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ESTA INVENCAO REFERE-SE A UM DISPOSITIVO (1) PARA DETECCAO DE ENERGIA GERADA

PELO DECLINIO NAO-RADIANTE GERADO NUMA SUBSTANCIA (2) SOB IRRADIAGAO COM
RADIACAO ELECTROMAGNETICA. O DISPOSITIVO (1) COMPREENDE UMA FONTE DE
RADIACAO (6) ADAPTADA PARA GERAR UMA SERIE DE IMPULSOS DE RADIAGAO
ELECTROMAGNETICA, UM TRANSDUTOR (3) COM UM ELEMENTO PIROELECTRICO OU
PIEZOELECTRICO E ELECTRODOS (4, 5), QUE E CAPAZ DE CONVERTER A ENERGIA GERADA
PELA SUBSTANCIA (2) NUM SINAL ELECTRICO, E UM DETECTOR (7) QUE E CAPAZ DE
DETECTAR O SINAL ELECTRICO GERADO PELO TRANSDUTOR (3). O DETECTOR (7) ESTA
ADAPTADO PARA DETERMINAR O INTERVALO DE TEMPO ENTRE CADA IMPULSO DE
RADIACAO ELECTROMAGNETICA DA FONTE DE RADIAGAO (6) E A GERACAO DO SINAL
ELECTRICO. O DISPOSITIVO (1) TEM UMA AMPLA APLICABILIDADE NO CAMPO DOS ENSAIOS E
DA MONITORIZAGAO.



RESUMO
«DISPOSITIVO OPTICO DE DETECGAO QUIMICA COM TRANSDUTOR
PIROELECTRICO OU PIEZOELECTRICO»

substancia {(2) sob irradiacgio com radiagéao
electromagnética. O dispositivo (1) compreende uma fonte de
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radiac&o (6) adaptada para gerar uma série de impulsos de

radiacao electromagnética, um  transdutor (3) ~om um

. 0O detector (7) estd adaptadco para determinar o

intervalo de tempc entre cada impulso de radiacgéo

sinal eléctrico. 0 dispositivo (1) tem uma ampla

aplicabilidade nc campo dos ensaios e da monitorizacgéo.



DESCRIGAO
«DISPOSITIVO OPTICO DE DETECGAO QUIMICA COM TRANSDUTOR
PIROELECTRICO OU PIEZOELECTRICO»

[0001] A presente invencdo refere-se a um dispositivo de

deteccdo quimica que emprega um transdutor.

[0002] A monitorizagdo de analitos em solugdo, por exemplo
compostos bioclogicamente importantes em ensaios bioldgicos,
tem uma ampla aplicac&o. Assim, estd disponivel uma ampla
variedade de dispositivos de anadlise e diagnéstico.
Muitos dispositivos empregam um reagente que sofre uma
alteracédo da cor detectavel a olho nu na presenga das
espécies a serem detectadas. 0O reagente ¢é freguentemente
usado numa tira de teste e podem ser fornecidos elementos
6épticos para auxiliar na determinacdo da alteracdo da

Ccor.

[0003] A publicagdo WO 90/13017 divulga um elemento
piroeléctrico ou outro transdutor termoeléctrico sob a
forma de uma tira. S&o fornecidos eléctrodos de pelicula
fina e um ou mais reagentes sdo depositados na superficie
do transdutor. O reagente sofre uma alteracdo selectiva da
cor quando entra em contacto com a espécie a ser
detectada. O dispositivo é entdo tipicamente inserido num
detector onde o transdutor € iluminado geralmente a
partir de Dbaixo pela fonte de 1luz LED e é detectada a
absorcéao de luz pelo reagente como agquecimento
microscdépico na superficie do transdutor. A emissdo de
sinal eléctrico pelo transdutor ¢é processada para obter a

concentracdo das espécies a serem detectadas.



[0004] O sistema da publicagcdo WO 90/13017 permite a
andlise das espécies que produzem uma alteracdo da cor no
reagente em reacgao ou combinagdo com O reagente. Por
exemplo, o0s reagentes incluem pH e corantes indicadores
de metais pesados, reagentes (e.g. o-cresol em solucao de
cobre amoniacal) para detectar aminofenol num ensaio de
paracetamol, e um corante de tetrazdlio para detectar uma
enzima de oxidoreductase num ensaio imunocabsorvente ligado
a enzima (ELISA). Contudo, embora este sistema seja util
em determinadas aplicacdes, tem sido considerado adequado
para andlise apenas quando a espécie em andlise gera uma
alteracdo de cor no reagente, Jjid que é o reagente que esté
localizado na superficie do transdutor. Assim, este
sistema ndo pode ser aplicado a andlise de espécies que
ndo causam uma alteracao de cor no reagente ou quando a
alteracdo de cor ndo estd na superficie do transdutor. No
campo dos ensaios bioldgicos, i1isto dé& ao sistema uma

aplicabilidade limitada.

[0005] J.D. Wright et al, Sensors and Actuators B 51
(1998) 121-130 divulga um sistema de monitorizacdo quimica
ambiental e ocupacional baseado numa etiqueta de pelicula
polimérica piezoeléctrica. As alteracgbdes de cor em
manchas de reagente na pelicula polimérica sao
determinadas através da iluminag¢do com um LED a piscar.

O declinio nédo-radiante ¢é convertido pela pelicula de
polimero piezoeléctrico numa carga que ¢é medida usando um
amplificador de lock-in. Um estudo mais aprofundado dos
factores cinéticos deste sistema de monitorizacdao é
apresentado em C.A. Gibson et al, Sensors and Actuators B

51 (1998) 238-243.

[0006] A publicacdo FR 2 715 226 divulga um arranjo para a



andlise fototérmica de um material com uma estrutura em
camadas para determinar um parametro fisico de uma destas
camadas. O arranjo inclui um sensor piroeléctrico em

contacto térmico com as camadas.

[0007] Deste modo, a presente invencdo fornece um
dispositivo para detectar a energia gerada pelo declinio
nao radiante num analito ou num complexo ou derivado do
analito sob irradiacdo com radiacdo electromagnética que
compreende uma fonte de radiacdo adaptada para gerar uma
série de impulsos de radiacdo electromagnética, um
transdutor com um elemento piroeléctrico ou
piezoeléctrico e eléctrodos, que é capaz de converter a
energia gerada pelo analito ou complexo ou derivado do
analito num sinal eléctrico, pelo menos um reagente
proximo da superficie do transdutor, o reagente tendo um
local de 1ligacdo que ¢é capaz de ligar o analito ou
complexo ou derivado do analito, um pogo para conter um
liquido, tendo o analito ou complexo ou derivado do
analito ai dissolvido ou suspenso em contacto com o©
transdutor, um detector que é capaz de detectar o sinal
eléctrico gerado pelo transdutor, e um controlador para
controlar a fonte de luz e o detector, em que o detector
¢ adaptado para determinar o intervalo de tempo entre
cada 1mpulso de vradiacdo electromagnética da fonte de
radiacdo e a geracdo do sinal eléctrico e em que o
detector ¢é disposto de modo a detectar apenas o sinal
eléctrico gerado pelo transdutor até a um intervalo de
tempo seleccionado para discernir a concentracao do
analito ou complexo ou derivado do analito a diferentes

distancias da superficie do transdutor.



