL) foi usado para estudar o processo de transporte
de massa e 0 subjacente processo de interacdo entre biomoléculas, baseado em uma nova
tecnologia de biossensores dpticos. Um modelo matematico foi desenvolvido, a partir da
equacdo de conservacdo da matéria, acoplada com uma equagédo cinética que descreve a
ligacdo reversivel entre biomoléculas em instrumentos BIACORE. Serad considerado um
modelo mais real e completo de transferéncia de massa levando-se em consideracdo a
camada de hidrogel. Foi construido um cddigo computacional baseado em linguagem de
programacdo FORTRAN 90/95, usando-se a subroutina DIVPAG da biblioteca do IMSL,
para solucionar numericamente, o sistema de equacdes diferenciais ordinarias resultantes
da aplicacdo do MOL no modelo proposto. Os resultados numéricos foram gerados e
comparados com diferentes metodologias de solucdo e parametros tipicos encontrados em
ensaios de ligacdo BIACORE para verificar e validar a modelagem matematica.

1. INTRODUCAO

O estudo das interacbes moleculares é de fundamental importancia para a compreensdo do
reconhecimento molecular, fungdes bioldgicas e fornecem um fundamento quimico para todos os
processos celulares (MYSZKA, 1997a e SIKAVITSAS et al., 2002). E para estudar essas interagdes
moleculares, uma nova tecnologia de sensores opticos baseada no fenémeno chamado de ressonancia
plasmbnica de superficie (do inglés surface plasmon resonance - SPR) tem sido cada vez mais
utilizada, os biossensores Opticos.

Usando este fendmeno, varios biossensores foram criados no passado com uma variedade de
aplicagdes nos campos da biologia, biomedicina e bioquimica. Entre as vérias técnicas disponiveis
para analisar as interacGes biomoleculares, o sistema de tecnologia Biacore € um dos mais largamente
utilizados para 0 monitoramento em tempo real e provou ser um conveniente sistema para uma grande
faixa de tamanhos moleculares a partir de pequenos ligantes até células inteiras (GOPINATHA, 2010).

Os biossensores Opticos tém sido usados para caracterizar uma variedade de interacGes
incluindo antigeno-anticorpo, proteinas com oligonucleotideos ou carboidratos (MYSZKA, 1997b).

Area tematica: Fendmenos de Transporte e Sistemas Particulados 1



mEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

Além destes, o estabilizado método de interacdo baseado no sistema Biacore pode ser empregado em
diversas outras aplicagdes como selecdo de aptdmero, que é um tipo de acido nucleico capaz de se ligar
facilmente a uma molécula-alvo, analise de interacbes de peptideos com proteinas, interacdes de
proteinas com proteinas, proteinas com DNA, proteinas com RNA, células com ligantes, hibridizacao
de DNA, proteinas com lipideos, mapeamento de epitopos, analises cinéticas, processos de selecdo de
outros parceiros de ligacdo e dentre outras aplicagdes (GOPINATHA, 2010). Segundo Myszka
(1997b), o instrumento pode investigar ainda, processos de montagem molecular e purificacdo de
proteinas.

Portanto, o uso da tecnologia de biossensores Biacore em diversas areas de aplicagGes que vao
desde a pesquisa basica em planejamento racional de farmacos, interacdes biomoleculares e pesquisa
biomédica (incluindo cancer, neurobiologia e doencas infecciosas), torna-se necessario a realizagdo de
uma modelagem e simulacdo computacional do processo de transferéncia de massa com o subjacente
processo de interacdo cinética entre biomoléculas, o que pode favorecer o desenvolvimento de
biossensores e compreender melhor os fenémenos envolvidos nesses dispositivos.

