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UM SISTEMA DE BIO SEPARACAO USANDO UM CARTUCHO DE MULTICANAL, EFICIENTE,
COMPACTO, PORTATIL, INTERCAMBIAVEL, REUTILIZAVEL, RECICLAVEL, TEM INTEGRADO
OPTICAS PRE ALINHADAS E UM RESERVATORIO DE REAGENTE INTEGRADO. O CARTUCHO
SUPORTA, POR EXEMPLO, MULTIPLOS CAPILARES PARA A SEPARACAO CE. UM
RESERVATORIO INTEGRADO CONTENDO UM MEIO DE SUPORTE DE SEPARACAO (POR
EXEMPLO, UM TAMPAO DE GEL) E COMUM A TODOS OS CAPILARES. A QUIMICA DO MEIO E
AS CARACTERISTICAS DOS CAPILARES (POR EXEMPLO, O TAMANHO CAPILAR
REVESTIMENTO, E COMPRIMENTO) SAO DEFINIDOS PARA CADA CARTUCHO. CARTUCHOS
DIFERENTES PODEM SER TROCADOS FACILMENTE NO SISTEMA DE BIO SEPARACAO PARA SE
ADEQUAR A SEPARACAO DE AMOSTRA EM PARTICULAR COM BASE. O RESERVATORIO E
ACOPLADO A UMA BOMBA DE PRESSAO DE AR QUE PRESSURIZA O RESERVATORIO DE GEL
PARA LIMPAR E PREENCHER OS CAPILARES COM TAMPAO COMO O MEIO DE APOIO A
SEPARACAQ. NOUTRO ASPECTO DA PRESENTE INVENCAO, OPTICA EXIGINDO ALINHAMENTO
FINO NO QUE DIZ RESPEITO AS ZONAS DE DETECCAO (COMO A FIBRA OPTICA PARA
DIRECAO DA RADIACAO INCIDENTE E / OU EMISSOES DE RADIACAQ) ESTAO INTEGRADOS NO
CARTUCHO.



Resumo

Um sistema de bio separacgaoc usando um cartucho de multi-
canal, eficiente, compacto, portatil, intercambiavel,
reutilizavel, reciclavel, tem integrado 6pticas pré
alinhadas e um reservatdério de reagente integrado. O
cartucho suporta, por exemplo, multiplos capilares para a
separacao CE. Um reservatdrio integrado contendo um meio de
suporte de separagao (por exemplo, um tampao de gel) ¢é
comum a todos os capilares. A quimica do meio e as
caracteristicas dos capilares (por exemplo, o tamanho
capilar revestimento, e comprimento) sao definidos para
cada cartucho. Cartuchos diferentes podem ser trocados
facilmente no sistema de bio separagao para se adequar a
separagao de amostra em particular com base. O reservatdrio
é acoplado a uma bomba de pressao de ar gue pressuriza o
reservatdério de gel para limpar e preencher os capilares
com tampao como o meio de apoio a separagao. Noutro aspecto
da presente invencao, O6ptica exigindo alinhamento fino no
que diz respeito as zonas de detecgdo (como a fibra optica
para diregcdao da radiagadao incidente e / ou emissdes de

radiagao) estao integrados no cartucho.
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Descricgao

Cartucho multi-canal para bio sepracao

Antecedentes da Invencao

Referéncia cruzada

E feita referéncia & Patente americana n°. 2002 113213
intitulada “Detecdo Otica num Sistema de Bio Separacdo com
Multiplos Canais”, concomitantemente argquivada em 28 de
Janeiro de 2002 (Sumula do Solicitador N°.: 1031/ 209), que
¢ ordinariamente atribuida a BioCal Technology, Inc, o)

cessionario da presente invencao.

Campo da Invencao

A presente invengao refere-se a bio separacgao, e mais em
particular, a um cartucho para o apoio de colunas de
separagbes multiplas com oética de detecdao integrada e um
reservatdério reagente, assim como um sistema de Dbio

separagao que integra um cartucho.

Descricao da Técnica Relacionada
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A bioanalise, tal como a analise de ADN, esta rapidamente a
fazer a transicao de uma busca puramente cientifica de
rigor, para um procedimento de rotina com dependéncia
acrescida e provada. Os pesquisadores clinicos,
farmacéuticos e investigadores forenses, todos usam
analises de ADN na realizacdo das suas tarefas. No entanto,
devido a complexidade do equipamento que deteta e mede as
amostras de ADN e a dificuldade em preparar as amostras, o0s
procedimento das analises de ADN existentes sSao
frequentemente demoradas e dispendiosos. E, por isso,
desejavel reduzir o tamanho, o numero de partes e o custo
do equipamento, de modo a facilitar o manuseamento das
amostras durante o processo e, em geral, ter um detetor de

baixo custo e de grande sensibilidade.

Um tipo de instrumento para a analise de ADN separa as
moléculas de ADN através de eletroforese. As técnicas de
eletroforese podem ser usadas para separar fragmentos de
ADN para aplicagdes de genotipagem, 1incluindo testes de
identidade humana, analise de expressao, detecao de
patogenes, detecado de mutacdes e estudos farmacoldgicos. O
termo eletroforese refere-se ao movimento de uma molécula
carregada sob a influéncia de um campo elétrico. A
eletroforese pode ser usada para separar moléculas que tém
racios de carga na massa equivalentes, mas massas
diferentes. Os fragmentos de ADN sao um exemplo dessas

moléculas.

Ha uma variedade de instrumentos disponiveis comercialmente
que aplicam a eletroforese na andlise de amostras de ADN.
Um desses tipos é um instrumento de eletroforese de placa

de gel de varias faixas que, tal como o nome sugere, usa
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uma placa de gel na qual se colocam as amostras de ADN. Sao
aplicadas cargas elétricas na placa de gel, o que faz com
que a amostra de ADN se separe em fragmentos de ADN com

diferentes massas.

Um outro tipo de instrumento de eletroforese & o)
instrumento de eletroforese capilar (CE). Ao aplicar-se
eletroforese numa coluna capilar fundida, com uma solugao
de tampao, o tamanho de amostra necessaria é
significativamente menor e a velocidade da separagao e
resolugdo podem ser aumentadas varias vezes, quando
comparado com o método de eletroforese de placa de gel.
Estes fragmentos de ADN em CE sdo frequentemente detetados
pela diregcdo da 1luz através da parede capilar, nos
componentes que se separam da amostra que fol marcada com
um material fluorescente, e na detecao de emissodes
fluorescentes induzidas pela luz incidente. As intensidades
da emissao sao representativas da concentracao, quantidade
e/ ou tamanho dos componentes da amostra. No passado, o0s
métodos de detecao com fluorescéncia de laser induzido
(LTIF) foram desenvolvidos para instrumentos CE. A detecao
fluorescente ¢ frequentemente o método de detecao de
escolha nos campos da gendmica e protedmica, devido a sua
excelente sensibilidade, quando comparado com outros

métodos de detecao.

Alguns dos desafios na concecgao de instrumentos baseados em
CE e protocolos de analise CE, prendem-se com as técnicas
de detecao de amostras. No caso da detegdo fluorescente, ja
tinham sido dadas considerag¢des de concegdes consideraveis
a, por exemplo, fontes de radiacao, detecao otica,

sensibilidade e seguranca da detecao, custos e segurang¢a na
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estrutura das o6ticas desejadas. No passado, era necessaria
uma fonte de luz relativamente potente, tal como um laser.
Quando a 1luz ¢é direcionada através da parede capilar nos
componentes da amostra separados no didmetro capilar, a luz
espalha-se no exterior da parede capilar /interface do ar e
o interior da ©parede capilar/ interface do Dbuffer
(dispersao Raman) , o) que obscurece ou corrompe a
intensidade da emissao fluorescente. Do mesmo modo, as
emissodes fluorescentes espalham-se nos interfaces da
parede. No passado, foram desenvolvidas varias técnicas
para se recolher de forma mails completa as emissdes
fluorescentes, para melhorar a 1intensidade do sinal e
assim, também a sensibilidade da detecao. Estas técnicas
envolvem outros componentes moviveis e ndo moviveis que se
vém juntar a relativa complexidade e ao custo da preparacao

da detecao.

