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(67) Resumo: DISPOSITIVO DE ENSAIO E METODO. E
proporcionado um dispositivo de ensaio que compreende uma tampa e
uma base, dita base compreendendo, uma zona de adigéo de amostra,
uma zona de reagdo e uma zona de absorgao, ditos componentes
estando em conexéao de fluidos e sendo parte de uma passagem de
fluidos levando desde a zona de adicdo de amostra até a zona de
absorgdo, em que: (@) um pogo de adigdo de amostra estd integrado
na tampa, (b) a zona de absorgado consiste em uma area sobre um
substrato nao poroso, tendo projegbes  substancialmente
perpendiculares, ditas projegcdes definindo um volume, que juntamente
com o volume da passagem de fluidos define o volume de amostra
submetido ao ensaio, e (c) pelo menos um filtro estd entre o pogo de
adicdo de amostra e a zona de adigdo de amostra. Ademais, é
proporcionado métodos para manusear amostras.
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Dispositivo de ensaio e método

A presente invencdo se refere a um dispositivo de

ensaio com fun¢des integradas que melhora o dispositivo.

Antecedentes da invencédo

Muitos testes bioguimicos anteriormente realizados no
laboratdério usando equipamentos avancados e técnicos
especializados podem hoje ser realizados por um clinico,
uma enfermeira ou mesmo o(a) prdprio(a) paciente, usando
dispositivos pequenos e muitas vezes descartdveis. Isto é
um resultado de um melhor entendimento da biogquimica e da
medicina, bem como a progressiva miniaturizacdo tanto da
mecé@nica como da eletrdnica, que vem ocorrendo nas Ultimas
décadas.

Tais testes podem ser divididos em dois grupos:
“testes de uma etapa” onde a reacdo ocorre em um substrato
apdés a adicdo de amostra, e o resultado é detectado como
uma mudanga de uma ou mais propriedades de dito substrato;
e “testes de duas etapas”, onde a amostra ¢ seguida pela
adicdo de um conjugado de deteccdo, levando a uma reacdo
especifica que resulta em um sinal detectdvel.

Na maioria dos ensaios, um conjugado de deteccdo e
possivelmente outros reagentes s3o pré-dispensados ou
integrados no dispositivo, pondo de lado a necessidade de
uma adig¢do separada de reagentes pelo usudrio.

0 tipo mais comum de dispositivos de ensaio
descartdveis consiste em uma zona ou &rea para receber a
amostra, uma zona de reagdo, e opcionalmente uma =zona de
transporte ou de incubacdo conectando a zona de recepcgdo e

de reacdo, respectivamente. Esses dispositivos de ensaio
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sdo conhecidos como dispositivos de ensaio de
imunocromatografia ou simplesmente referidos como testes de
tiras. Eles empregam um material poroso, tal como
nitrocelulose, definindo uma passagem de fluidos capaz de
suportar o fluxo capilar. A zona de recepcgdo de amostra
fregientemente consiste em um material mais poroso, capaz
de absorver a amostra, e, quando a separacdo de células
sanguineas ¢é desejada, eficaz para prender as células
sanguineas vermelhas. Exemplos de tais materiais sé&o
materiais fibrosos, tais como papel, tosdo, gel ou tecido,
compreendido, por exemplo, de celulose, nitrocelulose, 18&,
fibra de wvidro, asbestos, fibras sintéticas, polimeros,
etc. ou misturas dos mesmos. A zona de transporte ou de
incubacdo normalmente consiste nos mesmos materiais ou
similares, freqientemente com porosidade diferente gue essa
da zona de recepcgdo de amostra. Similarmente, a zona de
reacdo, que pode estar integrada com a zona de incubacgdo,
ou constituindo a maior parte distal da mesma, normalmente
consiste em materiais fibrosos absorventes similares, tais
como nitrocelulose, ou quaisquer dos materiails 1listados
acima.

Materiais de nitrocelulose também sdo freglientemente
usados como a matriz gue constitui a zona de transporte ou
de reacdo, ou qgque conecta a zona de recepg¢gdo e a zona de
reacdo. Uma desvantagem significativa com a nitrocelulose é
sua alta 1ligacdo ndo especifica de proteinas e outras
biomoléculas. As tiras de teste atuais, contudo
freqientemente lidam com um excesso de amostra, reduzindo a
influéncia dessa ligacéo. Outra desvantagem da
nitrocelulose s&o suas variag¢des em relagdo tanto a

qualidade quimica como fisica. E de qualquer modo desejdvel
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dos danos de uma pipeta, guando uma pipeta é usada para

adicionar um liquido a dito dispositivo de ensaio.

Sumdrio da invencdo

Um objeto da presente é dirigido as desvantagens
associadas com dispositivos de ensaio conhecidos, e
proporcionar um dispositivo de ensaio melhorado, aliviando
prelo menos alguns dos problemas na técnica anterior.
Adicionalmente desvantagens associadas com dispositivos
conhecidos e as vantagens associadas com as modalidades da
invencdo serdo aparentes aos técnicos no assunto mediante
um estudo mais atento da descricédo, exemplos e
reivindicacdes.

A presente invencdo torna disponivel um dispositivo de
ensaio como definido nas reivindicag¢des, incorporado no
presente documento por referéncia.

Aspectos adicionais da invencédo, bem como suas
vantagens, serdo evidentes aos técnicos no assunto mediante
um estudo mais atento da descricgédo, exemplos,

reivindica¢des e desenhos.

