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Resumo

“Processo para a aceleracdo e intensificacdo da ligacéo

receptor- alvo e dispositivo para este fim”

A presente invencdo diz respeito a um dispositivo
para a realizacdo simultédnea de uma multiplicidade de
reaccdes de ligacdo sobre um substrato com uma primeira
superficie, a dita superficie compreendendo locais
discretos e 1isolados de uma tal reaccao de ligacdo, a
dita reaccdo de ligagdo é gerada por contacto entre o
substrato e uma amostra fluida compreendendo uma ou mais
moléculas alvo capazes de se ligarem pelo menos com uma
molécula receptora pelo menos parcialmente ancorada a
dita primeira superficie do substrato, e compreendendo
ainda meios de aumentar o fluxo do fluido por difusdo da
amostra sobre o substrato, em que o0s ditos meios de
aumentar o fluxo de difus&o do fluido compreende a
geracdo de campos de forgas de tensdo, em que os ditos
meios compreendem uma segunda superficie posicionada de
uma maneira interactiva no fluxo no dito canal de fluxo.
A dita segunda superficie é capaz de ser movida de um
modo substancialmente paralelo sobre a primeira
superficie.

A invencdc diz ainda respeito a um processo para
ligar uma ou varias moléculas alvo compreendidas numa
amostra fluida a pelo menos uma molécula receptora, pelo
menos parcialmente ancorada a uma primeira superficie num
canal de fluxo, em gque as ditas moléculas alvo séo
transportadas paralelamente a dita superficie por meios
gue geram campos de forgca de tensdo, em gque 0S melos gue

geram forcas de tensdoc compreendem uma segunda superficie



que ¢é movida de um modo substancialmente paralelo ao

longo ou scobre a dita primeira superficie.



Descrigédo

“Processo para a aceleragdo e intensificacgdo da ligacgéo

receptor- alvo e dispositivo para este f£fim”

Campo da Invengéo

A presente invencdo diz respeito a um novo método de
operacao para sistemas de andlises bioldgicas e quimicas

baseado em acontecimentos de ligacdo receptor- alvo.

Antecedentes da Invengao

Com o aumento da procura de informacdo gendmica e
protedmica da industria farmacéutica, agrobiotecnoldgica
e do sector médico (vidé diagnésticos clinicos) a Gltima
década presenciou um tremendo interesse no
desenvolvimento do rastreio miniaturizado ou sistemas de
ensalos de ligagdo. Esta tendéncia na direccdo de
sistemas de andlise miniaturizados e em chip foi iniciada
pela introdugédo de técnicas poderosas de micro maquinacdo
desenvolvidas originalmente para a indistria da
microelectrdénica no campo da quimica analitica e
bioanalitica. As vantagens mais importantes da
miniaturizacdo sdo: a cinética melhorada da transferéncia
de massa originada pela redugdo das disténcias de
transferéncia de massa, a possibilidade de efectuar
anédlises multiplas em paralelo sobre uma pequena

superficie, e a reducdo do consumo de amostra e reagente.

O

omo resultadc, sdo obtidos débitos mais elevados (e
assim mals informagdo por unidade de tempo) e melhor
economia global do processo.

Actualmente, dois formatos principails para sistemas

de analises Dbioquimicos miniaturizados estdo a ser



adoptados. Num formato geralmente designado por sistemas
de micro matrizes e sendo o passo de evolugdo ldogica dos
sistemas de placas de microtitulacao de 96 pogos
utilizados em tantos ensaios bioguimicos e procedimentos
de rastreio, os reagentes ou amostras desconhecidas sdo
postos em contacto com um grande conjunto de reagentes ou
moléculas receptoras diferentes, mas conhecidos
imobilizados a superficie de uma placa de suporte fixa e
disposta em redes de (tipicamente) pontos circulares. No
segundo formato referido geralmente como microfluidico o
fluido é bombeado através de uma multiplicidade de
microcanais gravados com &gua forte para efectuar
separacdes, operacgdes de mistura e para fornecer amostras
em locais pré-definidos, todos sobre a mesma superficie
minuscula de um chip microelectrdénico de tamanho
convencional.

Tradicionalmente, os ensalos em micro matriz de
rastreio de ADN ou de proteinas sao efectuados por
aplicacdo de uma gota de uma amostra entre dois pratos
paralelos, um que transporta uma micro matriz de alta
densidade da chamada sonda ou pontos das moléculas
receptoras, enquanto que a outra placa serve simplesmente
para selar o sistema e evitar a evaporacgdo do liquido da
amostra. Em tais sistemas, o transporte das moléculas da
amostra na direccao dos pontos receptores ocorre
frequentemente de um modo passivo, 1.e. o transporte
ainda tem que ocorrer, através de difusdo molecular pura
(vidé via difusiva 3 na Figura 1). Como resultado, os
rastreios por micro matriz sdo relativamente lentos e
realizam-se geralmente de um dia para o outro.

Foram propostas duas revelagbes recentes para
aliviar o problema da difusdo em micro matriz. Na patente
de invencao US 6,017,696 o transporte na direcgdo y (i.e.

perpendicular & superficie que transporta os pontos da



sonda como indicado no presente documento pelas setas 4
na Figura 2) é aumentado aplicando um campo eléctrico

endicular a superficie que transporta os pontos da
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onda (Patente de 1invencdo US 6,017,696). Numa outra
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estratégia, ¢ utilizada uma membrana nanoporosa, através
da qual é direccionado um fluxo de filtracdo (i.e. também
na direc¢do y como indicado pelas setas 4 na Fig. 2)
(patente de invengdo US 5,843,767). Uma limitacdo de
ambos os conceitos é que o transporte é apenas acelerado
na direcgdo y. Isto implica que durante o processo de
hibridizacao, a sonda 1mobilizada, ou as moléculas
receptoras presentes num dado ponto sdc apenas postas em
contacto com as moléculas alvo presentes no volume do
fluido situado directamente por cima de um dado ponto.
Muito frequentemente o numero de moléculas gue emparelham
volume limitade ndo é suficiente para gerar um sinal
mensuravel. Em ambos o0s métodos mencionados acima, um
fornecimento adicional de moléculas que se podem
emparelhar provenientes do volume de fluido que cobrem os
pontos vizinhos ainda tem de ocorrer através do processo
de difusdo (lento) (seguindo a via difusiva 3 indicada na
presente Figura 2). Uma outra desvantagem do método na
patente de invencgédo US 6,017,696 é gue o campo eléctrico
pode induzir 1ligag¢des indesejdvels ndc especificas, de
modo que um teste adicional de severidade tem de ser
adicionado. Além disso, a utilizacdoc de um campo
eléctrico para acelerar a transferéncia de massa radial
nido é aplicével para moléculas alvo possuindo uma carga
total nula. Uma outra desvantagem é que tem de se lidar
com um numerc de problemas especificos, tals como a
formacido de bolhas de géds nos eléctrodos. Para o método
do filtro nanoporoso da patente de invencdo US 5,843,787
pode ser encontrada uma desvantagem adicional pelo facto

da geracdoc do fluxo através dos nanopcros necessitar da



cagdo de uma pressao em excesso suficientemente
grande préxima de um lado da membrana. Isto acarreta
inevitavelmente problemas de estanquecidade. Além disso,
uma vez gque o fluxo através dos poros é proporcional a
pressac em excesso aplicada, o© fluxo que se consegue

através do dispositivo possui um limite superior nitido

(vidé lei de Poiseuille).

Para além de se encontrar uma resposta a pergunta de
quantas moléculas alvo que emparelham se encontram
presentes numa dada amostra, outras aplicagdes, por
exemplo no rastreic de farmacos também necessitam de
informacdo sobre a velocidade do processo de ligacdo (por
exemplo para investigar oS fendmenos de ligacgéo
competitivos). Actualmente o sistema mais freqguentemente
utilizado para a medicgdo da cinética de ligacdo receptor-
alvo o chamado dispositivo BIAcore (comercializado por
Biacore AB, Upsalla, Suécia), em que amostras sao feitas
fluir através de um ponto de moléculas receptoras
conhecidas e em gque a gquantidade ligada é constantemente
monitorizada através de uma técnica de deteccdo de

superficie, tal como ressondncia de superficie de
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0O sistema Biacore sofre com uma desvantagem
importante. Uma vez que a forga motora do sistema ¢ a
pressdo, s&o necessdrias cuvetes de fluxo relativamente
grandes. Conseguentemente, o tempo de difusdo necessario
para atinglr as moléculas de receptor é parte do tempo de
ligagdo medido. Assim, as medidas cinéticas obtidas, niao
dizem respeito exclusivamente, ao processo de ligacdo
intrinseco, mas encontram-se enviesados pelo processo
lento de difusdo. Este problema é de facto comum a todos
cs sistemas de medigac de cinética de ligacgdo conhecidos
no estado da técnica. Para obter medidas mais exactas do

»ropric  processo de  ligacdo intrinseco, seria assim



benéfico possuir um método que €& capaz de acelerar
substancialmente o passo de transporte difusional.
Adicicnalmente seria preferivel possulr um método de
aceleragdao que nao se baseia na aplicacdo de um campc

léctrico, porque isso iria certamente influenciar o

®

préprio processo de ligacdo.

A  geracdo de fluxos que passam por pontos de
moléculas receptoras imobilizadas dispostos sobre uma
superficie de canais de micro fluidos é por exemplo
conhecida no estado da tecnica do fabrico de biosensores
miniaturizados. Como é pelos peritos da técnica dos micro
fluidos, movimentos de fluidos em sistemas de canais de
micro fluidos nado sdo em geral criados, através de uma
bomba de pressdo, mas através de um campo de forca
eléctrica. Isto é devido as grandes resisténcias ao fluxo
e as correspondentes grandes perdas de pressdo
encontradas nos sistemas de microcanais, cuja forca
rotora € a pressdo (vidé equacdo de Poiseuille). Fluxos,
cuja forca motriz & eléctrica (também designados como
fluxos electroosméticos, EOF) ndo sofrem com o problema
de perda de pressdao e estao por 1sso muito melhor
adaptados a aplicacdes de micro fluidos. Contudo, o
problema de fluxos, cuja forga motora é eléctrica é que
sdo inevitavelmente acompanhados por efeitos electro-
micratdérios (tanto na direcg¢do axial como na direccéo
radial). Nalgumas aplicacdes tais como electroforese
capilar, 1sto é um efeito altamente desejadvel, mas para o
transporte de um grupo de diferentes amostras de

culas, a uma velocidade pré-definida estes efeito
electromigratédrios podem conduzir a uma dispersdoc axial

avel, ou podem conduzir a uma adsorcdo a parede

oz

indesejavel, ou repulsdo pela parede dependendo da carga

ot

das moléculas da amostra (no EOF as cargas transportam

sempre uma carga total). OCutra desvantagem de fluxos,



cuja forca motora é eléctrica, € que uma vez gue a sua
geracdc se baseia na formacdo de uma dupla camada ao
longo das paredes do canal, a velocidade do fluxo ¢é
facilmente perturbada (e sofre assim de uma baixa
reprodutibilidade) por adsorcdo de moléculas de amostras
as paredes dos canals. Este problema ¢é especialmente
grave no caso de moléculas grandes e carregadas, tais
come proteinas. Porém uma outra desvantagem & guando os
capilares ou o0s canals se tornam demasiado estreitos as
duplas camadas das paredes dos canals opostos comecam a
sobrepor-se, de modo que os efeitos de atraccdo radial
eléctrica e de repulsdo tornam-se dominantes em relacao
aoc movimento axial desejado. Isto evita a utilizacdo de
canals finos sub-micron. Finalmente os fluxos, cuja forcga
motora é eléctrica estdo também sujeitos a um limite de
velocidade superior (de modo andlogo aos fluxos cuja

forca motora é a pressdo). Uma vez gqgue o fluido ¢é

}

directamente proporcional & gueda de tensdo eléctrica
aplicada, e existe um limite superior nitido (cerca de 30
kV) para esta dqueda de tensdo, por razdes de seguranca e
para evitar um aquecimento excessivo devido ao efeito de
Joule e formacdo de bolhas é obvia a existéncia de um
limite de velocidade superior.

Na WO 99/61896 é revelado um dispositivo em que a

ot

ligacdo de biomoléculas é aumentada criando finas camadas

fluido forcando bolhas de ar através de uma cuvete de

Q.
D
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ieteccdo de fluxo. O efeito desvantajoso, i.e., a criacéo
de uma camada fina de fluido com tempos de difuséo
ultracurtos destas bolhas de ar é contudo apenas
temporario. Além disso, a cuvete completa necessita de
ser cheia com amostra, de tal modo gue o dispositivo
ainda necessite de volumes de amostras que sdo pelo menos

ca mesma ordem de grandeza do volume do tamanho da bolha.