As limitagdes do modelo dos instrumentos de eletroforese da
técnica anterior sdo exacerbadas no gue respeita ao
desenvolvimento de instrumentos multicapilares a base de
CE. Por exemplo, a detecao fluorescente induzida por laser
de scanner confocal (LIF) ja foli adotada em inUmeros
sistemas de eletroforese multicapilar. A detegdo confocal
baseia-se num sistema de 6tica de scanning. O uso de partes
moviveis nao ¢é ideal quando se tem em consideracdao a
simplicidade, a robustez e o baixo custo do instrumento.
Além disso, a pouca profundidade de focagem da objetiva do
microscdépio para o) detetor confocal coloca severas
exigéncias nas tolerédncias dos componentes mecédnicos e
6ticos. Além disso, o método de scanning otico geralmente
envolve um ciclo de trabalho mais demorado por cada
capilar. Por 1isso, se o instrumento tiver uma escala, de

modo a gerar um maior rendimento, a sensibilidade do
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sistema pode ficar comprometida. Outro método de detecao é
a detecao Sheath Flow. A principal desvantagem do detetor
de fluxo de bainha é o sistema de fluxo altamente
sofisticado que ¢é necessario para assegurar um fluxo de
bainha com um minimo de linhas cruzadas oticas entre os
canais. Sao feitas grandes exigéncias nas tolerédncias dos
componentes Oticos e mecdnicos, de modo a conseguir-se as
exigéncias de robustez para os utilizadores finais. A
sensibilidade do dispositivo é muito boa mas nao é d6bvio
que este principio da detecao fluorescente sirva para uma

andlise de ADN com um rendimento alto mas com baixo custo.

Outros desafios na concegdao de instrumentos multicapilares
a base de CE relacionaram-se com o apoio dos capilares. A
Patente Americana n°® 5 198 091 de Burolla et al. descreve
um cartuxo capilar para a eletroforese que emprega uma
grande linha de matrizes capilares. Esta patente pode
incluir um espago oco definido na 4&rea capilar para o
fluido de arrefecimento circular mas nao inclui um
reservatdério como parte integrante do cartuxo. A Patente
Americana n°® 5 413 686 de Klein et al. descreve um
analisador de eletroforese capilar com varios canals gue
inclui varios capilares. Sdao ilustrados reservatdérios no
dispositivo de analise, mas sado reservatdérios miltiplos e
estao separados dos capilares, e nao integrados num apoio
capilar. Também estao ilustrados 6ticas de detecdao, mas nao
estao integradas num compacto de apoio capilar. A Patente
Americana n° 5 338 427 de Shartle et al. descreve um
cartuxo de separacgao de utilizacéao inica para um
instrumento de eletroforese capilar, no qual os tubos
capilares estao colocados horizontalmente numa matriz

coplanar. O cartuxo de separagcao de utilizacgcdao Unica
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substitui os grandes reservatdrios de reagentes com gotas

hemisféricas de reagente.

Além disso, os sistemas atuais para a quimica de tampao de
gel ndo permitem usar o instrumento CE que é especifico com
as aplicagdes. Por outras palavras, os atuais instrumentos
CE requerem uma correspondéncia capilar (com diferentes
revestimentos e tamanhos de colunas) com o reagente tampao
para diferentes aplicagbdes de separacao (diferentes tipos,

velocidades, resolugdes).

Por outro lado, a Patente americana 5 916 428 descreve um
sistema de eletroforese automatico. O sistema emprega um
cartuxo capilar com uma polaridade de tubos capilares. O
cartucho tem uma primeira matriz de extremidades capilares
gque se projetam de um lado do prato. A primeira matriz de
extremidades capilares esta afastada substancialmente da
mesma maneira que as aberturas de um tabuleiro de micro
trituragao de tamanho standard. Isto permite realizar-se
simultaneamente eletroforese capilar em amostras, presentes
em cada uma das aberturas do tabuleiro. O cartucho capilar
tem duas realizacgdes. Numa realizacao, as segundas
extremidades dos tubos capilares estao também organizadas
numa matriz dessas. Na segunda realizacdao, as segundas
extremidades comunicam com uma cavidade interior de células
de pressao, onde se podem introduzir solugbdes, géis e
outros semelhantes. A célula de pressao permite a aplicacao
de pressdo alta na limpeza dos tubos capilares. E ainda
descrito um dispositivo para a realizagcao de eletroforese

de géis capilares automatica que utiliza esses cartuchos.
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Resumo da Invengao

A presente invencao fornece um sistema de bio separacgao gque
usa um cartucho de varios <canais facil de montar,
reciclavel, de baixo custo, reutilizavel, substituivel,
portatil, simplificado, compacto e eficiente, sem partas
mévels para a bio separacao, e que tem oéticas integradas
préalinhadas, assim como um reservatodrio reagente
integrado. O cartucho leva, por exemplo, multiplos
capilares para separacao CE. O reservatdério CE, gque contém
um meio de apoio de separacgao (por exemplo, um tampao de
gel), é comum a todos os capilares. A guimica do meio e as
caracteristicas dos capilares (por exemplo, o tamanho do
capilar, o revestimento e o comprimento) sao definidos para
cada cartucho. Diferentes cartuchos podem ser trocados no
sistema de bio separacgao para se adequar a cada separagao
baseada na amostra. O reservatdrio estda ligado a uma bomba
de pressao de ar que pressuriza o reservatdério de gel para
limpar e encher os capilares com um tampao, como meio de
apoio a separagdo. De acordo com a presente invencdo, as
6ticas que necessitam de um alinhamento preciso, no gue
respeita as =zonas de detecdo (tais como oéticas de fibra
para direcionar a radiagdao incidente ou emissbes de

radiacao) estao integradas no cartucho.

De acordo com a presente invencao, o cartucho suporta
varios capilares para a separacao CE. O cartucho inclui
partes do corpo montadas, fibras por excitacao, capilares,
eléctrodos, um reservatdédrio buffer/ de gel, uma Ootica
integrada para a entrada de radiacéo externa. 0
reservatdério estda equipado com um Unico eléctrodo comum a

todos os capilares.
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Na presente invencao, o sistema oético por excitacado esta
integrado no cartucho. O sistema por excitagao inclui
direcionar a 1luz por excitagcao através de fibras por
excitacdo para a zona de detecdo através da ligacao de LEDs
com lentes de micro bolas. As fibras por excitagao estao
ligadas a uma ranhura em forma de V, adjacente a cada

capilar.

Num outro aspeto da presente invengdo, a presente invengao
fornece um instrumento de Dbio separagao que inclui o
cartucho de bio separacdo com varios canais da presente

invencgao.

BREVE DESCRICAO DAS ILUSTRACOES

Para uma compreensao mais completa da natureza e das
vantagens da invencdo, assim como do modo preferido, devera
ser feita referéncia a seguinte descrigdo em pormenor, lida
juntamente com as 1lustragdes gue a acompanham. Nas
seguintes ilustragdes, o0s mesmos numerals de referéncia
designam partes iguais ou semelhantes através das

ilustracgdes.

A FIG. 1 & uma vista esquematica de um sistema eletroforese

capilar que incluil a presente invencgao.
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A FIG. 2 é uma vista em perspetiva do sistema/ magquina
eletroforese capilar, de acordo com uma realizacao da

presente invencao.

A FIG. 3 é um diagrama do sistema de controlo.

A FIG. 4 é& uma vista em perspetiva da seccao inferior do

cartucho com fibras por excitacgao.

A FIG. 5 é uma vista em perspetiva da seccao do meio do
cartucho e da seccao inferior com fibras por excitacao

antes de estar ligado.

A FIG. 6 é uma vista em perspetiva da seccao do meio do
cartucho e da secgao inferior com fibras por excitacao

depois de estar ligado.

A FIG. 7 é uma vista da frente em perspetiva da secgao do
meio do cartucho junto com a seccgao inferior da FIG. 6 com

capilares antes de estarem ligadas.

A FIG. 8 é uma vista da frente em perspetiva da secgao do
meio do cartucho e da secgao inferior com capilares depois

de estarem ligadas.
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A FIG. 9 ¢é uma vista da parte de tras em perspetiva da
secgao do meio do cartucho e da secgao inferior com um

reservatdério de gel.

A FIG. 10 é uma vista da frente em perspetiva da seccgao do
meio do cartucho e da seccgdo inferior com um reservatédrio

de gel e as tampas da frente e de tras.

A Fig. 11 é uma vista em perspetiva da parte da frente do

cartucho com 6tica de detecao incluida.

A FIG. 12 é uma vista seccional em perspetiva da parte da
frente do cartucho na FIG. 11 com o sistema o6tico por

excitacao e de emissao.

A FIG. 13 é uma vista seccional em perspetiva do cartucho

com o esquema do sistema detetor.

A FIG. 14 é uma vista seccional em perspetiva da parte da
frente do cartucho com o sistema o6tico por excitacao e de

emissao.

A FIG. 15 é uma vista aumentada da secg¢dao A na FIG. 14 e
uma vista seccional em perspetiva da secg¢ao A do cartucho

na FIG. 13.

A FIG. 16 é uma vista seccional em perspetiva da secgao B

do cartucho ilustrado na FIG. 13.
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A FIG. 17 é uma vista seccional em perspetiva da zona de

detecao com lentes, sonda, capilares e fibra por excitacao.