Descricdo dos desenhos

A invencdo serd descrita em detalhes na seguinte
descricdo, exemplos ndo limitativos, e reivindicacdes, com
referéncia aos desenhos anexos, em que

A figura 1 mostra uma vista explodida de uma
modalidade da invencéo,

a figura 2 mostra uma vista lateral de uma modalidade
da invencé&o,

e a figura 3 mostra esquematicamente uma modalidade

tendo uma passagem de fluidos, e um detalhe de dita
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passagem de fluidos, ilustrando as dimensdes das projecgdes
substancialmente perpendiculares.
A figura 4 mostra uma modalidade tendo uma tampa, um

filtro, uma base e um fundo.

Descrigdo

Os ensailos podem ser classificados em dois grupos,
baseando-se nos critérios que mais influenciam no
desempenho que pode ser esperado de um ensaio em relacdo a
precisd@o e a sensibilidade:

- ensaios competitivos, isto €&, ensaios usando uma
quantidade limitada de anticorpo, e

- ensailos tipo sanduiche em fase sdélida, usando uma
quantidade em excesso de anticorpo, também chamados ensaios
imunométricos.

Na forma de ensaio competitivo, a quantidade de
anticorpo ¢é insuficiente para se 1ligar a todos os
antigenos. Uma quantidade fixa de antigeno marcado compete
com o antigeno ndo marcado da amostra para a gquantidade
limitada de sitios de ligacd3o de anticorpos. A concentracdo
de antigeno na amostra pode ser determinada a partir da
proporcdo de antigeno marcado que estd ligado ao anticorpo
ou alternativamente que estd livre.

Na forma de ensaio tipo sanduiche, o antigeno presente
na amostra se liga ao excesso de anticorpos na fase sdélida.
O antigeno ligado €é entdo detectado com um segundo
anticorpo marcado. Neste exemplo, a quantidade de anticorpo
marcado capturado na fase sélida é diretamente proporcional
a quantidade de antigeno na amostra.

Em ambos estes desenhos bdsicos de imunoensaios, e as

variantes dos mesmos, existe uma grande necessidade por uma
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padronizagdo e controle do ensaio e do ambiente em que se
estd fazendo o ensaio. As modalidades da presente invencdo
sdo dirigidas a alguns problemas relacionados com
imunoensaio de fluxo lateral em fase sdélida. Uma das etapas
cruciais € a solubilizacdo e transporte de um conjugado de
detecgdo. Outra etapa importante €& a separacdo de células
sanguineas vermelhas onde existe um alto risco de 1lise
celular e coagulacdo sanguinea.

A invencdo ndo estd restrita & forma de ensaio
descrita acima, podendo ser também adaptada a outras formas
de ensaio bem conhecidas pelos técnicos no assunto.

Antes dos ©presentes dispositivo e método serem
descritos, € para ser entendido que esta invencdo ndo estéd
limitada as configuracdes, etapas do método, e materiais
particulares descritos no presente documento uma vez que
tais configurag¢Bes, etapas e materiais podem variar de
algum modo. E para ser entendido também que a terminologia
empregada no presente documento € usada com o propdsito de
descrever modalidades particulares somente e ndo tem a
intengdo de ser limitante uma vez que a presente invencdo
serd limitada somente pelas reivindicacBes apensas e seus
equivalentes.

Deve-se notar também que, tal como usado neste
relatdério descritivo e as reivindicac¢Bes apensas, as formas
singulares “um”, “uma” e “a/o” incluem os respectivos
plurais a menos que o contexto indique claramente o
contrario. Assim, por exemplo, a referéncia a uma mistura
de reacdo contendo “um anticorpo monoclonal” inclui uma
mistura de dois ou mais anticorpos.

O termo ‘“aproximadamente” quando usado no contexto de

valores numéricos denota um intervalo de acurdcia, familiar
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e aceitdvel a um técnico no assunto. Dito intervalo pode
ser de * 10 % ou preferivelmente de * 5 %.

Ao descrever e reivindicar a presente invencdo, a
seguinte terminologia seré usada de acordo com as
defini¢8Ses estabelecidas no presente documento.

O termo “amostra” no presente documento significa um
volume de um liquido, solug¢do ou suspensdo, gue se pretende
que seja submetido a uma determinacdo gqualitativa ou
quantitativa de quaisquer de suas propriedades, tais como a
presenga ou auséncia de um componente, a concentracdo de um
componente, etc. A amostra pode ser uma amostra colhida de
um organismo, tal como um mamifero, preferivelmente um ser
humano; ou da biosfera, tal como uma amostra de &gua, ou um
efluente; ou oriunda de um processo técnico, guimico ou
bioldégico, tal como um processo de manufatura, por exemplo,
a produgdo de medicamentos, alimentos, racdes, ou a
purificacdo de Adgua potdvel ou o tratamento de efluentes de
residuos. A amostra pode ser submetida a uma determinacéo
qualitativa ou quantitativa como tal, ou apds um pré-
tratamento adequado, tal como homogeneizacdo, sonicacdo,
filtragdo, sedimentacdo, centrifugacdo, tratamento térmico,
etc.

As amostras tipicas no contexto da presente invencédo
sdo fluidos corporais tais como sangue, plasma, soro,
linfa, urina, saliva, sémen, liguido amnidtico, suco
gastrico, fleuma, escarro, muco, l&grimas etc.; fluidos
ambientais tais como 4&gua superficial, &gua subterrénea,
lama etc.; e fluidos de processo tais como leite, soro do
leite, caldo, solucdes de nutrientes, meio de cultura de
células, etc. As modalidades da presente invencdo sdo

aplicdveis a todas as amostras, mas preferivelmente a
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amostras de fluidos corporais, e mais preferivelmente a
amostras de sangue total.

