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“DISPOSITIVO DE ANALISE CELULAR E METODOS DE OPERAR E
DE FABRICAR UM DISPOSITIVO DE ANALISE CELULAR”
CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo trata de um método e aparelho para
analisar células, e mais especificamente para analisar células em um fluido.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

A analise de células pode ser realizada de diferentes maneiras.
Entre as técnicas conhecidas para analise de células se inclui a inspego Sptica
de uma amostra contendo as células (e.g. dispor uma gota de sangue entre
placas de vidro de um microscépio)m deformagio mecénica da célula, e
contagem de células a base de laser (de outro modo conhecida como
citometria de fluxo). Embora com freqiiéncia muito precisos, estes métodos
sdo limitados em dmbito e versatilidade.

O empreender a analise de células para investigar parAmetros
de células € importante em relagdo a uma técnica de manipulacio de célula
designada de Eletroporagdo. A Eletroporagdo é uma técnica que utiliza um
campo elétrico para criar poros em uma membrana celular para que moléculas
(tais como drogas ou genes) possam ser transferidas para o interior da célula.

A eletroporagdo ¢ importante no contexto de gene terapia
porque o transporte controlado de DNA para o interior de uma célula é
requerido. Embora vetores virais reconhecidamente constituam uma maneira
muito eficiente de empreender administracdo de genes a uma célula, o uso de
vetores virais ndo estd isento de riscos (D.J. Wells, Gene Therapy 11, pp
1363, 2004). Alternativas ndo virais tal como eletroporagfo, por conseguinte,
sdo de especial interesse porque podem evitar a necessidade por agentes
quimicos adicionais ou materiais para abrir as membranas celulares. A
eletroporacdo também apresenta a vantagem de poder reduzir a possibilidade
de contaminagéo celular.

Nos dispositivos que sfo tipicamente usados para



10

15

20

25

2

eletroporagdo, multiplas células em um fluido de suspensdo sdo eletroporadas
de imediato. Exemplos dos ditos dispositivos sio os geradores de
eletroporagdo dos Sistemas de Administracio Molecular BTX ou do Sistema
de Eletroporagdo de Cloning Gun® da Tritech Research. Estes dispositivos,
todavia, ndo sdo ideais porque o campo elétrico varia dentro do conjunto de
dispositivo. Como uma conseqiiéncia desta deficiéncia, tipicamente 90% das
células ndo sobrevive ao método de eletroporacio.

Atualmente, o0 mecanismo de eletroporacio ndo ¢é
perfeitamente entendido. E conhecido, todavia, que o selecionar uma forma
de onda elétrica apropriada pode otimizar o método (Huang em Rubinski,
Sensors & Actuators A 89, pp 242m 2001). Os ditos pardmetros de
eletroporacdo ideais sdo dependentes do tipo de célula. Assim, a otimizagio
dos pardmetros de eletroporagdo tem de ser realizada para cada tipo de célula
individual.

A utilizagdo de técnicas de analise conhecidas, inclusive
daquelas acima mencionadas, a analise e a otimiza¢do de propriedades de
c€lula ¢ um método laborioso e consumidor de tempo. Por conseguinte ha
conveniéncia em criar uma técnica de analise celular aperfeicoada para a
inspe¢do e/ou andlise controlada de células de tal modo que as propriedades
de eletroporagdo das células possam ser investigadas. H4 também
conveniéncia em habilitar a dita analise a ser empreendida utilizando um

unico dispositivo e/ou método.

SUMARIO DA INVENCAO

De acordo com um aspecto da invengdo, € apresentado um
dispositivo de analise celular para investigar as propriedades de eletroporagéo
de células em suspensdo em um fluido, o dispositivo compreendendo:

primeiro e segundo substratos mutuamente espagados;

um primeiro conjunto de eletrodos formado sobre uma

superficie do primeiro substrato;
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pelo menos um eletrodo formado sobre a superficie do
segundo substrato confrontando o primeiro conjunto de eletrodos, o pelo
menos um substrato e o primeiro conjunto de eletrodos desse modo definindo
os limites superior e inferior de um volume de analise para receber o fluido, o
volume de andlise compreendendo um conjunto de partes de volume; e

o conjunto de circuito disposto para modificar a amplitude ou
durag@o de uma tensédo aplicada ao pelo menos primeiro conjunto de eletrodos
de modo a gerar e modificar um campo elétrico em uma ou mais partes
volumétricas do dispositivo.

Assim, um aparelho € previsto para analisar as propriedades de
eletroporagdo de células, no qual o campo elétrico pode ser controlado na
base de uma célula individual. Outrossim, o aparelho pode ser usado para
determinar pardmetros de eletroporagdo ideais para uma pluralidade de
c€lulas utilizando um Gnico método de medicdo.

De acordo com outro aspecto da inven¢do, é apresentado um
método de operar um aparelho de analise celular para investigar as
propriedades de eletroporagdo de células suspensas em um fluido, o aparelho
compreendendo dois substratos mutuamente espagados com um volume de
analise definido entre eles e o volume de anélise compreendendo um conjunto
de partes de volume, e o método compreendendo a etapa de gerar campos
elétricos de diferentes amplitudes ou duragdes em uma ou mais partes
volumétricas do dispositivo com o fluido disposto no seu interior.