[0008] A presente invencdo baseia-se na descoberta pelo
requerente de que a energia, tipicamente calor, gerada
pelo declinio ndo-radiativo numa substancia sob
irradiacdo com radiacdo electromagnética, aqui denominada
"luz", pode ser detectada por um transdutor mesmo quando
a substadncia nado estd em contacto com o transdutor e além
disso, que o intervalo de tempo entre a irradiacgdo com
radiacdo electromagnética e o sinal eléctrico produzido
pelo transdutor ¢é fungdo da distancia da substéncia em
relagcdo a superficie da pelicula. Esta descoberta tem uma
ampla aplicabilidade no campo dos ensaios e da

monitorizacéao.

[0009] A presente invencdo também fornece um método para
detectar um analito ou um complexo ou derivado do analito
dissolvido ou suspenso numa amostra liquida,
compreendendo os passos de expor a amostra liquida a um
transdutor com um elemento piroeléctrico ou
piezoeléctrico e eléctrodos, que €& capaz de converter
uma alteracéao na energia num sinal eléctrico, o
transdutor tendo pelo menos um reagente prdéximo deste, o
reagente tendo um local de ligacdo que & capaz de ligacgéo
ao analito ou a um complexo ou derivado do analito, o
analito ou o complexo ou derivado do analito sendo capaz
de absorver a radiacdo electromagnética gerada pela fonte
de radiagdo para gerar energia por declinio nao-
radiativo;

irradiar o reagente com uma série de impulsos de radiacéo
electromagnética, convertendo a energia gerada num sinal
eléctrico;

detectar o sinal eléctrico e o intervalo de tempo entre
cada impulso de radiacdo electromagnética da fonte de

radiagcdo e a geracdo do sinal eléctrico, em que o



intervalo de tempo entre cada um dos impulsos de radiacao
electromagnética e a producéao do sinal eléctrico
corresponde a posicdo do analito ou um complexo ou
derivado do analito, em gqualquer uma de uma ou mais
posicdes em disténcias diferentes da superficie do
transdutor e em gue o intervalo de tempo ¢é seleccionado
para distinguir a concentracdo do analito ou um complexo
ou derivado do analito a diferentes disténcias em relacao

a superficie do transdutor.

[0010] As modalidades preferidas da presente invengéao
serdo agora descritas fazendo referéncia as figuras, nas

quais

A Fig. 1 mostra uma representacdo esquemdtica do
dispositivo de deteccdo quimica da presente invencéo;
A Fig. 2 mostra um imunoensaio “em sanduiche” que usa
0 dispositivo da presente invencgao;

A Fig. 3 mostra um grafico do valor do leitor versus
tempo para (a) um anticorpo marcado numa pelicula
piezoeléctrica e (b) um anticorpo marcado em solucgéo,
ambos sendo reforgcados pela deposicao catalitica de
prata metdlicaj;.,

A Fig. 4 mostra os resultados de um ensaio “em
sanduiche” que usa um anticorpo marcado com o0uUro
coloidal que ¢é reforcado pela deposicdo catalitica

de prata metdlica na superficie da pelicula

piezoeléctrica;
A Fig. 5 mostra os resultados de um ensaio “em
sanduiche” que wusa um anticorpo marcado com o0uro

seguido de deposicdo catalitica de prata metédlica na
superficie da pelicula piezoeléctrica usando cinco
concentracdes de analito diferentes;

A Fig. 6 mostra um grafico de contagens versus



espessura da pelicula, demonstrando a transferéncia de
energia através de uma camada colorida acima de uma
camada nado colorida gque transfere energia para uma
pelicula piezoeléctrica; e

A Fig. 7 mostra um grafico de contagens versus atraso
de correlacdo demonstrando a transferéncia de energia
através de uma camada colorida e uma camada néao
colorida que transfere energia para uma pelicula

piezoeléctrica.

[0011] A Fig. 1 mostra uma parte de um dispositivo de
deteccdo quimica 1 de acordo com a presente invencgdo gue
se baseia na producdo de calor numa substédncia 2, um
analito ou um complexo ou derivado do analito (ver também
a Fig. 2), mediante irradiacdo da substéncia 2 com
radiacdo electromagnética. A Fig. 1 mostra o dispositivo
de detecc¢do quimica 1 na presenca de uma substéncia 2. O
dispositivo 1 compreende um transdutor piroeléctrico ou
piezoeléctrico 3 com revestimentos de eléctrodo 4, 5. O
transdutor 3 & de preferéncia uma pelicula polarizada de
fluoreto de polivinilideno. Os revestimentos dos
eléctrodos 4, 5 sdo de preferéncia compostos por 6xido de
indio e estanho com uma espessura de cerca de 35 nm,
embora seja possivel gquase qualquer espessura desde o
limite inferior de 1 nm, abaixo do qual a condutividade
eléctrica é excessivamente baixa, até ao limite superior
de 100 nm, acima do qual a transmissdo oéptica € muito
baixa (e nao deve ser inferior a 95%T). Uma substéncia 2
¢ mantida préxima do transdutor piezoeléctrico 3, aqui
representado ligado ao revestimento do eléctrodo superior
4. Pode ser depositada uma pluralidade de substéncias. De
preferéncia, a substancia 2 € adsorvida no eléctrodo

superior, e.g. covalentemente acoplada ou ligada através



de forcas intermoleculares, tais como ligagbes idnicas,
ligagdo de hidrogénic ou forgas de Van der Waals. Uma
caracteristica chave da presente invencao €& que a
substancia 2 gera calor qguando irradiada pela fonte de
radiacdo electromagnética 6, como luz, de preferéncia luz
visivel. A fonte de luz pode ser, por exemplo, um LED. A
fonte de luz 6 ilumina a substédncia 2 com 1luz do
comprimento de onda apropriado (e.qg., uma cor
complementar). Sem pretender ficar limitado por qualgquer
teoria particular, considera-se que a substéancia 2
absorve a luz para gerar um estado excitado que é entéo
sujeito a declinio ndo-radiativo gerando assim energia,
indicada pelas linhas curvas na Fig. 1. Esta energia esté
principalmente sob a forma de calor (i.e. movimento
térmico no ambiente), embora possam também ser geradas
outras formas de energia, e.g. um onda de choque. A
energia ¢, contudo, detectada pelo transdutor e convertida
num sinal eléctrico. O dispositivo da presente invencdo é
calibrado para a substancia especifica a ser medida e, como
tal, ndo ¢é preciso determinar a forma precisa da energia
gerada pelo declinio nao-radiativo. A menos que
especificado de outra forma, o termo "calor" é usado aqui
para indicar a energia gerada pelo declinio néao-
radiativo. A fonte de luz 6 ¢é posicionada de modo a
iluminar a substancia 2. De preferéncia, a fonte de 1luz
6 é posicionada abaixo do transdutor 3 e eléctrodos 4, 5
e a substéncia 2 ¢ iluminada através do transdutor 3 e
eléctrodos 4. A fonte de luz pode ser uma fonte de luz
interna dentro do transdutor no qual a fonte de luz € um
sistema de ondas guiadas. O guia de ondas pode ser O
préprio transdutor ou uma camada adicional ligada ao

transdutor.