Quando as bolhas passam através da cuvete, a malor



fraccdo da amostra vail correr a frente da bolha e wvai
assim ser puxada para fora da cuvete sem ter atingido as
moléculas receptoras ligadas a parede.

E  objectivo da presente invencdo disponibilizar
dispositivos e métodos melhorados de que resultam tempos

de rastreic, ou de ensaio mais curtos, limites de

deteccdo de rastreio melhorados e medidas cinéticas de
ligacdo mais exactas e equilibrios. Em particular, o dito
dispositive e método da presente invencdo, guase qgue
elimina completamente o passo difusional determinante da
velocidade.

Na presente invencdo sdc revelados um dispositivo e
um processo em gue o dispositivo completo se encontra
miniaturizado e em que uma camada fina de fluido ¢é
continuamente mantida, conservando o fluido entre duas
superficies sdélidas substancialmente paralelas. Movendo

uma das duas superficies para gerar um fluxo de tenséo

0

cntinuo, asseguramos que cada molécula da amostra passe

s moléculas de receptor, a wuma distdncia que ¢é

Qi

suficientemente pequena para escapar a difusdo molecular

pura durante o tempo de residéncia.

Sumario

£ objectivo da presente invencdo fornecer um novo
modo de operacdo de aplicacdo geral para os sistemas de
micro matriz e bilosensores actualmente utilizados para,
mas ndo limitados & deteccdo e guantificacdo de moléculas
bioldgicas tals como 4cidos nucleicos e proteinas
{incluindo hormonas, receptores de hormonas, anticorpos,
antigénios, proteinas estruturails, enzimas, etc...), o©

do efeito terapéutico de moléculas, ensaios de

reaccdes enzimdticas, a purificacdo de quantidades de
producéao de biomoléculas e moléculas terapéuticas

valiosas, e a medicdo da afinidade da ligacdo ligando/



receptor e cinética ultrapassando as desvantagens acima e

a
A presente invengdoc pode ser explicada através de um

calculo tedrico (apresentado em detalhe na seccdo da

da amostra de, digamos 100 micron de espessura, ¢é mails
oso fazer contactar o© ponto com uma camada de
fluido fina digamos de 0,1 micrc de espessura e de repor
continuamente a camada 1000 vezes, desde que a velocidade
de reposicgdao possa ser suficientemente grande. Como se
baseiam na acgdo de arrastamento de uma superficie mdvel,
induzindeo uma velocidade do fluido igual a metade da
velocidade da superficie em movimento, independentemente
da espessura do canal ou comprimento do canal, fluxos
provocados por forgas de tensdo s&o o Unico tipo de fluxo
capaz de produzir velocidades de fluido suficientemente
grandes, através dos canais finos sub-micron.

A presente invencdo diz respeito a um dispositivo e
a um método de acordo com as reivindicacdes 1 e 18.

Outras concretizagdes mais preferidas sdo descritas
abaixo detalhadamente e nas reivindicagdes dependentes.

w

No contexto da presente invencdo uma primeira
superficie” designa em geral uma superficie, ou um
substrato munido com uma ou varias moléculas receptoras

iguais ou diferentes. Estas moléculas receptoras

0]

ncontram-se deralmente parcialmente ancoradas & dita

€3]
™

uperficie. No contexto da presente invencédo uma “segunda

uperficie” designa uma superficie que é fornecida de uma

w

maneira mével no canal de fluxo. O movimento da dita

segunda superficie vai forrecer um campo de forga de

@



tensao que actua sobre a amostra fluida, se estiver
presente nc canal de fluxo.

Em wvarias concretizagdes, a primeira e a segunda
superficie delimitam o canal de fluxo. Tal como nestas
concretizagdes a primeira e a segunda superficie podem
ser movidas independentemente uma da outra.
Consequentemente, o canal de fluxo de acordo com estas
concretizagdes & caracterizado por ndoc ser hermeticamente
selado ao longo da sua superficie de cobertura, mas
consistir simplesmente em duas superficies independentes.

As moléculas alvo encontram-se geralmente presentes
numa amostra fluida forcada sobre estas moléculas
receptoras de modo a aumentar a eficacia da ligacéo.

O meétodoc e dispositivos de acordo com a presente
invencdao podem contar com a combinacgdao de trés
caracteristicas especificas dos fluxos originados por
tensdes nos microcanals. A primeira caracteristica é que
a espessura do canal pode ser seleccionada de modo a que
seja apenas um numero minimo de vezes malor
(preferencialmente 1,5 a 5 vezes maior) do que as
dimensdes das moléculas a serem analisadas. Deste modo,

as moléculas alvo podem ser transportadas por conveccdo

@

>ntro de alguns didmetros moleculares de moléculas
receptoras Ccom as guais se emparelham imcbilizadas sobre
uma superficie sélida, eliminando assim, quase
completamente o tempo necessédrio para difusdo. A segunda
caracteristica é que a velocidade de fluxo pode ser

suficientemente grande ©para transportar volumes de

amostras da ordem de 10 a 200 pl, através dos canais da

ik
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matriz com um volume da ordem de apenas 0,1 ul,

n
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=

© gue em combinac¢do com a primeira caracteristica,
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iha-se alinda em tempo de rastreio em relacdo as micro

!
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matrizes de rastreio de ADN e de proteinas convencionais

baseadas na difus&oc, em que o volume completo de 10 a 200
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ul é feito contactar directamente com a matriz completa.

terceira caracteristica é que devido ao facto do grau

osd

a

n

persado axial em canals com uma espessura sub-micron

pet

(o3
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xtremamente pequena, émbolos curtos de amostra

93}
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(i.e., com um comprimento da ordem de 10 a 500 um) podem

injectados a uma frequéncia elevada e podem

w

[92]

er

ubsequentemente ser transportados, através de um canal
de microfluido, sem qualquer mistura substancial entre os
émpbolos sucessivos de amostra. A terceira caracteristica
permite, em combinacdo com a primeira caracteristica, uma
verdadeira analise de rastreio de alto débito de por
exemplo, potenciailis moléculas terapéuticas. O pegueno
grau de dispersdo axial também implica gque peguenas
guantidades de amostra possam ser analisadas e
recuperadas com uma diluicdc minima. Esta & uma
caracteristica altamente desejada em aplicagdes Dbio
znaliticas e de purificacdo. Tal como no fluxo provocado
por tensdes a velocidade do fluido ¢é independente da
velocidade do fluido da natureza (carga, tamanho,
etc....) de substéncias fluidas a serem transportadas, ¢
ainda uma outra vantagem do método de acordo com a
presente invencado gque moléculas de natureza diferente
possam ser transportadas num unico émbolo, i.e. a mesma
velocidade. Isto é essencialmente vantajoso para
investigar acontecimentos de ligagéo ou reaccgéo
envolvendo um cofactor, ou para efectuar ensaios de
ligacdo competitiva. Uma vantagem adicicnal em relacdo a
fluxos, cuja forca motriz é eléctrica, em que o perfil de
velocidade & uniforme é de gue a velocidade de fluxos por
tensao varia linearmente com a espessura do canal e €
quase zero na superficie estaciondria em que a ligagéao
tem que ocorrer. A ligacdo pode assim ocorrer com uma
influéncia minima da forca de tensdo aplicada. Num

sistema, cuja forga motriz é eléctrica, o campo eléctrico
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¢ igualmente forte em todo o lado, de modo que possul uma
malor possibilidade de perturbar o processo de ligacéo.

Para a 1ligagédo selectiva de moléculas lineares
longas (&cidos nucleicos, proteinas desnaturadas) é ainda
uma outra vantagem do método de accrdo com a presente
irvencdo gque o campo de velocidade linear de fluxos
provocados por forgas de tensdo induza uma pré-orientacdo
vantajosa de moléculas. Devido as grandes forcas de
tensdao as mcléculas lineares serdo estendidas ao longo da
direccdo do campo de fluxo, e estardo assim menos
enroladas. Deste modo, pode ser obtido um contacto
melhorado alvo— receptor.

E ainda uma outra vantagem do método de acordo com a
presente 1invencdo que a velocidade do fluido possa ser
utilizada come um parédmetro de controlo de severidade
adicional. Moléculas ndo emparelhadas e assim mais
fracamente ligadas v&o-se desligar numa maior extensdo do
gue as moléculas perfeitamente emparelhadas sob a
influéncia de um campo de forcgas de tensédo forte.

£ ainda uma outra vantagem do método de acordo com a
presente invengdo que é muito simples mudar de um modo em
fluxo continuo para um modo de transporte que consiste
numa série continua de sequéncias de fluxo- paragem. Esta
possibilidade € altamente vantajosa em casos em que um
fluxc convectivo forte perturba os acontecimentos de
ligagao: durante os periodos de paragem (curtos) o
processo de ligacdo pode ser efectuado de forma ndao
perturpbada por qualsquer efeitos convectivos, enquanto
gque os periodos de fluxo sdo utilizados para gerar uma
rencvacaoc rapida da camada de fluido gue cobre um dado

onto de molécula do receptor.

e

Breve Descricdo das Figuras
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Figura 1. Representacdao esquematica do transporte
difusivo em dispositivos de rastreio de ADN e de
proteinas convencionais baseado na difusao.
Figura 2. Representacdo esquemdtica de solugdes do estado
da técnica para a aceleragdo do transporte radial,
envolvendo membranas de fluxo porosas, ou hibridizacdo
electronicamente assistida.
Figura 3. Representacdo esquemdtica da organizacdo do
fluxo nos dispositivos de rastreio de ADN e de proteina
movidces por tensdo de acordo com a presente invencdo.
Figura 4. Representacdo esquemdtica de canais basicos de
transporte de fluido wutilizados no método de rastreio
alvo- receptor revelado presentemente: vista longitudinal
(a), vista da secgdo recta (b) e vista de topo (c).
Figura 5. Volume do fluido no topo do ponto da sonda num
sistema convencional movido por difusdo (a) e num sistema
movido por tensdo de acordo com a presente invencdo (b).
Figura 6. Representacdo esquemdtica de uma correia moével
(a) e dispositivos de disco rotativo de acordo com a
presente invencdo: vista lateral (b) e vista do topo (c).
Figura 7. Vista de topo do dispositivo de disco rotativo
apresentando uma das numerosas possibilidades do método
de acordo com a presente inven¢do para utilizar uma unica
superficie mével para gerar um fluxo que passa numa
multitude de superficies de moléculas receptoras.
Figura 8. Vista de topo (a) e vista longitudinal (b) do
sistema de superficie mdével que transporta uma rede de
protuberdncias micro maquinadas para disponibilizar
sustentagdo adicional do movimento do fluido e/ ou para
induzir uma mistura suplementar.
Figura 9. Exemplos de matrizes de protuberdncias micro
maguinadas que permitem a geragac de diversdes
t

entes da difracgdo do fluxo para promover a
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Figura 10. Vista lateral da posigdo e design conceptual
para o dilspositivo do reservatdério da amostra integrado
na superficie da matriz de rastreio.

Figura 11. Vista de topo do método de rastreio movido por

ot

ensdo em gue © transporte convectivo ¢é apenas numa

3

ir

(o}

{

(@]

ccdao  (a). Vista de topo da segunda passagem da
amostra, apds se ter rodado a superficie da rede de
pontos de 90° (b).

Figura 12. Visdo de topo de um método de rastreio movido
poY tensao em gue um transporte convectivo & estabelecido
em duas direcgdes mutuamente perpendiculares.

Figura 13. Visac de topo de um método de rastreio em que
um transporte convectivo tanto translaccional e
rotacional s&o estabelecidos.

Flgura 14. Representagdo esquemdtica de dispositivos
duplos rotativos de acordo com a presente invencdo: viséo
de topo superficie do receptor (a), e vista lateral do
aparelho montado com um espa¢amento de disco variavel, e
mostrando o fluxo periférico para o exterior do fluido da
amostra (b).

Figura 15. Representacgdo esquematica de dispositivos de
rotagao dupla com um espacgamento de disco variavel, e com
uma superficie receptora possuindo poros ou orificios
micro maquinados que permitem o fluxo para o exterior do
fluido da amostra.

Figura 16. Visao esquematica de um método para a injeccédo
de émbolos de amostra distintamente delimitados nos
dispositives de acorde com a presente invencao.

Figura 17. Visdo esquemdtica de um transporte de alto
débito de émboclos de diferentes amostras.

tgura 18, Visdo esquemdtica de diferentes sequéncisas
envolvidas num método para a medida da cinética da
ligagdo alvo- receptor de acordo com a presente invencao

compreendendo transporte movido por tensdo de moléculas
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de amostra em relacgdo a uma seccdo de ligacdo contendo
mcléculas de receptores selectivos (a) e fazendo
contactar as ditas moléculas de amostra com as ditas
moléculas receptoras selectivas durante um determinado
periodo de tempo teont(b), e transportando para fora as
moléculas nao ligadas (c).