A determinacdo baseada no fluxo lateral de uma amostra
€ a interagdo de componentes presentes na amostra com OS
reagentes presentes no dispositivo e a deteccdo de tal
interacdo, ou qualitativamente ou quantitativamente, pode
ser para quaisquer fins, tails como para fins diagndsticos,
ambientais, de controle de qualidade, regulatdrios,
forenses ou de pesquisa. Tais testes sdo freqglientemente
referidos como ensaios de cromatografia, ou ensaios de
fluxo lateral, como ensaios imunocromatograficos, por
exemplo.

Exemplos de determinagdes de diagndstico incluem, mas
ndo estdo limitados a, determinacdo de analitos, também
chamados marcadores, especificos para diferentes
transtornos, por exemplo, transtornos metabdlicos crdnicos,

tais como glicose no sangue, cetonas no sangue, glicose na

urina (diabetes), colesterol no sangue (aterosclerose,
obesidade, etc.); marcadores de outras doencas especificas,
por exemplo, doencas agudas, talis como marcadores de

infarto corondrio (por exemplo, troponina-T), marcadores de
funcdo da tiredide (por exemplo, determinacdo de horménio
estimulante da tiredide (TSH)), marcadores de infeccdes
virais (o uso de imunoensaios de fluxo lateral para a
detecc¢do de anticorpos virais especificos); etc.

Outro importante campo de determinacdes de diagndstico
se refere a gravidez e fertilidade, por exemplo, testes de
gravidez (determinacdo de gonadotrofina coribdnica humana
(hCG) i.a.), testes de ovulagdo (determinacdo de hormdnio

luteinizante (LH) i.a.), testes de fertilidade
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(determinag¢do de horménio foliculo estimulante (FSH) i.a.)
etc.

Outro campo ainda importante ¢é esse de testes de
drogas, para facil e réapida detecgdo de drogas e
metabdlitos de drogas indicando abuso de drogas; tal como a
determinagdo de drogas e metabdlitos de drogas especificos
(por exemplo, THC) em amostras de urina, etc.

O termo “analito” ¢ usado como um sindnimo do termo
“marcador” e se pretende que englobe qualquer substéncia
que é medida quantitativamente ou qualitativamente.

Os termos “zona”, “area” e “sitio” s8o usados no
contexto desta descricdo, exemplos e reivindicag¢des para
definir partes da passagem de fluidos sobre um substrato,
ou em dispositivos da técnica anterior ou em um dispositivo
de acordo com uma modalidade da invencédo.

O termo ‘“reacdo” é usado para definir qualquer reacdo,
que ocorre entre componentes de uma amostra e pelo menos um
reagente ou reagentes sobre ou em dito substrato, ou entre
dois ou mais componentes presentes em dita amostra. O termo
“reacdo” € particularmente usado para definir a reacdo, que
ocorre entre um analito e um reagente como parte da
determinacdo qualitativa ou quantitativa de dito analito.

O termo “base” no presente documento significa o
carreador ou a matriz a qual uma amostra € adicionada, e
sobre a ou na qual a determinacdo é realizada, ou onde a
reagdo entre analito e reagente ocorre.

O termo “funcionalidade gquimica” compreende dqualgquer
composto gquimico ou fracdo necessdria para conduzir ou
facilitar o ensaio. Um grupo de compostos dquimicos, com
particular relev@ncia na presente inveng¢do, sdo compostos

ou componentes que exibem afinidade para, ou capacidade de
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ligacdo ou interag¢do com, um ou mais componentes na
amostra. Agentes de separacdo de células sanguineas
vermelhas constituem um exemplo ilustrativo. Tais agentes
podem ser qualquer substé@ncia capaz de agregar ou ligar as
células sanguineas vermelhas.

O termo “funcionalidade bioldégica” compreende todas as
intera¢des bioldgicas entre um componente em uma amostra e
um reagente sobre ou no substrato, tals como catdlise,
ligacé&o, internalizacdo, ativacéao, ou outra interacdo
bioespecifica. Reagentes adequados incluem, mas ndo s&o
limitados a, anticorpos, fragmentos de anticorpos e
derivados, anticorpos de cadeia simples, lectinas, DNA,
aptémeros, etc., incluindo outros polimeros ou moléculas
com capacidade de 1ligacédo. Tails reagentes podem ser
identificados por um técnico no assunto, seguindo a escolha
do componente a ser separado, usando experimentos padriao,
por exemplo, métodos de selecdo e bibliotecas quimicas.

O termo “funcionalidade fisica” no presente documento
compreende funcionalidades envolvidas em reacgdes e
intera¢Bes outras que aquelas gque s3o principalmente
guimicas ou bioldgicas. Exemplos incluem didmetro, altura,
forma, segdo transversal, topografia de superficie e
padrdes de superficie, o numero de projecdes por unidade de
drea, comportamento de umedecimento da superficie de ditas
proje¢des, ou uma combinagdo das mesmas, e/ou outras
funcionalidades que influenciam o fluxo, retencdo, adesdo
ou rejeic¢do de componentes da amostra. As distingBes entre
intera¢des quimicas, biolbdgicas e fisicas nd3o s3o sempre
claras, e €& possivel que uma interagcdo - tal como uma

interacdo entre um componente em uma amostra e um reagente
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como fisicas.