[0012] A energia gerada pela substéncia 2 & detectada pelo
transdutor 3 e convertida num sinal eléctrico. O sinal
eléctrico é detectado por um detector 7. A fonte de luz 6
e o detector 7 estdao ambos sob o controlo do controlador
8. A fonte de luz 6 gera uma série de impulsos de luz (o
termo "luz" agqui usado designa qualquer forma de radiacédo
electromagnética, excepto se indicado um comprimento de
onda especifico) que € denominada " luz intermitente". Em
principio, um unico feixe de 1luz, i.e. um impulso de
radiagdo electromagnética, seria suficiente para gerar um
sinal a partir do transdutor 3. Contudo, de modo a obter
um sinal reprodutivel, & usada uma pluralidade de feixes
de 1luz, o qgque na pratica requer luz intermitente. A
frequéncia a gque os impulsos de radiacgdo electromagnética
sdo aplicados pode ser variada. No limite inferior, o
intervalo de tempo entre os impulsos deve ser suficiente
para o intervalo de tempo entre cada impulso e a
geracdo de um sinal eléctrico a ser determinado. No
limite superior, o intervalo de tempo entre cada impulso
ndo deve ser tdo grande dque o periodo que demora a
registar 0s dados se torne despropositadamente
prolongado. De preferéncia, a frequéncia dos impulsos é
de 2-50 Hz, preferencialmente 5-15 Hz e, mais
preferencialmente, 10 Hz. Isto corresponde a um intervalo
de tempo entre impulsos de 20-500 ms, 66-200 ms e 100
ms, respectivamente. Adicionalmente, a denominada razao
de "marcacao", i.e. a razao de sinal ligado para sinal
desligado, ¢é, de preferéncia, um, embora possam ser
usadas outras razdes sem um efeito prejudicial. Sao
conhecidas na arte fontes de radiacdo electromagnética
que produzem luz intermitente com diferentes frequéncias
de corte ou diferentes razdes de marcacgao. O detector 7

determina o) intervalo de tempo (ou "atraso de



correlacgao") entre cada impulso de luz da fonte de luz 6
e o sinal eléctrico correspondente detectado pelo
detector 7 a partir do transdutor 3. O reqgquerente
descobriu que este intervalo de tempo ¢é fungdo da

distéancia, d.

[0013] Dentro do éambito das reivindicacgdes 1 e 14, pode
ser usado qualgquer método para determinar o intervalo de
tempo entre cada impulso de luz e o sinal eléctrico
correspondente que oferece resultados reprodutiveis. De
preferéncia, o intervalo de tempo ¢é medido a partir do
inicio de cada impulso de 1luz até ao ponto no qual um
maximo no sinal eléctrico correspondente a absorgdo de

calor é detectado pelo detector 7.

[0014] 2 descoberta de que a substancia 2 pode ser
separada da superficie do transdutor e que ainda pode ser
detectado um sinal, é surpreendente j& que um especialista
esperaria que o calor dispersasse no meio envolvente e
assim fosse indetectavel pelo transdutor 3 ou pelo menos
por um sinal relevante a ser recebido pelo transdutor. O
requerente descobriu, surpreendentemente, gque nédo apenas
o sinal ¢é detectavel através de um meio interveniente
capaz de transmitir energia para o transdutor 3, mas dque
diferentes distancias, d, podem ser distinguidas (isto tem
sido denominado "profundidade ") e que a intensidade do
sinal recebido é proporcional a concentracéo da
substancia 2 na disténcia particular, d, a partir da
superficie do transdutor 3. Além disso, o requerente
descobriu que a natureza do préprio meio influencia o
intervalo de tempo e a magnitude de um sinal num
determinado intervalo de tempo. Estes achados fornecem uma

ampla gama de novas aplicag¢des para os dispositivos de



deteccdo guimica que empregam um transdutor.

[0015] Numa modalidade, a presente invencdo fornece um
dispositivo como definido na reivindicacdo 1 em que a
substancia ¢é um analito ou complexo ou derivado do
analito, o dispositivo sendo usado para detectar o
analito numa amostra, o dispositivo compreendendo ainda
pelo menos um reagente prdéximo do transdutor, o reagente
tendo um local de ligacdo que é capaz de ligar o analito
ou o complexo ou derivado do analito, em que o0 analito ou
o complexo ou derivado do analito € capaz de absorver a
radiacdo electromagnética gerada pela fonte de radiacéo
para gerar energia, tipicamente calor, em gue, em uso, a
energia, tipicamente calor, gerada é convertida num sinal
eléctrico pelo transdutor e é detectada pelo detector, e o
intervalo de tempo entre cada um dos impulsos de
radiacdo electromagnética e a producdo do sinal eléctrico
corresponde a posicdo do analito em qualgquer uma de uma
ou mais posicgdes a diferentes disténcias da superficie do
transdutor. A presente invencao também fornece um método
definido na reivindicacdo 14 para detectar um analito numa
amostra, compreendendo 0s passos de expor a amostra a um
transdutor com um elemento piroeléctrico ou
piezoeléctrico e eléctrodos, que é capaz de converter
uma alteracdo na energia, tipicamente calor, num sinal
eléctrico, o transdutor tendo pelo menos um reagente
proximo deste, o reagente tendo um local de ligacdo que é
capaz de ligacdo ao analito ou a um complexo ou derivado
do analito, o analito ou o complexo ou derivado do
analito sendo capaz de absorver a radiacgéao
electromagnética gerada pela fonte de radiagdo para gerar
energia, tipicamente calor; irradiar o reagente com uma

série de impulsos de radiacao electromagnética,
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convertendo a energia gerada, tipicamente calor, num sinal
eléctrico; detectar o sinal eléctrico e o intervalo de
tempo entre cada impulso de radiacdo electromagnética da
fonte de radiacdo e a geracgcao do sinal eléctrico, em que o
intervalo de tempo entre cada um dos impulsos de radiacao
electromagnética e a producéao do sinal eléctrico
corresponde a posicdo do analito em qualgquer uma de uma ou
mais posigbdes a disténcias diferentes da superficie do
transdutor. Um tal dispositivo e método tem
aplicabilidade em, por exemplo, imunoensaios e ensaios
baseados em acido nucleico. Num exemplo preferido de um
imunoensaio, o reagente é um anticorpo e o analito € um

antigénio.