Figura 19. Visdo longitudinal de uma concretizagdo de
acordo com a presente 1nvengdo, em que as moléculas
receptoras se encontram imobilizadas numa porgdo com

sulcos da superficie estacionaria.

Descrigdo Detalhada da Invengéo

Em particular, o dispositivo da presente invengao
permite melhorar o desempenho dos diagndsticos analiticos
¢ sistemas de rastreio baseados na ligacdoc especifica
entre ligandos ou moléculas alvo numa amostra com
moléculas receptoras complementares ancoradas numa
superficie sélida. E utilizado também para a detecgao,
quantificacdo e anédlise funcional de analitos bioldgicos
e quimicos, incluindo, mas ndo estando limitado a acidos
nucleicos, proteinas, anticorpos, antigénios, hormonas,
receptores de hormonas, enzimas e moléculas pequenas de
bibliotecas de quimica combinatdéria. O dispositivo da
invencado pode também ser explorado para investigar a
velocidade de reacgcdo e a formacaoc de produtos de
conversdes enzimaticas de substrato.

No que diz vrespeito as VFiguras apresentadas no

presente documento, deveria ser salientado que apesar da

Pty
[}

=

ma de algumas das moléculas representadas ©possa
sugerir que o dispositivo representado e método da
invengdo como a seguir abalixo descrito diz apenas
respeito especificamente a acidos nucleicos ou

anticorpos, todos os métodos e dispositivos de acordo com
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& presente invengdo dizem respeito a um grupo completo de
analitos guimicos e bicldgicos mencionados acima.
Em vez de apresentarem uma natureza molecular, os

-

melcs receptores podem também ser uma superficie com

167
{
-
O
b

0s micro maguinada possuindo um tamanho especifico e/
cu forma permitindo reter selectivamente pequenos
cristals, células completas ou nano dispositivos.

A figura 1 apresenta a organizagido do transporte de
fluido em dispositivos de rastreio de ADN e de proteinas
convencionals baseados na difus8o. Nestes dispositivos
moléculas desconhecidas alvo 1la, 1b, 1lc, etc... de
diferente composigdo tém gque se difundir tanto na
direccdo y e x (i.e. eles tém que segulir um caminho
difusivo tortuoso 3), antes de se poderem ligar a um dos
pontos de moléculas receptoras de emparelhamento 2a, 2b,
2c, etc...imobilizadas na superficie 10. A Fig. 2
apresenta uma organizagdo de transporte de fluido nos
dispositivos de rastreio de ADN de acordo com o estado da
tecnica por exemplo na patente US 5843767 e patente US
©103479. Nestes dispositivos, o transporte ¢é apenas
acelerado na direcgdo radial 4. Durante o transporte
radial rdpido, o transporte na direccdo transversal 4,
i.e. de local para local, tem ainda de ocorrer através da
difusaoc molecular lenta a segqgulir a via difusiva 3. Uma
vez que o tempo para o transporte radial €& varias ordens
de grandeza mals pequeno do que O tempo necessario para o
transporte transversal de local para local, este ultimo

nac pede ocorrer numa extensdo significativa e os limites

U

o

c¢e deteccdo permanecem balxos.

De acordo com  uma concretizagdo da presente
invenc¢do, © dispositivo desta invencdo, como descrito
acima € caracterizado por os melos que geram o campo de
forcas de tensdo compreenderem uma segunda superficie

sendo preferencialmente maior do que a dita primeira
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superficie e capaz de se mover mecanicamente de um modo
substancialmente paralelo, ao longe da dita primeira
superficie.

Na presente invengdo, o] conceito de fluxos
provocados por tensdo € utilizado para acelerar processos
de ligacdo alvo- receptor explorando o facto de num fluxo
provocado por uma tensdo a espessura do canal poder ser
reduzida substanclalmente sem ter de se sacrificar a
velocidade do fluido que pode ser conseguida. Como &
explicado de maneira guantitativa mais abaixo, a
combinacdo de ambos os factos dad origem ao factor chave
na possibilidade de acelerar ensalos de rastreio de
acordo com a presente invencgdo.

A fig. 3 apresenta uma concretizacdo preferida da
organizacdo do fluido de transporte nos dispositivos de
rastreio de ADN e protelnas de acordo com a presente
invencdo. O transporte na direc¢do radial, ¢é aqui
acelerado diminuindo a espessura da camada de fluido, de
modo a que na direcgdo transversal (i.e. na direccido X),
€ organizado um transporte convectivo e deste modo o
transporte de ponto para ponto é rapido. Num dispositivo
de acordo com a presente invencdo, a amostra contendo o
alvo desconhecido, moléculas la, 1b, lc, etc.. ¢&
transportado numa camada muito fina (com espessura d)
através de uma rede de pontos de moléculas de sondas de
emparelhamento 2a, 2b, 2c, etc.. 1imobilizadas numa

primeira superficie 10, utilizando um campo de forcgas de

=

tensdo. Este campo de forgas de tensdo de acordo com esta

superficie 20, movimentada por qualgquer sistema de motor
adeguado 40, e induzindo um fluxo com um ©perfil
substancialmente linear 511. A segunda superficie 20
constitui  conjuntamente com a primeira superficie 10

nesta concretizacdo os limites de um canal de fluxo.
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Forcas motoras de tensdao sdo conhecidas como uma
forca de transporte em técnicas de separacdo, tais como
cromatografia. Na WO 98/55858 por exemplo em nome da
presente requerente fol revelado um numero de possiveis
desenhos de canals gue permitem o estabelecimento de unm
transporte continuo da fase mbével movido por tensdes a
partir de um reservatdério de entrada para um reservatdrio
de saida para uma aplicacdo no campo da cromatografia
liguida. E revelado comc um fluxo gerado por tensdc pode
ser estabelecido para dentro, através e para fora de um
canal micro fluido que consiste em duas partes de paredes
diferentes, sendo uma parte substancialmente maior do que
a outra parte sendo movida de um modo substancialmente
paralelo, através da parte mais curta.

Na figurea 4 um canal Dbésico de fluxo de fluido ¢é
apresentado em trés perspectivas em gque uma camada fina
da amostra 100 é transportada ao longo da superficie 10
de um chip de uma micro matriz na direcgdo 99 por um
efeito da forca de tensdo originado a partir da parte
mével da parede 20.

Ainda de acordo com outra concretizacdo da invencao,

o dispositivo da invencdo ¢é também caracterizado pelo

~

Fh

acto da primeira superficie compreender sulcos na
superficie micro maquinadas e/ ou microestruturadas que
possuen preferencialmente aproximadamente a mesma
profundidade que a altura das moléculas receptoras
imobilizadas sobre elas. Isto protege as moléculas

ras do campo de tensdoc elevado em caso de

recept

O

licacgbes com velocidade de fluido elevada.

o
T

Uma vez gque s&o utilizados canais gue sdo apenas um
numero minimo de vezes (preferencialmente entre 1,5 e 5
vezes) malcres do que as moléculas alvo a serem
anallsadas o tempo necessario para a difusdo é diminuido

substanclalmente e qguase completamente eliminado. Deste
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mcdo, © transporte radial é acelerado, enquanto que o
transporte na direccgdo lateral (i. e de ponto para ponto)
ocorre por convecgado rapida, com velocidades de fluxo
independentes da espessura do canal. Deste modo, a
desvantagem do volume pegueno do canal, que conduziria
normalmente a maus limites de deteccéo, pode  ser
facilmente ultrapassada devido & renovacgdo continua,
réapida da camada de fluido dentro do canal de rastreio.
Nos dispositivos de acordo com a presente invencao,
o espaco do canal formado pela segunda superficie mbével e
pela primeira superficie estacionéaria possul
preferencialmente uma secgdo recta rectangular plana,
i.e. os canals possuem uma espessura entre 10 nanometro e
10 micrémetro e mails preferencialmente entre 50 e 1000
nanometros, enquanto gque a sua largura seria muito mais
larga preferencialmente entre 100 micron e 10 cm {(vidé
Fig. 4b, nao esta a escala). O comprimentos dos canais
deverd ser preferencialmente entre 1 milimetro e 10 cm.
Num sistema de canal como o representado na Figura
4, o fluxo (na direcgdo 99) da amostra de liquido 100 é
gerado pelo efeito de arrastamento ou da forga de tensdo
originado pela superficie mével 20. Na presente invencéo,
aproveita-se a vantagem do facto da velocidade do fluido
num fluxo gerado por tensdo como pode ser deduzido a
partir do perfil de fluxo linear 5 na figura 3, ser
sempre 1lgual a uma metade da velocidade da parte mdvel,
independentemente do comprimento do canal, da espessura
do canal, ou da natureza do fluido. Assumindo por exemplo
uma velocidade da parede mével de 10 cm/s isto implica
gue uma camada fina da amostra 100 {(por exemplo 50 nm de
espessura) pcde ser transportado, através de uma
superficie do chip de micro matriz 10 de por exemplo de 5
cm de comprimento a uma velocidade de por exemplc 5 cm/s.

Num canal movido por pressdo com uma Ssec¢do recta



19

rectangular plana iria requerer uma pressao
impraticavelmente grande de 60000 bar. No dispositivo de
acordo com a presente invencadoc a vantagem mencionada
acima de fluxos movidos por tensdo ¢é explorada para
transportar convectivamente substancias moleculares
fluidas ao longos de alguns didmetros moleculares de uma
molécula receptora complementar (potencialmente) de
composicac conhecida e imobilizada scbre uma superficie
sb6lida (vidé figura 3).

Tendo como referéncia as figuras 3 e 5 o raciocinio
abalixo permite quantificar o ganho do método de rastreio
movido pela tensac de acordo com a presente invengdo para
o caso de uma aplicacdo de rastreio do ADN. O raciocinio
inicia-se verificando gque os valores de difusdo do ADN
tipicos (Chan et al., 1995) variam entre Dg;¢=9.107** m?/s
para 30-bp sSADN, até Dgir=5.10""% m?/s para 1000-bp ssADN.
Considerando o design tipico de um chip de ADN (vidé uma
representacdo l-dimensional dada na Figura 1) como sendo

uma rede de pontos circulares com um didmetro tipico de
200 pm e com uma distdncia entre pontos de 30 a 50 pm, e

considerando o© tempo T necessario para percorrer uma
determinada distédncia/ pode ser estimado a partir da

equacdo de difusdo de Einstein:

1=C/ (2.Dais), (1)

pode-se verificar facilmente que leva cerca de 1 h para
uma cadeia de ADN com um Dgie=1.107%4 m’/s a viajar de um
ponto para outro ponto e que leva cerca de 2.10° segundos
(200 milhées de segundos) a percorrer o comprimento
completo de 7,5 cm de uma micro matriz de ADN (possuindo
as mesmas dimensdes que uma ldmina de microscépico
convencicnal). O <céalculo basico mostra gque num chip

AN} A 17

tipico de ADN um ponto vé apenas o fluido na sua
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vizinhanca imediata. Calculando o raio a partir do qual
um determinado ponto é capaz de recolher material numa
experiéncia de um dia para o ocutro de 15 h resolvendo a
egquacdo (1) para/ e fazendo 1=15 h, ¢é encontrada uma
disténcia de amostragem da ordem de /=lmm. Isto implica
gue um dado ponto “vé&” apenas a amostra localizada a 1 mm
2 sua esqguerda e 1 mm & sua direita. Isto também explica,

w A7

ve

J

apenas a amostra

el

<

rgue €& gque um dado ponto
a

localizada a 1 mm & sua esquerda e 1 mm & sua direita.

ot

sto explica, porque é que para Se conseguir um
ceterminade limite de detecgdo tém que ser utilizadas
camadas de fluldo relativamente espessas da ordem dos 20
a 100 micron em micro matrizes de ADN (da ordem de 100
um, Duggan, D. J., et al., 1999. Nature Genetics
Supplement 21, 10-14).