DESCRICAO EM PORMENOR DAS REALIZACOES PREFERIDAS

Esta invengdo € descrita a seguir em referéncia a varias
realizagdes, com referéncia aos numeros. Engquanto esta
invencao € descrita em termos do melhor modo para se
alcancar os objetivos da invencao, sera tido em conta pelos
peritos nesta arte que podem ser feitas variagdes baseadas
nestes ensinamentos, sem se desviarem do espirito ou do

ambito da invencgéao.

A presente invencgado é direcionada para um novo sistema CE e
uma nova configuragao de cartucho, no qual a radiacao
incidente (por exemplo, de um laser ou de uma fonte LED)
para a detecadao de analitos separados ¢ direcionada através
das paredes de divisao da zona de detecao ou da coluna de
separacao. Com o objetivo de ilustrar os principios da
presente invengdo e nao limitd-la, a presente invencédo é
descrita com referéncia a realizagdes direcionadas para a
eletroforese capilar e a fluorescéncia induzida de

radiacao.

Com referéncia a FIG. 1, um sistema de bio separagdo, mais
especificamente um sistema de eletroforese capilar (CE) 200
que inclui a presente invencgao, esta ilustrado
esquematicamente. O sistema CE 200 compreende geralmente
uma coluna de separacao capilar 22 (por exemplo, 100 - 500

mm O. D.), qgque define um canal de separacdo 36 (por
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exemplo, 25 - 200 pm I. D.) A coluna capilar 22 pode ser
feita de silica fundida, vidro, poliamida, ou outros
materiais plasticos/ de ceramica/ de vidro. As paredes
interiores da coluna de separacao 22 (isto é, as paredes do
canal de separacao 36) podem ser revestidas com um material
que pode acumular uma carga electrostatica para facilitar a
eletroforese e/ ou a migracdo electrdénica dos componentes
da amostra. O canal de separacao 36 € preenchido por um
meio de apoio de separacgao gque pode simplesmente fazer
funcionar um tampao ou a peneiracao de matriz de gel
conhecida na técnica. Para a detecdo da fluorescéncia
induzida por radiagao, a matriz de gel inclui um fluordforo

conhecido, como brometo de etidio.

Uma extremidade da coluna capilar 22 ¢é submersa num
reservatdrio 28 com tampao/ gel corrente. A  outra
extremidade da coluna capilar 22 ¢é 1ligada ao frasco da
amostra 26. Entenda-se qgue as configuragdes de detecao
ilustradas nas outras realizagdes podem ser igualmente
implementadas num sistema semelhante ao sistema CE 20. Além
disso, o canal de separacao 36 pode ser um capilar direito
ou um microcanal com uma secg¢ao da Jjanela de detecao mais
préxima do reservatdério de gel na saida como =zona de
detecao, o que constitui o modo preferido atual da nossa
invencdo. Um detetor de radiacdo 24 estd posicionado por
fora de uma secgao transparente das paredes capilares na
zona de detecao 30. Uma fibra por excitacdao 16 estende-se
de uma fonte de radiacdo 18 (por exemplo, LED ou laser) e é
direcionada para a zona de detegcdao 30 no lado de fora das
paredes da coluna. Os eléctrodos 12 e 14, qgue fazem parte
do conjunto do cartucho, estdao ligados aos reservatdrios do
tampao 26 e ao reservatdrio de gel 28 para completarem o

caminho da eletroforese.

12/37



Por uma questao de exaustividade, ¢é suficiente mencionar de
forma breve o funcionamento do sistema CE 200. Em
funcionamento, uma amostra biocldégica preparada (por
exemplo, uma amostra de ADN) diretamente da maquina de
Reacao em Cadeia Polimerase (PCR) é introduzida na
extremidade mais distante da coluna capilar, longe da zona
de detecao por diversas maneiras que nao fazem parte da
presente invengao (por exemplo, injecdo eletrocinética de

um reservatdério da amostra ou injecdo de pressao fisica,

usando-se uma bomba de seringa). A amostra liga-se ao
fluordforo.
Quando um potencial DC (por exemplo, 1 - 30 KV) é aplicado

entre os elétrodos 12 e 14, a amostra migra sob o potencial
elétrico aplicado ao longo do canal de separagao 36 (por
exemplo, o ADN que tem carga negativa viaja através do gel
peneirado com uma matriz/ fluordforo corante integrado, em
direcdo a um elétrodo positivo, tal como esta ilustrado na
FIG. 1) e separa-se em faixas de componentes da amostra. A
extensdo da separacgdo e da distédncia percorrida ao longo do
canal de separacdo 36 depende de varios fatores, tais como
a mobilidade de migracao dos componentes da amostra, a
massa e tamanho ou comprimento dos componentes da amostra,
e o meio de apoio a separacgdo. As forcgas condutoras no
canal de separagao 36 para a separacao das amostras poderao
ser eletroforéticas, de pressao ou um meio de corrente

eletrosmdética (EOF).

Quando a amostra chega a zona de detegdao, a radiagao por
excitagao é direcionada através da fibra por excitacgao 16

na zona de detecgcao. 0Os componentes da amostra tornam-se
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fluorescentes, com intensidades proporcionais as
concentragdes dos respetivos componentes da amostra
(proporcional a quantidade de material tag). O detetor 24
deteta as intensidades da fluorescéncia emitida numa forga
de onda diferente daquela da radiacgao incidente. A radiacao
emitida e detetada pode ser analisada por métodos
conhecidos. Para um sistema automatico, um controlador 32

controla as operagdes do sistema CE 200.

CARTUCHO CAPILAR MULTIPLO A BASE DO SISTEMA CE

A matriz capilar com multiplos canais inclui doze zonas de
detecao definidas por micro canais 36 num corpo do cartucho
(ver também a FIG. 2). O corpo do cartucho de substrato
pode ser maquinado, termo formado, foto gravado ou moldado
a 1injegadao (por exemplo, Acrilico, PET, Ultem, Glastic,
Fluorosint ou qualquer plastico transparente Otico) para
suportar a matriz capilar com multiplos canais nas ranhuras
alinhadas em forma de V ¢éticas integradas. O cartucho da
presente invengdo inclui uma matriz capilar de silica
fundida com doze canais (16 cm de comprimento) que & usada
para a separagado e detegadao das amostras como parte de um
conjunto de cartucho descartavel. Quando o cartucho &
ligado ao sistema CE, para o qual ele foil concebido para
ser usado, as fibras por excitacdo (isto ¢é, a silica de
varios modos ou as fibras de pléastico, 0,22 NA) que estao
integradas nos micro canais 36 sao direcionadas para a zona
de detecdo 30. Cada canal é ligado a um LED. A luz do LED é
lancada para o lado dos capilares 36. Nesta realizagao em
particular, o gel peneirado preenche a matriz 36 capilar/

de multicanais.
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A FIG. 2 ilustra o projeto de um cartucho com varios canais
100 instalado num sistema CE 200 de acordo com uma
realizacao da presente invencgao, que fornece um
manuseamento facil das colunas de separagado com Vvarios
canals e permite uma ligacgadao otica facil das zonas de
detecdo as oéticas de detegdo do instrumento CE. A FIG. 2
ilustra uma vista geral em perspetiva do instrumento CE 200
(analisador de ADN) com o cartucho de 12 capilares no
lugar. O instrumento de andlise de ADN automdatico 200 tem
uma base 74 gue suporta um mecanismo de tabuleiro 80 para o
manuseamento de uma amostra modular X- Z, que faz mover
dois pratos 70 e 72 microtitulacao com 96 pogos, em relacgao
ao cartucho multicapilar 100 apoiado no suporte de apoio
164. O sistema 200 fornece um manuseamento facil das
colunas de separagao com multicanais e permite uma ligacgao
6tica féacil das zonas de detecgdo as oticas de detecgao do

instrumento CE 200.

O cartucho 100 esta descrito em maior pormenor a seguir. Em
resumo, o cartucho 100 inclui uma matriz capilar de silica
fundida com doze canais que ¢é usada para a separagao e
detecao das amostras, como parte de um conjunto de cartucho
descartdavel e/ ou portatil e substituivel 100. A matriz
capilar com multicanais inclui doze zonas de detecao
definidas por micro canais no cartucho 100. O cartucho de
multicanais 100 ilustrado na FIG. 2 aguenta até 12
capilares 140, com 12 - 16 cm de comprimento. O cartucho
com multicanais 100 esta integrado com um reservatdrio
tampao de saida 124 no cimo, comum a todos os capilares
140, que esta diretamente ligado a uma bomba de pressao de
ar modular 78. A bomba de pressao 78 fornece a pressao de
ar necessaria para encher os doze capilares com o gel

peneirado contido no reservatdério 124 e para purgar o gel
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do funcionamento anterior, dos capilares durante o processo
de reenchimento. Dependentemente da viscosidade do gel,
podem aplicar-se pressdes até 275 - 79 kla (40 PSI) aos
capilares 140, através do reservatdério cheio de gel 124. O
reservatdrio de gel 124 estda equipado com um elétrodo comum
incorporado (&nodo; nao ilustrado) para os doze capilares,
que esta ligado de forma automatica a uma fontes de energia
de alta voltagem 76 para a eletroforese quando instalado
dentro do instrumento 200. Uma ventoinha ou refrigerador
Peltier na estrutura adjacente do cartucho 100 fornece um
controlo da temperatura do cartucho. O cartucho tera
aberturas de ventilacdo (entrada e saida) para a circulacao
do ar (ar de temperatura controlada a ser introduzido no
cartucho a partir do lado do instrumento). Uma fonte de

energia 66 fornece energia DC ao sistema CE 200.