[0016] Num imunoensaio tipico, um anticorpo especifico
para um antigénio de interesse ¢é ligado a um suporte
polimérico, como uma folha de cloreto de polivinilo ou
poliestireno. Uma gota de extracto celular ou uma amostra
de soro ou urina é disposta na folha, que ¢é lavada apds a
formacdo do complexo anticorpo-antigénio. Sédo entéo
adicionados anticorpos especificos para um local diferente
no antigénio e a folha é novamente lavada. Este segundo
anticorpo tem um marcador para poder ser detectado com
elevada sensibilidade. A quantidade do segundo anticorpo
ligado a folha € proporcional a quantidade de antigénio
na amostra. Este ensaio e outras variacbdes deste tipo de
ensaio sao bem conhecidas. Ver, por exemplo, "The
Immunoassay Handbook, 2nd Ed." David Wild, Ed., Nature
Publishing Group, 2001. O dispositivo da presente

invencdo pode ser usado em qualquer um destes ensaios.

[0017] A titulo de exemplo, a Fig. 2 mostra um ensaio de

anticorpo de captura tipico que usa o dispositivo da

11



presente invencdo. Um dispositivo inclui um transdutor 3
e um pogo 9 para conter um ligquido 10 com um analito 11
ai dissolvido ou suspenso. O transdutor 3 tem uma série
de reagentes, i.e. anticorpo 12, ligados. O anticorpo 12
€& representado ligado a pelicula na Fig. 2 e esta ligacéo
pode ser através de uma ligacdo covalente ou pela
adsorgcdo nédo covalente sobre a superficie, por exemplo
por ligacéo de hidrogénio. O anticorpo ¢é representado

ligado ao transdutor.

[0018] Por exemplo, uma camada adicional pode separar o
anticorpo 12 e o transdutor 3, por exemplo, uma camada de
polimero de silicone, ou o anticorpo pode ser ligado a
particulas 1inertes e as particulas 1inerte s&o entéo
ligadas ao transdutor 3. Em alternativa, o anticorpo 12
pode ser aprisionado dentro de uma camada de gel gue

posta a revestir a superficie do transdutor 3.

[0019] Em wuso, o pogo ¢é enchido com liquido 10 (ou
gquaisquer fluidos) contendo um antigénio 11. 0
antigénio 11 entdo liga-se ao anticorpo 12. O anticorpo
adicional marcado 13 ¢é adicionado ao liquido e um
denominado complexo "em sanduiche" ¢é formado entre o
anticorpo ligado 12, o antigénio 11 e o anticorpo
marcado 13. Um excesso de anticorpo marcado 13 &
adicionado de modo a que todo o antigénio ligado 11
forme um complexo em sanduiche. A amostra contém,

assim, antigénio marcado ligado 13a e antigénio marcado

ndo ligado 13b livre na solugéao.

[0020] Durante ou apdés a formacdo do complexo em

sanduiche, a amostra € irradiada wusando uma série de
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impulsos de radiacdo electromagnética, como luz. O
intervalo de tempo entre cada impulso e a geragdo de um
sinal eléctrico pelo transdutor 3 ¢é detectado por um
detector. 0 intervalo de tempo apropriado é
seleccionado para medir apenas a energia (calor) gerada
pelo antigénio marcado ligado 13a. Ja que o intervalo
de tempo ¢é funcgdo da distdncia do marcador em relacgédo
ao transdutor 3, o anticorpo marcado ligado 13a pode
ser distinguido do antigénio marcado ndo ligado 13b.
Isto confere uma vantagem significativa em relacdo ao
imunoensaio em sanduiche convencional, na medida em que
elimina a necessidade de ©passos de lavagem. Num
imunoensaio em sanduiche convencional, o anticorpo
marcado nao ligado deve ser separado do anticorpo
marcado ligado antes da realizacdo de gualguer
medicdo, j& que o antigénio marcado ndo ligado interfere
com o sinal gerado pelo antigénio marcado ligado.
Contudo, devido a "determinacéao da profundidade™”
fornecida pela presente invencédo, € possivel distinguir
o antigénio marcado ligado do ndo ligado. De facto, a
capacidade de distinguir entre substancias prdximas do
transdutor e substédncias na solugdo em massa € uma

vantagem particular da presente invencgéao.

[0021] O anticorpo marcado é de preferéncia marcado com um
marcador seleccionado de entre: uma molécula de corante,
uma particula de ouro, uma particula polimérica colorida
(e.g., uma particula de latex colorida), uma molécula
fluorescente, uma enzima, um glébulo vermelho, uma
molécula de hemoglobina, uma particula magnética e uma
particula de carbono. Contudo, gqualquer marcador capaz de
interagir com a radiagdo electromagnética para gerar calor

seria aceitavel. No caso de uma particula magnética, a
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radiacdo electromagnética ¢é radiacdo de radio-frequéncia.
Todos os outros marcadores mencionados acima empregam luz.
No caso de uma particula de ouro, o marcador € realcado
usando uma solugdo de ides de prata e um agente redutor.

0O ouro catalisa/activa a reducgdo dos 16es de prata para
metal prata e é o metal prata que absorve a luz.

Todos estes marcadores sdao convencionais.

[0022] O anticorpo marcado ou, na realidade, qualgquer um
ou mais reagentes adicionais sdo de preferéncia guardados
numa camara incorporada no dispositivo da presente

invencéao.

[0023] O antigénio ¢é habitualmente uma proteina, por
exemplo uma hormona a base de proteina, embora possam ser
detectadas moléculas menores tais como, por exemplo,
fdrmacos. O antigénio pode também ser parte integrante de
uma particula maior, como um virus, uma bactéria, uma

célula (e.g. um gldébulo vermelho) ou um prido.

[0024] Noutro exemplo de imunoensaios conhecidos, a
presente invencéo pode ser aplicada a ensaios
competitivos nos quais o sinal eléctrico detectado pelo
detector € inversamente proporcional a presenga de um
antigénio n&o marcado na amostra. Neste <caso, ¢é a
quantidade do antigénio ndo marcado na amostra que

interessa.

[0025] Num imunoensaio competitivo, um anticorpo € ligado
ao transdutor, tal como representado na Fig. 2. Uma
amostra contendo o) antigénio é entédo adicionada.
Contudo, em vez de adicionar um anticorpo marcado, &

adicionada a solugéo uma quantidade conhecida do
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antigénio marcado. Os antigénios marcados e ndo marcados
entdo competem pela ligacdo aos anticorpos ligados ao
transdutor 3. A concentracdo do antigénio marcado ligado
¢ entdo inversamente ©proporcional a concentracdo do
antigénio n&o marcado ligado e, assim, Jj& que a
quantidade de antigénio marcado ¢é conhecida, pode ser
calculada a quantidade de antigénio ndo marcado na
solucdo 1inicial. Os mesmos marcadores especificados em
relagcdo aos anticorpos podem também ser usados com 0s

antigénios.