2. FORMULA(}AO MATEMATICA DO PROBLEMA E METODOLOGIA DE
SOLUCAO

2.1. Formulag¢do matematica do problema

A Figura 1 mostra esquematicamente o biossensor Optico Biacore usado para a simulacdo
experimental:

B, "0
| B % | . oc,| _
o o §
' o O e} O o) 6] ! & s :
——\ v.(») : O o o Canal de : g
Convecgiio i cend) (@) Difusio —s Escgamenl() 0 : i y .
eE JC) © l O " ), 1=0)=0 ¢} : - Oc" = (’)C:
oo © Tl qtaummo of Lap %l _p
[S) ©) A Y, 71,
L ° o s * & ¢ 4
[ A @ =0)= = 0
) " C (X ’,1—0 =0 ® C(xy ) Nk - .
¢, (x=0,y,t)=C, (’)yI_:: | & Reacio 2 Xé )Diﬁmi)o—-> 2 G )" ‘{ .1 .... - =
' . A . 8
Hidrogel % : e G L4 o Ch(x’y’t) 2 ‘1« ®c (X,y,l = O)ZO : \J, ox e
________ — ®; o !
Oc, 0 k Q i c (x y;‘y t)=bc, (x,y=y,,t)
—_f = A + — : £ A<k Al e
ax oo . Y k,l .l‘, (—‘wc
¢, 1) cxnt) c(x, ) = ; =

Figura 1 - Visualizacdo esquematica de uma célula de escoamento Biacore com camada de
hidrogel.
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O biossensor ¢ composto de duas regides, o canal de escoamento do analito e a camada do
hidrogel. O escoamento do analito ocorre em um canal de placas paralelas. O transporte de massa do
analito no canal de escoamento ocorre por difusdo e convecgdo sob condi¢es de escoamento laminar
completamente desenvolvido. Na camada de hidrogel, a convecgdo é negligenciada e ocorre a difusdo
do analito a partir do canal de escoamento para a camada de hidrogel onde os receptores imobilizados
encontram-se, ocorrendo a reagdo de associagdo e dissociacdo. A concentracdo de analito livre no
canal de escoamento e na camada de hidrogel, e do complexo analito-receptor na camada de hidrogel
sdo denotadas, respectivamente por ct#(x,y,t), cq(X,y,t) € co(X,y,t). A concentracdo de receptores livres é
ci(x,y,t), onde a concentracdo total de receptores imobilizados é dada por Ct = ¢+ c». Em razéo da
largura no canal ser 10 vezes maior do que a altura no canal, considera-se que o gradiente de
concentracdo ao longo da largura do canal seja desprezivel.

Propondo-se as seguintes variaveis adimensionais mostradas nas Equagdes 1.a-r, que foram
substituidos no modelo matematico na forma dimensional e a partir das consideracdes realizadas, tem-
se um novo modelo matematico na forma adimensionalizada mostrado nas Equagdes 2.a-0:

X =X/X; 1 ¥r =Yg +Yi:Y =Y/¥r 7 =Y, /¥r ;7 =tD/y,?;C; =¢, /C,;C, =¢, /Cy;
C, =¢, /C; ;P:6\_/yf /Df & =Yy /Xf 1€y =Y /yT €3 =Yy /yf 164 =Yy /Xf : (L.a-1)
Da=k,C,y,2 /D, ;K =k, /k,C, ;K =k, /k,C, ;D=D, /D, ;C=C, /C,

onde Cs e Cq sdo as concentragdes adimensionais do analitro livre no canal de escoamento e na camada
de hidrogel, respectivamente e C, € a concentracdo adimensional do complexo analito-receptor na
camada de hidrogel. X e Y, s&o as coordenadas axial e transversal adimensionalizada, respectivamente,
y a relacdo entre a altura da camada de hidrogel e a altura total dos dois compartimentos, e t, 0 tempo
adimensional.

oC, ) 82Cf ) 82Cf oC,

=¢ +&, —v(Y)—;0< X <1l;y<Y<1l;7>0 (2.8)
or )& oY? oX
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=D + —-Dal|C, (1-C )-KC, [; 7>0 2.b