Num método baseado na tensdo de acordo com a
presente invencdo (Fig. 3), em que a amostra é espalhada
numa camada de fluido ultra-fina de por exemplo 100 nm de
espessura (ou de qualgquer outra espessura adeguada,
dependendo das dimensdes das cadeias de ADN), a eqg. 1
prevé um aumento de 1 milh&o de vezes na velocidade de
difusdao radial (i.e. na direccdo Y, ver Figs. 1 e 3).
Este ganho é extremamente grande, mas deverd ter-se em

ha de conta que uma camada de 100 nm de espessura
também contém menos 1000 vezes de material alvo de ADN.
Isto implica que para obter guantidades de deteccédo

comparaveis a camada tem de ser renovada continuamente. E

o8
Q
o

gque uma das caracteristicas unicas do conceito de

luxo gerado pela tensdo 1.e. a possibilidade de gerar

5

randes velocidades de fluido, mesmo em canais sub-micron

(o]

ot

orna—se especialmente util. Como o método de acordo com

[¢}]

presente 1invengdo permite estabelecer velocidades de
fluilidos da ordem das dezenas de centimetros por segundo,

resmo para além disso, o tempo necessario para o

18
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transporte através de por exemplo um chip de ADN de 7,5
cm de comprimento (que é da ordem de 100 milhdes de
segundos para um sistema movido puramente por difusé&o)
pode facilmente ser reduzido a alguns segundos ou dezenas
de segundos [(dependendc do tempo de residéncia da mancha
necessario para as moléculas se difundirem em direccédo

das moléculas receptoras e para completar a reaccdo de

No que diz respeito a figura 5 e assumindc um ensaio
do na difusdo com um ponto de molécula receptora
rectangular 2 (dimensdes= axb), e considerando apenas a
difusdo radial (direccédo y), o ponto “v&” um volume total

uidoe 5 de Va=a.b.h. De acordo com a eq. (1), o tempo

0.
0]
-
s
w Q

drio para a difusdo através da altura h é:

Tas=h®/ (2.Dais) (2)

y

~

Considerando agora a estratégia movida por tensdo em que
o veolume do fluido 5 em contacto com a dita molécula
receptora ponto 2 apenas possul a altura d, e onde uma
accac convectiva na direcgao 99 é utilizada para

ansportar o© mesmo volume V, através do ponto, uma

1
Lt

decisdo tem de ser tomada em relacdo a velocidade do

h

luxc aplicavel. Este valor pode ser calculado a partir
do factc de que o tempo Cresigencia, durante o qual um dado
volume de fluido corre ao longo do ponto deverd ser
tomado de modo a que dentro deste tempo de residéncia,
Tiesigencia @s moléculas tiveram tempo para se difundirem
atraves da espessura da camada d e tiveram tempo de
hibridizar. Exprimindo o tempo necessdrio ©para a
hibridagac como sendo uma dada fracgdo ou miltiplo do

cempo de difusdo obtém-se novamente de acordo com a eq.
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tresidencia= (1+a) .d?/ (2. Daig), (3)

com este tempo de residéncia necessario a maxima

velocidade permitida v pode ser calculada como:

V=a/tres (4)

e com esta velocidade, a velocidade volumétrica de fluxo

P no sistema movido por tensdoc pode ser calculado como

endo:

192

F=v.b.d=ab.d/tres (5)

Tomando os valores tipicos para d=0,1 um e Dair=1.107"" m?/s
e um a=200 um (tamanho tipico dos pontos em micro

matrizes) e assumindo gue a=1, a velocidade necesséaria de
acordo com a eq. (4) é 0,2 m/s. Considerando uma
espessura de 100 nm e por exemplo um canal de 5 cm de
comprimento, deveria ser o6bvio que considerando as
limitacgdes de fluxos movidos por pressdo e movidos
electricamente, tal velocidade pode apenas ser conseguida
num modo de fluxo movido por tensdo.

Com © tempo de residéncia necessario tresidencia dado pela

g. (3), pode ser facilmente verificado que o tempo total

[

T, necessario para hibridizar o volume total do liguido

é dado por:

Igp=Va/F=(1+OL) .h-d/(Z.Ddif) (6)

tomando agora a razao entre  Tzs € Tpp!



T2s/Tpp=h/d. (1+a) , (7)

© assumindo que thipr=tgr (1.e., o=1), eg. (7) mostra que o
ganho gue pode ser obtido mudando de uma micro matriz
baseada na difusdo com altura h= 10 pm para uma micro

matriz com altura d=0,1 pm é de um factor da ordem de

O ganho €& mesmo mails elevado, guando durante um
determinado rastreio, um ponto de uma determinada
molécula receptora necessita de “wer” uma quantidade de
liguido inicialmente espalhada por N pontos. Com N
suficientemente grande (digamos N25), a disténcia
caracteristica de difusdo na matriz baseada na difusdo jé
nzo corresponde a altura radial (l=h), mas tem que ser
tomada agora como a coordenada lateral, i.e. na direccgéo
X, de tal modo que 1=N.a . Em que agora V,=N. a .b. h, e

(N.a)z/(Q.Duf), e seguindo o) mesmo raciocinio

It

Tas

mencionado acima a razdoc entre T.. € Tpp flca:

Tas/Top=N.a%/h.d. (1+a), (8)

Com N=8 (vidé os célculos acima em relacdo a
distédncia de amostragem de 2./=2mm), e com a=200 um,
h=100 um e d=0,1 pum o ganho no tempo de rastreio é da
ordem de 16000 (ainda tomando a=1). Como o <calculo
apresentado assume um modelo 1-D foi desprezado que os
contos s&o apenas tratadas linha a linha, enqgquanto que
num sistema baseado na difus&c as linhas e colunas sdo
tratadas simultaneamente. Contudo, rodando a placa do
io de 90° apbés se ter completado uma determinada
corrida e depois repetindo o ensaio (vidé Fig. 11) apenas

se reduz o débito de um factor de 2, deixando ainda
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suficiente espag¢o para melhoria em relacdo a sistemas de
rastreio movidos por difuséo.

No raciocinio acima também se tornou &bvio que no
metode movido por tensdo de acordo com a presente
invencao, apenas a matriz tem de ser contactada com um
volume correspondendo ao que cobre aproximadamente 8 a 10
linhas de pontos, em gque numa matriz baseada na difusio é
aplicado um volume de matriz correspondente a 100 a 300

linhas de pontos (das quais cada ponto vé apenas cerca de

(2]

a 10%). Este facto implica que no método de acordo com
a presente invenc¢do, uma reducdoc de um décimo ou de vinte
vezes da quantidade de amostra é prevista em relacdo as
guantidades actualmente necessarias para um ensaio de

hibridizacdo classico. Tratando o problema de outra

forma, e considerando o envio de 10 a 200 pl de volume da

mostra volume utilizado tipicamente em micro matrizes

5]

onvencionais movidas por difusdo, num modo movido por

-~

tensao através de um canal de 100 nm de espessura cada
ponto val “ver” grosseiramente 10 a 20 vezes mails
amostra. E assim o6bvio que neste modo de operacdo, os
limites de detecgdo dos sistemas movidos por difuséo
utilizados actualmente podem ser fortemente

4

ultrapassados.

Considerando o céalculo acima da velocidade do fluido

®

reguerida deveria ser 6bvio que no método de acordo com a

ente invencéo, a camada de fluido deverd ser

o
<

re

n

preferencialmente transportada a uma velocidade na gama

D

ntre 1 mm/s (para difusdo lenta, cadeias de ADN longas)
a cerca de 40 cm/s (para uma difusdo mais répida, cadeias

curtas de ADN). Deverd ser salientado que o método acima

)

o de acordo com apresente invenc&o pode também ser

scrit
apllicado para acelerar o rastreio de outras moléculas,

tais como proteinas ou potenciais féarmacos.
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De acordo com uma concretizacdo preferida da
sresente invencdo, o espago entre a primeira e a segunda
superficie no dispositivo da presente invencéo é
controlado por uma matriz de espacadores micro maquinados
cgue saem para Iora de pelo menos uma das superficies e
scndo  preferenclalmente revestidos com uma camada de
material isento de desgaste e de baixa friccao.

Uma matriz de espacadores micro maguinados 50 &
disposta sobre a segunda superficie mével e/ ou primeira
superficie estaciondria e permite manter a disténcia
entre a placa mbével e estacionadria t&do constante como

possivel, Estes espacadores podem possuir a forma

wn

desejada, incluindo mas ndo limitada a cilindros, cones
truncados, semi-esferas, cubos e blocos rectangulares.
Numa concretizagdo, os espacadores dos canais micro
maquinados prolongam-se substancialmente ao longo do
comprimento completo da primeira superficie estacionéaria,
com a sua dimensadao mais longa orientada ao longo da
direc¢ao x. Nesta concretizagdo preferida, os espacadores
dos canals deverdc possuir preferencialmente uma forma
substancialmente linear quando a parede mdvel (segunda
superficie) é translaccionada numa direccéao

substancialmente linear, quando deveriam ter

s

preferencialmente uma forma circularmente curva, quando a

arede movel é sujeita a um movimento de rotacdo. Os

@]

espacadores dos canais podem ser feitos, ou revestidos
com qualquer material resistente ao desgaste conhecido
dos peritos da técnica da tribologia. Os espacadores dos
canals podem ser fabricados de acordo com qualquer método
de deposicao adequado (por ex. CVD) e técnicas de gravura
com agua forte (por ex. ‘“etching” de “lift off”)
conhecidas dos peritos na arte de micro maguinacdo.
-xemplos de processos para a maquinacdo de estruturas de

espacadores possuindo tolerdncias para a altura peguenas
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da ordem de nandmetros, conjuntamente com processos para

adigdo de uma camada de revestimento isenta de desgaste

Q)

sobre estas estruturas, podem por exemplo ser encontrados
em Tanaka, H., et al., 1993, J. Tribol. 115, 573-576; Li,
Y. e Menon, A K., 1995, J. Tribol. 117, 279-284. Para
manter &s duas superficies em contacto intimo pode ser
aplicada uma carga 501.

Numa concretizacdo de base da presente invenciao,
como €& indicado na Fig. 4c, a superficie mdvel pode ser
movida de um modc linear, de uma passagem, através da
primeira superficie estacionédria. Contudo, de modo a ser
possivel transportar uma quantidade suficiente de amostra
¢ preferivel possuir um sistema mével de superficie que
fornece um caminho de fluxo infinito (i.e. de
reclirculagac continua). A Figura © apresenta desenhos de
concepgao de uma correia mével (fechada, ou ndo) e
dispositives do tipo de disco rotativo que fornecem um
tal caminhc de fluxo infinito.

De acordo com uma outra concretizacgdo, a dita
segunda superficie do dispositivo da presente invencdo é
uma placa plana que se move linearmente, uma correia
flexivel linearmente mdével, um dispositivo rotativo ou um
cilindro rotativo.

Como explicado anteriormente, a dita segunda
superficle mével é utilizada para gerar um fluxo através
de mais do que uma moléculas alvo ancorada sobre a
superficie do substrato.

De accrdo com uma concretizacgdo preferida a dita
segunda superficie num dispositivo da invencdo ¢é uma
superficie plana gue se move linearmente, uma correia
linearmente mdével flexivel, um discc rotativo, ou um
cilindro rotativo.

O movimento da segunda superficie mdbével pode

referencialmente ser efectuado utilizando qgualquer

T
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cdispositivo de deslocamento motorizado adequado (né&o
representado na figura), incluindo, mas ndo limitado a
uma mesa de disco rotativo ou um sistema de translaccédo
linear automético.)

A Figura 7 apresenta uma das muitas ©plantas
possiveis de conceber do dispositivo da presente
invengdo, no gual uma uUnica superficie mével 20 pode ser
utilizada para organizar o transporte da amostra através
de varias placas matriciais 10. Na figura os espacadores
dos canais 50 utilizados para manter uma distancia
substancialmente constante entre as superficies méveis e

staclonarias sdo representados como sendo parcialmente

visivels através das placas matriciais estacionarias 10.

Un sistema de matrizes multiplas pode ser configurado

-

sara © caso de um dispositivo de correia mdével, por ex.

T

colocando diferentes placas matriciails atréds umas das
outras.

Ainda de acordo com outra concretizagdo a segunda
superficie mével do dispositivo da presente invencdo
transporta uma matriz de protuberdncias micro magquinadas
gue se prolongam a partir da dita segunda superficie. As
ditas protuberéncias micro maguinadas fornecem
sustentacdo adicional para o movimento do fluido, e/ ou
pode ser wutilizado para induzir mistura adicional na
direccac radial e lateral, e para limitar a mistura na
direccao axial.

De acordo com outra concretizacéao, a primeira
superficie compreende uma matriz de orificios porosos.

Numa variante possivel (Figura by as ditas
protuberancias possuem a forma de vardes rectangulares;
com a sua dimensdo mails longa 151 orientada ao longo da
cireccao z e por 1sso seleccionada de tal modo que se
usta entre o©s espacadores de canal. Para além de

fornecer uma sustentacdo adicional do movimento do fluido
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{(i.e., a velocidade média do fluido serd maior do que na
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ncia das protuberidncias), as ditas protuberéncias
podem também induzir uma mistura radial adicional ao

longo da direccdo 152. Para criar um padrdo optimo de

3

ilstura a distédncia do intervalo entre as diferentes

ncias na direccgdo x deverd ser preferencialmente
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1 a entre 1 e 10 vezes a altura do canal. E ainda uma

ft e

cutra vantagem da concretizacdo representada na Figura 8
gue & dispersdo difusional na direccdo axial é reduzida.
Cutros elementos salientes preferidos para serem

dispostos na superficie mével sdo representados na Figura

0
o]

9. Nestas concretizacdes a forma e posicgédo das
protuberdncias 150 é seleccionada de tal modo que geram
diversdes intermitentes 153 da direccdo do fluxoc. Tais
diversdes da direccéo do fluxo sao grandemente
preferidas, porque induzem um fluxoc adicional na direccéo
z, em gque o transporte tem de normalmente ocorrer através
da difusdo molecular lenta. Numa estratégia alternativa e
sem perder o seu efeito, as protuberé&ncias representadas
na figura 9 podem ser também dispostas na primeira
superficie estacionéria.

