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“DISPOSITIVO MICROFLUIDICO, SISTEMA LAB-ON-CHIP PARA
PREPARAR UMA AMOSTRA QUE COMPREENDE UMA MOLECULA
BIOLOGICA, E, METODO PARA O ISOLAMENTO DE UM ANALITO”

Sumario

A corrente invenc¢do diz respeito a um dispositivo
microfluidico e a métodos de seu uso para isolar e detectar um analito de uma
amostra bioldgica.

Introdugao

Na década passada, o advento de Sistemas Micro-Eletro-
Mecéanicos (MEMS) que ¢ fundamentado na miniaturizacdo de componentes
mecanicos e a sua integracdo com sistemas micro-elétricos, tem criado o
potencial para fabricar varias estruturas e dispositivos da ordem de
micrémetros. Esta tecnologia leva vantagem de quase as mesmas técnicas de
fabricacfo, equipamento e materiais que foram desenvolvidos pelas industrias
semi-condutoras. A faixa de aplicagdes de MEMS estd crescendo
significantemente e estd principalmente na area de micro-sensores € micro-
atuadores. Em anos recentes, a miniaturizagio e integragdo de sistemas de
analise bio-quimica aos dispositivos de MEMS foi de enorme interesse que
levou a inveng¢do de Sistemas de Andélise Micro Total (p-TAS) ou sistemas
Lab-on-a-Chip (LOC).

A principais vantagens de p-TAS em dispositivos tradicionais
reside em custos de fabricacio mais baixos, melhora de desempenho analitico
com respeito a qualidade e tempo de operagdo, tamanho pequeno,
descartabilidade, deteccdo precisa, interferéncia humana minima e consumo
de energia mais baixo. Além disso, o problema de produtos quimicos raros e
amostras que restringem a aplicagdo da tipagem genética e outras analises
moleculares foi resolvida pela utilizagdo de p-TAS.

Entretanto, embora tenha havido uma grande quantidade de

trabalho em 4reas de nucleo, por exemplo, miniaturizagdo da PCR para
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amplificacdo acelerada de DNA no formato de microchip, menos esfor¢o tem
sido exercido para a miniaturizagdo de métodos de purificagdo de DNA. De
fato, a maior parte dos dispositivos microfluidicos ou de microarranjo
correntemente demonstrados adotam funcionalidade Unica e usam DNA
purificado ou amostra homogénea como uma amostra de entrada. Por outro
lado, aplicacdes praticas na analise clinica e ambiental requer o
processamento de amostras tanto complexas quanto heterogéneas como
sangue integral ou fluidos ambientais contaminados. Devido a complexidade
da preparagio de amostra, a maior parte dos sistemas de biochip disponiveis
ainda realizam esta etapa inicial fora do chip usando métodos de bancada
tradicionais. Como um resultado, desenvolvimentos rapidos em plataformas
de detecgio back-end tém mudado o gargalo, impedindo progresso adicional
em dispositivos de analise rdpida, para a preparagdo de amostras fiont-end
onde as amostras “reais” sdo usadas. Um problema com os dispositivos
microfluidicos correntemente conhecidos é realizar mistura caética eficiente
nestas plataformas, isto usualmente necessita da existéncia de partes moveis,
obstaculos, ranhuras e canais de serpentina em bobina ou tridimensionais. As
estruturas destes componentes tendem a ser complexas, entretanto,
requerendo processos de fabricagdo complicados tais como empilhamento de
camada multipla ou fotolitografia de etapa multipla.

Suzuki, H., ef al (J. microelectromechanical systems, 2004, vol
13, n® 5 779-790) divulgam um misturador caético acionado por for¢a
magnética em que obstaculos fisicos no microcanal sdo usados em conjungéo
com microcondutores embutidos na base do canal, que atuam para manipular
pérolas magnéticas para frente e para tras, para facilitar a mistura da amostra e
as pérolas. o -

A EP 1462174 A1l divulga um dispositivo para o transporte
controlado de pérolas magnéticas entre uma posi¢do X e uma posi¢do Y, em

que as pérolas sdo transportadas aplicando-se sucessivamente uma série de



10

15

20

25

3

campos magnéticos locais gerados pelas estruturas triangulares que carregam
corrente em que a densidade de corrente ndo é constante, resultando nas
pérolas acumulando nas pontas das estruturas que carregam corrente na regifo
tendo a densidade de carga mais alta.

A WO 2006004558 divulga um biochip para classificagdo e
lisagem de amostra bioldgicas que faz uso de forcas dieletroforéticas para
reter e recuperar células desejadas de uma amostra.

E um objetivo da corrente invencdo fornecer um dispositivo
microfluidico que fornece mistura melhorada de liquidos, por exemplo em um
microcanal ou cAmara e também fornece fabricagdo mais simples e que supera
ou mitiga os problemas da técnica anterior particularmente a coagulagdo de

amostras de sangue integral.

Sumadrio da Invencido

De acordo com a presente invengio € fornecido um dispositivo

microfluidico que compreende;

g

1) uma entrada;

ii) uma primeira camada que compreende pelo menos primeira
e segunda estruturas que carregam corrente, em que as pelo menos primeira e
segunda estruturas que carregam corrente cada uma compreende uma
pluralidade de dentes e em que os dentes das primeira e segunda estruturas
que carregam corrente sdo opcionalmente deslocados tal que os dentes da
primeira estrutura que carrega corrente sdo posicionados entre os dentes da
segunda estrutura que carrega corrente;

| iii) uma segunda camada que compreende uma primeira

cAmara microfluidica em comunicacio fluida com a entrada e posicionados
acima das pelo menos primeira e segunda estruturas que carregam corrente da
primeira camada; e

iv) uma terceira camada que compreende pelo menos as

terceira e quarta estruturas que carregam corrente em que as pelo menos
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terceira e quarta estruturas que carregam corrente cada uma compreende uma
pluralidade de dentes e em que os dentes das terceira e quarta estruturas que
carregam corrente sdo opcionalmente deslocados tal que os dentes da terceira
estrutura que carrega corrente sdo posicionados entre os dentes da quarta
estrutura que carrega corrente;

e em que as pelo menos terceira e quarta estruturas que
carregam corrente sio posicionadas na terceira camada de modo a estar acima
da primeira cAmara microfluidica e tal que os dentes da terceira estrutura que
carrega corrente sdo posicionados de modo substancialmente vertical acima
ou deslocados a partir dos dentes da primeira estrutura que carrega corrente e
os dentes da quarta estrutura que carrega corrente sdo posicionados de modo
substancialmente vertical acima ou deslocados a partir dos dentes da segunda
estrutura que carrega corrente;

em que os dentes tém uma haste tendo ponta substancialmente
eliptica.

Em uma variacdo deste aspecto, é fornecido um dispositivo
microfluidico que compreende;

1) uma entrada;

ii) uma primeira camada que compreende pelo menos um
primeira estrutura que carrega corrente que compreende uma pluralidade de
dentes;

iii) uma segunda camada que compreende uma primeira
cdmara microfluidica em comunica¢do fluida com a entrada e posicionados
acima das pelo menos primeira e segunda estruturas que carregam corrente da
primeira camada; e

iv) uma terceira camada que compreende pelo menos uma
segunda estrutura que carrega corrente que compreende uma pluralidade de
dentes;

e em que a segunda estrutura que carrega corrente ¢&
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posicionada na terceira camada de modo a estar acima da primeira cAmara
microfluidica e tal que os dentes da segunda estrutura que carrega corrente
sdo posicionados de modo substancialmente vertical acima ou deslocados a
partir dos dentes da primeira estrutura que carrega corrente;

em que os dentes tém uma haste tendo ponta substancialmente
eliptica.

Pode ser observado que esta variagdo difere na medida em que
a primeira e terceira camadas do dispositivo cada uma compreende uma
estrutura que carrega corrente, ao invés da primeira e segunda e terceira e
quarta estruturas que carregam corrente respectivamente. Isto entretanto ndo
impede a inclusdo possivel de outras estruturas que carregam corrente na
primeira e terceira camadas.

A estrutura que carrega corrente da primeira ou da terceira
camadas pode ser orientada para incluir alteragdes ou mudangas na diregdo tal
que dentes individuais da estrutura possam ser orientados tal que eles estejam
frente a frente entre si. Os dentes individuais também podem ser deslocados
entre si.

No seguinte debate do primeiro aspecto da invengdo (que
inclui dispositivos de acordo com cada variagdo como definido acima) sera
entendido que as caracteristicas preferidas descritas podem ser aplicadas
mutatis mutandis a cada versdo deste aspecto da invengdo.

Sera entendido que o termo deslocado abrange uma faixa de
espacamentos possiveis para os dentes das primeira e segunda estruturas que
carregam corrente. Os dentes por exemplo podem ser regularmente espagados
e com o mesmo intervalo espacial entre os dentes na primeira e na segunda
estruturas que carregam corrente, embora esta necessidade ndo seja o caso. Os
dentes da primeira estrutura que carrega corrente por exemplo podem ser
deslocados tal que estejam presentes na metade do caminho entre os dentes da

segunda estrutura que carrega corrente ou alternativamente uma outra fragéo
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da distdncia entre os dentes. O termo deslocado também abrange o
espagamento irregular entre os dentes das estruturas que carregam corrente e
entre as proprias estruturas que carregam corrente.

Dentes serio entendidos referir-se as proje¢des ao longo do
caminho da estrutura que carrega corrente. A forma de cada um dos dentes
portanto pode compreender outras formas e estrutura, por exemplo a porgédo
de haste da proje¢do pode terminar em uma ponta eliptica.

As estruturas que carregam corrente podem ser do tipo descrito
como “tipo chave” ou “tipo chave de volta multipla”. Os esbogos espaciais
dos exemplos de tais configuragdes sdo ilustrados nas figuras 18 a 20.

Ser4a entendido que o termo eliptica refere-se a uma ponta
tendo uma conformagio ovdide ou circular. Em uma forma de realizagdo
preferida, a ponta € circular.

Os inventores descobriram que a configuracdo eliptica dos
dentes do dispositivo resulta em um campo magnético que € mais
uniformemente distribuido em torno do dente, quando comparado com outras
formas de dente, tais como triangular, onde o campo magnético € mais forte
apenas na ponta.

Preferivelmente, as estruturas que carregam corrente sio
embutidas na primeira e terceira camadas. Mais preferivelmente, as estruturas
que carregam corrente estdo entre 0,1 um a 10 pm abaixo da superficie da
primeira e terceira camadas. Ainda mais preferivelmente, entre 0,1 um e 5
pum. O mais preferivelmente, entre 0,1 pm e 2 pum.

Estara evidente para a pessoa habilitada que o dispositivo
também pode incluir uma camada altamente permeavel (por exemplo,
permalloy) localizada dentro ou adjacente a primeira e/ou terceira camadas
distal ao microcanal para aumentar o campo magnético gerado pelo
dispositivo.

Em uma forma de realizacdo preferida, a primeira cdmara
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microfluidica é um canal substancialmente reto. Em uma outra forma de
realizacdio preferida, o canal substancialmente reto tem uma regido tendo
dimensdes aumentadas que formam uma cdmara proxima a entrada.

Foi verificado que quando o dispositivo esta em uso, esta
regifio atua para aumentar a taxa na qual uma amostra liquida pode ser
misturada. Isto é de uso particular onde a amostra é um liquido que ¢€
propenso a engrossar ou coagular, por exemplo sangue integral. O uso de
sangue como a amostra é de interesse particular em dispositivos que sdo
planejados como uso doméstico ou ponto de uso de assisténcia, porque a
amostra pode ser facilmente obtida por uma simples picada de agulha.