&3 or {54 X2 v oy J [C, ( b) b]O<Y<}/T (2.b)
, G, ~ i, ) ) }
83¥=Da[cgC(l—Cb)—KCb],0<X<1,0<Y<}/,2'>0 (2.c)
V(Y)=gP(Y (1+&)-&)A-(Y(1+g)—¢;)) (2.d)
C; (X,Y,r=0)=0;0< X <1; <Y <1 (2.e)
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C, (X,Y,7=0)=0;0<X <1;0<Y <y (2.9)
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2.2. Metodologia de Solucéo - Aplicacdo do Método das Linhas (MOL)
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Figura 2 - Esquema de discretizagdo das variaveis espaciais adimensionais.
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Para solucionar o modelo matematico proposto na forma adimensionalizada, serd desenvolvido
um procedimento baseado no Método das Linhas propondo uma malha uniforme ou regular para as
coordenadas espaciais. Através das manipulacbes analiticas realizadas no sistema de equacfes
diferenciais parciais na forma adimensionalizada por meio de formulas de diferengas finitas, pode-se
transformar o sistema de equacdes diferenciais parciais em um sistema de equacdes diferenciais
ordinarias conforme mostrado na Figura 2. Portanto, o sistema de equacgdes diferenciais ordinarias
dependentes no tempo, resultante da aplicacdo do MOL é dado por:

dC;'J =204 +E50.] =Tyl 11 <M, N, +1<J <M, (3.3)
dc,’ _
&2 d—j' =D(&;6,x) +7°0y; )-Da[C,l (1-Cy)) - KC,/ ;1< 1 <M, ;1< I <My, (3.b)
& dC;'J = Da[cgfé(l—cbf)—?cbf]; 1<1<M,; 13 <M, (3.c)
C.l(r=0)=0; 0<I<Ny; N, <I<N,, (3.d)
C,i(r=0)=0; 0<1<Ny; 0<I <Ny, (3.)
C, (z=0)=0; 0<1<N_,; 0<J<N,, (3.f)
1 0<zr<r_ .

Ci1-0(7) =Cy(7); Cy(2) :{ N - ;::‘Z:O N,,+1<J <N, -1 (3.9)
Coiy, (0)=(4C} (0)-C,l (0))/3; Ny, +1<I <N, -1 (3.h)
Cii " (2) = (4C " (2) = C 7 () +a(4C, T N (2) - C T A (1) 3i)
(BL+¢a)); 0< 1 <N,

C. /"2 (z) =(4C " (1) —C, (1)) /3; 0< 1 <N, (3.J)
C,,(r)=(4C, L (r)-C 1, (x))/3, 0L JI <N,, (3.K)
Coin, () =(4C, ), (0)—Cyiy (D)3 0<I <Ny, 3.1
Cgfzo(r) :(4Cgf:l(r)—Cgf:2(r))/3; 0<I <Ny (3.m)
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Cyi (1) =¢Cy ™ (z); O<I <N, 3.n)

Onde os seguintes termos foram definidos:

Sixi =(Cil4(0)=2C, ) (2)+C(7,4(2))/ AX? (3.0)

5l =(C D) -2C, (1) +C, (@) AY,? 3p)

Syxi = (Cy14(r)—2C ) (1) +C,1 (7)) / AX? (3.0)

6y = (€, () -2C,) (1) +C (D) &Y, @0
U,(C, (7)~C, ,(0)/AX .. U, >0

g :{uj(cffﬂ(r)—cf;‘(r))mx U, <0 (3:5)

o= DAY, | AY,; U, =, P(Y (L+ &) — £,)A— (Y (L+ &,) — &,)) (3.-0)

O conjunto de EquacBes 3.a-s forma um sistema finito de equacgdes diferenciais ordinarias
acopladas na varidvel temporal adimensional que deve ser truncado em NIX e NJY1=NJY2 intervalos
suficiente para computar os campos Cf(X,Y,t), Cg(X.,Y,t) e Cb(X,Y,t), dentro de uma precisdo
prescrita até atingir uma convergéncia dos resultados numéricos obtidos. Para a solucéo de tal sistema,
sera desenvolvido um codigo computacional em linguagem de programacdo FORTRAN 90/95,
utilizando-se a subroutina DIVPAG, especializada em problemas de valor inicial, a partir da biblioteca
do IMSL.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros experimentais utilizados para a simulagdo experimental do processo de interacéao
biomolecular em uma célula de escoamento da Figura 1 foram retirados de Lebedev et al. (2006), o
qual resolveu numericamente o modelo matematico através de um pacote computacional chamado
Femlab 3.0. Os parametros utilizadas na simulacao representam casos tipicos usados em experimentos
de biossensores Biacore e sdo mostrados na Tabela 1.