A Figura 10 apresenta outra concretizacdo preferida
de acordo com a presente invencdo em que o chamado
dispositivo portador da amostra 60 é ligado a ou
integrado dentro da estrutura da placa 20 que suporta a
rede de pontos da molécula receptora 2. O dispositivo
portador da amostra pode por exemplo servir como um meio
para evitar a evaporagdoc de parte da amostra 100 a espera
de ser transportada através do canal de rastreio formado
velas superficies 10 e 20. Quando posicionado no terminal
do canal, © dispositivo portador da amostra pode também
servir como melo para recolher a mostra para posterior
&dlise apds ter feito uma passagem, através do canal de

rastreio. Preferencialmente, o dispositivo portador da
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amostra deverd ter um ligacdo que se pode fechar 611 com
a atmosfera circundante ou com uma cédmara pressurizada ou
de vacuo (ndo apresentada na figura). Os dispositivos
portadores da amostra necessdrios na presente invengdo
podem ser fabricados através de qualquer técnica padréo
de micro maguinacdo, tal como “etching” idénico reactivo,
LIGA e etching a humido e numa concretizacdo preferida os
portadores de amostra s&o magquinados directamente no

substrato que suporta os pontos de moléculas receptoras.

163}

Numa outra variante preferida, os portadores de amostra
encontram-se integrados num mandril de vacuo, ou em
gqualguer outro dispositivo de fixagdo adequado, utilizado

a ligar a superficie estacionaria a uma estrutura de

T
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suporte fixa (ndo representada em qualgquer dos desenhos
do presente documento).

De acordo com uma outra concretizacdo, a dita
segunda e/ ou primeira superficie do dispositivo da
presente invengdo sdo suficientemente finas e flexiveis
para se ajustarem de maneira Optima a superficie oposta.

Em principio a superficie 20 da parede mével pode
ser feita de qualquer substrato suficientemente plano e
suavemente polido feito de qualquer material adequado,

tal como vidro, silicio, polimeros,..; e preferencilalmente
entre 50 e 1000 uyum de espessura. Para melhorar o
funcionamento dos dispositivos de acordo com a presente

invengdo, a superficie, ou partes da superficie, da

193]

egunda superficie mével e/ ou da primeira superficie

D

stacicndria pode ser revestida com uma camada repelente,

ot

al como por exemplo um revestimento hidrofdbico (para
evitar que as moléculas da amostra se peguem ou se liguem

superficie em posic¢des indesejavels ndo especificas).

Qe

Tal revestimento pode ser por exemplo uma monocamada

de 3-[ (Heptafluoroisopropdxi) propil]

Num outro aspecto ¢é também preferido
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fornecer um  revestimento de baixa friccgao, baixo
desgaste, tal como por exemplo uma camada de teflon (para
melhorar o comportamento triboldégico dos dispositivos)
as partes da segunda superficie mével e/ ou da primeira
superficie estaciondria escorregando uma sobre a outra.
As partes onde tal revestimento ¢é necessario sdo a
superficie do topo dos espacadores micro maquinados 50, e
as partes da superficie oposta que entram em contacto com
os ditos espacadores.

De acordo ainda com uma outra concretizacdo, a dita
primeira superficie do dispositivo da presente invencao
encontra-se coberta com uma matriz 1-D ou 2-D de
moléculas receptoras.

A primeira superficie pode estar coberta com uma
matriz 2-D de moléculas receptoras substancialmente
circulares ou quadradas, ou uma matriz 1-D de pontos de
moléculas receptoras possuindo uma dimensdo muito mais
longa do que a outra , e prolongando-se substancialmente
ao longo da largura completa ou comprimento da primeira
superficie.

De acordo ainda com outra concretizacao o
dispositivo da presente invengdo compreende meios para o
controlo da temperatura e/ ou meios de deteccdo, e/ ou
meios para o deslocamento automatizado da @ segunda
superficie. A temperatura nos dispositivos de acordo com
o presente método pode por exemplo ser controlado
utilizando um circuito micromaquinado resistivo integrado

na parte de tras do substrato que suporta a superficie

ot

@

stacionaria, ou por simplesmente fazer contactar o dito
substrato com um bloco de aquecimento. O facto que devide
2 espessura submicron do canal torna a transferéncia de
calor nos canals extremamente rapida é uma outra vantagem

da presente invencéao.
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Em todas as concretizagdes reveladas do processo de

acordo com a presente invencao, a deteccdo da quantidade

¢

de ligandos 1ligados, ou de analitos alvo pode ocorrer,

através de qualquer dos métodos de detec¢do conhecidos

pelos peritos no estado da técnica da deteccdo por micro
matrizes e Dbiosensores, incluindo métodos de deteccédo
6pticos, eléctricos, acusticos ou baseados na

radiocactividade. Num método preferido, a deteccido ocorre
fora do chip, apds lavagem e secagem adequada, utilizando
matrizes de varrimento, tal como por exemplo ©0s sistemas
confocalis laser de varrimento ou os sistemas de deteccdo
CCD que se encontram correntemente disponiveis
comercialmente. Numa outra concretizacdo preferida, de
uso especial para a medigdo da cinética de ligacdo a
deteccdo ocorre sobre o chip.

Num outro aspecto, a presente invencdo diz também
respeito a um método de ligacdo de uma ou vVvarias
moléculas alvo compreendidas dentro de uma amostra de
fluido a pelo menos uma molécula receptora pelo menos
parcialmente ancorada a uma primeira superficie de um
substrato, em que as ditas moléculas alvo sdo
transportadas paralelamente a dita primeira superficie
através de um campo de tensodes.

As vantagens do dito campo de forca de tensé&o foram
dliscutidas acima detalhadamente em relacdo ao aparelho

]

esta invencao.

Q

De acordo com uma concretizac&o, o campo de tensdes
no processo da invengdo é originado a partir de uma
segunda superficie que é mails larga do que a primeira
superficie e que se move mecanicamente de um modo
substancialmente paralelo em relacdo através da dita
crimeira superficie.

Ainda de acordo com outra concretizacgdo, o tempo de

contacto entre o alvo e as moléculas receptoras no



processo da invengdo é deixado ser suficientemente longo,

eferencialmente entre 0,1 ms e 10 minutos. O dito tempo

s

de contacto pode ser controlado rigorosamente,
controlando a velocidade da segunda superficie mével. Um
tempo contacto entre 0,1 ms e 10 minutos deveria permitir
gque as reaccbes de ligacdo a ser investigadas se
completem.

E porém ainda outra vantagem das concretizacdes de
acordo com a presente invencdo que é muito simples mudar
de um modo de fluxo continuo para um modo de transporte
que consiste numa série continua de sequéncias de fluxo-
paragem. Isto pode ser facilmente consequido, utilizando
um dos sistemas de deslocamento automatizado linear ou
rotativo disponivel comercialmente, por ex. movido por um
motor de andares e oferecendo uma resolucdo de deslocacédo
na escala micrométrica, como os meios de monitorizacado
para o movimento da parede mével. E bem conhecido que
tals sistemas de deslocamento podem ser facilmente
programados para efectuar uma série de sequéncias
alternadas de movimento- paragem, e que o comprimento do
deslocamento e a velocidade, assim como a duracdo das
pausas podem ser seleccionadas com um elevado grau de
liberdade. A possibilidade de efectuar sequéncias de
fluxo paragem alternadas é grandemente vantajosa em casos
em que um fluxo convectivo forte perturba os

acontecimentos de ligacdo: durante os periodos (curtos)

~

de paragem, o processo de ligacdo pode ocorrer ndo

perturbado através de guaisquer efeitos convectivos,

18] 13

nto que os periodos de fluxo sdo utilizados para
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ferar uma renovacdo rapida da camada de fluido que cobre

{

um determinado ponto de molécula receptora.
Preferencialmente, este modo de transporte alternado

de fluxo- paragem deveria ser organizado de tal modo que

O,

eslocamentos rapidos de fluido (com wuma velocidade
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preferenclalmente entre 1 cm/s e 1 m/s e cobrindo a

Q

isténcia que iguala preferencialmente a distédncia entre
dois centros consecutivos de pontos) s&o alternadas com
periodos de paragem suficientemente longos (por exemplo
entre 1 ms e ls] para permitir que as moléculas alvo gue
se podem emparelhar hibridizem ou liguem~se com as

culas receptoras na auséncia de gqualguer conveccac ou
efeitos de forcas de tensdoc. Deste modo, um dado volume
de liguido da amostra (com uma superficie de Dbase
aproximadamente igual a superficie de um determinado
ponto, e com uma altura igual a altura do canal) ¢
deslocado de ponto para ponto de uma maneira incremental,
viajando assim por uma superficie completa de um chip de
ADN num periodc relativamente curto de tempo e
encontrando um numero elevado de diferentes tipos de
moléculas receptoras. Do ponto de vista dos pontos de
mcléeculas receptoras, a accao de deslocamento é
vantajosa, porgue a camada fina de difusdo (digamos de
100 nm de espessura) sobre o topo dos pontos é renovada
continuamente com liguido da amostra fresco. Como este
fornecimento convectivo pode ser organizado mais
rapidamente em ordens de grandeza do que o transporte
difusivo nas camadas de fluido mais espessas (digamos 50
micrometros de espessura) tipicas para a hibridacao
convencional do ADN, o ganho no tempo de rastreio pode
ser facilmente compreendido.

Para efectuar os rastreios de ligacdo e ensaios de
acordo com a presente invencdo, pode ser utilizada toda a
composicdo do fluido (concentracdo do sal, rH, ...)
variantes de metodos, e todas as variantes de temperatura

léctricc de métodos conhecidos dos peritos no
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estado da técnica do rastreio em micro matrizes de ADN e
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De acordo ainda com outra concretizacgdo, no método

Q.

la inven¢&o a dita primeira superficie encontra-se

elita a um movimento de translaccdc ou de rotacdo numa

UJ

._.,
~J

ccdo diferente da direccdo do movimento da dita

1]

egunda superficie.

Com excepcdo feita para as concretizacdes da Figura

O

. as concretizagdes apresentadas até agora possuem uma

esvantagem comum, em gue por exemplo um fluxo de tensdo,

o3

por exemplo gerado na direcgdo 70, apenas diz respeito as

~

pontos de moléculas receptoras 2 de uma maneira linha a
linha, enquanto que o) transporte na direccédo
perpendicular (direccdo 71) tem ainda de ocorrer, através
de um processo de difusdo molecular lento (Figura 1la).
Uma estratégia possivel para resolver este problema seria
recolher a amostra num dispositivo portador da amostra 61
gque se prclonga pelo menos por duas paredes laterais da
placa do ensaio 20, rodando a placa do ensaio 20 de 90°,
de acordo com a direccdo 62, e repetindo o processo de
rastreio na direccdo 71. Devido ao efeito da forca de
capllaridade, o liguido recolhido na extremidade 11 da
superficie 20 do ponto do receptor vai-se espalhar
igualmente sobre ambas as pernas 6la e 6lb do
dispositivo de suporte da amostra 61.

Numa outra concretizacdo preferida da presente
invenc¢do, um transporte convectivo em duas direccédes

fe!
[

iiferentes 70 e 71 é gerado como indicado na Figura 12.
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que o movimento Dbésico na direcgcdao 70 é
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tuadoe através do movimento da superficie 20, a
ficie 10 gue transporta os pontos da molécula do
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tor imobilizadas 2 pode ser sujeita a,
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renclalmente a um movimento reciproco na direccédo

i
)

Com este fim, pode ser utilizado um segundo

dispositivo motorizado (ndo apresentado na Figura). Para

w
®

ter guantidade suficiente de amostra disponivel para
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r transportada ao longo tanto da direcgao 70 e 71 um

[0
¢

positivo 61 gque suporta a amostra ao longo de pelo

Q.
ft
w
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nenos trés paredes laterais da placa de ensaio 10 devera
ser montada no lugar comoc indicado na Figura 12.

No entanto, uma outra concretizagdo preferida da
presente invencéo que permite gerar un transporte
convectivo em mals do gue uma direcgdc é representado na
Figura 13. Nesta concretizacgdo, a superficie 10 que
transporta os pontos de molécula receptora 2 é sujeita a
um movimento rctatdédrio. Nesta concretizacao, o
dispositivo suporte da amostra 61 deveria prolongar-se
preferencialmente ao longo da circunferéncia completa do
ensaioc da superficie 20.