[0026] Numa modalidade da presente invencdo, o analito a
detectar pode estar presente numa amostra de sangue
total. Em muitos ensaios convencionais, a presencga de
outros componentes do sangue em solucao ou suspensao,
tais como eritrdcitos, interfere com a deteccgdo do
analito particular em estudo. Contudo, no dispositivo da
presente invencédo, Jja que sé & determinado o sinal a uma
disténcia conhecida do transdutor 3, 0os outros
componentes do sangue que estao livres na solugdo ou
suspensdo nao interferem com a detecgcado. Isto simplifica
a andlise de uma amostra de sangue, Jj& qgque dispensa um
passo de separagdao a parte. Um aparelho para determinar
0s niveis de analito numa amostra de sangue compreende,
de preferéncia, um leitor portdtil e um dispositivo
descartéavel que contém a pelicula piezoeléctrica. Uma
pequena amostra de sangue (cerca de 10 microlitros) ¢é
obtida e transferida para uma camara dentro do
dispositivo descartavel. Um lado da cémara ¢é composto
pela pelicula piezoeléctrica revestida com um anticorpo
capaz de 1ligacdo ao analito de interesse. Uma solucao
adicional ©pode ser, entéo, adicionada contendo, por

exemplo, anticorpo marcado ou uma concentracao conhecida
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de antigénio marcado, tal como descrito acima. A reaccgéao
prossegue e o dispositivo descartédvel ¢é entdo inserido no
leitor que activa o processo de medicao. Os resultados do
ensaio sao entdo 1indicados num mostrador do leitor. O
dispositivo descartéavel contendo a pelicula

piezoeléctrica é entdo removido e descartado.

[0027] Uma potencial fonte de interferéncia de fundo é o
assentamento de particulas suspensas na superficie do
transdutor piroeléctrico ou piezoeléctrico. Por exemplo,
isto pode ocorrer nalguns dispositivos gque usam a
producao de particulas de prata. Esta fonte de
interferéncia pode ser evitada posicionando o transdutor
acima da solugdo em massa, e.g. na superficie superior
da camara de reaccgéao. Assim, se ocorrer algum
assentamento, este ndo 1réd interferir com o transdutor.
Em alternativa, as particulas podem ser menos densas do
que o meio e, assim, flutuar para a superficie da solucgéao
em massa, em vez de assentarem na superficie do
transdutor. Esta e outras modificagdes estdo incluidas no

ambito da presente invencéo.

[0028] O dispositivo da presente invencdo ndo se limita a
detectar apenas um analito na solucao. Ja& que o
dispositivo permite a "caracterizacdo da profundidade™,
podem ser detectados analitos diferentes empregando
reagentes que ligam selectivamente <cada analito a
detectar, em que 0s reagentes estéo a diferentes
disténcias da superficie do transdutor 3. Por exemplo,
podem ser detectados doils analitos usando dois reagentes,
0 primeiro reagente sendo posicionado a uma primeira
distéancia da pelicula e o segundo reagente sendo

posicionado a uma segunda distédncia da pelicula. O
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intervalo de tempo entre cada impulso de radiacéo
electromagnética e a produgdo de sinal eléctrico seréo
diferentes para os dois analitos ligados ao primeiro e

segundo reagentes.

[0029] Para além de fornecerem diferentes
profundidades, podem ser realizados multiplos testes
usando diferentes tipos de reagentes, e.g. diferentes
anticorpos, em diferentes ©partes do transdutor. Em
alternativa ou adicionalmente, podem ser realizados
miltiplos testes usando reagentes/analitos que respondem
a diferentes comprimentos de onda de radiacgéao

electromagnética.

[0030] A substéncia gque gera a energia, tipicamente
calor, pode estar na superficie da pelicula, contudo,
de preferéncia, a substancia estd a pelo menos 5 nm
da superficie da pelicula e, de preferéncia, a
substancia ndo estd a mais de 500 mm da superficie da

pelicula.

[0031] Como alternativas as reaccgdes anticorpo-
antigénio, o reagente e o analito podem ser um primeiro
e um segundo &cidos nucleicos que sao complementares,
ou um reagente contendo avidina ou derivados desta e um
analito contendo biotina ou derivados desta, ou vice-
versa. O sistema também nao se limita a ensaios
bioldégicos e pode ser aplicado, por exemplo, a deteccao

de metais pesados em Aagua.

[0032] Como descrito acima, o requerente descobriu que o

intervalo de tempo entre cada impulso de radiacgao
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electromagnética na geracdo de um sinal eléctrico no
transdutor & proporcional a distédncia da substancia em
relagdo a pelicula. Além disso, o requerente descobriu
que o intervalo de tempo depende da natureza do prdprio
meio. Inicialmente, foli surpreendente verificar qgque um
meio liquido n&o humedece totalmente o sinal. Contudo,
0 requerente descobriu que alteragdes na natureza do meio
podem alterar o intervalo de tempo (i.e. até o médximo do
sinal ser atingido), a magnitude do sinal e a forma de
onda do sinal (i.e. a variacao da resposta ao longo do

tempo) .

[0033] Estas alteragdes na natureza do meio podem dever-
se, entre outros, as variagdes na espessura do meio, a
elasticidade do meio, a rigidez do meio, a densidade do
meio, a deformabilidade do meio, a capacidade de
aquecimento do meio ou a velocidade na qual as ondas de

som/choque podem ser propagadas pelo meio.

Exemplos

[0034] Um bimorfo polarizado de fluoreto de
polivinilideno, revestido de éxido de indio e estanho, foi
usado como dispositivo de deteccdo nos exemplos que se

seguem.

[0035] Nos Exemplos 1-4 e nos Exemplos Comparativos 1-3,
o dispositivo de deteccdo foi revestido por imersao em
solugdo de poliestireno para produzir uma camada de
poliestireno em cima de ¢xido de 1indio e estanho.
"Anilhas™" circulares de poliestireno com didmetro

interno de 5 mm e 5 mm de altura foram ligadas a
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superficie de poliestireno (usando adesivo sensivel a
pressao) para formar poc¢os de reaccdo, dque podem conter
eficazmente liquidos acima da superficie do dispositivo
de deteccdo. Os pocgcos comportam um volume total até 100
mL de liquido. As anilhas de poliestireno tinham sido
tratadas com uma solucdao de albumina de soro bovino (BSA)
e Tween (RTM) 20 (monolaurato de polioxietileno
sorbitano) para evitar a ligagdo nado especifica de

moléculas proteicas as paredes do pogo de reaccgédo.