Em uma forma de realizacdo particularmente preferida a
entrada abre diretamente na regiio tendo dimensdes aumentadas e os
dispositivos que carregam corrente estendem-se nesta regifo tal que a mistura
cadtica da amostra comega imediatamente que a amostra entra no dispositivo.

Preferivelmente, a primeira e/ou terceira camadas também
compreendem uma quinta estrutura que carrega corrente. Mais
preferivelmente, a quinta estrutura que carrega corrente € localizada de modo
a estar distal & entrada.

Em uma forma de realizagdo preferida a primeira camara
microfluidica forma uma unidade de lise e extragdo. Em uma forma de
realizacio particularmente preferida o dispositivo ¢ util para a analise do
sangue integral.

Preferivelmente, o dispositivo microfluidico também
compreende uma segunda cdmara microfluidica em comunica¢éo fluida com
a primeira cAmara microfluidica, em que a segunda cdmara microfluidica ¢é
uma camara de amplificagdo. Mais preferivelmente, a cAmara de amplificagéo
é uma camara PCR.

Sera entendido que a pessoa habilitada seria capaz de incluir a

segunda cdmara ao passo que tais cAmaras de amplificagdo sdo bem
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conhecidas na técnica por exemplo como descrito por Young, S. S., ef al (J.
Micromechanics and Microengineering, 2003 13; 768-774).

Em uma outra forma de realiza¢fo, o dispositivo microfluidico
compreende uma terceira cAmara microfluidica em comunicagéo fluida com a
segunda caAmara microfluidica, a dita terceira cémara microfluidica
compreendendo um sensor para detectar a presenga de um analito.

Em uma forma de realizagdo particularmente preferida, o
sensor compreende um dispositivo de indutdncia muatuo.

Ainda em uma forma de realiza¢do preferida, o dispositivo
microfluidico compreende pelo menos uma bomba integrada para efetuar o
movimento de um fluido da cidmara para a cimara. Preferivelmente, as
bombas integradas sdo bombas magnéticas.

Preferivelmente, o dispositivo microfluidico também
compreende meios para aplicar uma voltagem a cada uma das estruturas que
carregam corrente independentemente em uma ordem predeterminada por um
periodo predeterminado.

Preferivelmente, o periodo € na faixa de 1 a 10 segundos, mais
preferivelmente, menos do que 5 segundos.

Preferivelmente, o dispositivo microfluidico também
compreende pelo menos um primeiro reservatoério de fluido.

Em uma forma de realizagdo, o pelo menos um primeiro
reservatorio estd em comunicagdo fluida com a primeira cémara
microfluidica. Preferivelmente, o pelo menos primeiro reservatério &
integrado no dispositivo.

Em uma outra forma de realizagdo, a primeira camara
microfluidica forma o primeiro reservatorio de fluido.

Preferivelmente, o fluido compreende as pérolas superpara-
magnéticas. Mais preferivelmente, o fluido também compreende um tampao

de lise.
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Ainda em outra forma de realizagdo, o dispositivo
microfluidico compreende ainda pelo menos uma segunda reservatério de
fluido.

Estara evidente que o fluido pode compreender outros
constituintes, por exemplo, pode opcionalmente compreender um
anticoagulante.

De acordo com um segundo aspecto da corrente invengio, é
fornecido um sistema lab-on-chip para preparar uma amostra que compreende
uma molécula biologica, o sistema compreendendo;

a) o dispositivo de acordo com o primeiro aspecto;

b) meios para introduzir a amostra e o fluido na primeira
cdmara microfluidica.

Em uma variagdo deste aspecto, é fornecido um sistema lab-
on-chip para preparar uma amostra que compreende uma molécula bioldgica,
o sistema compreendendo;

a) o dispositivo da variagdo do primeiro aspecto;

b) meios para introduzir a amostra e o fluido na primeira
camara microfluidica.

Pode ser observado que esta variacio difere na medida em que
o dispositivo tratado é o dispositivo de acordo com a variagdo do primeiro
aspecto como acima descrito.

Na seguinte divulgacdo do segundo aspecto da invenc¢ao (que
inclui os sistemas que compreendem a variacdo do dispositivo da invengao)
sera entendido que as caracteristicas preferidas descritas podem ser aplicadas
mutatis mutandis a cada versdo deste aspecto da invencgao.

Preferivelmente, a primeira, segunda, terceira e quarta
estruturas que carregam a corrente do dispositivo tém uma voltagem aplicada
nestas em uma sequéncia predeterminada.

Em uma forma de realizacfo preferida, uma quinta estrutura
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que carrega corrente age para reter as particulas superparamagnéticas na
primeira cAmara microfluidica.

Sera entendido que as particulas superparamagnéticas podem
ter qualquer didmetro preferido, preferivelmente estas tém um didmetro
médio de 50 nm a 10 pm. Por exemplo um didmetro médio de 3 pm ¢é
pretendido. Outros didmetros s8o possiveis.

Preferivelmente, as particulas superparamagnéticas sdo
funcionalizadas de modo a ligar a um analito de interesse. Mais
preferivelmente, o analito ¢ um acido nucleico.

Em uma forma de realiza¢do preferida o sistema também
compreende um segundo reservatorio contendo um tampdo de lavagem em
comunica¢cdo fluida com a primeira cAmara microfluidica. Ainda mais
preferivelmente, o sistema também compreende um terceiro reservatorio
contendo um tampdo de eluigio em comunica¢do fluida com a primeira
camara microfluidica.

Ser4a entendido que a amostra pode ser qualquer material
biolégico adequado. Preferivelmente, a amostra compreende pelo menos uma
célula. Mais preferivelmente, a amostra compreende uma amostra de sangue
integral.

Em uma forma de realizagdo preferida, o fluido também
compreende um tampao de lise.

Em uma forma de realiza¢do ainda mais preferida, o fluido
também compreende um anticoagulante.

De acordo com um terceiro aspecto da corrente invengdo €
fornecido um método para o isolamento de um analito que compreende uma
molécula biolégica de uma amostra, o dito método que compreende as etapas
de:

i) introduzir a amostra na entrada do dispositivo de acordo

com o primeiro aspecto:
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i1) introduzir um fluido que compreende as particulas
superparamagneéticas na primeira cAmara microfluidica do dispositivo;

iii) aplicar uma voltagem a primeira, segunda, terceira e quarta
estruturas que carregam a corrente do dispositivo em uma ordem sequencial
predeterminada de modo a causar que as correntes elétricas passem através
destas;

em que, a etapa i) pode ser realizada antes de, junto com ou
subsequentemente a etapa ii); e em que, as ditas particulas
superparamagnéticas sdo funcionalizadas de modo a ligar ao analito de
interesse;

e em que etapa iil) é realizada junto com ou imediatamente
depois a etapa i);

em que a dita corrente elétrica faz com que as estruturas que
carregam corrente se tornem nio permanentemente magnetizadas resultando
no acionamento magnético das ditas particulas superpara-magnéticas em 3
dimensdes dentro da cAmara microfluidica, a dita atracfo magnética das ditas
particulas superparamagnéticas resultando na mistura cadtica da dita amostra
e o dito fluido resultando em wuma chance aumentada das particulas
superparamagnéticas funcionalizadas entrarem em contato com o analito.

Em uma variagdo deste aspecto, é fornecido um método para o
isolamento de um analito que compreende uma molécula biolégica de uma
amostra, o dito método compreendendo as etapas de:

1) introduzir a amostra na entrada do dispositivo de acordo
com a variagdo do primeiro aspecto:

i1) introduzir um fluido que compreende as particulas
superparamagneéticas na primeira camara microfluidica do dispositivo;

1i1) aplicar uma voltagem &s estruturas que carregam a corrente
do dispositivo em uma ordem sequencial predeterminada de modo a causar

que as correntes elétricas passem através destas;
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em que, a etapa i) pode ser realizada antes da, junto com ou
subsequentemente & etapa 1ii); e em que, as ditas particulas
superparamagnéticas sdo funcionalizadas de modo a ligar ao analito de
interesse;

e em que a etapa iii) € realizada junto com ou imediatamente
depois da etapa i);

em que a dita corrente elétrica faz com que as estruturas que
carregam corrente se tornem nio permanentemente magnetizadas resultando
no acionamento magnético das ditas particulas superparamagnéticas em 3
dimensdes dentro da cAmara microfluidica, o dito acionamento magnético das
ditas particulas superparamagnéticas que resultam em uma mistura cadtica da

dita amostra e do dito fluido resultando em uma chance aumentada das

particulas superpara-magnéticas funcionalizadas entrarem em contato com o

analito.

Pode ser observado que esta variagdo difere na medida em que
o dispositivo tratado é o dispositivo de acordo com a varia¢cdo do primeiro
aspecto como acima descrito.

Na seguinte divulgacio do segundo aspecto da inveng¢do (que
inclui os sistemas que compreendem a variagdo do dispositivo da inven¢&o)
serd entendido que as caracteristicas preferidas descritas podem ser aplicadas
mutatis mutandis a cada versdo deste aspecto da invengéo.

Como mencionado acima, a configuracdo eliptica dos dentes
do dispositivo resulta em um campo magnético que € mais uniformemente
distribuido em torno do dente, como aposto as outras formas de dente, tais
como triangular, onde o campo magnético € mais forte somente na ponta. Isto
resulta em uma maior mistura devido ao movimento cadtico das pérolas.

Em uma forma de realizag¢do preferida o dispositivo também
compreende um quinta estrutura que carrega corrente, a quinta estrutura que

carrega corrente tendo uma voltagem aplicada a esta subsequentemente a
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etapa 1ii) em que as particulas superparamagnéticas sfo atraidas a e retidas na
quinta estrutura que carrega corrente através das interagcdes magnéticas.

Preferivelmente, a corrente que passa através de cada uma
estrutura que carrega corrente e € na faixa de 100 mA a 10A. Mais
preferivelmente, 100 mA a 750 mA. Mais preferivelmente, menos do que 500
mA

Em uma forma de realizag¢do preferida, o método compreende
a outra etapa de introduzir uma solu¢do de lavagem na primeira camara
microfluidica do dispositivo, preferivelmente, uma vez que as particulas
superparamagnéticas foram retidas na quinta estrutura que carrega corrente.

O método opcionalmente compreende a outra etapa de
introduzir um solugdo de elui¢do na primeira cAmara microfluidica do
dispositivo.

Em uma forma de realizagdo preferida, a voltagem ¢ aplicada a
cada um do primeiro, segundo, terceiro e quarto dispositivos que carregam
corrente por tempo suficientemente longo de modo a permitir que as pérolas
se movam para um local predeterminado na primeira cdmara microfluidica.

Em uma forma de realiza¢do do método do terceiro aspecto, as
estruturas que carregam corrente fém a voltagem aplicada na ordem um,
quatro, trés, dois. Entretanto, serd evidente para a pessoa habilitada que a
voltagem pode ser fornecida as estruturas que carregam corrente em qualquer
ordem desejada assim como obter uma mistura 6tima do fluido que
compreende as particulas superparamagnéticas e da amostra.

Em uma forma de realizagdo preferida da corrente invengéo a
amostra compreende pelo menos uma célula. Mais preferivelmente, a amostra
€ uma amostra de sangue.

Preferivelmente, quando a amostra compreende pelo menos
uma célula, o fluido também compreende tampZo de lise e a mistura da

amostra com o tamp&o faz com que a célula lise.
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Preferivelmente, o analito é um 4cido nucleico. Mais
preferivelmente, DNA.

O método do terceiro aspecto preferivelmente compreende
uma outra etapa de detectar a presenga de o analito.

Preferivelmente a velocidade do fluxo da amostra através da
primeira cAmara microfluidica é na faixa de 20 a 100 pm/s.