Um diagrama de blocos do controlador 32 para o sistema CE
200 estda ilustrado na FIG. 3. O controlador compreende um
CPU 910, um conversor A/ D 912 para a conversao de sinais
de detecao a partir do PMT 178 (FIG. 13) para sinais
digitais correspondentes, e um interface I/ O 914 para a
transferéncia e rececao de sinais de e para as partes
respetivas do instrumento CE 200 com instrug¢des a partir do
CPU 910. Um controlador da temperatura 916 controla a
ventoinha ou o refrigerador Peltier 63 gue controla a
temperatura da camara de eletroforese para o cartucho de
matriz capilar/ microcanais 100. O interface I/ O 914 fica
ligado ao controlador de temperatura 916 que também
controla a fonte de energia de alta voltagem 76 para uma
injecdao da amostra e as fungdes de eletroforese do
instrumento CE 200, um circuito 921 para a modulacao da
fonte de radiagao por excitacao (por exemplo, LEDs),

sensores, bomba de ar, valvula do ar, e motores para a fase
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X - Z do instrumento CE 200. O CPU 910 pode estar ainda
ligado a um computador pessoal externo 918 que, por seu
lado, realiza processamento de dados ou tem uma fungao de
controlo adicional para o sistema CE 200. O CPU 210 e/ ou o
CPU 218 pode ser programado com fungdes de controlo ditadas
pelo software Lab VIEW ™ disponivel na National Instruments
Corporation, para controlar varias caracteristicas e

fungdes do analisador de ADN com multicanais 200.

Os componentes do controlador 32, com excegao do PC 218,
podem ser embalados como um quadro eletrdnico 64 (FIG. 2) e
a ventoinha de arrefecimento 62 junto com o sistema CE 200
e ligado de forma elétrica ao PC 218 através de uma porta
em matriz (nao ilustrada), ou podem fazer parte de um
médulo controlador em separado por fora do sistema CE 200.
O CPU 210 e/ ou o PC 218 estao programados para conseguirem
as varias fungdes e caracteristicas de controlo para o
sistema CE 200. O PC 218 pode ser configurado para fornecer
o controlo do painel da frente (isto ¢, interface do
utilizador) para o instrumento 200, e o quadro 64 pode ser
configurado para fornecer os controlos de detegdo do tempo
escalonado/ tempo complexo. Esta dentro do ambito dos
conhecimentos de um perito nesta técnica, implementar o
cédigo do programa, com as fungdes e instrugbes aqui

fornecidas para o instrumento 200.

Consegue-se a injecao das amostras através de métodos
eletrdénicos. A fonte de energia de alta voltagem 76 é usada
para fornecer entre 0 e 20 KV de campo elétrico aos
capilares de gel para a 1injecdo eletrocinética e as
separagdes de fragmentos de ADN. A energia de luz em banda

larga de cada um dos LEDs (FWHM = 47 nm) € fornecida por
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fibras o6ticas de transmissao de luz individual (silica de
cédigos mualtiplos ou fibras Core micron de plastico 200,
0,22 N. A.) para a cada uma das zonas de detecao capilar
dentro do cartucho 100 para impulsionar os fragmentos de

ADN separados.

Em funcionamento, o mecanismo de transporte do tabuleiro
manuseador de ADN 80, com um prato de 96 pocos (8 x 12), é
usado para introduzir as amostras de ADN ampliadas (ou
analitos) para cada canal de microdidmetro 36. Dentro dos
microcanais 36 estao tubagens 22 revestidas a poliamido ou
com capilares de vidro com um didmetro interior menor (25 -
100 um) usadas como colunas de separacdo. O mecanismo de
transporte X - Z 80 indexa uma fila de amostras com pPogos
sob a fila de extremidades capilares e mergulhar as
extremidades no pogo. Ao aplicar-se uma voltagem, a injecao
eletrocinética faz mover uma quantidade conhecida de
amostra de ADN para o inicio da coluna de separagao 140.
Apds a injegdo, as amostras de ADN do tabuleiro de amostra
72 podem ser substituidas por um tampao em movimento do
tabuleiro 70. Como alternativa, apds a injegdo, o mecanismo
de transporte 80 pode indexar-se para fazer mover uma fila
de 12 pogos que contém amostras de ADN. Ao aplicar-se alta
voltagem através do comprimento total do canal de separacao
capilar e do microcanal 36, consegue-se a separagao da
amostra de ADN em fragmentos de ADN. E aplicada até 1000 V/
cm  (habitualmente 300 V/ cm) de alta voltagem, o que
provoca separacdes rapidas de menos de 10 minutos ao longo
de todo o comprimento do canal de separacgao. O comprimento
total da separacdo é de cerca de 12,5 cm até a =zona de
detecao. O comprimento capilar da separacgao inserida dentro
do microcanal é de cerca de 6,5 cm. E aplicada alta

voltagem a um comprimento ativo total de 16 - 17 cm, o que
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poderia ser o comprimento desde a parte de baixo até ao
topo de um Unico capilar com 75 micron I.D. dentro do
reservatdério de gel como separacgao Unica e detecao capilar.
Durante a eletroforese, a razao a que os fragmentos de ADN
se movem através do gel peneirado é inversamente
proporcional a sua massa; isto é, fragmentos de ADN mais
leves (ou mais pequenos) movem-se mais depressa do gue o0s
pesados (ou maiores). A medida que os fragmentos se
aproximam do final da coluna de separacao 22 e entram na
zona de detecao 30, a energia da luz por excitacao de cada
um dos doze LEDs (ndo ilustrado) ¢é distribuida através de
fibras oticas de transmissao de luz individual desde a
parte de fora da Jjanela de detecgao, iluminando os
fragmentos de ADN migrantes do tabuleiro de amostra 72. A
medida que os fragmentos de ADN se movem através do gel
peneirado ou da solucado de polimero linear (por exemplo, 25
nM Mops - Tris pH 7,55, tal como vem referenciado em *“Pace
Setter”, Vol. 3, 12 edigao, Abril 1999), um corante
intercalador de ADN (brometo de etidio) dentro do gel
peneirado permite que os fragmentos de ADN sejam detetados.
As experiéncias mostraram que se conseguem alcancgar
sensibilidades de detetagdo de 100 ng/ ml (0,02 ng do Hae
ITI digere ¢ X174 da mistura de teste de ADN), o dgue
constitui diversas ordens de magnitude melhores do gue os
dispositivos de eletroforese de gel de placa gque usam o
mesmo corante intercalador. Como os doze LEDs sao
multiplexos por divisao no tempo (com uma frequéncia de
amostra de 10 - 100 Hz), doze sinais de emissao ligados a
doze fibras de detecdao de emissao alcancgarao um Unico PMT
num tempo escalonado, através de um Unico conjunto de um

molho de fibras.
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Para se preparar a operacgao seguinte com uma outra amostra,
purga-se o antigo gel da operacao anterior dos capilares
através da pressurizacao do reservatdrio, para voltar a
encher os capilares com gel fresco. 0Os tabuleiros 70 e 72
transportam solugdes transparentes, compilacao de 1lixo e
amostras. O gel purgado é levado por um dos tabuleiros 70 e
72 através do posicionamento das extremidades dos capilares
numa fila de ©pogos de compilagcadao de lixo num dos
tabuleiros. As extremidades dos capilares podem ser limpas
com agua ou com uma solugdo de limpeza posicionando-se e
mergulhando-se o©s capilares nessa solugao nos pPogos
apropriados do tabuleiro. Quando os capilares estao cheios
de novo e prontos para a operagao seguinte, as extremidades
dos capilares sao mergulhadas nas amostras através do
reposicionamento dos tabuleiros 70 e 72. A sequéncia do

processo mencionada anteriormente.

Note-se que, como os analitos da amostra que fluiram para o
reservatdério de gel nas saidas dos capilares sao em
qgquantidade e volume de concentragaoc tao pequenos, comparado
com o volume do reservatdério e gue espera-se que O0s
analitos se misturem no reservatdério de gel, havera apenas
uns vestigios despreziveis de analitos de operacgdes
anteriores no reservatdério e que estarao distribuidos de
forma equilibrada no gel que volta a encher os capilares
para a operagao seguinte. Qualquer som destes vestigios
despreziveis seria som de fundo relativamente pequeno que
pode ser facilmente removido do sinal detetado na analise

dos dados.