Exemplo 1

[0036] A Fig. 4 mostra os resultados de duas experiéncias
de demonstracdo de principio gque detectaram a presenca
de (a) um anticorpo marcado ligado a uma pelicula
piezoeléctrica e (b) um anticorpo marcado em solucdo. As
duas experiéncias foram realizadas em pocos de reaccdo
na superficie da pelicula piezoeléctrica revestida a
poliestireno. Na primeira experiéncia (a) foram
adicionados 50 mL de solucdo de anti-peroxidase de rébano-
silvestre (HRP) marcada a ouro (5 mg/mL, 250 ng total) em
tampao fosfato (pH 7,2, 100 mM) ao pogo de reacgao e
incubados durante 1 hora, depois eliminados por lavagem e
secos. Na segunda experiéncia (b), a superficie da
pelicula de poliestireno foi blogueada por incubacdo com
uma solugdo de albumina de soro bovino (1%) e Tween (RTM)

20 (0,5%), gue depois foi lavada e seca.

[0037] Foram adicionados 50 mL de solugédo pré-misturada
de potenciador de prata (Sigma SE-100) ao primeiro pogo
de reaccado para iniciar a reacgdo de potenciacdo. 50 mL
de solucgdo pré-misturada de potenciador de prata contendo

250 ng de anti-HRP marcado a ouro foi adicionado ao
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segundo pog¢o para iniciar a reacgao de potenciacao.

[0038] Os pocgos foram entdo irradiados com luz intermitente
de comprimento de onda 654 nm com uma frequéncia de corte
de 10 Hz. Foi determinada a magnitude do sinal méaximo
detectado pela pelicula piezoeléctrica num atraso de
correlacao de cerca de 10-15 ms. O sinal foi exibido num
conversor analdgico-digital. A Fig. 4 mostra os resultados
destas reaccdes de reforgco. O eixo y mostra o sinal
recebido pelo detector, denominado "Valor do leitor

(contagens ADC)" e 0 eixo x mostra o tempo em segundos.

[0039] Na primeira experiéncia (a), o anti-HRP marcado a
ouro ligado a superficie medeia a reacgdo entre os 1ides
de prata e o agente redutor a superficie da pelicula,
levando a deposicdo de prata metdlica na superficie do
transdutor. Na segunda experiéncia (b), o anti-HRP marcado
a ouro em solugdo medeia a reaccao entre os 1d0es de prata
e 0 agente redutor em solucgédo, conduzindo a precipitacéo
de particulas de prata. O perfil cinético destas reaccgdes
pode ser monitorizado ao longo do tempo, sendo as
medicbes realizadas a cada 10 segundos. Como a solugao em
massa estd a uma distéancia superior da pelicula
piezoeléctrica do que o marcador ligado, o sinal
detectado é pouco ou nenhum, com um atraso de correlacgao
de cerca de 10-15 ms. As quantidades de anti-HRP usado
asseguram que a quantidade de anti-HRP na superficie na
primeira experiéncia (a) deve ser igual ou inferior a
quantidade de anti-HRP em solugdo na segunda experiéncia

(b) .

[0040] Incidentalmente, se for detectado um sinal num

atraso de correlacgdo em torno de 50-60 ms, o sinal para o
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anticorpo na solugdo em massa serd medido em vez do
anticorpo ligado na superficie do transdutor, embora a
forca do sinal possa ser reduzida pelo amortecimento do

sinal pelo meio.

Exemplo 2

[0041] 30 mL de uma diluig¢do 1:30 em fosfato tampdo de 100
mM, pH 7,2 de imunoglobulina G (cat. Sigma N.° P7899) (IgG)
de coelho anti-peroxidase de rédbano-silvestre (HRP) foram
incubados no pogo de reacgao durante uma hora a
temperatura ambiente para permitir a adsorcado de anticorpo
na superficie do poliestireno. A solugdo foi entéo
eliminada por lavagem e seca e tratada com albumina de
soro bovino (1%) e Tween (RTM) 20 (0,05%) num tampao
fosfato (30 mL) para blogquear qguaisquer 1locais de
adsorcdo remanescentes na superficie de poliestireno. O
pogo foi lavado com agua desionizada e seco. Foram entdao
adicionados 30 mL de solucgdo de peroxidase de réabano-
silvestre (125 mg/mL em tampdo fosfato 100 mM) ao pogo de
reacgcdo e 1incubados durante 1 hora e depois eliminados
por lavagem. 30 mL de anti-peroxidase de rédbano-silvestre

caprino (Fab’)»2 marcado com ouro (British Biocell)

(diluicéao 1:10 em tampao fosfato 100 mM) foram
adicionados durante uma hora a temperatura ambiente. O pocgo
foi entdo lavado com &gua desionizada. Solucgao de
potenciador de prata (Sigma SE-100, composta por 20 mL
de solucdo A e 20 mL de solucdo B, que foram pré-
misturadas imediatamente antes do uso) foi entéo
adicionada ao pogo de reacgcao e o desenvolvimento de
coloracdo de prata metdlica na superficie do sensor foi
monitorizado através de iluminagdo da pelicula de detecgédo

usando luz intermitente (10 Hz) de um LED azul de alta
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poténcia (emitindo a 470 nm). E gerada uma tensdo no
sensor que ¢é medida wusando um amplificador lock-in, e
depois convertida num sinal digital arbitrdrio que ¢é

guardado num PC.

Exemplo comparativo 1

[0042] A reaccgdo foili realizada exactamente como descrito no
Exemplo 2 acima, exceptuando que foi omitido o passo
inicial de adsorver anti-HRP de coelho sobre a superficie

do sensor.

Exemplo comparativo 2

[0043] A reaccédo foi realizada exactamente como descrito
no Exemplo 2 acima, exceptuando que foi omitido o passo

de incubacgdo com peroxidase de rabano-silvestre.

Exemplo comparativo 3

[0043] A reaccdo foi realizada exactamente como descrito
no Exemplo 2 acima, exceptuando que foi omitido o passo
de incubacdo com anticorpo anti-peroxidase de réabano-

silvestre caprino (Fab’)p marcado com ouro

[0045] A Fig. 5 mostra os resultados do Exemplo 2 e dos
exemplos comparativos 1 a 3 (4 andlises de cada). As

quatro séries de dados gque originam um sinal réapido séao

devidas a sobreposicao de camadas ant 1—-HRP de
coelho/HRP/anti—HRP caprino marcado com ouro, na
superficie do sensor (Exemplo 2). Todos os outros dados

da série sao devidos a reacgdes de controlo (exemplos
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comparativos 1 a 3).