Numa outra concretizacdc preferida (ver Figura 14), tanto

superficie estaciondria 10 que transporta os pontos de

jo3)

p
receptor e a superficie mével 20 possuem uma forma do
tipo disco. Nesta concretizagdo preferida, um dispositivo
de suporte da amostra ja& ndo é necessario, porque todo o
espaco entre as duas superficies do disco é utilizado
para suportar a amostra completa. A geracgcdo de um
movimento rotatdério relativo entre os dois discos (na
realidade ndc interessa, qual das duas superficies &
rodada) gera depois um transporte convectivo na direcgdo
tangencial 70. Isto ¢é altamente vantajoso porgue O
transporte convectivo ao longo da circunferéncia completa
do disco ocorre numa escala de tempo que é ordens de
grandeza mais pequena do gue o transporte difusivo puro.

Numa outra variante do conceito de disco duplo
rotativo © espago entre os dois discos é diminuido
gradualmente durante a operagdo de ensalo, sujeitando um
dos dois discos a um movimento na direcgdo 72.
Preferencialmente uma matriz de espacadores micro
maguinados 50 é utilizada para manter um espaco minimo no

final da operacgéo. Nesta concretizacido preferida, o



movimento de uma ou das duas superficies 10 ou 20 na
direccdo 72 induz um fluxo convectivo na direcgdo radial
1, com um movimentc resultante do fluido para o
exterior, através de uma regido periférica do disco 73.
Esta é uma situacdo altamente preferida, porque implica o
estabelecimento, tanto de um transporte convectivo tanto
ra direccao  tangencial, como  na direccéo radial.
Preferencialmente, tanto o espacamento inicial entre as
duas superficies do disco deveriam ser entre 5 a 100 um,
em gue o espacamento final deverd ser preferencialmente
entre 50 a 1000 nm. Numa vers&o alternativa do sistema de
diminuicdo do espago do canal apresentado na Figura 14, o
fluxo para o exterior pode também ocorrer, através de uma
matriz de poros ou de orificios micro magquinados 51
gravados com éagua forte através da superficie receptora
(Figura 15). 0Os orificios podem estar distribuidos
homogeneamente sobre a superficie do receptor, mas também
podem estar concentradcs numa regido especifica por ex.
préximo do centro do disco. Os sistemas de diminuicdo do
espaco do canal apresentados na Figura 14 e 15 permitem

omitir o dispositivo de suporte de amostra nas

W

concretizagdes apresentadas nas Figuras 10-13: devido

Q-

menor difusibilidade molecular, as moléculas receptoras
superficie do «receptor “wéem” apenas as moléculas da
amostra numa camada de fluido 160 de apenas alguns
didmetros moleculares de espessura imediatamente
adjacentes a superficie do receptor. As moléculas alvo
presentes nas camadas do fluido 161 mailis distantes da
superficie do receptor encontram-se simplesmente a espera
da sua vez antes de poderem entrar na zona activa 160
[conduzidas pelo movimento do fluido na direccdo 72).
Assim, a camada 161 actua de facto como um suporte da
amostra. Na Figura 15, a fronteira entre as zonas 160 e

161 encontra-se representada pela linha a tracejado 162.
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Numa concretizacdo preferida a velocidade de rotacdoc 70 &

(93}

uficientemente maior do que a velocidade do fluido na
direcgao 72, de tal modo dgue as moléculas da amostra
presentes na camada 160 tiveram < tempo de serem
Lransportadas pelo mencs uma vez & volta da superficie

completa estacionédria do disco receptor 10 (vidé Figura

=
L
&3]

;  antes de abandonarem o sistema, através dos
orificios 5H1.

Ainda de acordo com outra concretizacidc, o método da
presente 1invencdao pode ser utilizado para a purificacéao
de guantidades de prcducgaoc de um determinado analito alvo
compreendido numa amostra fluida. O dito método é
efectuaco cobrindo grandes porgdes da superficie do
substrato com as mesmas moléculas receptoras. Apdés o
yrocesso de ligacdo se encontrar completo, a segunda
superficie mével pode ser utilizada para transportar um
determinado volume de amostra fluida em desadsorcéo,

Cr
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és das ditas moléculas do receptor para desadsorver

recolher os analitos ligados ao alvo.

)

Considerando a possibilidade de transportar grandes
volumes de fluido, o método de acordo com a presente
invengao pode ser utilizado para a purificacdo de
guantidades de produgdo de anticorpos, factores de
crescimentoc, sondas de ADN, etc.. Neste <caso, porcgdes
malores da superficie do ponto do receptor,
preferencialmente na gama de 10 a 100%, deverd ser
coberto com o mesmo tipo de molécula de receptor. Apds

ANY

teste subsequente de severidade a colheita” das

ulas capturadas selectivamente pode entd&o ocorrer
fazendo passar solucdes liguidas promotoras da
cdesadsorcido através do canal, alterando as condigdes de

temperatura, aplicando um campo eléctrice, ou aplicando

outro método de desadsorgdo ou regeneracgao

conhecidos dos peritos no estadec da técnica de rastreio
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or micro matrizes ou medigdes com biosensores. Deverd
agul novamente ser salientado, que considerando o© grau
que se pode obter na reducdo da espessura do canal, é uma
das vantagens do método de acordo com a presente invencéao

ce gque as moléculas desadsorvidas podem ser
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recolhidas com uma diluicéo minima, utilizando
simplesmente a parede mével para transportar um
determinado volume de liquido desadsorvente através das
moléculas receptoras.

De acordo ainda com outra concretizacdo, no método
da presente invengdo a guantidade de amostra contactada
com as moléculas do receptor variam preferencialmente
desde alguns picolitros a algumas centenas de
microlitros.

A dita gquantidade pode ser controlada exactamente
pela distdncia em que a segunda superficie é transportada
e em gue durante a injeccdo, preferencialmente ndo se
encontra presente outro liquido a Jjusante do ponto de
introducdo da amostra, e em que a amostra que nao entrou
€ aspirada para fora, tirada, ou retirada por lavagem.

Todas as concretizacdes até agora apresentadas

ram especialmente desenhadas para o tratamento de
grandes volumes de amostra (i.e. para O caso em gue O
volume da amostra é tipicamente igual a ou maior do gue o©

olume do canal) . Quando as amostras se encontram

<

uficientemente concentradas como é frequentemente o caso
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ara o rastreio de farmacos de biblictecas de quimica
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ria, & desejavel ser se capaz de tratar pequenas
quantidades de amostra. Neste ponto surge outra vantagem
o métode de acordo com a presente invencdo. A seguir ao
procedimento de injeccdo representado na Figura 16, e com
possibilidade para controlar o deslocamento 90 da
parede mével 20 mesmc com um deslocamento de precisédo

sub-micrométrico (utilizando por exemplo um sistema de
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deslocamento automético linear com um motor por andares)
&€ Obvio gque émbolos de amostras extremamente curtos 100
poden ser injectados de um  modo controléavel e
reprodutivel. Na Figura 16, & mostrado como utilizando
dois dispositives de injeccdo diferentes um cheio com
amcstra (dispositivo de injeccado 80) e outro cheio com
uma solucgdo liguida isenta de amostra (dispositiveo de
eccao 81l), a amostra injectada com o dispositivo 80 e
gue nao entrou no canal pode ser diluida utilizando o
dispositivo de injec¢do 81. Quando por exemplo utilizando
05 bocais de injecgdo micro maquinados actuado piezo-

ctricamente conhecidos do perito no estado da técnica,
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o fornecimento a alta velocidade de quantidades diminutas
de amostra €& possivel e podem ser obtidas frequéncias de
injeccao muito elevadas. Com referéncia a sequéncia da
Figura 16 deverd ser salientado que a amostra deverd ser
referencialmente adicionada apds remocdo (por ex. por
limpeza ou aspiracdo)de todo o liquido sobre a superficie
21 em frente da entrada do canal. Nesta concretizacdo
preferida, nac se encontra presente a montante outro
liguido desde © ponto de introducdo da amostra, e assim a
diluilcdo da amostra é evitada (vidé a situagdo na Figura
10). A 1injeccdo da amostra pode também ocorrer através de
cdispositivos de suporte da amostra miniaturizados, tal
come o representado na Figura 10. Outra vantagem da
possibilidade de utilizar a movimento da parede do canal

controlar o volume de injeccdo no método de acordo

e
o
—
Q

com a presente invencao é& que volumes de injec¢doc muito

pequenos (ou picolitros) podem ser manuseados sem
provocar, qualgquer diluicdo desnecesséria.

De acordo com outra concretizacao, a segunda

cie no método de acordo com a invencdo pode ser

utilizada para 1injectar e transportar volumes bem

controladeos de misturas de fluidos com caracteristicas
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promctoras de desadsorcdo. Isto pode ser efectuado por
exemplo para o teste de severidade, para a desadsorcdo e
colheita das moléculas ligadas, para a regeneracdc das

moléculas receptoras e para a analise de substituicdo de

e

Q.
O
%
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uma forma semelhante a injecgdo e transporte de

O
®

Y
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Q.

os da amocstra, as concretizacdo reveladas nesta

[
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o
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engdo podem também ser utilizadas para injectar e
transportar émboles bem definidos ou volumes de solucdes
“iguidas isentas de amostra que promovem a desadsorcgdo,
pecr exemplo para efectuar testes de severidade de
~lgacéo, para a remog¢doc de moléculas ligadas néo
vecificamente, ou para desadsorver 0s ligandos
acoplados as moléculas receptoras.
Um dispositivo de suporte da amostra semelhante ao
representado na Figura 10 pode também ser utilizado para

suportar um liquido para testar a severidade, ou liquido

o8

e lavagem antes ou depols da sua passagem através do
canal. Numa concretizagdo preferida, o dispositivo de
suporte da amostra é utilizado como uma cédmara de mistura
prévia em que a composicdo do liquido dos testes de
severidade €& continuamente variada, de modo a que um
teste do tipo de gradiente de severidade possa ser
efectuada.

De acordo com qualgquer outra concretizacdo no método
da presente 1invengdo um émbolc de amostra limitado
contendo uma ou varias moléculas alvo diferentes é
injectado no canal formado pelas duas ditas superficies,
¢ em que o dito émbolo de amostra ¢é posteriormente
transportade atraves de pelo menos um dos pontos das

ancoradas e em qgue a largura axial

do dito émbolo da amostra encontra-se preferencialmente
na gama entre 0,5 e 10 vezes a largura dos ditos pontos e

em gue o dito émbolo da amostra é precedido e seguido por
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um  émbclo de liguide isento de amostra possuindo uma
largura axial que ¢é preferencialmente maior do que 100
pm .

Combinando a possibilidade de injectar émbolos de
amostras distintamente definidos com o facto de que o
grau de dispersdo axial em canails com uma espessura sub-
micron é muito pequeno, ¢é OGbvio que num dos métodos
preferidos de acordo com a presente invengdo, émbolos
muitec curtos (i. e. com um comprimentc da ordem de 10 a
500 pum) de diferentes amostras 101-106, apenas separadas
por émbolos comparativamente curtos 110 de émbolo liquido
isento de amostra (i.e., de tal modo que os émbolos da
amostra encontram-se separados por émbolos liquidos

isentos de amostra com um comprimento de apenas 50 a 500

um), podem ser transportados, através do canal da micro
matriz formado pelas superficies 10 e 20 sem gqualquer
mistura significativa hidrodinémica ou arrastamento entre
0os diferentes émbolos de amostra (Figura 17y . A
possibilidade de gerar transportes de elevada frequéncia
de émbolos curtos de amostra pode ser compreendida pelo
factc do grau de dispersdo axial ocu alargamento do pico
em canals com uma espessura submicon é extremamente
pequena, porque qualquer diferenga na velocidade radial é
imediatamente anulada pela rédpida difusdo molecular.

Este é& um facto gue é conhecido para fluxos gerados
por pressdo, mas que podem ser facilmente transpostos
rara luxos gerados por tensd®es. Uma expressao para a
dispersdo axial em fluxo laminar circular gerado por
pressédo em tubos é dado por Cussler, E. L., 1984,
Difusion: mass transfer in fluid systems, Cambridge

niversity press, Cambridge USA, pag. 90.

o

Injectando diferentes pulsos curtos de amostra
consecutivamente um depois do outro e transportando-os

através de uma matriz de diferentes pontos de moléculas



receptoras, a concretizagdo agora descrita possibilita
um rastreio de alto débito de amostras altamente
concentradas. Numa variante preferida, um dispositivo de
deteccdo com um formatc de uma matriz (tal como
Dispositivo de Matriz de Acoplamento de Carga, ou uma
riz de fluorescéncia induzida por um laser de micro
lente do tipo apresentado em Bruno, A E., et al., 1998,
Microoptical fluorescence detection for chip based
multiplexed analysis systems, em Micro Total Analysis
Systems, Eds. Harison, D. J. e van den Berg, A., Kluwer
Academic Publishers, Dordrecht, The Netherlands, péag.
Z281-285) capaz de monitorizar uma placa matricial
completa é wutilizada para detector e monitorizar a
ccorrénclia de acontecimentos de ligagdo nos pontos da
molécula receptora. Na Figura 17, as setas de dois
sentidos 200 representam pontos possivels de deteccgao
para um tal sistema de detecc¢cdo em matriz.