De acordo com um quarto aspecto da corrente invengdo €
fornecido um dispositivo para detectar a presenga de um analito em uma
amostra, que compreende;

i) um indutor mutuo

ii) uma camada isolante tendo uma primeira superficie
adjacente ao indutor mutuo em espiral e uma segunda superficie oposta, ii)
uma amostra comunicando a camada tendo uma primeira superficie tendo
pelo menos uma sonda imobilizada nesta e uma segunda superficie oposta a
primeira superficie e posicionada de modo a estar adjacente a segunda
superficie da camada isolante, |

em que o indutor mituo compreende uma primeira bobina e
uma segunda bobina.

Em uma forma de realiza¢do preferida do quarto aspecto o
indutor muituo compreende uma bbbina espiralada circular, uma bobina
espiralada em forma quadrada, bobinas espiraladas empilhadas em serpentina
ou um condutor do tipo empilhado fortificado.

Em uma forma de realizacio preferida o primeira e segunda
bobinas sdo posicionados tal que a primeira bobina ¢ posicionada
verticalmente acima da segunda bobina.

Em uma outra forma de realizagdo preferida, a primeira e
segunda bobinas sdo entrelagadas.

Sera entendido pelo técnico habilitado que a presenga do

analito é detectada passando-se uma corrente alternada através da primeira
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bobina e monitorando a segunda bobina quanto mudancgas na voltagem
induzida.

Preferivelmente, a sonda ¢é um 4&cido nucleico. Mais
preferivelmente, a sonda é DNA.

Em uma forma de realizagdo preferida o dispositivo também
compreende uma camada de material de alta permeabilidade adequada, tal
como permalloy, localizado adjacente ao indutor de bobina mutuo distal a
camada isolante.

Preferivelmente, a camada isolante compreende diéxido de
silicio.

Sera entendido que a camada de imobilizagdo pode
compreende qualquer material adequado, por exemplo, ouro, agarose ou
Si3;Ny. Preferivelmente, a camada de imobilizagdo compreende ouro.

De acordo com um quinto aspecto da corrente invengdo, €
fornecido um método para detectar um analito em uma amostra liquida, que
compreende as etapas de; ‘

a) trazer a amostra contendo o analito em contato com as
pérolas magnéticas funcionalizadas de modo a ligar ao analito,

b) isolar as pérolas magnéticas da amostra

c) trazer as pérolas em contato com o dispositivo do quarto
aspecto, em que a pelo menos uma sonda imobilizada na amostra contendo
camada liga ao analito de modo a reter as pérolas magnéticas na superficie;

d) medir a variagio na indutincia do indutor de bobina mutuo,

em que, um aumento na indutdncia mutua indica a presenga de
analito na amostra.

Preferivelmente, o analito € um acido nucleico. Mais
preferivelmente, a sonda é um acido nucleico.

As pérolas magnéticas podem por exemplo ser pérolas

paramagnéticas.
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A invengd@o sera agora descrita em maiores detalhes com
réferéncia as seguintes figuras, em que:

A Figura 1, é um vista expandida de um dispositivo
microfluidico de acordo com o primeiro aspecto.

A Figura 2, mostra uma representagdo diagramadtica da
configuragdo das estruturas que carregam corrente que formam uma unidade
de mistura em uma camada do dispositivo.

A Figura 3, mostra um dente de uma estrutura que carrega
corrente mostrando a variagdo na intensidade do campo magnético.

A Figura 4a, mostra uma representagdo diagramatica de um
dispositivo lab-on-chip que compreende o dispositivo microfluidico de acordo
com o primeiro aspecto

A Figura 4b, mostra uma representagdo diagramatica de uma
forma de realiza¢do do dispositivo de acordo com o primeiro aspecto.

A Figura 5 mostra uma representacio do método de Sprott
para calcular o componente de Lyapunov. |

As Figuras 6a e 6b, mostram a advecg¢do das células dentro de
trés unidades de mistura e meia, a) sem perturba¢do das células e b) com
perturbacdo magnética.

A Figura 7, mostra a advecgio cadtica simulada de quatro
particulas.

A Figura 8, mostra as posi¢Oes iniciais das particulas
individuais para calcular o Expoente de Lyapunov.

A Figura 9, mostra a variagdo do LE maior contra os
parametros motriz

A Figura 10, mostra a variagdo da eficiéncia de rotulagéo
contra os pardmetros motriz

A Figura 11, mostra uma representagdo diagramatica dos

parametros de acionamento do dispositivo de acordo com a corrente invengéo
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mostrando o DNA hibridizado identificado com pérolas magnéticas.

A Figura 12, mostra uma representagdo diagramatica do
modelo de sensor usado em simulagdes do esquema a) visto do topo da
bobina, b) se¢do transversal.

A Figura 13, mostra um modelo elétrico do sensor.

A Figura 14, mostra a mudanga em porcentagem na indutancia
da bobina contra o didmetro da bobina externo para permeabilidades
diferentes da pérola.

A Figura 15a, é um grafica que mostra o didmetro de bobina
externo 6timo em que o sinal de saida é maximizado contra a permeabilidade
da pérola para diferentes valores de espessura do condutos.

A Figura 15b, é um grafico que mostra a mudanca da
indutancia maximizada correspondente em porcentagem para os indutores da
Fig 15a.

A Figura 16a, é um grafico que mostra o didmetro da bobina
externo 6timo em que o sinal de saida é maximizado contra a permeabilidade
da pérola para diferentes frequéncias.

A Figura 16b € um grafico que mostra a voltagem do sensor
maximizada correspondente para as frequéncias da Fig 16a.

A Figura 17 mostra um chip de extragdo de DNA de acordo
com a presente inven¢do em vista expandida.

A Figura 18 mostra uma vista tridimensional de um arranjo de
eletrodos do tipo chave.

A Figura 19 mostra as dimens8es do arranjo de eletrodos do
tipo chave.

A Figura 20 mostra um arranjo de eletrodos do tipo chave de
multiplas rotagdes (dimensdes: mesmas da Fig. 19, exceto que a extensido de
cada rotagdo é de 100 micrdmetros, o interespagamento entre as rotagdes € de

50 micrémetros e a espessura de < 100 micrémetros)
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A Figura 21 mostra uma fotografia do chip de conceito de
prova.

A Figura 22 mostra os resultados do PCR realizado nas
amostras preparadas usando o chip de conceito de prova como mostrado na
Figura 21.

A Figura 23 mostra um modelo elétrico de um indutor duplo
que apresenta a resisténcia e indutdncia de enrolamentos priméario e
secundario.

A Figura 24 mostra tipos comuns de indutores duplos planares
[Fig 24 (a) & (b) enrolamentos do tipo empilhado, Fig 24(c) & (d)
enrolamentos inter-enrolados]

A Figura 25 mostra bobinas espiraladas empilhadas de forma
quadrada adequados para o uso como indutores duplos planares na detecgdo
do dispositivo da invenc¢do

A Figura 26 mostra bobinas espiraladas de serpentina
empilhada adequados para o uso como indutores duplos planares na deteccdo
do dispositivo da invengdo

A Figura 27 mostra condutores do tipo empilhado fortificados
adequados para o uso como indutores duplos planares na detec¢do do
dispositivo da invengéo

Descricdo Detalhada

O micromisturador 10, como apresentado na Fig. 1
compreende uma camada de base 12 formada de vidro tendo trés condutores
de serpentina 14, 16, 18 nesta embutidos. Uma camada central 20 formada de
PDMS que compreende um canal reto 22 que estd localizado acima dos
condutores de serpentina 14, 16, 18 e uma camada superior 24 formada de
vidro tendo dois outros condutores de serpentina 26, 28 nesta embutidos, duas
portas de entrada 30, 32 e uma porta de saida 36.

Um exemplo das dimensdes do dispositivo ¢ apresentado na
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Fig. 2 onde uma vista do topo de uma unidade de mistura com seus limites é
ilustrada. Cada unidade de mistura compreende dois dentes adjacentes de
cada condutor. O canal 22 é tem 150 um de largura e 50 pm de profundidade.
Os condutores 14, 16 estdo na forma de dentes 38 tendo extremidades
circulares 40 e tem 35 pm de altura e 35 pum de largura na seg¢do e as
distancias entre os centros das extremidades circulares 40 dos condutores sio
de 100 pm e 65 um nas diregdes x e y, respectivamente. Cada fileira dos
condutores superiores e inferiores 14, 16 € conectada ao fornecimento de
energia alternadamente. O ciclo da operacdo de mistura consiste de duas
fases. No primeiro semi-ciclo, um dos arranjos do condutor ligado enquanto o
outro esta desligado. No proximo semi-ciclo, a condi¢gdo dos arranjos do
condutor é modificada em sentido oposto. Cada unidade de mistura consiste
de dois dentes adjacentes 38 a partir dos arranjos do condutor opostos € o
misturador é composto de uma série de tais unidades de mistura que sfo
conectadas juntas. Em uma configuragdo 3-D, o chaveamento entre os
condutores ocorrera a cada 0,25 de um ciclo.

A Fig. 3 mostra um dente 38 com o campo magnético gerado
proximo a ponta circular 40 do condutor quando uma corrente de 750 mA €
injetada no arranjo do condutor e é desligada no arranjo oposto durante um
semi-ciclo de ativagdo. O mapa em escala cinza representa as varia¢des na
intensidade do campo magnético a 10 pum acima da superficie do condutor
onde a magnitude maxima do campo é de cerca de 6000 A/m no centro da
ponta circular (ponto P). A for¢ca maxima (5,5 pN) € aplicada nas particulas
préximas ao condutor e dentro do circulo desta ponta onde a intensidade do
campo magnético estd no seu valor maximo. Embora o campo magnético seja
maximo no ponto central P, a for¢a nas particulas é relativamente pequena
neste ponto. Isto € devido ao fato de que a forca magnética € proporcional ao
gradiente do campo que € quase constante nas adjacéncias do ponto P. Na

mudanca do condutor, a forga cai significantemente devido a uma diminui¢io
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dramatica no campo magnético que por sua vez afeta o momento magnético.

O dispositivo microfluidico como apresentado nas Figuras 1 e
2 pode ser integrado nos dispositivos “lab-on-chip” tais como aqueles
apresentados diagramaticamente nas Figuras 4a e b. Na Figura 4a, o
dispositivo compreende um dispositivo de preparagdo de amostra 10, como
apresentado na Fig 1, ligado em série a uma cimara de amplificagdo 50 e uma
unidade analise de amostra 60 que compreende um detetor.

A Figura 4b, mostra a dispositivo de preparacido de amostra 10
em maiores detalhes. O dispositivo compreende uma entrada para uma
microbomba, ligada a uma regido de mistura e a uma regido de separacao
distal & entrada.

O uso do dispositivo lab-on-chip como apresentado na figura 4
para o isolamento e preparacdo de uma amostra de DNA envolve quatro
etapas incluindo:

e lise celular

e ligagdo do DNA

e lavagem para purificar/separar os contaminantes

e recolocacg@o em suspensio

As primeiras duas etapas sfo realizadas no misturador cadtico
seguido por processos a jusante no separador. Primeiramente, sangue humano
e tampdo de lise que carrega particula sdo introduzidos ao dispositivo, por
exemplo, no microcanal, através de duas portas de entrada, por exemplo
através da injegfio direta, sob gravidade, pela pressdo negativa aplicada a
jusante ou usando as bombas externas ou microbombas integradas. A mistura
das particulas é realizada aplicando-se o campo magnético local e dependente
de tempo gerado pelos micro-condutores para produzir a advecg¢do cadtica no
deslocamento das particulas através das forcas magnetoforéticas. Os
condutores de alta razdo de aspecto embutidos permitem uma corrente

relativamente alta para gerar fortes campos magnéticos para mover as



10

15

20

25

21

particulas magnéticas. Os condutores tanto no topo quanto no fundo das
placas de vidro sfio necesséarias para realizar uma mistura espacial eficiente.
Usando uma concentragdo prépria de particulas em um tampdo de lise, a
advecgdo cadtica das particulas pode ser transferida aos modelos de fluidos,
deste modo, misturando o tampdo de lise e sangue. Durante a mistura e lise
celular, as moléculas de DNA liberadas sfo adsovidas na superficie das
particulas.