Exemplo 3

[0046] Imunoglobulina G (Sigma cat. N.° P7899) (IgG) anti-
peroxidase de rabano-silvestre (HRP) de coelho (30 mL de
uma diluicdo 1:30 em tampdo fosfato 100 mM, pH 7,2) foi
incubada em dois pogos de reaccdo durante uma hora a
temperatura ambiente para permitir a adsorcdo de anticorpo
sobre a superficie do poliestireno. As solugdes foram
entdo eliminadas por lavagem e tratadas com albumina de
soro bovino (1%) e Tween (RTM) 20 (0,05%) em tampéao
fosfato (30 mL) para bloguear quaisquer locais de
adsorc¢cdo remanescentes na superficie de poliestireno. Os
pocos foram lavados com &agua desionizada e secos. 10 mL
de solugdo de peroxidase de rabano-silvestre (125 mg/mL
em tampao fosfato 100 mM) foram entdo adicionados ao
poco de reacgdo 1, ao passo que sé foram adicionados 10 mL
de tampado fosfato isoladamente ao pogo de reacgao 2.
Estes foram deixados incubar durante 15 minutos, depois
foram adicionados 30 mL de anti-peroxidase de réabano-

silvestre caprino (Fab’)» marcado com ouro (British

Biocell) (diluic¢ao 1:10 em tampao fosfato 100 mM) a ambos
0s pogos 1 e 2 durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Solugcao de potenciador de prata (Sigma SE-100, composta
por 20 mL de solucdo A e 20 mL de solugao B, que foram
pré-misturadas 1mediatamente antes do uso) foi entéo
adicionada a ambos o0s pogos de reacgcao e o desenvolvimento
de coloracdo de prata metdlica na superficie do sensor foi

monitorizado usando a técnica anteriormente descrita.

[0047] A presenca de HRP no poco 1 como analito modelo,

permite a formagcdo de um complexo em sanduiche na
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superficie do transdutor (anti-HRP de coelho/ HRP / anti-
HRP caprino marcado a ouro), localizando assim algum do
marcador ouro na superficie no pogo 1. A auséncia de HRP
no pogo 2 significa que o anticorpo caprino marcado com

ouro permanece na solugao no pogo 2.

[0048] O desenvolvimento do sinal ao longo do tempo para
0os pogos 1 e 2 foi similar ao apresentado na Fig. 4,
ilustrando que a deteccao do analito pode ocorrer sem

passos de lavagem.

Exemplo 4

[0049] Uma série de experiéncias foram realizadas
exactamente como descrito no Exemplo 2, usando IgG anti-
HRP de coelho adsorvida na superficie do transdutor como
anticorpo de captura, HRP como analito alvo e IgG anti-
HRP caprino marcado a ouro como anticorpo indicador.
Foram usadas cinco concentracdes de HRP diferentes (100
ng/mL, 10 ng/mL, 1 ng/mL, 100 pg/mL e 1 pg/mL). Isto
corresponde a quantidades totais de HRP iguais a 3 ng,
300 pg, 30 pg, 3 pg e 30 fg. O passo de potenciacdo da
prata foi realizado como descrito acima. A Fig. 6 mostra
que o sinal depende d a quantidade de analito usado na

reacgao.

Exemplo 5

[0050] Neste exemplo, gque nado faz parte da invencdo mas
representa a arte anterior, que ¢ util para a
compreensdo da invencao, o transdutor é revestido com
uma camada de silicone. 0 sinal detectado pelo

transdutor depende tanto da espessura como da
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elasticidade da camada de silicone. Foram preparadas
camadas de silicone de varias espessuras, com manchas de
corante negro de Suddo B colocadas por cima das camadas
de silicone por adicdo da solucdo corante (em etanol)
por pipeta. Foram usadas trés camadas de espessuras
diferentes (200, 133 e 79 mm) e trés qguantidades

totais de corante diferentes (através da adicédo de 0,1,

1,0 ou 2,5 mL de solugdo corante 10 mmol dm=3),
perfazendo um total de nove medicdes. A Fig. 7 mostra
que o sinal sobe significativamente a medida que se
reduz a espessura da camada (para as trés quantidades de

corante) onde o atraso de correlacdo é 10 ms.

[0051] Adicionalmente, a espessura da camada de silicone
interveniente afecta o tempo que o sinal demora a
atingir um méximo (i.e., o atraso de correlacdo). Isto
¢ ilustrado na Fig. 8, onde a espessura de uma camada
de silicone interveniente entre uma mancha corante e o
transdutor wvai de 100 a 500 mm. O eixo vy da as
contagens (em milhares), ao passo gque o eixo X
apresenta o atraso de correlacgcao (atraso de correlacéao 1
= 5 ms, 2 = 10 ms, 3 = 15 ms, etc). O sinal mais
elevado é observado para uma camada de silicone de 100
mm com um atraso de correlagdo de 15 ms para atingir
este maximo. A medida que a espessura da camada de
silicone aumenta, observa-se que o0 sinal cai e, ao mesmo
tempo, © tempo necessario para atingir o maximo também
aumenta, para 50 ms numa espessura de camada de silicone

de 500 mm.

Lisboa,
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Reivindicagdes

1. Um dispositivo (1) para detectar a energia gerada pelo
declinio né&o-radiativo num analito ou um complexo ou
derivado do analito (2, 11) mediante irradiacdo com
radiacdo electromagnética compreendendo

uma fonte de radiacdo (6) adaptada para gerar uma série
de impulsos de radiacdo electromagnética,

um transdutor tendo um elemento piroeléctrico ou
piezoeléctrico (3) e eléctrodos (4, 5), que é capaz de
converter a energia gerada pelo analito ou um complexo ou
derivado do analito (2, 11) num sinal eléctrico,

pelo menos um reagente (2, 12) prdximo da (3) superficie
do transdutor; o reagente (2, 12) tendo um 1local de
ligagcdao que é passivel de ligagdo ao analito ou complexo
ou derivado do analito (2, 11),

um pogo (9) para conter um liquido (10) tendo o analito ou
um complexo ou derivado do analito (2, 11) ai dissolvido
ou suspenso em contacto com o transdutor (3),

um detector (7) que é capaz de detectar o sinal eléctrico
gerado pelo transdutor (3), e um controlador (8) para
controlar a fonte de luz (6) e o detector (7),

em que o detector (7) estd adaptado para determinar o
intervalo de tempo entre cada impulso de radiacao
electromagnética a partir da fonte de radiagdo (6) e a
geragdo do sinal eléctrico e em que o detector (7) esta
disposto de modo a detectar apenas o sinal eléctrico
gerado pelo transdutor (3) até o intervalo de tempo
seleccionado para distinguir a concentracdo do analito ou
um complexo ou derivado do analito (2, 11) a disténcias

diferentes em relacdo a superficie do transdutor (3).

2. Um dispositivo como reivindicado na reivindicacgéo 1,



em que O reagente ¢ um anticorpo (12) e o analito & um

antigénio (11).

3. Um dispositivo como reivindicado na reivindicagéo 2, em
que o complexo ou derivado do analito (2, 11) €& um

complexo com um anticorpo marcado (13a).

4. Um dispositivo como reivindicado na reivindicagao 2, em
que o analito (2, 11) é um antigénio marcado e o sinal
eléctrico detectado pelo detector (7) ¢é inversamente
proporcional a presenga de um antigénio ndo marcado na

amostra.