De acordo ainda com outra concretizacido preferida, o
método da presente invengdo pode ser utilizado para

determinar a cinética de ligacgdo e a constante de ligacao

3

Q

e equilibrio variando o tempo durante o qual o dito

moolo de amostra limitado se encontra em contacto com os

(D

itos pontos da molécula receptora e medindo a quantidade

o8

de moléculas alvo do fluido ligadas selectivamente com um
dispositivo de detecgdo sobre o ponto durante ou depois
da passagem da amostra.

De acordo com outra concretizacdoc ainda mails

preferida, o dito émbolo de amostra limitado no método da
invencdo possul uma largura preferencialmente na gama
entre 0,5 e 0,8 vezes a largura dos ditos pontos de
molecu_a receptora, e em que © movimento da segunda

superficie €& parado, aquando o dito émbolo da amostra

atinglu a posicdo de um dado ponto de molécula receptora.
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De acordo ainda com uma outra concretizacdo mais
oreferida, a ligacdo das ditas moléculas alvo na amcstra
com as ditas moléculas receptoras sobre a superficie do

ubstrato é segulda por um passo de reacgdo quimica, e em

o

cgue a clnética de reacgdo é determinade variando o tempo
durante o gual o dito émbolo se encontra em contacto com
a dita molécula receptora.

De acordo ainda com uma outra concretizacdo mais
preferida, no método da presente invengdo pelo menos um
dispositivo de deteccdo encontra-se posicionado a uma
determinada distdncia, preferencialmente entre 100 e 1000
um a montante, ou a jusante de uma determinada molécula
receptora e em que a diferenca na concentracdo do analito
alvo entre e depois da passagem do dito émbolo da amostra
na dita molécula receptora é utilizada para determinar a
guantidade de analitos alve ligados.

A representacdo esquemdtica dada na Figura 18 mostra
como injectando um émbolo de amostra de moléculas 1
distintamente limitado, o método de acordo com a presente
invencdo pode também ser utilizado para determinar a
cinética intrinseca de acontecimentos de ligacdo alvo -
receptor. Explorando a possibilidade de utilizar canais
microfluidicos com uma espessura que é apenas um numero
limitado de vezes maior do gque o didmetro molecular das
moléculas da amostra, as moléculas sé tém que se difundir
por uma distdncia negligivel, de modo gque o tempo de
ligacdo registado encontra-se apenas relacionado com o
cresente processc de ligagdc e ndoc se encontra enviesado
prelo processo de difusdo lento. Um método de medicgdo da
cinética de ligacdo preferido encontra-se baseado na
eccdo de um émbolo de amostra gue tem
preferencialmente aproximadamente a mesma largura que a
largura 120 que a mancha 2 da molécula receptora e

compreende um primeiro passo em que o dito émbolo da
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amostra 100 é transportado por meio de um fluxo gerado
por tensdo em direcgdc ao dito ponto da molécula
receptora 2 (Fig. 18a). Quando o émbolo da amostra atinge
o dito ponto (Fig. 18b), o fluxo pode ser parado num
determinade tempo de contacto pré-seleccionado teen: OU
pcde ser continuado a uma velocidade pré-determinada u
seleccionada de modo a que o tempo da passagem pelo ponto
cu tempo de residéncia tiesiaencia, determinado pela razido do
comprimento da mancha 120 e velocidade seleccionada u,
iguala o tempo de contacto de interesse teont. Este tempo

de contacto varia preferencialmente entre 0,5

1ilissegundos e varias horas, mas vail ser
preferencialmente entre 1 milissegundc e 10 minutos. Os
tempos de contacto ultra curtos da ordem de um
milissegundo pode ser conseguido por exemplo fazendo
passar um fluido com uma velocidade de 0,2 m/s através de
uma mancha com uma largura axial de 20 pm. A um nivel
molecular, o0s tempos de contacto sdo mesmo ordens de
grandeza mals pequenos. Assim, deveré& por 1isso ser &bvio

gue o método de acordo com a presente invencgdo permite

=

ealizar tempos de contactc de molécula a molécula ultra-

sdo da ordem dos tempos de ligacgéao

't
O
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intrinsecos. Esta é uma vantagem muito atractiva do
método de acordo com a presente invencdo. Utilizando um
dos sistemas de deslocamento automatizados de elevada
resolucao munidos com um motor de andares e
disponibilizando mesmo uma exactidao sub-micrométrica e

permitindo grandes velocidades de deslocamento da ordem

de 10 cm/s ou mais tanto a posicdo do émbolo da amostra e
a velocidade de deslocamento podem ser contrclados com
exactidéo.

Realizando diferentes experiéncias a tempos de
contacto diferentes, e representando a quantidade ligada

N em funcido do tempo de contacto, ou tempo de residéncia



45

.12y, pode ser estabelecida a curva completa da
cinética de ligacdo. Para determinar a velocidade da
reaccdo de desadsorcéc, um émbolo de uma solucdo liquida
com caracteristicas promotoras de desadsorc¢ido pode ser
injectada e transportada através de uma determinada
distancia atras do émbolo da amostra.

Para aumentar o limite de deteccadc das medigdes da
ligac&o cinética de acordo com o processo da presente
invencido é também possivel injectar volumes maiores de
amostra (i.e, com um comprimento maior do émbolo) e
posteriormente transportéd-los a uma velocidade pré-
definida através do ponto da moclécula do receptor.
Multiplicando a gquantidade total N ligada sok estas
condicgbes pela razido do tempo de residéncia (Tresidencia
comprimento da mancha/ velocidade do fluido} em relacgao
ao tempo de contacto total (Tigrar™= comprimento de um
émholo com amostra/ velocidade do fluido), a quantidade N
© obtida que contém a mesma informacdo cinética que a
quantidade N obtida a partir das experiéncias com émbolos
curtos citadas anteriormente, mas que possul um menor
erro de nedida.

De acordo com ainda outra concretizagdo no método da
presente invencdo a dita segunda superficie mével &
utilizada para transportar um émbolc de moléculas alvo
desadsorvidas ou dos produtos de um ensaio de uma reacgdo
enzimética num unico émbolo em direcgdo a um dispositivo

de deteccdo. O dito dispositivo da invengdc pode ser por

o

vemplc um espectrdmetro de massa, capaz de guantificar e

4

entificar moléculas alvo desadsorvidas ou os produtos

b

o enzimatica, e localizados a Jjusantes da
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receptora.
De acordo ainda com cutra concretizacdo no método da
presente 1invengdo um teste de severidade é efectuado

através da aplicacdo de uma alteragdo repentina na
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composicdo do fluido, ou temperatura, ou aplicando um
léctrico externo.
De acordo ainda com outra concretizacdo o método da

presente invencdoc pode ser utilizado para medir a

quantidade de moléculas alvo ligadas selectivamente a
moléculas receptoras ancoradas a superficie do substrato,
utilizando melos de detecgdc. A quantidade de moléculas

ailvo ligadas selectivamente pode ser medida apds lavagem
adeguada e secagem da dita amostra, wutilizando por
exemplo um microscoploc laser confocal de varrimento, uma
matriz CCD, ou um dispositivo de varrimento MALDI/MS.

De acordo com outra concretizacdo, a quantidade de
moléculas alvo ligadas selectivamente pode ser medida
sobre o chip. Isto pode ser efectuado utilizando por
exemplo fluorescéncia de reflexdo total interna, anélise
por onda acustica de superficie, ressonédncia de plasmon
de superficie, electroquimica, ou andlise de impedéncia
eléctrica, conduténcia, andlise amperométrica ou de
capaciténcia para distinguir entre as moléculas ligadas e
ndo ligadas.

Actualmente € conhecido um grande numero de métodos
gue permite a monitorizagdo continua da gquantidade de
moléculas ligadas a superficie do ponto sem estarem
enviesados pelas moléculas alvo ndo ligadas presentes na
fase fluida que rodeia as moléculas receptoras. Como &
conhecido dos peritos da técnica tais métodos incluemn,
mas nao se encontram limitados a ressondncia de plamon de
superficie, onda actstica de superficie, flucrescéncia de
reflexéo total interna, métodos electroguimicos ou

potenciométricos, conductimétricos,

e de capacltéincia. Numa outra

corcretizacao preferida, a deteccdo da gquantidade de

ligadas é efectuada apds um émboclo com amocstra

[ON

ser transportado para longe do ponto de ligacdo (vid
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Fig. 18c) e fol substituldo por wuma solugdo liquida

enta de amostra possuindo a composicdo salina e de
tampdo certa para evitar a desadsorc¢do das moléculas alvo
ligadas. Deste modo, o método de deteccdoc ndoc deveré

& St

)
8}

r limitado a técnicas de detecgdo de superficie, tal
como o método citado acima, mas podem ser utilizados
métodos de deteccdo mais universais e baratos, tal como
fluorescéncia induzida  por laser (LIF). Tal como
representado na figura 18c, este método encontra-se

baseado na utilizacdo de um feixe de laser incidente 150

j9

com luz coerente de um dado comprimento de onda para
induzir a emiss&o de um campo magnético fluorescente 160
a um outro comprimento de onda, que pode ser recolhido
sop  um  angulo diferente. Numa outra concretizacdo
oreferida a quantidade de moléculas ligadas é detectada
utilizando um dispositivo de deteccdo localizado a uma
dada disténcia (curta) a jusante ou a montante de um dado
ponte de molécula receptora. Nesta concretizacdo, a
diminuicgdo da concentracdo de um analito alvo é utilizada
como uma medida indirecta da gquantidade ligada. Numa
concretizagdo preferida, a quantidade de moléculas alvo
livres pode ser determinada tanto antes como depois do
contacto com o ponto da molécula de receptor utilizando
um pento unico de detecgdo. Posicionando o dispositivo de
detecc¢do numa dada posicdo a jusante do ponto da molécula
receptora, o dito dispositivo de detecg¢doc pode numa
primeira fase de transporte ser utilizado para medir a
cuantidade total de moléculas alvo ndo ligadas presentes
numa determinada amostra, antes de a amostra estar em

contacto com o ponto da molécula receptora. Apds o ponto

Q.
W

amostra ter passado pelo detector e ter sido colocada

O]
3

contacto com o ditoc ponto da molécula receptora, a

)

superficie mével pode ser movida na direccdo oposta a da

¥

o

rimecira fase de transporte, de modo a que o émbolo passe
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elo mesmo dispositivo de detecgdo novamente permitindo

e

determinar a reducd&o da concentracdo da molécula alvo
livre.

Nas concretizagdes em que as moléculas ligadas tém
que ser desadsorvidas e posteriormente transportadas num
émpolo com uma diluicdo minima em direccdo a um
dispositivo de deteccéo ou na direccdo do fim do canal (
para fins de recolha de fracgdes) ¢é preferido que as
linhas de velocidade do fluxo gerado por tensdo corram em
paralelc, de modo gque ocorra um minimo de mistura lateral
(i.e. na direccdo z) entre os diferentes émbolos de

amostra sendo analisados em paralelo.

w

Numa outra concretizagdo preferida de acordo com a

D

ente invengéo particularmente adequada para

e
t
@
0

determinar a estrutura e a composigdo de ligandos

desconhecidos ligados as moléculas de receptor, a

para transportar um émbolo de liquido gue promove a
desadsorcdo de um dado ponto de moléculas receptoras, em

ue as moléculas alvo ligadas s&o desadsorvidas e

Q
-

posteriormente transportadas num Unico émbolo concentrado
em direccdo a um dispositivo de deteccdo, tal como um
espectrémetro de massa, localizado a jusante do ponto da
molécula receptora. No caso de ensaios de reacgdes
enzimaticas, o método de acordo com a presente invencdo
pode também ser utilizado para transportar os produtos de
reaccdo em émbolos altamente concentrados em direccdoc a
um dispositivo de espectroscopia de massa para anadlise
subsequente do produto de reacg¢do. Ainda numa outra
concretizacdo, a caracterizacdo de ligandos desconhecidos
ligados pode ocorrer via matriz por desadsorcdo assistida

por laser / espectroscopia de massa ionizante (MALDI/MS),
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apds lavagem adequada e secagem da mancha da superficie

De acordo com outra concretizacdo, no método de
acordo com a invencdo as medicgles podem ser efectuadas
rum formatc matricial 1-D cu 2 D e em que é& utilizado um
detector matricial 1-D ou 2-D e em que todas as linhas de
corrente fluem de um modo substancialmente paralelo para
evitar mistura entre bandas de fluxo paralelas.