As FIGs. 4 - 9 mostram os passos para a montagem dos
componentes no cartucho. Estes sao aqui descritos com fins
ilustrativos e nao devem ser interpretados num sentido

limitativo. A FIG. 4 mostra o corpo da secgao inferior 110
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do cartucho 100. Na extremidade superior do corpo da secgao
inferior 110 estdao aberturas 126 através das dquals sao
colocadas porgdes das fibras por excitagao 116 que estao
coladas no lugar. (Pode usar-se um outro meio de fixar
estes componentes.) Na extremidade inferior do corpo da
secgao inferior 110 estdao eletrodos 114 que também estao
colados (ou inseridos em molde como parte de 110). Os
capilares 140 (FIG. 7) sao inseridos em Dburacos 139 e
guiados até estes eletrodos (isto é, vinte e quatro fibras
por excitacgao, no caso de atualizacao para detecao do tipo
de ondas duplas). Estas fibras por excitacao 116 estao
posicionadas para alternar a volta dos doze capilares 140.
Isto pode ser visto com maior clareza pois as aberturas de
fibras 126a e 126 Db, respetivamente, podem ser usadas para
as fibras por excitacgao 1l6a e 116b (FIG. 4) para o capilar

140, respectivamente.

A FIG. 5 mostra o acrescento do corpo da secgao do meio do
cartucho 120 para o corpo da seccao inferior 110 na FIG. 4.
O corpo da secgdo do meio do cartucho 120 esta concebido
para que a parte 132 nao obstrua o caminho das fibras por
excitacao 116 ou dos capilares 140. A parte 132 tem um
formato em ziguezague que nao inclui as fibras por
excitacao 116 e que ¢é geralmente horizontal enquanto o
cartucho esta em funcionamento. Esta parte 132 também tem
buracos 138, através dos quais, os capilares 140 sao
colocados, como se poderd ver nas Figuras mails a frente. A
extremidade superior 131 do corpo da secgao do meio 120,
que formara parte do reservatédério, também tem buracos 139,

através dos quais os capilares 140 serdao colocados.
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Depois de o corpo da seccgao do meio 120 do cartucho estar
montado no corpo da seccgao inferior 110, como se pode ver
na FIG. 6, colocam-se capilares revestidos com poliamido
140 através dos buracos dos capilares 139 e 138 até
alcancarem a extremidade inferior do corpo da secgao
inferior 110 (ver a FIG. 7). Os capilares 140 tém uma
janela prequeimada com o revestimento de poliamido removido
para criar uma Jjanela de detecdao. 0Os agrafos 136 podem ser
usados para fixar os capilares 140 ao corpo da secgao do
meio 120 do cartucho. Na extremidade superior 131 do corpo
da seccao do meio 120 fica um elétrodo comum {anodo) 134
para os capilares que se estendem para dentro do

reservatodrio.

A FIG. 8 mostra o cartucho com os corpos da seccao do meio
e da seccao inferior 110 e 120, respetivamente. Os
capilares estendem-se desde o cimo do corpo da secgao do
meio 120 (com as extremidades capilares 141 a sairem da
abertura 131 para o reservatdério) para o fundo do corpo da
seccao inferior 110 com os eletrodos {(catodos) 114. A zona
de detegdao 155 dos capilares estda também ilustrada. As
fibras por excitacdo 116 podem ver-se através das aberturas
das fibras 126 (ver também a FIG. 4) até ao conjunto de
blocos com ranhuras em forma de V 150, onde a luz das

fibras por excitacgao sao direcionadas para os capilares.

Na FIG. 9, mostra-se uma vista de tras do cartucho. O
cartucho estd integrado com um reservatdrio de tampdo de
cima/ saida 130, comum a todos os capilares. O reservatdrio
de gel 130 estd preso ao corpo da secgdo do meio 120 com um
anel em forma de O 144 como selo. O reservatdério de gel 130

tem uma capacidade de cerca 18 cc e pode ter Janelas
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transparentes ou invisiveis de cada lado para se
inspecionar o nivel de gel. O reservatdério de gel 130 esta
ligado a uma bomba de pressao de ar modular 78 (ver também
a FIG. 2). A bomba de pressao 78 fornece a pressao de ar
necessaria para encher os 12 capilares com o gel peneirado.
Dependentemente da viscosidade do gel, foram aplicadas
pressdes até 275,79 kla (40 PSI) aos capilares através do
reservatdério cheio de gel. O cartucho 100 tem um unico
elétrodo (anodo) 134 na abertura de cima do corpo da seccgao
do meio 120 e varios eletrodos (catodos) 114 no corpo da
secgao inferior 110 como parte do conjunto do cartucho. O
reservatério de gel do cartucho 140 estda equipado com um
elétrodo integrado (&dnodo) 134 comum para oS doze
capilares, que fica automaticamente ligado a fonte de
energia de alta voltagem 76 através de pinos pogo para a
eletroforese, prontos a serem usados, quando 1nstalado
dentro do instrumento 200 (analisador de ADN). Uma fonte de
energia de alta voltagem disponivel no mercado (isto &,
Emco) € usada para fornecer 0 a 20 KV de campo eléctrico
aos capilares cheios de gel 140 para a injecéao

eletrocinética e as separacgbes dos fragmentos de ADN.

O reservatdério 130, que contém o gel, ¢é selado forma
hermética no corpo do cartucho, o gue permite ao cartucho
ser manuseado, podendo segurar-se nele em dqualquer
orientagdo sem que se verta gel. (Ha uma fuga ou exposicao
desprezivel nas extremidades capilares devido a tensao na
superficie e a grande viscosidade dentro do microdidmetro
dos capilares.) O cartucho 100 tem um septo de borracha
(ndo ilustrado) gque é furado por uma agulha nao montada no
instrumento (ou qualquer outro objeto afiado) que fornece
pressao de ar da bomba 78 para o cartucho. Isto permite

encher os capilares com uma solugdo de gel/ tampac apds
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cada operagao de separacgao, assim como purgar o antigo gel
da operacao anterior no processo. Esta abordagem assegura
um confinamento apropriado do gel dentro do reservatdério do
cartucho; fornece ainda um meio simples e de confianga para
aceder ao reservatdério de gel e fornecer pressao de ar
suficiente para encher os capilares antes de se aplicar

alta voltagem para realizar a separacgao CE.

O cartucho 100 também possui portas oticas de detecao 161
através das quais as sondas detetoras 170 (FIG. 11) sao
encaixadas. Através de cada uma destas portas oéticas de
detecao 161, sao colocadas as microlentes 166 para as
6ticas de recolha de emissao, seguidas por retentores de
lentes elastdémeros 168. O cartucho possui igualmente uma
tampa de cofragem ou uma tira de abertura com multicanais
142, na porta ética de detecao 161. A tira de abertura 1412
pode ser de um material poliéster fino com cerca de 0,5 mm
de espessura, 0 que val evitar gue quaisquer particulas ou
objetos estranhos entrem dentro da 4drea da Otica de
recolha. As aberturas 142 irao abrir quando a matriz de
detecdo 170, gque contém a o6tica de recolha, entra no
cartucho. As aberturas 142 irao fechar novamente quando a
matriz de detegao 170 é retirada do conjunto do cartucho. O
obturador pode também ser uma janela ou tampa mecédnica que
abre quando tem um interface com a ¢ética de detecao do

instrumento.

A Ultima fase da montagem do cartucho esta ilustrada na
FIG. 10 com a tampa da parte da frente 146 e a tampa da
parte de tras 148. A tampa da parte de trds 148 tem buracos
162 para porta o6tica de detegao 161. Existem ainda buracos

de ventilagao 165 sobre os buracos 162 através dos quais o
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ar arrefecido flui dentro do cartucho para arrefecer os

capilares.

As FIGs. 11 e 12 mostram a vista de tras 124 do cartucho
100 com uma vista mais clara da matriz de fibras de recolha
de emissao 170. A FIG. 12 mostra que o corpo da secgao
inferior 110 é simétrico a frente e atrds (isto é, ver os
LEDs refletidos 184a e 184b). A FIG. 13 mostra uma vista
seccional em perspetiva do cartucho 100 com uma sonda
detetora 171 da matriz de detecao oética de recolha de
emissdao 170 ligada a um Unico tubo fotomultiplicador (PMT)
178 através de um conector de fibras 174 e um filtro

emissor 176.