Depois da mistura, a solugfo inteira é depois fluida a jusante e
o DNA intacto/particulas so separados de outros contaminantes usando-se
outro condutor de serpentina fabricado no fundo do canal. Nas formas de
realizagdo que utilizam uma cdmara, o fundo da bobina (ou bobinas) pode ser
utilizado para este propoésito. Este condutor € ativado por uma corrente DC
constante e devido ao campo magnético gerado; as particulas sdo coletadas na
superficie do fundo do canal enquanto outros contaminantes sdo lavados com
o fluxo. |

Subsequentemente, o tampio de lavagem ¢ introduzido no
canal, que lava e remove os contaminantes restantes. Finalmente, os
condutores sdo desligados e o tamp&o de ressuspensio é bombeado no sistema
e o DNA/particulas purificados s8o ressubmetidos & suspensdo nestes. A
amostra pode ser agora usada diretamente para PCR ao passo que o DNA €
liberado no aquecimento do complexo DNA/particula acima de 65° C como
requerido por um protocolo PCR padrio.

Planejamento do misturador microfluidico cadtico

As nano e microparticulas ou pérolas funcionalizadas
oferecem uma grande superficie especifica para a ligagdo quimica e podem
ser vantajosamente usadas como um “substrato mével” para os bioensaios e
aplicagdes in vivo (Gijs 2004). Devido a presenga de magnetita (Fe;O,) ou sua
forma oxidada magemita (y-FE,Os), as particulas magnéticas s&o

magnetizadas em um campo magnético externo. Tal campo externo, gerado
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por um magneto permanente ou um electromagneto, pode ser usado para
manipular estas particulas através de for¢as magnetoforéticas e deste modo
resulta na migracdo das particulas em liquidos. Devido ao seu pequeno
tamanho; que varia de 100 pm até 5 pum (Pankhurst et al. 2003), as particulas
perdem suas propriedades magnéticas quando o campo magnético externo é
removido, apresentando caracteristicas superparamagnéticas. Esta vantagem
adicional foi explorada para a separagido de entidades bioldgicas desejadas,
por exemplo, células, DNA, RNA e proteinas, de seu ambiente nativo para
analises subsequentes, onde as particulas sdo usadas como um rétulo para o
acionamento. Antes da separagdo do complexo bio-célula/particula dos
contaminantes, as particulas magnéticas devem ser distribuidas por toda a
solugdo bio-fluidica que contem as células alvo. Isto é feito através de
processo de mistura que ajuda a identificar o alvo com as particulas. No
proximo estagio, somente aquelas células ligadas as particulas magnéticas
serdo isoladas no processo de separagdo, enquanto o resto da mistura bio-
fluidica permanece nfo afetada pela forga magnética. A separagdo das
particulas em microdispositivos com base nas for¢cas magnetoforéticas foi
relatado na literatura (Choi et al. 2001; Do et al. 2004; Ramadan ef al. 2006).
Todavia, nos dispositivos de micro-escala onde o nimero de
Reynolds é muitas vezes de menos do que 1, a mistura ndo € uma tarefa trivial
devido a auséncia de turbuléncia. Em tais circunstincias, a mistura conta
meramente com a difus@o molecular. O coeficiente de difusdo para uma
solucdo diluida de esferas relativamente grandes em moléculas esféricas ¢
estimado pela equagio de Stokes-Einstein como segue (Mitchell 2004):

= XaT | (1)
3mpud

onde Ky € a constante de Boltzmann, T ¢é a temperatura
absoluta, p é a viscosidade dindmica do solvente e d é o didmetro da particula

de difusdo. A constante do tempo de difusdo é proporcional distancia de
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difusdo ao quadrado (t=L°/D) que pode ser elevada para cerca de 10°
segundos para as particulas com 1 pum de didmetro dispersadas em solugdo de
dgua em difusdo com uma distancia de 100 um. Obviamente, um tal tempo de
difusdo ndo € realistico e alguns mecanismos de melhora precisam ser
utilizados para facilitar o processo de mistura.

De modo a aumentar o processo de difusfo, a (multi-)
laminacdo com tipos diferentes de arranjos de alimenta¢do foi usada em
micromisturadores passivos (Koch er al. 1999). A idéia é reduzir a escala de
duracdo da difusdo usando canais de mistura proximos. As configuragdes de
dividir-e-recombinar (SAR) (Haverkamp et al 1999) também podem
aumentar a mistura através da divis@o e depois juntando as correntes. Tais
configura¢des criam moldes de multi-lamina¢des consecutivas e aumentam a
area interfacial. Entretanto, uma desvantagem de usar a laminagio para a
mistura dos fluidos que carregam particulas é a alta probabilidade de
entupimento em canais préximos. Outro método € gerar a advecgdo cadtica
através da fabricacdo de geometrias e estruturas especiais (por exemplo,
obstaculos (Wang et al. 2002), canais 3D (Liu et al. 2000) e ondulagdes
(Stroock et al. 2002)) ou aplicando-se as forgas externas (por exemplo,
dieletroforético (Deval et al. 2002), eletroosmético (Lin et al. 2004), pressdo
(Deshmukh et al. 2000) e campos térmicos (Tsai et al. 2002)) em dispositivos
passivos e ativos, respectivamente. A adveccdo cadtica aumenta a area
interfacial e, consequentemente, aumenta o processo de mistura.
Recentemente, além da separagdo, as forcas magnetoforéticas sdo exploradas
para aumentar a mistura das particulas na solugéo (Rida et al. 2003); Rong ef
al. 2003; Suzuki er al. 2004). Descrevemos aqui o planejamento de um
micromisturador magnético com base em particula cadtico e um modelo
numérico de modo a caracterizar o dispositivo com diferentes parametros
motriz. Para esta finalidade, uma combina¢ido de modelos electromagnéticos,

microfluidicos e de particulas dinAmicas foi usada.
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Os condutores s3o utilizados para produzir forgas
magnetoforéticas (em seguida, magnéticas) e, deste modo, modelos cadticos
na movimentacdo das particulas e intensificar a rotulacdo das bio-células.
Dois fluxos, a suspensdo de células alvo e tampdo que carrega particulas, séo
introduzidos no canal e manipulados através do fluxo movido a pressio (ver a
Fig. 2). Enquanto as células seguem o fluxo principal na semi-se¢do superior
do canal (transportadas por convec¢do do bio-fluido em suspensio), a
movimentagdo das particulas magnéticas € afetada tanto no campo de fluxo
adjacente quanto no campo magnético dependente de tempo localizado
gerado pela ativacdo periddica de dois arranjos de serpentina do condutor. As
particulas de varias posi¢des nos lados a montante e a jusante sfo ligadas para
o centro da ponta ativada mais proxima onde o campo magnético maximo
existe. Os modelos cadticos sdo produzidos na movimentagdo das particulas
através da utilizagdo de uma geometria estrutural propria e a injecdo de
corrente peridodica nos condutores, aumenta deste modo a difusido das
particulas no canal.

A forgca magnética nas particulas ¢ uma funcfo do gradiente do
campo magnético externo e da magnetizacdo da particula. Em 4gua

desionizada, a for¢ca magnética projetada na particula na area linear € descrita

por:
- !;f dt = f(;f ,;Ki@;_.).dg
Fp= Wp ai= f}ftpd
onde: d é o didmetro da particula esférica

H € o campo magnético externo

F,, é for¢ca magnética

I € a permeabilidade relativa da particula
Ko € a permeabilidade do vacuo

A for¢a magnética é aplicada junto com o gradiente do campo

externo e as particulas s@o atraidas para as regides de campo magnético mais
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altas. A permeabilidade relativa e o didmetro da particula de referéncia usada
neste estudo (M-280, Dynabeads, Dynal, Oslo, Noruega) sfo de 2,83 um e
1,76, respectivamente.

Deve ser mencionado que a for¢ga magnética € tri-dimensional
e o componente z da forga é decrescente, que junto com a gravidade, puxa as
particulas na dire¢cdo do fundo do canal e restringe o seu movimento a um
padrio bidimensional. De fato, este componente ndo tem nenhuma
contribui¢do para o movimento cadtico das particulas e € assumido ndo ser
influente sobre o processo de mistura. Portanto, neste estudo as forgas
planares préximas a superficie do fundo do canal sdo de interesse e o
procedimento de simulag¢io é conduzido em uma base bidimensional.

O movimento das particulas em relagdo ao meio pode ser
assumido como um fluxo rastejante e portanto, a for¢ca de arrasto sobre as
particulas pode ser avaliada pela lei de Stokes. A velocidade da particula

devido as forcas magnética e de arrasto pode ser descrita pela segunda lei de

Newton:
m,, & = Fop =3mudV |, V= U (2)
a7 3npd

onde m, é a massa de particula, V ¢ a velocidade relativa da

particula com respeito ao fluido, t é a viscosidade dindmica e d
é o didmetro da particula. O termo V, é a velocidade terminal, que ¢ atingida
pelas particulas depois de exercer a forca magnética. O tempo de relaxamento
da particula (t = d%p/18p) para as particulas usadas (densidade de 1,4 g/cm’) e
viscosidade da 4gua na temperatura ambiente (0,001 kg/ms), € da ordem de
0,1 us. Portanto, a fase de aceleragdo no movimento é negligencidvel e a
particula é assumida reagir com as for¢as magnéticas sem nenhuma demora.
A velocidade total da particula em cada momento (V,) seria a soma da
velocidade devido ao campo de fluido (Vy) e a velocidade devido ao campo

magnético (V).
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Uma simulagdo numérica bidimensional € realizada assumindo
que ndo exista nenhuma interagdo magnética ou hidrodindmica entre as
particulas (ligacdo de uma via) e 0 movimento das particulas é tratada como
se elas estivesse se movendo individualmente. Esta suposi¢cio € valida para
particulas pequenas em concentracdo baixa em suspensfo, a saber menos do
que 10" particulas/m’® (C. Mikkelsen e H. Bruus, “Microfluidic capturing-
dynamics of paramagnetic beads suspensions,” Lab Chip, vol. 5, pp, 1293-7,
2005). O campo de fluido newtoniano (dgua) e campo magnético dependente
do tempo sdo computados usando o pacote de elemento finito de multifisicas
comerciais Comsol (COMSOL, UK) e as velocidades das particulas devido a
estes campos sdo extraidos. Depois as trajetdérias das particulas sdo avaliadas
pela integracdo da soma das velocidades usando o método da integracdo de

Euler em Matlab:

rp::jypvdfmj{yfi'zgn:’d}df (3}

As trajetérias das células sdo obtidas usando o mesmo método
de rastreamento de Lagrangian com esta excecdo de que as células sdo
magneticamente inativas. Do mesmo modo otimizadas a geometria e as
dimens@es estruturais (como mencionado mais no inicio) e também uma
magnitude de corrente permissivel em que a geragdo de calor nfo é um
problema (750 mA), obtida de estudos preliminares sdo considerados como
pardmetros constantes e dois pardmetros de acionamento; frequéncia de
ativacdo magnsética e velocidade de fluxo, sfo variados. A razdo da frequéncia
para a velocidade é proporcional ao Numero de Strouhal adimensional (St):

St = —f;éz—‘- | (4)
V

onde f é a frequéncia, L é o comprimento caracteristico (aqui,
a distancia entre dois dentes adjacentes) e V é a velocidade média do fluido.
As simulag¢des s8o conduzidas para a faixa de St = 0,2-1. O tamanho das

entidades biologicas podem variar de uns poucos nandmetros (proteinas) a



10

15

20

25

27

diversos micrémetros (células). Neste estudo, as células sdo consideradas ser
esferas de 1 pm de didmetro. A velocidade volumétrica de fluxo € da ordem
de 10 pm/s, que produz um numero de Reynolds da ordem de 10, indicando
que o fluxo € laminar.