A maior parte dos métodos de detecgdo em chip
citados acima podem também ser aplicados num formato em

triz, em que uma variedade de pontos é monitorizada
simultaneamente. Deteccdo por matriz-LIF utilizando uma
matriz 2-D de micro lentes foi por exemplo demonstrada
por Brurno et al. (1998). Todos os métodos eléctricos e
piezo~ eléctricos e acusticos podem utilizando uma larga

ama de técnicas de micro maquinacéo actualmente

(@]
e

existentes ser também aplicados num formato em matriz.
Mesmo espectrometria de massa multiplex wutilizando por
ex. um monitor de EM para monitorizar o conteudo de uma
placa de 96 pogos foi recentemente demonstrada por
(Foret, F. et al., Microdevices for Electrospray Mass
Spectrometry in Micro Total Analysis Systems, 1998 Eds.
Harrison, D. J. e van den Berg, A, Kluwer Academic
Publishers, Dordrecht, Holanda, péag. 35-38).

De acordo ainda com outra concretizacgdo no método da
invencao diferentes substéancias fluidas podem ser
transportadas num unico émbolo, i.e. & mesma velocidade
para 1lnvestigar acontecimentos de ligacdo ou reaccgdo

ndo um cofactor, ou para efectuar ensaiocs de
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o competitivos.
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uma outra concretizacgdo (vidé Figura 19), adeguada
para aplicacdes gue necessitam de uma grande velocidade

do fluldo, as moléculas de receptor estdo imobilizadas em
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sulcos pouco profundos gravados com é&gua forte para as
proteger do elevado campo de tensdo 5.

Adicionalmente deverd ser notado gque em todas as
presentes concretizagdes a superficie que ¢é geralmente

suposta gerar o fluxo por tensdo pode também transportar

elementos receptores selectivos.

Lisboa, 17 de Novembro de 2006



Reivindicagdes

1. Dispositive para realizacido de reaccgbdes de ligacao
alvo- receptor num canai de fluxo munido de moléculas
receptoras, caracterizadc por a dita reacgao de ligacao

ser gerada por contacto de uma amostra fluida

compreendendo uma ou mals moléculas alvo com as ditas

)

moleculas receptoras, o dito dispositivo compreende

[

g

11nda:

b

i

ura primelra superficie so6lida munida com posicdes

discretas e 1isoladas para uma tal reacgdo de ligagdo no

Q.

ito canal de fluxo,

- uma segunda superficie sdlida capaz de ser movida de um
modo paralelo, passando ao longo ou sobre a primeira
superficie e disposta de um modo interactivo com o fluxo
com a dita amostra fluida e dita primeira superficie para

formar um canal com uma espessura entre 10 nanometros e

ot

U micrémetros,
- em que a dita segunda superficie é configurada para se
mover numa série alternada de sequéncias de movimento-

paragem.

2. Dispositivo de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado por a dita sequéncia de movimento- paragem
compreender um deslocamento de fluido cobrindo uma
disténcia igual a distédncia entre dois locais

consecutivos de reac¢ao de ligacéo.

3. Dispositivo de acordo com gualquer uma das
reivindicacCes 1, ou 2 caracterizado por a dita sequéncia

le movimento- paragem compreender um periodo de paragem

o

ara permitir as moléculas alvo hibridizarem-se, ou
ligarem-se as moléculas receptoras na auséncia de

conveccac ou de outros efeitos de forga de tensdo.
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4. Dispositivo de acordo com  gqualquer uma das

vindicacd 1 a 3, caracterizado por a segunda

Q)

fae

e

=

superficie ser maior do que a dita primeira superficie.

5. Dispositivo de acordo com qualqguer uma das
rindicacgdes 1 a 4, caracterizado por a primeira
superfici compreender sulcos na superficie possuindo

Nad

<l3

rencialmente aproximadamente a mesma profundura gue

(T)

‘(5

ltura das moléculas receptoras ai imobilizadas.
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6. Dispositivo de acordo com qualqgquer uma das
reivindicacdes 1 a 5, caracterizado por o espaco entre a
primelira e a segunda superficle ser controlado por uma
matriz de meios separadores que se prolonga a partir de
pelc menos uma das superficies e sendo preferencialmente

revestido com uma camada isenta de desgaste e de baixa

friccéo.

7.Dispositivo de acordo com qualqguer uma das
reivindicagbées 1 a 6, caracterizado por a segunda
superficie transportar uma rede de protuberdncias que se

e
prolongam a partir da dita superficie.

8. Dispositivo de acordo com gualguer uma das
reivindicagdes 1 a 7, caracterizado por a dita segunda
superficie ser escolhida a partir de uma placa plana,

se pode deslocar linearmente, uma correia flexivel

Q
£
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gue se pode deslocar linearmente, um disco rotativo cu um

cilindro rotativo.

9. Dispositivo de acordo com quelquer uma das
reivindicag¢les 1 a 8, caracterizado por a primeira e

egunda superficie serem suficientemente finas e
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flexivels para se ajustarem de forma Ooptima a superficie

oposta.

10. Dispositivo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 9, caracterizado por a dita primeira
superficie estar coberta homcgeneamente com o mesmo tipo
de moléculas receptoras, ou estar coberta com uma rede a
uma ou a duas dimensdes de diferentes pontos de moléculas

receptoras.

11. Dispositivo de acordo com Qgualquer uma das

[
[

ivindicacgdes 1 a 10, compreendendo ainda meios para o
controlo da temperatura e/ ou meios de detecgdo e/ ou

melos para o deslocamento automdtico da dita segunda

12. Dispositivo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 11, caracterizado por a dita primeira
superficie transportar pelo mencs um recipiente Util para
conter grandes quantidades de liquido da amostra, de
liguido para teste de severidade, ou liquido de lavagem
antes e/ ou apds a sua passagem ao longo da superficie

receptora.

13. Dispositivo de acordo <com a reivindicacdo 12,
caracterizado por o dito recipiente ser uma cémara de
nistura prévia adequada para variar a composicdo do teste
de severidade de tal modo que possa ser efectuado um

teste de severidade do tipo de gradiente.

14. Dispositivo de acordo com gualguer uma das
reivindicacdes 1 a 13, caracterizado por a dita primeira

e a dita segunda superficie possuirem ambas uma forma do



15. Dispositivo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 14, caracterizado por a dita primeira

superficlie compreender uma rede de orificios porosos.

[
(&)}

Dispositivo de acordo com  qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 15, caracterizado por a dita segunda

superficie compreender melos receptores selectivos.

17. Dispositivo de acordo com qualquer uma das

=

eivindicagbes 1 a 16, caracterizado por a dita sequéncia

de movimento- paragem da segunda superficie ser
disponibilizada por um Sistema de deslocamento
programédvel automdtico.

18. Processo para a ligagcdo de uma ou varias moléculas
alvo compreendidas numa amostra de fluido a pelo menos
uma molécula receptora, pelo mencs parcialmente ancorada
a uma primeira superficie sdélida num canal de fluxo,
caracterizado por as ditas moléculas alvo serem
transportadas paralelamente a dita primeira superficie,
por meio de uma segunda superficie, cuja segunda

perficie sélida é movida paralelamente ao longo, ou
sobre a dita primeira superficie, em que a dita segunda

Su

erficie move-se como uma série alternada de sequéncias

T

de movimento- paragem e & espessura de um canal esté

entre 10 nanometros a 10 micrdémetros.

19. Processo de acordo com a reivindicacao 18,

por a sequéncia movimento- paragem

um periodo de paragem para permitir as

alvo hibridizarem ou ligarem-se as moléculas

[
D
@]
@
O
[

as na auséncia de conveccdo ou efeitos de tensio.



20. Processo de acordo com as reivindicag¢des 18 ou 19,
caracterizado por a segunda dita superficie ser escolhida
a partir de uma superficie que se pode mover linearmente,
uma correia flexivel que se pode mover linearmente, um

disco rotativo ou um cilindro rotativo.

21. Processo de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 18 a 20, caracterizado por a dita primeira
superficie ser sujeita a um movimento de translaccdc ou
rotacdo numa direccdo diferente da direccdo do movimento

da dita segunda superficie.

22. Processo de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 18 a 21, caracterizado por a dita segunda
superficie ser utilizada para transportar um émbolo de
moléculas alvo desadsorvidas ou produtos de um ensaic de
reaccdo enzimdtica num UGnico émbolo em relacdo a um

digpositivo de detecgéo.

23, Processo de acordo com gualqguer uma das
reilvindicacles 18 a 22, caracterizado por um teste de

severidade ser efectuado aplicando uma determinada

]

lteracdo na compcsicdo do fluido ou temperatura, ou por

s3]
o

}

R

aplicagido de um campo eléctrico externo.

3

of

24, Processo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 18 a 23 utilizado para medir a quantidade
de moléculas alvo ligadas selectivamente a moléculas
pelo menos parcialmente ancoradas a primeira

do dito substrato.

25. Processo de acordo com qualquer uma das

s
(e8]
W

[ 8]
o

, caracterizado por a guantidade de




26. Processo de acordo com gqualqguer uma das
reivindicacdes 18 a 25 utilizado para a purificacdoc de
guantidades de producdc de um determinado analito alvo

cempreendido numa amostra fluida.

27. Processo ae acordo com qualguer uma das
reivindicacdes 18 a 26, caracterizado por a quantidade de

mostra feita contactar com as moléculas de receptoer

0

variar preferencialmente desde alguns poucos picolitros a

algumas centenas de microlitros.

28. Processo de acordo com qualguer uma das
reivindica¢des 18 a 27, caracterizado por uma segunda
superficie ser wutilizada para 1injectar e transportar
volumes bem controladoes de misturas fluidas com

caracteristicas promotoras de desadsorcidoc para o teste de

29. Processo de acordo com gualqguer uma das
reivindicacdes 18 a 28, caracterizado por a disténcia
entre as ditas superficies ser diminuida gradualmente

durante o decurso da operacao do ensaic.

30. Processo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 18 a 29, caracterizado por um émbolo
limitado de amostra contendo uma ou véarias moléculas alvo
diferentes ser injectada num canal formado pelas ditas
duas superficies, caracterizada por o dito émbolo de
amestra ser posteriormente transportado através de uma ou
varics pontos de moléculas receptoras, e caracterizado

por a larqura axial do dito émbolo da amostra variar



creferencialmente entre 0,5 e 10 vezes a largura dos
ditos pontos de moléculas receptoras e em que o dito
embolo da amostra é precedido e seguido por um émbolo de

llgulido isento de amostra.

31. Processo de acordo com a reivindicacdo 30, que é
utilizado para determinar a cinética de ligacdo e a
constante de equilibrio de ligacdo fazendo variar o tempo
durante © qual o dito émbolo limitado da amostra estd em
contacto com o dito ponto da molécula receptora e medindo
& quantidade de moléculas alvo do fluido 1ligadas

selectivamente com um dispositivo de deteccdo sobre o

ponto durante ou apds a passagem da amostra.

32. Processo de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 30 ou 31, caracterizado por o dito émbolo
de amostra limitado ter uma largura que varia
preferencialmente entre 0,5 e 0,8 vezes a largura dos
ditos pontos de moléculas receptoras, e em gque o©
movimento da segunda superficie é parado gquando o dito
émbolo de amostra atingiu a posicdo de um determinado

sonto de uma molécula receptora.

E

33. Processo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdées 30 a 32, caracterizado por a ligacdo das
ditas moléculas alvo na amostra com as ditas moléculas
receptoras scobre a superficie doc substrato ser seguida
por um passo de reacgdo guimica, e em gue a cinética da
reaccao é determinada variando o tempo durante o qual o

dito émbolo da amostra estd em contactc com as ditas

34. Processc de acordo com qualquer uma das

reivindicacées 30 a 33, caracterizado por pelo menos um



dispositivo de detecgcdo se encentrar posicionado a uma
determinada distancia, preferencialmente entre 100 e 1000
pm a jusante ou a montante de uma determinada molécula
receptora, =2 em que a diferenca na concentracdo do
analito alvo entre antes e depols da passagem do dito
émpolo da amostra pela dita molécula receptora ¢é
utilizada para determinar a guantidade de analitos alvo

ligacos.

35. Processo de acordo com qualguer uma das
reivindicagdes 30 a 34, caracterizado por as medidas

serem efectuadas numa matriz com um formato 1-D ou 2-D e

D

m gue uma matriz de deteccdo 1-D ou 2-D & utilizada e em

2

C

yue todas as linhas de corrente de fluxo correm de um
modo paralelo para evitar a mistura entre vias paralelas

de fluxo.

3

(s3]

. Processo de acordo com qualguer uma das
reivindicagdées 30 a 35, caracterizado por diferentes

substéncias fluidas serem transportadas num unico émbolo

[
Qi

mesma velocidade para investigar acontecimentos de
tigagdo ou reacgdo envolvendo um cofactor, ou para

efectuar ensalios de ligagdo competitivos.

Lisboa, 17 de Novembro de 2006
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