5. Um dispositivo como reivindicado na reivindicacg¢do 3 ou
4, em gue o anticorpo marcado (13a, 13b) ou antigénio &
marcado com um marcador seleccionado de entre uma
molécula corante, uma particula de ouro, uma particula
polimérica <colorida, uma molécula fluorescente, uma
enzima, um eritrdécito, uma molécula de hemoglobina, uma

particula magnética e uma particula de carbono.

6. Um dispositivo como reivindicado na reivindicacédo 1,
em que o reagente (2, 12) é um primeiro &cido nucleico e
o analito (2, 11) € um segundo &cido nucleico e o

primeiro e o segundo acidos nucleicos sdo complementares.

7. Un dispositivo como reivindicado na reivindicag¢ao 1,
em que o reagente (2, 12) contém avidina ou derivados
desta e o analito (2, 11) contém Dbiotina ou derivados

desta ou vice-versa.

8. Um dispositivo como reivindicado em qualquer uma das

reivindicagbes anteriores, em qgue o 1intervalo de tempo ¢é



pelo menos de 5 milissegundos, de preferéncia 10

milissegundos.

9. Um dispositivo como reivindicado em gqualquer uma das
reivindicacdes anteriores, em que a radiacao

electromagnética é luz, de preferéncia luz visivel.

10. Um dispositivo como reivindicado em qualquer das
reivindicac¢des anteriores, em que o reagente (2, 12) é

adsorvido sobre o transdutor (3).

11. Um dispositivo como reivindicado em gualguer uma das
reivindicacdes anteriores, compreendendo ainda uma céamara

para armazenamento de um ou mals reagentes adicionais.

12. Um dispositivo como reivindicado na reivindicacdo 11,
em que o0 reagente adicional é um anticorpo marcado para
produzir o complexo subsequentemente formado ou derivado

do analito.

13. Um dispositivo como reivindicado em qualquer
reivindicacdo anterior, em que a frequéncia dos impulsos

de radiacdo electromagnética é 2-50 Hz.

14. Um método para detectar um analito ou um complexo ou
derivado do analito (2, 11) dissolvido ou suspenso numa
amostra liquida, compreendendo o0s passos de

expor a amostra liquida a um transdutor (3) com um elemento
piroeléctrico ou piezoeléctrico e eléctrodos (4, 5) que é
capaz de converter uma alteracdo na energia num sinal
eléctrico, a superficie do transdutor (3) tendo pelo menos

um reagente (2,12) prdximo, o reagente (2, 12) tendo um



local de ligacdo gque € capaz de ligacdo ao analito ou um
complexo derivado do analito (2, 11), o analito ou o
complexo ou derivado do analito (2,11) sendo capaz de
absorver a radiacgdo electromagnética gerada por uma fonte
de radiacgao (6) para gerar energia por declinio néo
radiativo;

irradiar o reagente (2, 12) com uma série de impulsos de
radiagdo electromagnética,

converter a energia gerada num sinal eléctrico;

detectar o sinal eléctrico e o intervalo de tempo entre
cada 1impulso de radiacdo electromagnética da fonte de
radiacdo (6) e a geragdo do sinal eléctrico, em que o
intervalo de tempo entre cada um dos impulsos de radiacao
electromagnética e a producéo do sinal eléctrico
corresponde a posicdo do analito ou um complexo ou
derivado do analito (2, 11) em gqualguer uma de uma ou mais
posigbdes em distéancias diferentes da superficie do
transdutor (3) e em qgue o intervalo de tempo &
seleccionado para distinguir a concentracdo do analito ou
um complexo ou derivado do analito (2, 11) a diferentes

distancias em relacdo a superficie do transdutor (3).

15. Um método como reivindicado na reivindicagdo 14, em
que o reagente ¢é um anticorpo (12) e o analito €& um

antigénio (11).

16. Um método como reivindicado na reivindicag¢do 15, em

que o complexo ou derivado do analito (2, 11) é um

complexo com um anticorpo marcado (l1l3a).

17. Um método como reivindicado na reivindicacgdo 15, em
que o analito (2, 11) €& um antigénio marcado e o sinal

eléctrico detectado pelo detector (7) ¢é inversamente



proporcional a presenga de um antigénio nédo marcado na

amostra.

18. Um método como reivindicado na reivindicacdo 16 ou
17, em que o anticorpo marcado (13a, 13b) ou antigénio é
marcado com um marcador seleccionado de entre uma
molécula corante, uma particula de ouro, uma particula
polimérica colorida, uma molécula fluorescente, uma
enzima, um eritrdécito, uma molécula de hemoglobina, uma

particula magnética e uma particula de carbono.

19. Um método como reivindicado na reivindicacdo 14, em
que o reagente (2, 12) é um primeiro &cido nucleico e o
analito ¢ um segundo &cido nucleico e o primeiro e o

segundo acidos nucleicos sdo complementares.

20. Um método como reivindicado na reivindicagdo 14, em
que o reagente (2, 12) contém avidina ou derivados desta
e o analito (2, 11) contém biotina ou derivados desta, ou

vice-versa.

21. Um método como reivindicado em qualquer uma das
reivindicagdes 14 a 20, em qgque o método € realizado sem
remover a amostra do transdutor (3) entre os passos de

expor a amostra ao transdutor (3) e irradiar o reagente.

22. Um método como reivindicado em qualquer uma das

reivindicacgbdes 14 a 20, em que a frequéncia dos impulsos

de radiacdo electromagnética é de 2-50 Hz.

Lisboa,



T

Fig. 1

\&11 ' 12

Fig. 2



or to leitor {contagens ADCY

Yal

/U000 4

40008

O
9

~20000

Walor do leitor

aizlgnabfave  enn

Rt

—

T L ET R ETT FWTY ® * 2ae i
58 gt 158

i B
gi*iﬁ.itms@”"“ﬂﬁ*‘

] ¥

200 260 300 350 400 4

tempo {seq.}

Fig.3




contagens

contagens {eecalz arbifraria)

120008

* 3 panogramas
« M picogramas |
~e 3 plosgramas
- 3 picogramas

= 30 femiogramas

100000 //#‘m—‘
50000 $ o
.**
A0
20000 Ao maméé@ﬂ“
, et
] ‘ g - T
i g0 80 . foDD 1200
~ZON00
tempo {seg.)
Fig. 5

700000

BCO000 &\

500000 \

X '

208000 N \“\\ : =

200000 *

100088 \

0 + . : ' <+ -
9 50 100 \TSD““"" 200 250

-100000 - i

sspessura {micron)

Fig. 6

=031 Wi,
-G~ i,
~—~2.9 uf,




- 380

! pelicula de 100 microns
330 Ay -

pelicula de 500 microns

contagens imiihares)

atrazc de correlagio

Fig. 7




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