Os termos “hidrofilico” e *“hidrofdbico”, como em
compostos hidrofilicos ou hidrofdbicos, interac¢des
hidrofilicas ou hidrofébicas etc. tém o significado
geralmente entendido por um técnico no assunto, e

correspondentes aqueles usados livros texto geralmente
reconhecidos.

A presente invengdo proporciona um dispositivo de
ensaio gque compreende uma tampa e uma base, dita base
compreendendo uma zona de adicdo de amostra, uma zona de
reacdo e uma zona de absorc¢do, ditos componentes estando em
conexdo de fluidos e sendo parte de uma passagem de fluidos
levando desde a zona de adicdo de amostra até a zona de
absorcdo, em que (a) um poco de adicdo de amostra estd
integrado na tampa (b) a zona de absorg¢do consiste em uma
drea sobre wum substrato ndo poroso, tendo projecdes
substancialmente perpendiculares, ditas projecdes definindo
um volume que juntamente com o volume da passagem de
fluidos define o volume de amostra submetido ao ensaio, e
(c) pelo menos um filtro estd entre o poco de adicdo de
amostra e a zona de adicdo de amostra.

As modalidades da presente invencdo estdo direcionas a
dispositivos que incluem pelo menos uma passagem de fluidos
para o transporte de fluidos, tendo uma primeira
extremidade e wuma segunda extremidade; e uma zona de
absorcdo especificamente adaptada para estabelecer, manter
e/ou medir o transporte de fluidos através ou ao longo de
dita pelo menos uma passagem de fluidos, em que dita zona
de absorcdo compreende um substrato n3o poroso tendo uma

superficie de substrato, dita zona tendo projecgdes
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substancialmente perpendiculares a dita superficie, e ditas
projeg¢des tendo uma altura (H), diémetro (D) e uma
disté@ncia ou disténcias entre as projecdes (tl, t2) de tal
modo que o fluxo capilar lateral de dito fluido em dita
zona seja alcancado.

Outras modalidades se referem a métodos para manusear
0 transporte de fluidos em ou ao longo de pelo menos uma
passagem de fluidos sobre ou em um substrato, em que o
transporte de fluidos em dita passagem é estabelecido e/ou
mantido e/ou medido por uma zona de absorc¢do, arranjada no
fluido em contato com dita passagem, e dita zona de
absorc@o compreendendo uma zona feita de um substrato nio
poroso, dita zona tendo projecdes substancialmente
perpendiculares a dita superficie, e ditas projecSes tendo
uma altura (H), didmetro (D) e uma disténcia ou disténcias
entre as proje¢des (tl, t2) de tal modo que o fluxo capilar
lateral de dito fluido sobre dita zona seja alcancado.

Em um dispositivo de acordo com a invencédo, a
capacidade do dispositivo ¢é exatamente determinada pelo
volume definido pela zona de absorcdo. Quando a amostra &
adicionada em excesso, o volume submetido ao ensaio serd
sempre idéntico, devido & estrutura ndo porosa bem definida
e reproduzivel. A taxa de fluxo por sua vez pode ser
influenciada e controlada por uma selecdo apropriada das
dimens8es das proje¢des substancialmente verticais, seu
diémetro, altura e distédncias entre as projecdes, bem como
por ajuste de suas propriedades quimicas, bioldgicas ou
fisicas, por exemplo, por revestimento das projecdes com um
composto adequado. De acordo com uma modalidade, as
projegdes sdo tornadas hidrofilicas por meio da adicdo de

dextrana. A taxa de fluxo pode também ser em seguida
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ajustada por seleg¢do de um grau adequado de hidrofilicidade
da lémina, ou essa de um adesivo usado para anexar a lamina
as projecdes.

O presente dispositivo de ensaio compreende um pocgo de
adicdo de amostra. O poco de adicdo de amostra estd
integrado na tampa. O presente dispositivo de ensaio
compreende ademais pelo menos um filtro. O poco de adic&do
de amostra e o filtro juntos conferem uma melhor separacdo
da amostra. Uma vantagem do poco de adicdo de amostra
integrado na tampa € que nenhum vazamento pode ocorrer no
poco de adigdo de amostra. Um poco de adicdo de amostra
confere protecdo contra gotas finas de amostra liquida que
podem respingar durante a adicdo de amostra.

O filtro adicional torna o dispositivo insensivel ou
pouco sensivel a variacdes em hematdcrito.

O dispositivo de ensaio inclui um filtro para separar
componentes na amostra. Este filtro € preferivelmente uma
membrana polimérica hidrofilica capaz de separar células
sanguineas vermelhas do plasma, preferivelmente sem
hemélise, sem ligacd@o nd3o especifica a proteinas, com alta
eficiéncia de separacdo, e sem vazamento de células
sanguineas vermelhas. As membranas de separacdo Primecare®
(Spectral® Diagnostics 1Inc., Toronto, ON, Canada) sao
exemplos de tais filtros.

Uma lé&mina pode ser arranjada nas projecdes, assim
definindo exatamente um volume entre as projec¢des, limitada
por um lado pela superficie do substrato e pelo outro lado
por dita la@mina. Foi surpreendentemente mostrado que a
adicdo da lé@mina influencia a capilaridade da zona de
absorgdo, e pela escolha de um material de lémina adequado

e adesivos para fixacdo da 1lémina, as propriedades
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hidrofilicas da zona de absorcdo podem ser ajustadas como
desejado.