A FIG. 14 mostra uma vista seccional do cartucho 100
juntamente com os sistemas por excitacdo e de o6tica de
emissao. O cartucho 100 é apoiado pela estrutura de apoio
164. O cartucho guando 1instalado dentro do instrumento
através da estrutura de apoio 164 fica alinhado de forma
mecdnica com os conjuntos de mdédulo/ cilindro de LEDs. A
estrutura do corpo inferior do cartucho 110 fornece o meio
de alinhamento 6tico ou de ligacgdo do conjunto do cilindro
da lente 188 as fibras por excitagdo dentro do cartucho. O
sistema por excitacao inclui a ligacao das lentes de micro
bolas 182 com os respetivos LEDs 184. A luz por excitacgao
dos LEDs 184 é direcionada através das fibras por excitacgao
116 para a zona de detecao 155 dos capilares. O sistema de
emissdo inclui a matriz de fibras de recolha de emissdao 170

que estda ligada a parte de tras 122 do cartucho 100.
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O cartucho tem caracteristicas de alinhamento para ser
alinhado facilmente com o médulo de detecao micro o6tico
dentro do instrumento 200. A matriz de detecadao o6tica 170 e
a matriz de LEDs 184 sao todas carregadas com molas, o que
fornece forcas cumplices independentes a cada conjunto de
cilindro de lentes 188 (isto &, LED ou virola de fibra)
para um alinhamento seguro e que pode ser repetido para o
cartucho. O cartucho tem todas as caracteristicas do tipo
cénicas proéprias (isto €, assento de lentes codnicas 186)
para aceitar a mola e as matrizes carregadas de molas do

instrumento, como sera descrito em malor pormenor a seguir.

Sistema por excitacgao

Um olhar mais atento a secg¢dao A na FIG. 14 mostra o sistema
por excitagdo na FIG. 15. Esta também mostra uma vista
seccional do angulo da secc¢cao A do cartucho na FIG. 13. O
sistema por excitacdo € apoiado pela estrutura de apoio por
excitacao 164 que fica encaixada no cartucho (FIG. 10)
durante a sua utilizacao (como se pode ver na FIG. 11). Uma
vez que a fibra por excitagao 116 tem de receber 1luz e
direcionar luz ao longo do caminho em diregdo a zona de
detegdo 155, o sistema por excitagdo esta configurado para
permitir que a luz necessaria entre na fibra por excitacgao
116 através de uma lente de bola 182 de um LED 184. O
sistema por excitagao inclui uma lente de bola 182, LED 184
e uma mola de elastdédmero 190, que ficam todos colocados no
cilindro da lente 188, uma bobina de molas 192, estrutura
de suporte de pulsacgdes 164, retentor 194 e LED principal
196. Dentro do cilindro da lente 188, a mola de elastdmero
influencia o LED 184 contra a lente de bola 182. A bobina

de mola 192, que fica em descanso na estrutura de apoio
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164, fornece conformidade axial e angular no cilindro da
lente 188, permitindo deste modo que a lente de bola 182
figue centrada de forma precisa na base da lente cdnica
186. Ambas estas forgas de influéncia fornecem um caminho
de contacto mais prdéximo para que a luz por excitagdao viaje
desde o LED 184 através da lente de bola 182 até a fibra

por excitagao 116.

Duas fibras por excitagao 116 para dois comprimentos de
onda (para <cada capilar) estao integradas dentro do
cartucho 100 com um alinhamento fixo na proximidade da zona
de detegao capilar 155. Estas duas fibras por excitagado 116
estao ligadas a dois LEDs 184 (por exemplo, de duas cores
diferentes: 526 nm e 473 nm) quando o cartucho esta
instalado dentro do instrumento 200 (isto €, no analisador
de ADN). Pode separar-se duas cores e detetar-se dois
filtros de emissadao de cor no médulo de detegcao (médulo PMT
178). O cartucho 100 pode ter capacidades para uma uUnica
cor para aplicagbes de analises de fragmentos de ADN e pode
também ser atualizado para ter duas capacidades de detecao
de duas cores para outras aplicacdes. E feita referéncia a
patente americana de Aplicagdo Provisdria n° 1031/207
intitulada “Dispositivo portatil de Eletroforese para
Andlises de multicores e multiplexadas”, pedida a 19 de
Outubro de 2001 (sumula do solicitador n° 1031/ 209), que é
atribuida a BioCal Technology, Inc., o <cessionario da
presente invencgdo, é mails direcionada especificamente para
o esquema de detecgdo de tempo escalonado/ multiplexado gque
pode ser adotado no sistema CE 200, no qual o cartucho 100

estd concebido para ser usado.

Um olhar mais atento a sec¢dao B na FIG. 13 mostra o sistema
de detecao, ou de emissao na FIG. 16. A luz por excitacgao

de uma fonte de luz (por exemplo um LED 184) viaja na fibra
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por excitagao 116 para zona de detecao 155 do capilar 140.
Uma virola de metal 210 fortalece e protege a fibra por
excitacao 116 que é inserida num bloco de ranhura em forma
de V 150. Duas fibras por excitacao 116 podem ser guiadas
para um bloco de ranhura em forma de V 150, ambas
direcionando a luz desde as duas aberturas com menor angulo
do bloco de ranhura em forma de V. A realizacgao preferida
para alinhar cada uma das fibras por excitagao com um
capilar €é um Unico Dbloco caracterizado por ranhuras
mecanizadas em forma de V, que aninha tanto o capilar como
a fibra, num alinhamento preciso um com o outro. O bloco
pode ser fabricado utilizando-se ferramenta para uma parte
cunhada ou através de molde de injecdao. Além disso, uma
parte de uma maquina de rosca de parafusos em cruz pode ser
usada, na qual oS capilares e as fibras seriam
descarregados em buracos precisos feitos a maquina, ao

invés de ranhuras em forma de V.

Quando a luz por excitacao é direcionada para as zonas de
detecao 155 (ver também a FIG. 17), o sistema de detecao
deteta a luz emitida, ou os sinais de emissao a 90 graus,
no gque respeita ao plano por excitagcao. A o6tica de
colimagdo para o feixe de emissdo é necessaria, uma vez que
a fibra de emissao 180 fica no lado de fora do liquido ou
gel. A abertura numérica da fibra por excitagado 116
determina a gquantidade de densidade de energia langada para
dentro do gel perto da zona de detecao. A fonte de luz por
excitagao pode ser um LED 184, que é relativamente barato,
ou um laser (pode ser um laser em estado sdélido, laser em
gas, laser de corante ou outros semelhantes). As emissdes
fluorescentes dos componentes ou analitos separados, na
zona de detecao, sao recolhidas através de uma microlente

166 e 167. A lente 166 é usada para a recolha de emissbes
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e, de preferéncia tem uma propriedade de é&angulo de alta
recolha (por exemplo, uma microlente de safira com um
indice de refracao de n = 1,76 da Swiss Jewel Company Model
# B2,00, gque tem uma distancia focal curta com uma abertura
numérica alta (NA)). A lente 167 é para ligar a luz de
emissdo colimada produzida pela lente de safira a fibra de
emissao 180 (por exemplo, uma microlente BK - 7, disponivel
na Swiss Jewel Co.). A 1luz fluorescente, que tem um
comprimento de onda maior (por exemplo, 570 a 630 nm) do
que a luz por excitacao, € depois encaminhada por uma
grande fibra 6tica central 180 (370 um O. D., 0,22 fibras
NA; mas pode também estar entre os valores de: 100 - 1000
um O. D., 0,12 - 0,5 NA) para um detetor (por exemplo, um
tubo fotomultiplicador Hamamatsu R5984 (PMT)) apds passar
pelos filtros de emissao de passe longo de separacao da cor
(por exemplo, usando 570 - 630 nm). Os sinais de emissao
sao retransmitidos pelas fibras de emissao 180 para o
médulo detetor (detetor PMT 178), onde sdo filtrados por um
filtro de emissao simples ou multiplo 176 e sao lidos
(detetados) num esquema multiplexado (escalonamento de
tempo). A fibra de detecao 180 pode ser vista em maior
pormenor relacionada com o sistema de oOtica de detegao,

como € descrito e ilustrado na FIG. 13.

Torna-se ainda evidente que a zona de detecdo nao é
necessariamente uma zona bem definida com contornos bem
definidos, devido a natureza da substancia, a radiacgéao
incidente e as emissées fluorescentes. E normalmente uma
zona, na qual a luz da fibra por excitacdo é direcionada
para provocar emissdes fluorescentes e a otica de detecao
tem o objetivo de capturar parte dessas emissdes
fluorescentes. A 1luz da fibra por excitagcao pode provocar

emissbdes de fluorescéncia para fora da zona de detecao e
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algumas das emissdes de dentro da zona podem nao ser
detetadas pela ¢ética de detecdao. Quanto mais perto a fibra
por excitacao estiver da zona de detegao, ou quanto mais
alta for a densidade da energia da luz por excitagao, tanto

mais fortes serao os sinalis de emissao al recolhidos.