De modo a avaliar quantitativémente o grau de mistura e
eficiéncia do sistema, dois critérios sdo computados para a faixa investigada
de parimetros de simulagdo. A eficiéncia de rotulagdo das células alvo foi
usada como o indice principal para caracterizar o misturador. Este método usa
a idéia de monitorar as trajetérias das particulas e células para prognosticar a
sua colisdo (se alguma) no dominio de mistura (H. Suzuki, et al, “A chaotic
mixer for magnetic bead-based micro cell sorter,” J. Microelectromech. Syst.,
vol. 13, pp. 779-90, 2004). E assumido que a colisdio acontece quando a
distancia entre o centro da particula esférica e a célula se torna menor do que
a soma dos seus raios, entdo a célula é ligada a particula. A ligacdo de células
multiplas a uma particula unica é possivel e depois de cada colisdo as
trajetérias das particulas devem ser recalculadas usando novo diagrama de
forca de corpo livre. Embora a forga acionadora seja a mesma para O
complexo de célula/particula (a forga magnética é aplicada meramente sobre
as particulas), os coeficientes de arrasto precisam ser modificados de acordo
com o numero das células ligadas. Subsequentemente, a Eficiéncia de
Rotulacdo (LE), isto é, a razdo das células rotuladas para o nimero total de
células admitidas, é calculada em um periodo especifico de processo de
mistura.

O suplemento para o indice estabelecido, o expoente de
Lyapunov maior (A) foi usado para quantificar a advecgdo cadtica de
particulas magnéticas como uma defini¢do comum da qualidade de mistura.
Aqui o método de Sprott (J. C. Sprott, Chaos and Time-Series Analysis,
Oxford University Press, Oxford, 2003) € usado para calcular o exponente de

Lyapunov maior (a seguir X1). Este método utiliza a idéia geral de rastrear
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duas particulas inicialmente proximas e calcula a taxa logaritmica média de
separaciio das particulas. O procedimento numérico é mostrado na Fig. 5. Para
qualquer particula arbitraria, uma particula virtual é considerada com uma
distancia minascula de d(0) a partir da particula escolhida e as trajetorias
destas particulas s3o rastreadas. No final de cada tempo-etapa, a nova
distancia, d(t), entre as particulas real e virtual e também o valor de
In|d(t)/d(0)| sdo calculados. A particula virtual € depois colocada na distancia
d(0) junto com a sua linha de conexdo com a particula real. Depois de repetir

este processo por diversos tempo-etapas, X1 sera convergido e é avaliado por:

n-«boa nit E; id(ﬁ)‘l o

onde At é a duragdo de um tempo-etapa e n é o numero de
etapas. A examinagdo de A, para varias particulas revela que no geral depois
de um periodo de 20 s, A; aproxima-se do seu valor convergido. Portanto,
ambos os indices de LE e A, sdo calculados por um periodo de 20 s de
mistura.

A Fig. 6a ilustra a posi¢8o das particulas e células enquanto
adverte dentro de trés unidades de mistura e meia. As biocélulas (pontos
vermelhos, parte superior do diagrama) e particulas magnéticas (pontos azuis,
parte inferior do diagrama) entram na primeira unidade de mistura (através da
linha A-A) da esquerda nas metades superior e inferior da segéo,
respectivamente e com a mesma concentragdo. Quando ndo existe nenhuma
atuacdo magnética, tanto as células quanto as particulas permanecem na sua
secdo inicial e simplesmente seguem as dire¢des de fluxo do perfil de
velocidade parabélica no fluxo de Poiseuille. Nesta situag@o, a rotulacdo pode
ocorrer apenas na regifio central do canal ao longo da interface entre as duas
metades. Todas as dimensdes sfo normalizadas para o comprimento
caracteristico.

A Fig. 6b ilustra um efeito tipico da atuagdo magnética (St =
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0,4, V = 40 pm/s) dentro das mesmas unidades de mistura em instantdneos
diferentes. Quando o campo externo € aplicado, as particulas viajam através
das dire¢Ses de fluxo assim como a interface. Portanto, elas encontram a
oportunidade para espalhar na se¢do superior onde eles podem atingir e
rotular as células. As células magneticamente inativas terio o mesmo
comportamento como a situagdo anterior quando nenhuma perturbagdo foi
aplicada. Como pode ser observado, algumas particulas longe da linha central
do canal permanecem na se¢io mais baixa visto que as for¢as magnéticas
nestas regides mao sdo fortes o bastante para atrai-las durante o semi-ciclo
ativado pelo arranjo mais baixo.

DE modo a explicar a base para a advecg¢do cadtica no
micromisturador proposto, as trajetérias de quatro particulas como mostrado
na Fig. 7 sfo consideradas como trajetorias tipicas no misturador. As
particulas sdo liberadas na primeira unidade de mistura uniformemente com o
espacamento de 10 um quando St = 0,2 e V = 45 um/s. Durante o primeiro
semi ciclo, o primeiro arranjo (condutor I) estd ligado e o segundo arranjo
(condutor IT) estd desligado. A Particula I sente uma forte forga magnética na
dire¢do y e tende a mover-se nesta diregdo enquanto é submetida a advecgio
pela tendéncia atual na dire¢do x. Observe que dependendo da sua localizagio
no canal que determina tanto a for¢a de arrasto no fluxo de Poiseuille quanto a
forca magnética, a particula I pode ter uma velocidade positiva ou negativa na
diregdo x. A particula 2 é mais afastada do condutor I e nfo encontra
nenhuma chance para ser atraida adiante completamente durante o primeiro
semi ciclo. Portanto, duas particulas inicialmente proximas divergem
induzindo o mecanismo de estiramento que € marcado com um retangulo.
diferentes e as captura no caso em qualquer colisgo.

No semi ciclo seguinte, a corrente elétrica € injetada no

condutor II e desligada no condutor I. Nesta fase, a particula 1 € livre para se




10

15

20

25

30

mover da localizagdo anterior e é submetida ainda a advecgdo pela tendéncia
atual até que se aproxime de uma regido de for¢a magnética suficientemente
forte e, consequentemente, é puxada para o centro do condutor II. A particula
2 é submetida a uma magnitude pequena de forga magnética na dire¢do y mas
tende a mover-se mais rapido do que a tendéncia atual em virtude da forga
magnética na dire¢io x. Nesta fase, a particula 2 aproxima-se e rotula as
células alvo, se alguma, ao longo de uma dire¢do de fluxo. A dobra ¢ obtida
onde duas trajetdrias distantes convergem e ainda em algumas condi¢des de
operagdo cruzam-se entre si. O estiramento e dobra consecutivos podem ser
produzidos deste modo qlie ¢ a base do caos.

As particulas 3 e 4 que estdo muito longe do condutor I para
serem atraidas, sfo arrastadas a jusante pelo fluido e gradualmente se move
para a metade superior do canal. Depois de passar umas poucas unidades de
mistura, quase todas as particulas penetram a regido de células e flutuam em
um regime caético confinado para as pontas dos dois condutores.

Para a computagdo do expoente de Lyapunov maior, 21
particulas s#o uniformemente distribuidas na metade superior da primeira
unidade de mistura como as posic;ﬁes‘ iniciais e (1 é calculado para cada
particula individual (ver a Fig. 8). O periodo de tempo € 20s quando as
particulas se aproximam do seu valor constante de (1. De modo a quantificar
o grau de caos no dominio inteiro na se¢fo superior (onde as células existem),
a média de (1 de 21 particulas € tirada. A Fig. 9 ilustra a variag8o de LE para
pardmetros de acionamento diferentes (St = 0,2-1) onde cada grafico
representa os valores de LE para uma velocidade de fluido constante (V = 30-
50 pm/s). Os resultados para (1 calculados na mesma faixa de pardmetros de
acionamento sdo mostrados na Fig. 10. As variagdes globais de (1 € quase
idéntica para velocidades de fluxo de volume diferentes; o caos maximo
acontece em St = 0,4, enquanto que o minimo ocorre em St = 0,8. LE exibe

um comportamento similar em nimeros de Strouhal menores do que 0,6 que
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significa que um aumento no caos leva a um aumento nas células rotuladas.

Os valores maximos para (1 e LE sdo realizados em St = 0,4,
que sdo 0,36 e 67 %, respectivamente. Em ntimeros de Strouhal mais altos (a
saber 0,8), dois indices mostram variagdes diferentes. Embora nas velocidades
de fluxo de volume altas (maiores do que 40 um/s) uma boa conformidade
entre dois indices pode ser ainda observada, no caso de velocidades mais
baixas elas mostram comportamentos contraditérios. Em velocidades de fluxo
baixo, algumas particulas sdo submetidas a advecgdo até que elas sejam
atraidas para o centro de uma ponta no arranjo condutor superior. Na
vicinidade da parede do canal, a velocidade de fluxo é muito menor do que a
regifio central do canal. Visto que as for¢as magnéticas sdo significantemente
maiores no centro do condutor, estas particulas serdo presas nestas areas.
Mesmo depois da corrente ser comutada para o arranjo oposto, devido a
velocidade de fluido baixo, as particulas ndo terfo a oportunidade de escapar
do condutor anterior. Portanto, no periodo seguinte, as particulas sfo
arrastadas para a mesma regifio apressadamente e mais uma vez tornam-se
aprisionadas. Em tais condi¢des de operagdo, o misturador € apenas
parcialmente cadtico e a mistura € incompleta. Entretanto, as particulas
aprisionadas atuam como postes fixos, que podem rotular células multiplas,
aumentando deste modo o valor de LE. Embora a eficiéncia seja
relativamente alta, na pratica € um problema desafiante onde as particulas
aprisionadas podem entupir o canal. Entretanto, quando o nimero de Strouhal
¢ baixo, isto é, no caso de periodos de tempo mais longos, as particulas tém a
chance para se moverem para fora dos centros, mesmo que a velocidade seja
baixa.

Um estudo numérico bidimensional € realizado de modo a
caracterizar a eficiéncia do micromisturador. A eficiéncia de rotulagdo
méxima é descoberta ser 67 %. O expoente de Lyapunov como um indice da

adveccdo cadtica é descoberto ser altamente dependente do numero de
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Strouhal onde a concentragdo cadtica maxima ¢é realizada em numeros de
Strouhal proximos a 0,4. E mostrado que a eficiéncia de rotulagdo no
misturador ndo pode ser usada como um indice isolado. Portanto, ambos os
indices precisam ser levados em conta enquanto se caracteriza o dispositivo.

Fabricacdo de um dispositivo de acordo com a presente

invencio

Os dispositivos de acordo com a presente inven¢do (também
conhecido como chips) podem ser fabricados por exemplo usando blocos de
construgdo basicos em tecnologia MEMS. A tecnologia MEMS tem a
capacidade para depositar peliculas finas de materiais sobre o substrato, para
aplicar uma madscara padronizada no topo das peliculas pela formagfio de
imagem fotolitografica e para gravar as peliculas seletivamente em relagdo a
mascara. Esta ¢ uma sequéncia estruturada destas opera¢gdes para formar o
dispositivo real.