O dispositivo de acordo com a invencdo € praticamente
fechado, e requer minima interacdo pelo usudrio. Uma vez
que a amostra tenha sido adicionada, o usudario permanece
somente para inserir o dispositivo em um aparelho para ler
o resultado. Vazamento de amostra proveniente do
dispositivo ¢é improvdvel, o que minimiza os riscos de
contaminagdo do leitor. O dispositivo é de fécil fabricacgdo
e, em suas modalidades preferidas, consiste em somente umas
poucas partes ou somente dois componentes principais, o
suporte e a tampa. A tampa serve para proteger as
caracteristicas do suporte do ambiente, poeira, dano
mecadnico etc.

Ademais, a construcdo e o principio de leitura dos
resultados abaixo, através do substrato ndo poroso, também
ajuda na criacgdo de um sistema fechado e protege o leitor
de contaminacdo das superficies com amostra, por exemplo,
uma amostra de paciente, ndo estd acessivel ao leitor ou ao
usudrio. A tampa também proporciona uma Area para etiquetas
e cbédigos de barra. Vantagens adicionais do dispositivo
incluem que ele ndo requer desmontagem para determinacdo do
resultado do ensaio.

E, contudo, concebido que o dispositivo possa ter um
elemento oposto a tampa. O fundo pode ser visto como um
elemento sobre o lado oposto a passagem de fluidos. Um
fundo estéd protegendo o outro lado da base de dano
mecénico, contaminacéo ou similares, que poderiam
influenciar a determinac¢do do resultado do ensaio. Um fundo
preferivelmente tem uma abertura ou outro meio gue habilite

a leitura do resultado do ensaio. De acordo com uma
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modalidade, ndo mostrada, o dispositivo tem meios de
deslizamento que protegem a base do dispositivo, mas
possiveis de serem removidos ou deslocados antes do
resultado do ensaio ser determinado. Em uma modalidade o
fundo tem pelo menos uma abertura de modo que a base possa
ser lida.

Em uma modalidade, o espaco de ar acima da base estéa
em muito pouco contacto com o ar em volta, através, por
exemplo, de pelo menos uma abertura pequena. Isto tem a
vantagem que ar de dentro serd saturado ou quase saturado
com vapores de solvente provenientes da amostra e assim
previne ou retarda ademais a secura da amostra. Assim esta
modalidade particular leva a uma secagem mais lenta da
amostra sobre a base. Um exemplo de tal modalidade & uma
modalidade com a tampa apertada leve ou um fundo e a tampa.

Com importéncia, o volume de amostra nd3o €& critico
para o desempenho do ensaio, uma vez que € o volume total
disponivel da zona de absorcdo e da passagem de fluidos que
determina a quantidade de amostra. O ensaio se torna
altamente confidvel a medida que a zona de absorcdo, e em
uma modalidade preferida, também a passagem de fluidos,
consistem em uma estrutura bem definida, possivel de ser
fabricada em uma configuracdo idéntica de teste a teste,
com nenhuma variacdo ou variacdes 1insignificantes em
volume, capacidade ou desempenho

A figura 1 mostra uma vista explodida de uma
modalidade da inveng¢do, onde sobre a superficie de um
substrato ou base 1 um caminho de fluxo ou passagem de
fluidos 2 é formado por ©projecdes, substancialmente
perpendiculares a dita superficie. Estas projecdes tém um

didmetro, altura e disténcia entre elas de tal modo que o
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fluxo capilar lateral seja alcancado. As projecdes sdo
preferivelmente modificadas com respeito a sua
funcionalidade quimica, bioldgica ou fisica, e dadas
propriedades hidrofilicas, por exemplo, por meio da adic&o
de dextrana.

Sobre a superficie de substrato, isto &, a superficie
de base, é formada uma zona de adic8o de amostra 3. Dita
zona pode conter projecdes substancialmente verticais, mas
também pode ser uma depressdo ou pogo no substrato. E
concebido que a zona de adicd3o de amostra pelo menos
parcialmente contenha ditas projegSes substancialmente
perpendiculares. A figura 1 esquematicamente mostra uma
modalidade onde a adigcdo de amostra contém projecdes
substancialmente verticais, mas onde ditas Dprojecdes
substancialmente verticais possuem outras propriedades, por
exemplo, dimensdes diferentes, de aquelas da passagem de
fluidos 2.

Préximo & zona de adic8o de amostra, na direcdo de
fluxo, um conjugado de deteccdo é pré-dispensado em uma
drea 4. Alternativamente, um conjugado de deteccdo é pré-
dispensado na zona de adicdo de amostra. No final da
passagem de fluidos 2 estd uma zona de absorcdo 5, que
consiste de proje¢des substancialmente perpendiculares.

De acordo com uma modalidade preferida, a =zona de
absorcdo estd coberta por uma lamina 6, juntamente com a
superficie do substrato e as projecdes definindo um volume.

Em uma modalidade, existe um dispositivo no poco de
adicdo de amostra prevenindo que uma pipeta seja inserida
através do filtro. Em uma modalidade, esta abertura
estreita ¢é adaptada a pipeta que se pretende usar

juntamente com o dispositivo de modo que a abertura permite
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gque a pipeta seja inserida completamente através da
abertura. Em uma modalidade alternativa, o dispositivo é
modelado de modo que a geometria da abertura e da pipeta
interage e previne que a pipeta seja inserida de um modo
que danifique o filtro.

A figura 1 ademais mostra como uma tampa 7 pode ser
arranjada sobre a base 1. A tampa 7 tem pelo menos uma
superficie 8 para carregar informacdo, tal como informacédo
impressa, texto, ilustrac¢des, cdédigos de barra, etc. Sobre
a tampa também é arranjado um poco de adicdo de amostra 9,
tendo um filtro de pré-tratamento de amostra 10.