No dispositivo CE multicapilar da presente invencao, as
fontes de 1luz por excitagao fluorescente podem ser LEDs
super brilhantes azuis ou verdes. As caracteristicas
atrativas do LED como fonte de luz, sao o seu baixo custo,
o tamanho pequeno, longo tempo de vida, boa intensidade e a
estabilidade gque resulta em pouco ruido térmico e na
possibilidade de modulacao eletrédnica direta da
intensidade. O0Os LEDs contemplados nesta invengao sao
baseados em tecnologia de material de InGaN (por exemplo,
HLMP - CB1l5 e HLMP - CM15 de Agilent) com uma poténcia de
saida de 1luz média de 2,5 - 3 mW. As caracteristicas
espectrais com o seu comprimento de onda no maximo e
largura por metade (nm) de LEDs InGaN indicam gque estes
LEDs podem ser usados para a excitacao da fluorescéncia com
espectros de excitagdo no ambito de 440 a 570 nm (por
exemplo, fluoresceina, rodamina, brometo de etidio, tiazol
laranja) e para a frequéncia no ambito de 1 Hz a 100 MHz.
Uma vez que o tempo de resposta destes LEDs € muito alto
(de algumas centenas de nanossegundos), podem pulsar em
grandes correntes para a frente, até 100 mA no
funcionamento de modo de pulsacgao, para se obter picos
radiantes altos. O funcionamento pulsado dos LEDs pode ser
habitualmente alcangado através de circuitos de conducédo de
transistores. Podem realizar-se saidas de 1luz de LED com
picos significativamente mais altos a partir de grandes
pulsagdes de corrente condutora em ciclos de dever baixos

(isto &, 5%, 10%, 25% ou 50%) do que em funcionamento DC.
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Poderao usar-se diferentes cores de LEDs (isto ¢é, LEDs
azuls ou verdes) como fontes de excitacgao para a excitacgao
de diferentes fluordforos (diferentes aplicacgodes). A
realizagao preferida usa LEDs com comprimento de onda no
dmbito de 500 - 600 nm, e especificamente de 524 nm. Um
segundo mdédulo de LED, ou um LED de uma segunda cor, podera
ser acrescentado a concecao da corrente para um dispositivo
de detecao com dois comprimentos de onda, trazendo dois
comprimentos de onda para o microcanal usando uma ou duas
fibras. A plataforma de detegdo/ separagao da corrente
poderda ser expandida com mdédulos de LED duplos, com dticas
de excitacao e de recolha com um segundo PMT para fornecer
um detetor de fragmentos de ADN de detecgao por

fluorescéncia com varios comprimentos de onda.

As fontes de luz de excitagao poderao ser mudadas de LEDs
para Diodos de Laser (laser em estado sdélido semicondutor).
Em alternativa, poderao ser lasers de ©pulsacao (por
exemplo, lasers em estado sdélido, lasers de gas, lasers de
corante, lasers de fibra). A principal razao para se usar
LEDs (isto é, Verdes, 524 nm) é o seu baixo custo, super
brilho e embalagem pequena. Os LEDs do tipo Surface Mount
(SMT) poderao ser usados, utilizando-se quer fibra ligada,
gquer um esquema ligado diretamente de traseira com traseira
aos capilares para distribuir a 1luz de excitagao aos
analitos de separacao. Uma fonte de 1luz alternativa para
este instrumento seria os diodos de laser no ambito de 400

- 800 nm.

Um perito nesta técnica ira reconhecer gque o instrumento

que incluil a esséncia desta invencao pode também ser usado
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para outras andlises biomoleculares. Por exemplo, através
da alteracao do gel ou buffer de separacgao, o sistema pode
ser modificado para analisar biomoléculas como proteinas,
hidratos de carbono e lipidos. Usando-se varios cartuchos
da presente 1invengao com multicanais e com diferentes
quimicas de buffer/ gel, capilares, etc, uma determinada
quimica de buffer/ gel, com um capilar correspondente (por
exemplo, com determinados revestimentos de parede interna e
determinados tamanhos de coluna), pode ser facilmente
substituida para se adaptar a aplicacgdes de separacao com
base numa determinada amostra e condigdes de funcionamento,
para se conseguir diferentes separagdes, tipos,
velocidades, resolugdes, etc. O mesmo cartucho pode ser
posto a parte e ser reutilizado mais tarde para conduzir
futuras operagdes de separacgao. Comparado com o0s sistemas
CE da técnica anterior, 0 tempo de montagem para a
preparacao do atual sistema CE 200 usando um cartucho 100
para fazer diferentes testes, pode ser reduzido de forma
significativa, uma vez gque a coluna de separacao, o0 meio de
separacgao e pelo menos a o6tica de detecado necessitam de um
alinhamento fino, no que respeita aos capilares, estao
todos incluidos nos cartuchos. A reutilizagadao do cartucho
reduz de forma significativa, o custo do material para o
sistema CE. Além disso, como a matriz do gel com o corante
intercalado estd hermeticamente selada dentro do cartucho,
fornece uma boa solugao para um produto seguro para o
ambiente/ “Verde”. O fluordforo e/ ou a matriz de gel pode
conter matérias cancerigenos e outros prejudiciais a salde
e ao ambiente. Ao embalar-se o gel dentro do cartucho, isso
vai facilitar de forma significativa o seu manuseamento e
melhorar a seguranca. O cartucho pode ser recolhido e
descartado de forma segura para o ambiente, ou pode ser
reciclado, com as partes gastas substituidas ou remodeladas

por técnicos treinados, para evitar prejudicar o ambiente.
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Com esta abordagem com multicanais de auto alinhamento
(partes micro O6ticas imdveis) e com oOtica integrada
automatica e modular, o funcionamento do instrumento torna-
se mais simples, mais seguro, fornecendo no entanto um alto
rendimento. O cartucho 100 com uma o6tica préalinhada, auto
incluida, no que respeita aos canais de separagao, pode ser
facilmente incluido no sistema CE 200. Além disso, este
esquema de detecgdo com multicanais poderda ser expandido ou
escalado para mais do que doze, ou até para inUmeros canais
de detegao (por exemplo, 96 canais) sem enfraguecer a
sensibilidade de detecao. A outra vantagem deste método de
detecdo simples do tipo de tempo multiplexado é o facto de
haver cruzamentos despreziveis ou inexistentes entre os
canais, quando comparado com qualguer outro dos esquemas de

detecao LIF com alto rendimento.

Enquanto que nas realizagdes descritas anteriormente, as
fontes de radiacdo multiplas tém o mesmo comprimento de
onda, prevé-se que seja possivel configurar as fontes de
radiagdo multiplas para diferentes comprimentos de onda,
para complementar as amostras especificas, as aplicagdes de
detecdo a base de amostras ou gquimicas de gel em diferentes

capilares.

A radiagao incidente para a detecao pode ser direcionada
para a zona de detecgdo e/ ou as emissdes de radiagao, a
partir da zona de detecao, podem ser saidas axiais
juntamente com o meio de separacgao. Pode adotar-se uma zona
de detecgdo mais larga. Sao feitas referéncias a Patente
americana n° 2002 197 735 intitulada Detecgdo Otica em

Dispositivos de Bio Separacgao Usando-se uma Entradas de
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Radiagdo Axial, a Patente americana n° 2002 197 736,
intitulada Detecdo Otica em Dispositivos de Bio Separacéo
Usando-se Saidas de Radiacao Axial e a Patente americana n°
2002 196 442, intitulada Detecdo Otica em Dispositivos de
Bio Separacgao Usando-se uma Zona de Detecao Alargada, todas
arquivadas em 22 de Junho de 2001, gque sao vulgarmente
atribuidas a BioCal Technology, Inc., o cessionario da

presente invencgao.