O processo MEMS comeg¢a com um material de substrato
rigido tal como PMMA/Vidro/Silicio/Poliestireno. Na superficie de topo do
substrato, uma camada de permeabilidade alta (por exemplo, permalloy/
Niquel) por exemplo pode ser gravada em relevo ou depositada usando o
processo de feixe = molecular. Uma camada isolante de
SiO,/PMMA/PDMS/Poliestireno pode ser depois depositada no topo da
camada permedvel. A estrutura que carrega corrente (também conhecida
como uma estrutura em bobina) pode ser galvanizada sobre esta superficie
usando uma mascara e litografia. Uma camada fina de
PDMS/PMMA/Poliestireno pode ser depois revestida por rotagdo no topo das
bobinas para formar uma superficie planar.

Um canal/cdmara microfluidicos por exemplo pode ser
construido usando um molde de PDMA/PMMA/Poliestireno pré-preparado da
espessura desejada, por exemplo de 150 microns e é perfurado desta placa.

Esta tltima estrutura € intercalada entre duas constru¢des de substrato rigido
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idéntico contendo os elétrodos em bobina € unidas usando unido de plasma.
Os orificios de entrada e saida por exemplo podem ser perfurados ou furados
através da estrutura.

Chip de prova de conceito

O seguinte debate diz respeito as formas de realizagdo da
invenc¢do como ilustradas nas figuras 17 a 22.

Nestas formas de realizagdo um plano fino central de um
material apropriadamente biocompativel (por exemplo, PDMS) e de alguns
150 micrometros em espessura, tem um furo central formado através dele,
preferivelmente de formato retangular. O comprimento e largura deste furo
sdo calculados para dar um volume de cidmara final apropriado, diga-se de 20
microlitros. Este componente formou a parte central da cAmara de lise/mistura
principal e € fechada sendo intercalada entre duas camadas de material similar
ou compativel de 10 a 100 micrometros em espessura. Estas placas de
cobertura carregam furos para permitir passagens de entrada e saida para a
camara assim formada.

As estruturas que carregam corrente (isto é, uma bobina ou
bobinas) sfo colocados sobre ou em cada uma destas camadas finas, por
exemplo tal que elas estejam simetricamente dispostas em torno da cavidade.
Ver as Figuras 17 a 20. As conexdes para estas bobinas sdo levadas para as
bordas desta estrutura planar compdsita.

Tais estruturas que carregam corrente, quando alimentadas
com correntes apropriadamente comutadas, fardo com que um campo
magnético se forme e feche normalmente para o plano principal da cavidade.

A for¢a do campo magnético se ainda amplificado pela
introdu¢do de um forro de um material magnético apropriadamente
permeavel, tal como uma liga Permalloy, niquel, metal mu ou similar. Para
impedir o contato metdlico entre esta camada e as bobinas eletromagnéticas

planares, uma camada isolante < 100 micr6metros em espessura &
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introduzida.

Finalmente, a montagem inteira € intercalada entre duas placas
externas de um material tal como PMMA, que serve para as seguintes
func¢des:

1) para dar rigidez estrutural ao sistema

2) para atuar como uma ancoragem para orificios de
entrada/saida

3) para garantir um ambiente limpo para a rede microfluidica e
elétrica incluida neste.

Resultados de prova de conceito

A seguinte divulgagdo diz respeito ao chip de prova de
conceito como apresentado na Figura 21 e os resultados obtidos usando o dito
chip, como apresentado na Figura 22.

4 x 10° células/ml em FCS e tampdo de lise contendo pérolas
superparamagnéticas (Dynabeads DNA Direct Universal Prod. N® 630.06)
foram usadas para testar este dispositivo. 10 microlitros de cada uma foram
liberados diretamente na cdmara de lise por intermédio das portas de entrada.
As amostras injetadas foram submetidas a uma das seis seguintes condi¢des
de mistura por 1 minuto:

o Sem mistura (controle)

o 50 mA 4 HZ

o 100 mA 4 HZ

o 150 mA 4 HZ

0 200 mA 4 HZ

© 200 mA 0,2 HZ

Depois de cada condi¢éo de mistura, o DNA ligado as pérolas
foi coletado a partir desta cAmara de lise, lavado e o DNA adsorvido nas
pérolas foi eluido aquecendo-se em um bloco de aquecimento por 5 minutos a

65° C. O sobrenadante (contendo o DNA eluido) foi removido usando um
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campo magnético. Um PCR foi realizado nas amostras. Uma hipervariagdo
crescente usada foi uma varia¢do de extensdo de DNA de 1 Kb. Os resultados
obtidos sdo mostrados na figura 22.

Estes resultados estdo resumidos na seguinte tabela:

Linha |Ajuste DNA amplificado | Ng/banda
1 Sem mistura - -
3 50 mA 4 HZ + 20
5 100 mA 4 HZ ++ 28
8 150 mA 4 HZ + <15
9 200 mA 4 HZ ++ 28
11 200 mA 0,2 HZ + <15

Portanto, usando o dispositivo de acordo com a invengdo € as
condi¢des de mistura acima descrita, a lise das células ocorreu,
subsequentemente permitindo o PCR com sucesso. Ao contrario, sob as
condi¢des de controle de sem mistura, o PCR n#o obteve sucesso. Deste modo
os presentes inventores demonstram a mistura de microescala de sucesso
misturando a lise das células em menos do que um minuto usando um
dispositivo de acordo com a invengio.

Esquema do sensor de indutincia

4

Tradicionalmente, a detec¢do da hibridizagdo do DNA ¢é
realizada usando-se identifica¢do fluorescente e técnicas de leitura otica. Estas
técnicas sdo eficientes nos laboratérios de biologia convencionais onde os
protocolos especificos sdo seguidos pelos técnicos habilitados usando um
equipamento caro. Além disso, a detec¢do convencional do DNA € um
procedimento que consome tempo o que adiciona um custo extra ao processo
todo. Para resolver esses problemas, esfor¢os consideraveis foram feitos por
mais de uma década para miniaturizar e integrar os processos inteiros em um
chip tnico disponivel. Embora a detec¢do do DNA através de métodos 6ticos
é repropenso e bem praticados, isto ndo pode ser facilmente implementado em
chips eletrénicos. Métodos alternativos com potencial para miniaturizacio
foram investigados em anos recentes. Entre estes métodos estdo as técnicas

eletroquimicas (R. M. Umek et al., “Electronic detection of nucleic acid, a
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versatile platform for molecular diagnostics,” J. Molecular Diagnostics, vol.
3, pp- 74 a 84, 2001), sensores piezoelétricos (T. Tatsuma, et al, “Multicanal
quartz crystal microbalance,” Anal. Chem., vol. 71, N® 17, pp. 3632 a 3636,
setembro de 1999), técnicas com base em impedéancia (F. Patolsky, et al,
“Highly sensitive amplified electronic detection of DNA by biocatalyzed
precipitation of a insoluble product onto electrodes,” Chemistry - European
Journal, vol. 9, pp. 1137-1145, 2003) e técnicas de capacidade (E.
Souteyrand, er al, “Direct detection of the hybridization of synthetic homo-
oligomer DNA sequences by field effect,” J. Phys. Chem. B, vol. 101, pp.
2980-2985, 1997). As pérolas magnéticas do tamanho de micron também
foram amplamente usadas como rétulos na detecgdo do DNA (J. Fritz, et al,
“Electronic detection of DNA by its intrinsic molecular charge” Proc. Nat.
Acad. Sci., vol. 99, no. 22, pp. 14 142-6, 2002) (L, Moreno-Hagelsieb, et al,
“Sensitive  DNA electrical detection based on interdigitated Al/A1203
microelectrodes,” Sens. Actuators B, Chem., vol. 98, pp. 269-274, 2004) (P.
A. Besse, et al, “Detection of a single magnetic microbead using a
miniamrized silicon Hall sensor,” Appl. Phys. Lett., vol. 80, pp. 4199-4201,
2002). Usar as pérolas magnéticas permite a facil manipula¢do do DNA e
portanto também pode facilitar os protocolos de mistura e separagdo (D. R.
Baselt, er al “A biosensor based on magnetoresistance tecnology,” Biosens.
Bioeleectron., vol. 13, N°® 7-8, pp. 731-739, outubro de 1998) (J. C. Rife, et al
“Design and performance of GMR sensors for the detection of magnetic
microbeads in biosensors,” Sens. Actuators A, Phys., vol. 107, N® 3, pp. 209-
218, 2003).

Este exemplo diz respeito a um sensor de detecgdo de

~ hibridizacdo de DNA que usa pérolas magnéticas ligadas ao filamento do

DNA como particulas detectdveis. A concentragdo aumentada das pérolas
magnético devido a hibridizacdo do DNA ¢é detectada na forma de variagdes

de indutincia. A resposta de um sensor de bobina espiral planar para
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diferentes pérolas magnéticas é investigada e os efeitos da geometria da
bobina bem como a frequéncia no desempenho do sensor sdo numericamente
avaliados. Os resultados e andlises matematicas foram fornecidos para uma
bobina poder ser extrapolarizada a bobin/as multiplas.

O sensor 100 da corrente invencdo para a detecgdo da
hibridizagdo do DNA € ilustrado na Fig. 11. O sensor 100 compreende um
nacleo 102 que é um indutor espiral planar o qual é colocado entre uma
camada de isolamento 104 no topo e uma camada de permalloy 106 no fundo.
A camada de isolamento 104 é coberta com uma camada permeavel 108 a
qual os DNAs de sonda 110 podem ligar e ser imobilizados. Esta camada
pode ser qualquer um dos tratamentos de superficie padrdo em revestimento
de ouro ou de Si0,-Si3N;. As pérolas magnéticas funcionalizadas com DNAs
alvo 112 sdo aplicadas a esta superficie. A Hibridizac8o especifica do alvo e
DNA de sonda resultara a formagio de um camada de pérolas magnéticas 112
acima desta superficie 108. Esta camada ¢é de alta permeabﬂidade magnética e
age como uma metade do nicleo magnético para o indutor. A camada de
permalloy subjacente 106 age como a outra metade do nucleo magnético e
completa o circuito magnético. A formagdo deste circuito magnético permite
que o fluxo magnético passe facilmente e leva a um aumento na indutancia da
bobina. Esta propriedade € usada para a detecgéo do processo de hibridizagéo.

Parimetros que afetam a indutincia

A indutincia da bobina espiral é uma fun¢do de vérios
parimetros geométricos bem como fisicos. Os pardmetros geométricos
importantes como representado na Fig. 12 sdo definidos como segue:

doui: Didmetro externo da bobina

d;,: Didmetro interno da bobina

t.: Espessura do condutor

t, : Espessura da camada de permalloy

O efeito da distancia inter-enrolada S e a espessura dos
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condutores w sdo expressados em termos de fator de enchimento (FF). A
permeabilidade relativa das pérolas magnétiéas L, € a espessura da camada
de pérola tp, formada depois da hibridizagfo, sdo os pardmetros fisicos que
afetam a indutancia da bobina.

Modelo Elétrico do Sensor

O modelo elétrico do sensor é mostrado na Fig. 13. A bobina é
acionada por uma fonte de corrente AC e a voltagem da bobina é medida
como a saida do sensor. Depois da formac¢do da camada de pérola, a
indutincia da bobina é aumentada e a saida do sensor, V, sera rnudada. Esta
amplitude desta voltagem é usada de modo a detectar a hibridizage”to. A

amplitude de Vpode ser expressada como segue:

V, =R +(wL) L (1)

A voltagem V, é medida e a sua variagdo normalizada ¢
calculada para indicar a presenca da camada de pérola devido a ocorréncia de
hibridizacdo. A frequéncia da fonte de corrente pode ser escolhida em uma
faixa onde R, é constante. Isto significa que para um sensor particular e
frequéncia de fonte, a voltagem V¢ meramente dependente da indutincia L e
por este motivo, as variagdes normalizadas de V; podem ser calculadas como

segue:

5, = Ea) M lla) (2)
5*{r'£‘ci}

Para entender o caminho 8, varia com respeito aos parametros
geométricos e fisicos diferentes explicados acima, as variagdes em L. sdo
computadas numericamente. Isto ¢ depois usado para determinar como a
voltagem da bobina mudara em termos de valores de pardmetro diferentes.