A vista lateral mostrada na figura 2 ilustra como um
filtro de pré-tratamento de amostra estd em contacto com as
projec¢des presentes na zona de adicdo de amostra 3. A vista
lateral também indica que a tampa 7 pode ser anexada a base
1l na forma de um fecho de pressio. Também pode ser colada,
soldada ou de outra forma anexada a base. Um técnico no
assunto escolherd um método adequado para anexar a tampa a
base.

E também concebido que a tampa se estenda pelo menos
parcialmente sobre a superficie do fundo da Dbase,
protegendo a base de arranhdes, sujeira ou outra
contaminagdo ou outra influéncia que possa comprometer a
leitura do resultado do ensaio.

A figura 3 mostra esquematicamente como um fluxo
passagem 2 € arranjado sobre uma base 1, dita passagem de
fluxo consistindo de projecdes substancialmente
perpendiculares a superficie da base, e uma zona de
absorgdo, coberta por uma l&mina 6. O detalhe mostra como
as dimensdes das projec¢des, diédmetro, altura e disténcia

entre as projecgdes, sdo medidas.
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A figura 4 mostra uma modalidade alternativa da
presente inveng¢do com um fundo 11. Além do fundo é mostrada
uma base 1, compreendendo projeg¢des substancialmente
perpendiculares a dita superficie. As projecdes tém um
didmetro, altura e distédncia entre elas de tal modo que
pelo menos um fluxo capilar seja alcancado. Nesta
modalidade particular, existe uma zona de absorcdo 5
coberta por uma lamina 6, qgue juntamente com a superficie
da base e as projec¢des definem um volume. Existe uma
cobertura ou tampa 7 protegendo o dispositivo. Na tampa
estéd integrada um poco de adicdo de amostra 9. Entre o pogo
de adic¢8o de amostra 9 e a zona de adicdo de amostra 3 &
arranjado um filtro de pré-tratamento de amostra 10. O
dispositivo compreende ademais um fundo 11 com uma
abertura. A abertura permite a leitura da base 1 por um

leitor.

Exemplos

Materiais e métodos:

Estruturas micropilares como descrito no documento WO
03/103835 foram produzidos por Amic AB, Uppsala, Suécia, e
usadas para formar a zona de adic8do de amostra, a zona de
reacdo e a zona de absorg¢do. Estruturas de teste muiltiplo
foram fabricadas sobre um disco termopldstico, 1 mm de
espessura, que fol cortado em tiras, cada uma tendo uma
passagem de fluidos ou canal de fluxo aberto consistindo de
proje¢des ou micropilares perpendiculares. O material usado
para fabricar o disco foi Zeonor® (Zeon Corp., Japdo) um
polimero de olefina ciclico tendo excelentes propriedades

épticas.
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Uma matriz positiva incluindo as estruturas a serem
testadas foi feito por meio de entalhe das estruturas em
silica, e um molde negativo feito em niquel, usando dita
matriz de silica. Estruturas de teste miltiplo foram
fabricadas por extrusd@o termopldstica contra o molde
negativo, produzindo as estruturas sobre um disco de
polipropileno, 1 mm de espessura, que foi cortado em tiras,
cada uma tendo uma passagem de fluidos ou canal de fluxo
aberto consistindo de projecdes ou micropilares
perpendiculares.

Os micropilares tinham as seguintes dimensdes: 69 um

em altura, 46 um em di@metro e colocados a aproximadamente

29 um de disténcia ou disténcias de um ao outro. O canal de
fluxo tinha um comprimento de 25 mm e uma largura de 5 mm.
Os Ultimos 5 mm foram usados como suporte para os materiais
de absorcéao, definindo uma zona de absorcéao de
aproximadamente 5 x 5 mm.

Foram dadas as mesmas dimens8es para as tiras como de
tipicas lé&minas de microscdépio, isto &, 20 x 76 mm, por
razdes praticas.

O fluxo em estado estaciondrio foi medido aplicando 10
UL de um tampdo, composto de Triton X-100 a 0,25%, BSA a
0,5%, NaCl 0,3M, tampdo Tris 0,1 M e pH 7,0, em seqgiéncia
cinco vezes. O tempo para o desaparecimento de tampdo foi
cronometrado. Os ultimos cinco foram usados para cdlculo em

estado estacionario.

Exemplo 1. Fluxo capilar usando microesferas porosas como
meios de absor¢do
25 ng de Sephadex G25 seco (médio, Amersham

Biosciences, Uppsala, Suécia) foram colocados na
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extremidade longe do canal de fluxo, dispersados entre as
projecBes perpendiculares. 0O fluxo foi medido por adicdes
de tampdo como descrito acima. Os resultados s3o mostrados

na Tabela 1:

Tabela 1

Adicéo Ficha A yuL/min Ficha B uL/min
1 7,1 7,1
2 6,7 7,0
3 6,7 6,8
4 6,9 6,7
5 7,1 7,1

Experimentos preliminares usando outra fracdo das
mesmas microesferas, Sephadex G25 (superfina, Amersham

Biosciences, Uppsala, Suécia) indicaram que o tamanho de

particula significantemente influencia o fluxo.