O instrumento de baixo custo da presente invencao tem uma
concegao de cartucho com multicanais descartavel/
reciclavel (uma vez gque a maloria das partes poderao ser
recuperadas e depolis reembaladas ou reutilizadas. A Unica
parte que seria substituida sdao os capilares e o gel), um
sistema de detecao fluorescente, e um mecanismo de
tabuleiro de manuseamento incluindo (prato com 96 pocgos).
As experiéncias demonstraram que as andlises as amostras
ficam completas em apenas 4 a 10 minutos por cada doze
canais (doze resultados paralelos para doze amostras de
teste). O sistema de andalise de ADN ¢ uma estacgdo de
trabalho com alto rendimento completa que manuseia analises
completas a fragmentos de ADN desde injecao a detecao, a
recolha de dados de fragmentos. A sensibilidade de detecao
para um Unico capilar, usando o modo de detecao da presente
invencdo anteriormente descrito, é da ordem de 0,02 ng do
fragmento de ADN em menos de 10 minutos de separacdes
(usando HaelIII de digestao ¢X174 de bacteriéfago de mistura
de teste de ADN). Este tipo de abordagem para se conseguir
doze microcanais/ <capilares a funcionarem em paralelo
produz resultados em 10 minutos para todas as doze amostras
com eletroforese. Este tipo de velocidade de separacao e de
sensibilidade de detecdao ¢ varias ordens de magnitude

melhor do gque as técnicas de placa de gel - eletroforese.
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Enquanto esta invengao tem sido 1ilustrada e descrita em
particular com referéncia as realizagbes preferidas, devera
ser entendido pelos peritos nesta técnica, que podem ser
feitas varias alteragdes na forma e pormenor. Por exemplo,
a fontes de radiacdo de excitacao podera ser, LEDs, Diodos
de Laser (lasers em estado sdlido semi-condutores), laser
de impulsos (por exemplo, lasers em estado sdélido, laser de
gases, lasers de coloragao, lasers de fibra), ou outras
fontes de radiacao. Os LEDs (por exemplo, Verde, 524 nm)
estao associados ao baixo custo, super brilho e embalagem
pequena. Uma fonte de luz relativamente barata alternativa
para a presente invengao poderiam ser diodos de laser no
ambito de visivel, UV e/ ou infravermelhos. Por exemplo, o0s
diodos de 1laser no ambito de 400 - 900 nm e, mais
especificamente no é&ambito de 400 - 600 nm, podem ser

usados, por exemplo.

Um perito nesta técnica ira reconhecer que o instrumento
que inclui a esséncia desta invencao pode também ser usado
para a andlise bio molecular, para além da analise de ADN.
Por exemplo, ao alterar o gel ou buffer de separagao, o
sistema pode também ser modificado para analisar Dbio

moléculas como proteinas, hidratos de carbono e lipidos.

Como exemplo, e nao como limitacgdao, o esquema de detecgao da
presente invencao ¢é descrito em ligagdo a eletroforese
capilar e a detetacdo fluorescente de radiacao induzida.
Deve entender-se gque a presente invencgao ¢ também aplicavel
a detecdo de analitos separados baseados em fendmenos de
bio separagao, para além de eletroforese, e a detegao de

emissdes de radiacgao, para além das emissdes fluorescentes,
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incluindo outros tipos de radiacao emissora, tais como
fosforescéncia, luminescéncia e quimioluminescéncia, assim

como detecao a base de absorcao.

Além disso, enquanto qgue os canhais de separagao nas
realizagdes descritas sao definidos por colunas ou tubos
cilindricos, devera entender-se que o0s conceitos da
presente invencdo sao i1gualmente aplicdveis a canais de
separagao definidos por <canais abertos, por exemplo
microcanais definidos por cauterizacao num substrato

(dispositivos do tipo de micro fluidos ou bio chips).

O mecanismo de transporte pode ser configurado para mover
os tabuleiros num plano horizontal e um mecanismo de
transporte adicional pode ser fornecido para mover o

cartucho verticalmente para aceder aos tabuleiros.

Deste modo, a 1invencgao apresentada deve ser considerada
meramente em termos ilustrativos e limitada no seu ambito

apenas como especificado nas reivindicagdes em anexo

Lisboa, 29 de Novembro de 2011
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REFERENCIAS CITADAS NA DESCRICAO

Esta 1lista de referéncias c¢itadas pelo requerente ¢é
apenas para a conveniéncia do leitor. A mesma nao faz
parte do documento de Patente Europeia. Embora muito
cuidado tenha sido tomado na compilacao das referéncias,
erros e omissdes nao podem ser excluidos e o EPO nega

qualgquer responsabilidade neste sentido.

Documentos de Patente citados na descricgao

Us 2002113213 A

US 5198091 A, Burolla
US 5413686 A, Klein
US 5338427 A, Shartle
US 5916428 A

Us 2002197735 A

Us 2002197736 A

US 2002196442 A

Literatura que nao é patente citada na descricgao

Pace Setter, April 1999, vol. 3 (1)
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Reivindicagodes

1. Um cartucho de multicanais (100) para a bio separacao,

compreendendo:
um corpo (120);

uma pluralidade de canais de separagao capilar (36) para
analitos no corpo, definindo cada canal de separacgao

capilar (36) uma Jjanela de detecao;
uma camara no corpo (120); e

meio otico;

caracterizado pelo facto de:

a céamara definir um reservatdrio (130) e conter um gel de
apoio a separacao que fica selado contra fugas quando o
cartucho (100) ¢ manuseado segurando-se o cartucho em

qualquer orientacao;

o reservatdério (130) estar em comunicacdao de fluidos comum

aos canais de separacgao capilar (36); e

o meio Oético estar incluido e integralmente suportado
dentro do corpo para direcionar a luz de excitagao para a
referida Jjanela de detegcao ou emissao de radiacgao da
referida Jjanela, compreendendo o referido meio oético,
portas de detecao o6ticas (161) e fibras déticas de excitacao
(116) com uma extremidade alinhada pelo corpo (120) aos
canais de separacao capilar (136) e com a outra extremidade
posicionada pelo corpo (120) para a ligacao a fontes de

radiacao externas (184).
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2. 0 cartucho de multicanais, de acordo com a reivindicacgao
1, caracterizado por pelo menos um dos seguintes: portatil,
reciclavel, reutilizavel e substituivel por outros
cartuchos com um meio de apoio de separacao diferente e

canais de separacao capilares (36).

3. 0 cartucho de multicanais, de acordo com a reivindicacgao
1 ou 2, compreendendo ainda um elétrodo (134) ligado de

forma elétrica ao reservatdrio (130).

4. O cartucho de multicanais, de acordo com a reivindicacgao
3, compreendendo ainda um outro elétrodo (114) ligado de
forma elétrica a cada extremidade dos canais de separacao

capilar (36) que estao afastados do reservatdério (130).

5. 0 cartucho de multicanais, de acordo com a reivindicagao
1, em que o0s canails de separagao capilar (36) compreendem

colunas (22) suportadas pelo corpo.

6. O cartucho de multicanais, de acordo com a reivindicacao
1, em que o gel é um tipo proéprio para a eletroforese

capilar.

7. O cartucho de multicanais, de acordo com a reivindicacgao
1, compreendendo ainda um interface para a introducao de ar
pressurizado no reservatdrio (130) para purgar e encher os
canais de separacao capilar (36) com o meio de apoio a

separacgao.
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8. O cartucho de multicanais, de acordo com a reivindicacao
7, em que o 1interface inclui um septo gque pode ser
perfurado para se introduzir ar pressurizado no

reservatdério (130).

9. Um sistema de bio separacao (200), compreendendo:
uma base (74);

um cartucho de multicanais (100) para a bio separacao, de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 8,apoiado

na base (74);

meio de posicionamento (80) apoiado na base para o
posicionamento de amostras no que respeita aos canais de

separagao capilar (36);

meio de separagao para realizar a bio separacao das

amostras juntamente com os canails de separacdo capilar; e

meio de controlo (32) para controlar as operagdes do

sistema de bio separacao.

10. O sistema de Dbio separacgao, de acordo com a
reivindicacao 9, compreendendo ainda: uma fonte de radiacao
(184) que direciona a radiagcao para a zona de detecgao
(155); e um detetor (24) que deteta radiacao da =zona de

detecao (155).

11. O sistema de Dbio separacao, de acordo com a
reivindicagao 9, em gque o meio de separagao compreende um
mecanismo de eletroforese que realiza a separagao de

eletroforese das amostras nos canais de separagao capilar.
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12. O sistema de Dbio separacao, de acordo com a
reivindicagcao 9, compreendendo ainda um meio de pressao
(78) que pressuriza o reservatdério (130) para purgar e

encher os canais de separagao capilar (36).

13. O sistema de Dbio separacao, de acordo com a
reivindicagao 11, em que o meio de separagao compreende uma
fonte de voltagem (76) que fornece um potencial elétrico
para realizar a separagao de eletroforese das amostras nos

canais de separacao capilar (36).

14. O sistema de Dbio separacao, de acordo com a
reivindicacao 9, em que o meio de posicionamento compreende
um mecanismo de posicionamento (80) nas amostras apoiadas
num plano horizontal, no gque respeita ao cartucho de
multicanais (100), de tal modo que os canais de separacao

(36) ficam em comunicacao de fluidos com o recipiente.

15. O sistema de bio separacao, de acordo com a
reivindicagcao 9, em que O sistema de bio separacao, de
acordo com a reivindicacao 9,o0s canais de separacao capilar
(36) compreende colunas capilares (22) apoiadas pelo corpo
(120) e as colunas capilares (22) tém extremidades (140)
desde o cartucho de multicanais (140), no gue respeita ao
recipiente (72) de amostras, de tal modo que as

extremidades (140) tém acesso as amostras.

Lisboa, 28 de Novembro de 2011
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