Com base no conceito descrito, um modelo tri dimensional do
sensor foi simulado usando o pacote de elemento finito COMSOL FEMLAB
Multiphysics v. 3.2. Detalhes do modelo usado na simulagdo sdo mostrados

na Fig. 12. O modelo foi simulado para uma camada de pérolas magnéticas
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com espessura eficaz de 2 um e permeabilidades relativas diferentes. As
variagdes normalizadas da indutancia da bobina, descritas na Equagéo 3, é
computada numericamente antes e depois da hibridizagéo e os resultados sdo
apresentados na Fig. 14.
- Lf‘(dﬁltf s Hog tgit, )= Ly (éwﬂ'ﬁ_iﬁhﬁrﬂ = Leg = Q‘-tpﬁ} (3)

L (dystosttg =Lty = {},sﬁ}

Os graficos da Fig. 14 mostram como &y muda com respeito ao
didmetro externo d, para valores diferentes de pgp. Os valores adotados para
outros parametros sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1: Varios pardmetros e seus valores correspondentes

que sdo usados em simulac¢do de indutores ligados.

Pardmetro - Explicagfo Quantidade
te Espessura do Condutor 20 um
We Largura do Condutor 20 pm
S Espac¢o entre Condutores 30 pm
FF Fator de Enchimento (area ocupada de condutores da % 80
bobina para a area total da bobina)
H Intervalo entre a bobina e a camada de pérolas que é 10 pm

ocupado com isolante

Como mostrado na Fig. 14, para cada valor da permeabilidade
relativa, a saida do sensor é maxima em um valor especifico de d,y que pode
ser denotado como D,,,,. Deve ser observado que o valor de Dy« € crescente
com respeito a W, como mostrado pela curva tracejada na Fig. 14.

Para minimizar o efeito de permalloy sobre o sinal, uma
camada muito espessa de permalloy (W, = 100 pm) foi usada. Também um
dominio de espago grande (7 mm x 14 mm) tem sido adotado de modo a
minimizar erros computacionais.

De modo a planejar um sensor com resposta maxima, € util ter
o didmetro de bobina ideal D, em termos de permeabilidades de pérola
diferentes e espessura de condutor. Os graficos na Fig. 15a mostram os
resultados de simulagfio para D, em termos de pp e t.. Uma vez que o
didmetro ideal da bobina e a espessura do condutor sdo conhecidos, € util

avaliar a magnitude do sinal de saida. Esta informac¢do pode ser derivada dos
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graficos da Fig. 15b que representam a mudanga maxima Apmax = Or, (€m Diyax)
correspondendo aos valores ideais de Dy, em termos de permeabilidade de
pérola e espessura de condutor.

O Efeito da Frequéncia sobre a Saida de Sensor

Para observar o comportamento da saida do sensor com
respeito a frequéncia, a quantidade &, é computada para diferentes
permeabilidades de pérola. Os valores de pardmetro s8o como na Tabela 1 e
os resultados da simulacfio sio apresentados na Fig. 16. Para cada valor de
permeabilidade e frequéncia, a saida do sensor é méaxima em um valor
especifico de dyy 0 qual é novamente indicado como Dpay. Os graficos da Fig.
16a mostram como estes valores sdo relacionados & frequéncia. As saidas do

sensor correspondentes A, = &, (na Dy.x) que sdo normalizadas por
Apmax = lim (ér,)
LPE e :

sdo representadas em um grafico na Fig. 16b.

Variacdes no esquema do sensor

Uma forma de realizagdo preferida usada no sensor utiliza
um arranjo transformador. A figure 23 apresenta um modelo simplificado de
um transformador. As resisténcias em série de Rp e Rs sdo resisténcias
dmicas dos condutores nos enrolamentos primarios e secundarios,

respectivamente. Eqn. (1) apresenta o relagdo entre os diferentes parametros

do modelo.
V}:’ma - g\‘ +X i, - X af v '1.5‘ { I
V‘E‘n MXM’ K]J + fYﬁ,. » | I!? »

Se o primario é conectado a uma fonte de corrente AC e a

voltagem secundaria é medida por um dispositivo de alta impedancia, a

corrente secunddria I;= 0 e a Eqn. (1) reduz para:

X1, 2)

v

e

Onde Xy = ®M é a reactdncia devido a indutdncia matua
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indutancia M. Eqgn. (2) fornece uma voltagem secundédria que depende de Xy

e Ip. Visto que Ip é constante, a voltagem secundéria medica € uma medigdo

direta d indutincia mitua M. A indutidncia mGtua pode ser expressada em

termos de auto-indutancias de enrolamentos primarios e secundérios e o fator

de ligacio k;, como segue:

M=k, L, L, ‘A ()
Se a configuragfo da configuragfo do transformador da Figura

24 é adotado, as auto-indutincias primarias e secundarias s@o iguais (Lp = Lg)

e a Egn. (3) reduz para:

M=k, L, , )
Substituindo M da Eqn. (4) em Eqn. (2) produz:

v, =—k, X, 1 (5)

ot i . P

L

Como € expressado na Eqn. (5), a voltagem de saida €
diretamente propocional a reactidncia primaria (ou secundaria) bem
como o fator de ligacio km. Com base neste resultado e através da
simulacdo em computador, a voltagem de saida ¢ calculada para as
bobinas de diferentes didmetros e a espessura do condutor e desempenho
6timo do sensor foram obtidos por pérolas magnéticas de permeabilidades
diferentes.

As simulagdes foram realizadas para a cobertura completa
ideal da superficie do sensor com pérolas magnéticas. Se a cobertura das
pérola magnéticas € parcial entdo o sinal de saida (ALmax) € Dmax serdo
proporcionalmente diminuidas.

Além dos esquemas de bobinas circulares, varias outras
configuracdes dos esquemas de bobinas também podem ser utilizadas no
sensor. Estes sdo apresentados nas figuras de 25 a 27.
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REIVINDICACOES

1. Dispositivo microfluidico de mistura, caracterizado pelo

fato de que compreende:

i) uma entrada:

ii) uma primeira camada que compreende pelo menos as
primeira e segunda estruturas que carregam corrente, em que as pelo menos
primeira e segunda estruturas que carregam corrente cada uma compreende
uma pluralidade de dentes e em que os dentes das primeira e segunda
estruturas que carregam corrente sdo opcionalmente deslocados tal que os
dentes da primeira estrutura que carrega corrente sdo posicionados entre os
dentes da segunda estrutura que carrega corrente;

ii) uma segunda camada que compreende uma primeira camara
microfluidica em comunicacdo fluida com a entrada posicionada acima das
pelo menos primeira e segunda estruturas que carregam corrente da primeira
camada; e |

ii) uma terceira camada que compreende pelo menos as
terceira e quarta estruturas que carregam corrente em que as pelo menos
terceira e quarta estruturas que carregam corrente cada uma compreende uma
pluralidade de dentes e em que os dentes das terceira ¢ quarta estruturas que
carregam corrente sio opcionalmente deslocados tal que os dentes da terceira
estrutura que carrega corrente s3o posicionados entre os dentes da quarta
estrutura que carrega corrente;

e em que as pelo menos terceira e quarta estruturas que
carregam corrente s3o posicionados na terceira camada de modo a estar acima
da primeira cAmara microfluidica e tal que os dentes da terceira estrutura que
carrega corrente sejam posicionados de modo substancialmente vertical acima
ou deslocados a partir dos dentes da primeira estrutura que carrega corrente e
os dentes da quarta estrutura que carrega corrente sejam posicionados de

modo substancialmente vertical acima ou deslocados a partir dos dentes da
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segunda estrutura que carrega corrente;
em que cada um dos dentes tem uma haste tendo uma ponta
substancialmente eliptica.

2. Dispositivo microfluidico de acordo com a reivindicag@o 1,

caracterizado pelo fato de que as estruturas que carregam corrente sédo
embutidas na primeira e terceira camadas.
3. Dispositivo microfluidico de acordo com a reivindicag&o 2,

caracterizado pelo fato de que as estruturas que carregam corrente estao 0,1

pm a 10 pum abaixo da superficie da primeira e terceira camadas.
4. Dispositivo microfluidico de acordo com qualquer

reivindicacfio precedente, caracterizado pelo fato de que a primeira cdmara

microfluidica é um canal substancialmente reto.
5. Dispositivo microfluidico de acordo com a reivindicagdo 4,

caracterizado pelo fato de que o canal substancialmente reto tem uma regido

tendo dimens&es aumentadas proxima a entrada.
6. Dispositivo microfluidico de acordo com a reivindicagdo 5,

caracterizado pelo fato de que a entrada abre diretamente na regido tendo

dimens&es aumentadas.
7. Dispositivo microfluidico de acordo com qualquer

reivindicacio precedente, caracterizado pelo fato de que a primeira e/ou

terceira camadas compreendem ainda uma dquinta estrutura que carrega
corrente.
8. Dispositivo microfluidico de acordo com a reivindicagdo 7,

caracterizado pelo fato de que a quinta estrutura que carrega corrente esta

localizada de modo a estar distal a entrada.
9. Dispositivo microfluidico de acordo com qualquer

reivindicacdo precedente, caracterizado pelo fato de que a primeira camara

microfluidica forma uma unidade de lise e extrag&o.

10. Dispositivo microfluidico de acordo com qualquer
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reivindicacfio precedente, caracterizado pelo fato de que compreende ainda

uma segunda cAmara microfluidica em comunicag¢do fluida com a primeira
cAmara microfluidica, em que a segunda cimara microfluidica ¢ uma cdmara
de amplificacio.

11. Dispositivo microfluidico de acordo com a reivindicagéo

10, caracterizado pelo fato de que a cAmara de amplificagdo € uma cdmara de

PCR multiplexada.
12. Dispositivo microfluidico de acordo com qualquer

reivindicacfo precedente, caracterizado pelo fato de que compreende ainda

uma terceira cdmara microfluidica em comunicagdo fluida com a segunda
cAmara microfluidica, a dita terceira cdmara microfluidica compreendendo
um sensor para detectar a presenca de um analito.

13. Dispositivo microfluidico de acordo com qualquer

reivindica¢fo precedente, caracterizado pelo fato de que compreende ainda
pelo menos uma microbomba integrada para efetuar o movimento de um
fluido de uma cimara para segunda cimara.

14. Dispositivo microfluidico de acordo com a reivindicagéo

13, caracterizado pelo fato de que as bombas integradas sdo bombas
magnéticas.
15. Dispositivo microfluidico de acordo com qualquer

reivindicacdo precedente, caracterizado pelo fato de que compreende ainda

meios para aplicar uma voltagem a cada uma das estruturas que carregam
corrente independentemente em uma ordem pré determinada e por um periodo
pré determinado. |

16. Dispositivo microfluidico de acordo com qualquer

reivindicacfio precedente, caracterizado pelo fato de que compreende ainda

pelo menos um primeiro reservatério de fluido.
17. Dispositivo microfluidico de acordo com a reivindicagéo

16, caracterizado pelo fato de que o pelo menos um primeiro reservatério esta
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em comunicacfo fluida com a primeira cAmara microfluidica.
18. Dispositivo microfluidico de acordo com as reivindicag¢8es

16 ou 17, caracterizado pelo fato de que o pelo menos primeiro reservatorio &

integrado no dispositivo.
19. Dispositivo microfluidico de acordo com a reivindica¢éo

16, caracterizado pelo fato de que a primeira cdmara microfluidica forma o

primeiro reservatério de fluido.
20. Dispositivo microfluidico de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes de 16 a 19, caracterizado pelo fato de que o fluido compreende

pérolas superparamagnéticas.
21. Dispositivo microfluidico de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes de 16 a 19, caracterizado pelo fato de que o fluido compreende

tampé&o de lise.
22. Dispositivo microfluidico de acordo com qualquer uma das

reivindicacSes de 16 a 21, caracterizado pelo fato de que compreende ainda

pelo menos um segundo reservatério de fluido.
23. Dispositivo microfluidico de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes de 16 a 22, caracterizado pelo fato de que o fluido

opcionalmente compreende um anticoagulante.