Exemplo 2. Fluxo capilar usando celulose/filtros de fibra
de vidro como meios de absorcdo

Um filtro de absorg¢do de 25 mm de comprimento e 5 mm
de largura CF6 (Whatman, Maidstone, Inglaterra) foi
colocado na extremidade longe do canal de fluxo, repousando
sobre as proje¢des perpendiculares. O fluxo foi medido por
meio de adigdes de tampdo como descrito acima. Os

resultados sdo mostrados na Tabela 2:
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Tabela 2
Adicgé&o Ficha C pL/min Ficha D uL/min
1 11 11
2 12 11
3 12 10
4 11 11
5 11 11

Os resultados indicam gque uma interface de bom
funcionamento foi formada entre a passagem de fluidos, as
projecdes e o material de filtro de absorcdo, e gue uma

taxa de fluxo significante foili alcancada.

Exemplo 3. Fluxo capilar usando material de espuma como
meios de absorcdo

Espuma de poliuretano foi curada in situ sobre o
dispositivo, na extremidade longe do canal de fluxo, em uma
drea consistindo de projeg¢des perpendiculares. A espuma
preencheu o espag¢o entre as projec¢des, proporcionando boa
comunicagdo de fluidos com o canal de fluxo remanescente. O
tempo para que 100 ul fosse absorvido pela espuma foi
medido trés vezes para diferentes amostras. Os resultados
(Tabela 3) mostraram que a espuma pode servir como a zona
de absorcdo e que um fluxo relevante é alcancado. Antecipa-
se que a otimizacdo da espuma em relacdo a porosidade, cura
e outras propriedades, resultardo em taxas de fluxo ainda

melhores.
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Tabela 3.
Resultados obtidos para agdo capilar. O eixo y reporta o

tempo para absorver 100 L de &gua

Amostra tempo 1 tempo 2 tempo 3 Média
1,1 2,30 4,30 3,10 3,23
1,2 1,30 2,00 2,00 1,77
2,1 5,00 5,00 5,00 5,00
2,2 2,45 3,00 2,55 2,67
3,1 0,22 0,23 0,30 0,25
3,2 0,33 0,35 0,38 0,35
4,1 0,30 0,41 1,05 0,59
4,2 0,35 0,35 1,05 0,58
5,1 1,30 1,40 1,45 1,38
5,2 1,45 1,50 2,15 1,70
6,1 1,55 2,10 2,15 1,93
6,2 1,25 2,31 2,33 1,96
7,1 3,50 4,20 4,30 4,00
7,2 3,40 4,25 - 2,55
8,1 4,20 4,49 - 2,90
8,2 - - - 0,00
3,2-A 2,40 3,10 3,5 3,00
3,2-B 0,00
3,2-2 0,00

Exemplo 4. Fluxo dependente de lamina

As tiras de teste foram produzidas tendo uma passagem
de fluidos consistindo em ou levando em uma d&rea de
micropilares tendo as seguintes dimensdes: 69 um em altura,
46 um em di&metro e foram colocados a aproximadamente 29 um

de disténcia ou disténcias de um ao outro. O canal de fluxo
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tinha um comprimento de aproximadamente 25 mm e a largura
de 4 mm. A extremidade distal - relativa a adicdo de
amostra - foi coberta com uma l&mina de adesivo. Laminas
diferentes tendo adesivos hidrofilicos e hidrofébicos foram
testadas (amostras proporcionadas por Adhesives Research
Inc. UsSA).

O fluxo foi testado usando solucdo salina tamponada
com fosfato com uma adicdo de Tween-20 a 0,015 %. Os

resultados sdo mostrados na Tabela 4.
Tabela 4
Efeito da 1lémina sobre a velocidade do fluxo em uma

estrutura micropilar

Largura (*): 4 mm 2 mm Vol. tot.

Fluxo (pl/min) Fluxo (ul/min) (ul)

Nenhuma

(estrutura aberta) 11 7 40
Lémina hidrofilica 15 8 30
Lédmina hidrofdbica ML ML NA

ML, = Muito Lenta
NA

Ndo aplicavel

(*) Largura de passagem de fluidos

Os resultados mostram que cobrindo a extremidade
distal da passagem de fluidos mais larga (4 mm) com uma
lémina hidrofilica a velocidade do fluxo aumentou
significantemente. E provavel que uma menor melhora
alcancada na passagem de fluidos mais estreita (2 mm) seja
explicdvel pelas diferencas estruturais. Na passagem de

fluidos estreita, o efeito dos lados expostos se torna
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maior. Contempla-se que pelo ajuste das propriedades do
adesivo, por exemplo, escolhendo diferentes graus de
comportamento de umedecimento ou hidrofilicidade a
velocidade do fluxo possa ser exatamente ajustada para
vadrios fluidos de amostra.

Em geral, todos os resultados dos experimentos mostram
que o conceito inventivo funciona na préatica, e dgque a
provis8@o de uma zona de absorcdo aumentou significantemente
a capacidade de absorcdo e velocidade do fluxo em um
dispositivo de acordo com a invencdo. Os experimentos
usando uma lédmina intimamente arranjada sobre proje¢des ou
a estrutura micropilar mostram gque ndo somente esta define
o volume mais exatamente como também influencia a
velocidade do fluxo.

Embora a invencdo tenha sido descrita em relacdo a
suas modalidades preferidas gque compreendem o melhor modo
presentemente conhecido aos inventores, deveria ser
entendido que vArias mudancas e modificag¢les, como seria
6bvio a um técnico com habilidades ordindrias no assunto,
poderiam ser feitas sem que se afaste do escopo da invencgdo
como estabelecido nas reivindicacg¢des apensas no presente

documento.