Depois de realizado uma analise de convergéncia (ndo mostrado aqui), verificou-se uma
convergéncia numéricos dos resultados com 4 algarismos significativos com numeros de intervalos
Nix=Njv1=Njv2=20. Portanto, com 20 intervalos consegue-se descrever de forma satisfatoria as
concentragfes do analito livre no canal de escoamento e na camada de hidrogel e também a
concentracdo do complexo analito-receptor na camada de hidrogel.
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Tabela 1 - Parametros experimentais de simulagéo para Lebedev et al. (2006).

Canal de Escoamento

y:(;:5>1<(1);g km=1,28x10°m.s D=10""m?s szpszxiggog's Co=10"mol.m
Camada de Hidrogel
yg=10"m Cr=10" mol.m? Dg=0,05D¢ $=0,1
Caso A Caso B
ka=4x10°m3.mol?.s?, kg=103s? ka=4x10°m3.mol?.s?, ky=10%s*
kaCtyg=4,0x10°m.s!, Da=0,004 kaCt yg=4,0x10°m.s, Da=0,04

Nas Figuras 3.a-b, sdo mostrados a comparacdo dos resultados obtidos neste presente trabalho e
pelos resultados desenvolvidos por Lebedev et al. (2006).
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Figura 3 - Comparacéo dos resultados obtidos pelo presente trabalho (MOL) com o desenvolvido por
Lebedev et al.(2006) para (a) Da=0,004 e (b) Da=0,04.

Os resultados gerados pelo presente trabalho mostram uma boa concordéancia com os resultados
obtidos por Lebedev et al. (2006). As Figuras 3.a-b, mostram a concentracdo média do complexo
analito-receptor na forma adimensional ao longo do tempo para dois diferentes valores de Da, onde
para Da=0,004, ndo existem limitacGes do transporte de massa e sim da reacdo de ligagdo entre o
analito e o receptor, e para Da=0,04, as limitacdes do transporte de massa estdo presentes de forma
reduzida. Os resultados para ambas as concentracfes médias do complexo analito-receptor séo
praticamente os mesmos. Isto pode acontecer devido ao fato que a espessura da camada de hidrogel ser
muito pequena, o analito se distribui mais rapidamente dentro na camada de hidrogel e também pelo
fato de que apesar do livre caminho médio ser maior que a espessura da camada de hidrogel, sua
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ordem de magnitude ndo € tdo elevada assim, de modo que pode-se considerar, de acordo com 0s
parametros experimentais de simulacdo, que os receptores estdo imobilizados diretamente sobre a
superficie do sensor.

4. CONCLUSOES

No presente trabalho, foi desenvolvido um estudo tedrico sobre o processo de transporte de
massa e 0 subjacente processo de ligacdo de biomoléculas em superficie baseado em um biossensor
Biacore. Realizou-se uma modelagem matematica mais real e completa baseado em um problema de
difusdo-convecgdo-reacdo, com a aplicagdo do Método das Linhas (MOL) para resolver o sistema
acoplado de equacdes diferenciais parciais que descrevem o problema fisico. Enfoque maior foi dado
na modelagem fisico-quimica do que em analisar as aplicacdes préaticas particulares, e extensbes do
modelo podem ser facilmente realizadas para estudar outros fendmenos envolvidos em ceélulas de
escoamento de biossensores. Os resultados apresentados neste trabalho foram testados com outra
metodologia de solucdo disponiveis na literatura, mostrando-se coerente e fisicamente consistente com
0S parametros experimentais e metodologias reportadas na literatura. A abordagem aplicada neste
trabalho foi adequada para predizer a concentracdo média do complexo analito-receptor, para as
condigdes analisadas e mostram-se em boa concordancia com os resultados obtidos na literatura. O
presente trabalho contribui cientificamente para o desenvolvimento de biossensores dpticos. Devido a
varias areas tecnoldgicas de aplicacdo e uso dos mesmos, como por exemplo, 0 uso de biossensores na
deteccdo precoce e tratamento de cancer, podendo ser importantes ferramentas para usos na medicina,
desenvolvimentos de farmacos e tantas outras aplicacdes. Portanto, 0 uso dos modelos matematicos
para descrever todos os fendmenos envolvidos no processo é de fundamental importancia para
conseguir esses grandes avangos tecnoldgicos.
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