24. Dispositivo microfluidico, caracterizado pelo fato de que

compreende:

i) uma entrada;

ii) uma primeira camada que compreende pelo menos uma
primeira estrutura que carrega corrente que compreende uma pluralidade de
dentes;

iii) uma segunda camada que compreende uma primeira
camara microfluidica em comunicagfo fluida com a entrada e posicionada
acima das pelo menos primeira e segunda estruturas que carregam corrente da

primeira camada; e
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iv) uma terceira camada que compreende pelo menos uma
segunda estrutura que carrega corrente que compreende uma pluralidade de
dentes;

e em que a segunda estrutura que carrega corrente é
posicionada na terceira camada de modo a estar acima da primeira camara
microfluidica e tal que os dentes da segunda estrutura que carrega corrente
s8o posicionados de modo substancialmente vertical acima ou deslocados a
partir dos dentes da primeira estrutura que carrega corrente;

em que os dentes tém uma haste tendo ponta substancialmente
eliptica.

25. Sistema lab-on-chip para preparar uma amostra que

compreende uma molécula bioldgica, o sistema caracterizado pelo fato de que

compreende:

a) o dispositivo como definido em qualquer uma das
reivindicagdes de 20 a 23;

b) meios para introduzir a amostra e o fluido na primeira

cAmara microfluidica.

26. Sistema de acordo com a reivindicagdo 25, caracterizado
pelo fato de que na primeira, segunda, terceira e quarta estruturas que
carregam corrente do dispositivo tém uma voltagem aplicada a ela em uma
sequéncia pré determinada.

27. Sistema de acordo com a reivindicagdo 25 ou reivindicagédo

26, caracterizado pelo fato de que uma quinta estrutura que carrega corrente

atua para reter as particulas superparamagnéticas na primeira camara
microfluidica.
28. Sistema de acordo com qualquer uma das reivindicagBes

de 25 a 27, caracterizado pelo fato de que as particulas superparamagnéticas

t&m um didmetro médio de 50 nm a 10 pm.

29. Sistema de acordo com qualquer uma das reivindicagOes
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de 25 a 28, caracterizado pelo fato de que as particulas superparamagnéticas

sio funcionalizadas de modo a ligar a um analito de interesse.

30. Sistema de acordo com a reivindicagdo 29, caracterizado

pelo fato de que o analito é um 4cido nucleico.
31. Sistema de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

de 25 a 30, caracterizado pelo fato de que compreende ainda um segundo

reservatério contendo um tampdo de lavagem em comunicagdo fluida com a
primeira cAmara microfluidica.
32. Sistema de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

de 25 a 31, caracterizado pelo fato de que compreende ainda um terceiro

reservatério contendo um tampdo de eluigdo em comunicagfo fluida com a
primeira cAmara microfluidica.
33. Sistema de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

de 25 a 32, caracterizado pelo fato de que a amostra compreende pelo menos

uma célula.
34. Sistema de acordo com qualquer uma das reivindica¢Ges

de 25 a 33, caracterizado pelo fato de que o fluido compreende ainda um

tampégo de lise.
35. Sistema de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

de 25 a 34, caracterizado pelo fato de que o fluido compreende ainda um

anticoagulante.
36. Sistema lab-on-chip para preparar uma amostra que

compreende uma molécula biologica, o sistema caracterizado pelo fato de que

compreende:

a) o dispositivo como definido na reivindicagdo 24;

b) meios para introduzir a amostra € O fluido na primeira
cAmara microfluidica.

37. Método para o isolamento de um analito que compreende

uma molécula bioldégica de uma amostra, o dito método caracterizado pelo
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fato de que compreende as etapas de:

i) introduzir a amostra na entrada do dispositivo como definido
em qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 23;

ii) introduzir um fluido que compreende particulas
superparamagnéticas na primeira cAmara microfluidica do dispositivo;

iii) aplicar uma voltagem a primeira, segunda, terceira e quarta
estruturas que carregam corrente do dispositivo em uma ordem sequencial pré
determinada de modo a fazer com que correntes elétricas passem atraves;

em que, a etapa i) pode ser realizada antes, concomitantemente
com ou subsequentemente a etapa 11); € em dque, as ~ditas particulas
superparamagnéticas sfio funcionalizadas de modo a ligar ao analito de
interesse;

e em que a etapa iii) é realizada concomitantemente com ou
imediatamente depois da etapa 1);

em que a dita corrente elétrica faz com que as estruturas que
carregam corrente se nfo se tornem permanentemente magnetizadas
resultando em atuagdo magnética das ditas particulas superparamagnéticas em
3 dimensdes dentro da cdmara microfluidica, a dita atuagdo magnética das
ditas particulas superparamagnéticas que resultam na mistura caética da dita
amostra e do dito fluido que resulta em uma chance aumentada das particulas
superparamagnéticas funcionalizadas entrarem em contato com o analito.

38. Método de acordo com a reivindicag¢8o 37, caracterizado

pelo fato de que o dispositivo compreende ainda uma quinta estrutura que
carrega corrente, a quinta estrutura que carrega corrente tendo uma voltagem
aplicada a esta subsequentemente a etapa iii) em que as particulas
superparamagnéticas sfo atraidas e retidas na quinta estrutura que carrega
corrente através de interagdes magnéticas.

39. Método de acordo com as reivindicagbes 37 ou 38,

caracterizado pelo fato de que a cAmara microfluidica estd na forma de um
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canal substancialmente reto.
40. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

37 a 39, caracterizado pelo fato de que a corrente que passa através de cada

estrutura que carrega corrente estd na faixa de 100 mA a 10 A.
41. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

37 a 39, caracterizado pelo fato de que a corrente que passa através de cada

estrutura que carrega corrente é menor do que 500 mA.
42. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagSes de

37 a 41, caracterizado pelo fato de que compreende a etapa adicional de

introduzir uma solugio de lavagem na primeira cdmara microfluidica do
dispositivo.
43. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagSes de

37 a 41, caracterizado pelo fato de que compreende a etapa adicional de

introduzir uma solugfio de ressuspensio na primeira cAmara microfluidica do
dispositivo.
44, Método de acordo com qualquer uma das reivindicagGes de

37 a 43, caracterizado pelo fato de que compreende a etapa adicional de

introduzir uma solu¢do de elui¢io na primeira cdmara microfluidica do
dispositivo.
45. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagBes de

37 a 44, caracterizado pelo fato de que a voltagem é aplicada a cada um do

primeiro, segundo, terceiro e quarto dispositivos que carregam corrente por
tempo suficientemente longo de modo a permitir que as pérolas se movam
para uma localizagfo pré determinada na primeira cdmara microfluidica.

46. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

37 a 45, caracterizado pelo fato de que as estruturas que carregam corrente

tém a voltagem aplicada na ordem de um, quatro, trés, dois.
47. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

37 a 46, caracterizado pelo fato de que a amostra compreende pelo menos
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uma célula.
48. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagOes de

37 a 47, caracterizado pelo fato de que o fluido compreende tampao de lise.

49. Método de acordo com a reivindicagdo 48, caracterizado

pelo fato de que a mistura do tamp&o de lise com a pela menos uma célula faz
com que a célula lise.
50. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

37 a 49, caracterizado pelo fato de que o analito é um acido nucleico.

51. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes de

37 a 50, caracterizado pelo fato de que compreende a etapa adicional de

detectar a presenga do analito.
52. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

37 a 51, caracterizado pelo fato de que a velocidade de fluxo da amostra

através da primeira cAmara microfluidica é de 20 a 100 pm/s.

53. Método para o isolamento de um analito que compreende

uma molécula bioldgica de uma amostra, o dito método caracterizado pelo
fato de que compreende as etapas de: |

| i) introduzir a amostra na entrada do dispositivo como definido
na reivindicaggo 24;

ii) introduzir um fluido que compreende particulas
superparamagnéticas na primeira camara microfluidica do dispositivo;

iii) aplicar uma voltagem as estruturas que carregam corrente
do dispositivo em uma ordem sequencial pré determinada de modo a fazer
com que as correntes elétricas passem através;

em que, a etapa i) pode ser realizada antes, concomitantemente
com ou subsequentemente a etapa ii); e em que, as ditas particulas
superparamagnéticas sdo funcionalizadas de modo a ligarem-se ao analito de
interesse;

e em que a etapa iii) é realizada concomitantemente com ou
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imediatamente depois da etapa i);

em que a dita corrente elétrica faz com que as estruturas que
carregam corrente ndo se tornem permanentemente magnetizadas resultando
em atuacio magnética das ditas particulas superpara-magnéticas em 3
dimens&es dentro da cAmara microfluidica, a dita atuagfo magnética das ditas
particulas superparamagnéticas resultando em mistura cadtica da dita amostra
e o dito fluido resultando em uma chance aumentada das particulas

superparamagnéticas funcionalizadas entrando em contato com o analito.
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RESUMO

“DISPOSITIVO MICROFLUIDICO, SISTEMA LAB-ON-CHIP PARA
PREPARAR UMA AMOSTRA QUE COMPREENDE UMA MOLECULA
BIOLOGICA, E, METODO PARA O ISOLAMENTO DE UM ANALITO”

Um dispositivo microfluidico que compreende; i) uma entrada;
i1) uma primeira camada que compreende pelo menos a primeira e segunda
estruturas que carregam corrente, em que as pelo menos primeira e segunda
estruturas que carregam corrente cada uma compreende uma pluralidade de
dentes e em que os dentes das primeira e segunda estruturas que carregam
corrente sdo opcionalmente deslocados tal que os dentes da primeira estrutura
que carrega corrente sdo posicionados entre os dentes da segunda estrutura
que carrega corrente; iii) uma segunda camada que compreende uma primeira
cdmara microfluidica em comunicagdo fluida com a entrada posicionada
acima das pelo menos primeira e segunda estruturas que cai‘fegam corrente da
primeira camada; e iv) uma terceira camada que compreende pelo menos as
terceira e quarta estruturas que carregam corrente em que as pelo menos
terceira e quarta estruturas que carregam corrente cada uma compreende uma
pluralidade de dentes e em que os dentes das terceira e quarta estruturas que
carregam corrente sdo opcionalmente deslocados tal que os dentes da terceira
estrutura que carrega corrente sdo posicionados entre os dentes da quarta
estrutura que carrega corrente; € em que as pelo menos terceira e quarta
estruturas que carregam corrente sdo posicionadas na terceira camada de
modo a estar acima da primeira cAmara microfluidica e tal que os dentes da
terceira estrutura que carrega corrente s3o posicionados de modo
substancialmente vertical acima ou deslocados dos dentes da primeira
estrutura que carrega corrente e os dentes da quarta estrutura que carrega
corrente sdo posicionados de modo substancialmente vertical acima ou
deslocados dos dentes da segunda estrutura que carrega corrente; em que OS

dentes tém uma haste tendo ponta substancialmente eliptica.
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