10

15

20

25

30

1/4

REIVINDICACOES

. Dispositivo de ensaio que compreende uma tampa e uma

base, dita base compreendendo uma zona de adicdo de
amostra, uma zona de reagdo e uma zona de absorcdo,
ditos componentes estando em conexdo de fluidos e
sendo parte de uma passagem de fluidos levando desde a
zona de adicdo de amostra até a zona de absorcdo,
caracterizado pelo fato de que:

a. um po¢o de adigdo de amostra estd integrado na
tampa.

b. a zona de absorcdo compreende uma &rea sobre um
substrato nao poroso, tendo projecdes
substancialmente perpendiculares, ditas projecdes
definindo um volume, que juntamente com o volume
da passagem de fluidos define o volume de amostra
submetido ao ensaio,

c. a zona de adicdo de amostra compreende projecdes
substancialmente verticais a dita base, e

d. pelo menos um filtro estd entre o poco de adicdo
de amostra e a zona de adicd3o de amostra, em que
dito filtro é uma membrana polimérica hidrofilica
capaz de separar células sanguineas vermelhas do
plasma, e em que dito filtro estd em contacto com
projecdes substancialmente perpendiculares na

zona de adigdo de amostra.

2. Dispositivo de ensaio, de acordo com a reivindicacao

1, caracterizado pelo fato de que a passagem de

fluidos é uma parte integrada da base.
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. Dispositivo de ensaio, de acordo com qualguer uma das

reivindicag¢des 1-2, caracterizado pelo fato de que o

dispositivo de ensaio compreende ademais um fundo.

. Dispositivo de ensaio, de acordo com gqualguer uma

das reivindicag¢des 1-3, caracterizado pelo fato de
que as projecdes tém uma altura, diémetro e
disté@ncia entre as projeg¢des de tal modo que o fluxo
capilar lateral de dito fluido na zona de absorc¢édo

seja alcancado.

. Dispositivo de ensaio, de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1-4, caracterizado pelo fato de que a
area da zona de absorcdo que tem projegdes
substancialmente perpendiculares estd coberta por uma

lé&mina.

. Digspositivo de ensaio, de acordo com a reivindicagédo

5, caracterizado pelo fato de gque a lamina tem

propriedades hidrofilicas.

. Dispositivo de ensaio, de acordo com a reivindicacgédo

5, caracterizado pelo fato de que a lémina ¢é anexada
as projegBes perpendiculares usando uma substancia

hidrofilica.

. Dispositivo de ensaio, de acordo com qualquer uma das

reivindicagcdes 1-7, caracterizado pelo fato de que a
base é transparente, habilitando a leitura do

resultado através da dita base.
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Dispositivo de ensaio, de acordo com qualgquer uma das
reivindicag¢les 1-8, caracterizado pelo fato de dgque
compreende o conjugado de deteccgdo pré-dispensado na

ou préximo da zona de adigdo de amostra.

. Dispositivo de ensaio, de acordo com gualgquer uma
das reivindicac¢fes 1-9, caracterizado pelo fato de que
o poco de adigdo de amostra compreende um dispositivo
que previne que uma pipeta seja inserida através do

filtro.

Método para manusear amostras de fluidos,
caracterizado pelo fato de que é usado um
dispositivo de acordo com qualqgquer uma das

reivindicacdes 1-10.

Método para realizar um ensaio diagndstico,
caracterizado prelo fato de qgue é usado um
dispositivo de acordo com qualqguer uma das

reivindicacgdes 1-10.

Método para o manuseio de amostras de sangue
total, caracterizado pelo fato de que uma amostra de
sangue total ¢é colocada em um pogo de adigdo de
amostra, e submetida a separacdao de células
sanguineas vermelhas usando um filtro, em que o
plasma é colocado em contacto com uma passagem de
fluidos, compreendendo uma zona de adigdo de amostra,
uma zona de reacdo e uma zona de absor¢do, em gue a

zona de absorcdo compreende uma drea sobre um

substrato ndo poroso tendo projec¢des substancialmente
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perpendiculares com uma altura, di@metro e disténcia
entre as projec¢les de tal modo que o fluxo capilar
lateral de dito fluido na =zona de absorcgdo seja
alcancado, em que o filtro € uma membrana polimérica
hidrofilica capaz de separar células sanguineas
vermelhas do plasma, em gque o filtro estd em contacto
com projecdes presentes na zona de adig¢do de amostra,
e em que o volume da zona de absorgdo e da passagem
de fluidos define o volume de plasma atraido através

da zona de reacdao.

Método, de acordo com a reivindicacgéo 13,
caracterizado pelo fato de que as projeg¢des séao

cobertas por uma lémina.

Método, de acordo com a reivindicacgédo 14,
caracterizado pelo fato de que uma taxa de fluxo é
controlada por selecdo das propriedades hidrofilicas

da l&mina.
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RESUMO

DISPOSITIVO DE ENSAIO E METODO

E proporcionado um dispositivo de ensaio que
compreende uma tampa e uma base, dita base compreendendo,
uma zona de adig¢do de amostra, uma zona de reagdo e uma
zona de absorcgdo, ditos componentes estando em conexdo de
fluidos e sendo parte de uma passagem de fluidos levando

desde a zona de adicdo de amostra até a zona de absorgdo,

em gque: (a) um poco de adicdo de amostra estd integrado na
tampa, (b) a zona de absorcdo consiste em uma &rea sobre um
substrato mndo poroso, tendo projec¢cdes substancialmente

perpendiculares, ditas projec¢des definindo um volume, gue
juntamente com o volume da passagem de fluidos define o
volume de amostra submetido ao ensaio, e (c¢) pelo menos um
filtro estéd entre o pogo de adicdo de amostra e a zona de
adicdo de amostra. Ademais, & proporcionado métodos para

manusear amostras.
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