De acordo com ainda outro aspecto da invengdo, € apresentado
um método de fabricar um dispositivo de analise celular para investigar as
propriedades de eletroporagdo de células suspensas em um fluido, o método
compreendendo as etapas de:

formar um primeiro conjunto de eletrodos sobre uma
superficie de um primeiro substrato;

formar pelo menos um eletrodo sobre a superficie de um
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segundo substrato confrontando o primeiro conjunto de eletrodos, espacar o
primeiro substrato e segundo substratos mutuamente com as superficies em
relagdo confrontante, o pelo menos um eletrodo e o primeiro conjunto de
eletrodos desse modo definindo os limites superior e inferior de um volume
de analise para receber o fluido, o volume de analise compreendendo um
conjunto de partes de volume; e

proporcionar um conjunto de circuito para modificar a
amplitude ou duragdo de uma tens3o aplicada ao pelo menos primeiro
conjunto de eletrodos de tal modo que um campo elétrico possa ser gerado ou
modificado em uma ou mais partes de volume do dispositivo.

De acordo com outro aspecto da inveng¢do, é apresentado um
método de fabricar um dispositivo de anélise celular para investigar as
propriedades de eletroporagdo de células em suspensdo em um fluido, o
método compreendendo as etapas de:

desmontar uma tela a cristal liquido; e

remover o material de cristal liquido.

A invengdo, por conseguinte, assegura uma redugio no tempo
e méo de obra requerida para investigar os pardmetros de eletroporagdo de
células. Além disso, os pardmetros podem ser usados para aperfeicoar o
rendimento de um método de eletroporagio.

O dispositivo de analise pode ser uma construgdo a base de
matriz ativa. Também o dispositivo pode habilitar as células a serem
eletricamente transportadas e aprisionadas usando o fenémeno fisico
conhecido de dieletroforese (DEP), eletroforese, eletrosmose ou eletro-
hidrodinamica.

DESCRICAO SUCINTA DOS DESENHOS

Exemplos da invengdo passam a ser descritos em detalhe com
referéncia aos desenhos, de acordo com os quais:

A fig. 1 mostra um dispositivo de analise de célula matriz de
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A fig. 2 € uma vista em seg¢fo transversal tomada ao longo da
linha X-X da fig. 1 que ilustra o dispositivo sendo usado para analisar as
propriedades de eletroporagdo de células em suspensio em um fluido;

A fig. 3 mostra um dispositivo de andlise de célula matriz de
acordo com uma modalidade alternativa da invencio;

A fig. 4 é um diagrama de circuito esquematico do dispositivo
mostrado na fig. 1;

A fig. 5 ilustra a operagdo do dispositivo da fig. 3 de acordo
com uma modalidade da invengio;

A fig. 6 é um diagrama de temporiza¢do de pulsos seletivos
para a operacdo do dispositivo ilustrado na fig. 5;

A fig. 7 ilustra uma modificagdo do diagrama de circuito
mostrado na fig. 4; e

A fig. 8 ilustra a operagdo do dispositivo da fig. 3 de acordo
com outra modalidade da inveng3o.

Numerais de referéncia idénticos se reportam a elementos
idénticos através de sua totalidade.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Reportando-se a fig. 1, € ilustrado um dispositivo de analise
celular baseado em matriz dé acordo com uma primeira modalidade da
invengdo. O dispositivo de analise celular compreende primeiro 10 e segundo
12 substratos dispostos em relagdo paralela e mutuamente espagada, na qual o
primeiro substrato 10 ¢ posicionado verticalmente abaixo do segundo
substrato 12.

Um primeiro conjunto de eletrodos 14a-14d € previsto sobre a
superficie voltada para cima do primeiro eletrodo 10. Os eletrodos 14a-14b do
primeiro conjunto de eletrodos 14 sdo genericamente alongados e se estendem

na diregdo lateral sendo indicados genericamente pela seta designada “L”) e
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sdo de tal modo dispostos que eles sfio substancialmente paralelos e
mutuamente espagados (a diregdo longitudinal sendo indicada genericamente
pela seta designada “M”).

Um exemplo de um material apropriado para os eletrodos € o
oxido de estanho indio (ITO). Naturalmente, qualquer outro material
apropriado pode ser usado para formar os eletrodos, tais como Pt, Au, Ti, Ta
etc. Opcionalmente, os eletrodos poderiam ser cobertos por uma delgada
camada dielétrica de maneira a prevenir a corrosio do eletrodo ou a
ocorréncia de eletrolise em fluidos de base aquosa.

Um segundo conjunto de eletrodos 16a-16f (doravante
designado de segundo conjunto de eletrodos 16) € previsto sobre a superficie
voltada para baixo do segundo substrato 12. Em outros termos, o segundo
conjunto de eletrodos 16 ¢ formado sobre a superficie do segundo substrato
12 que confronta o primeiro substrato 10 e seu primeiro conjunto de eletrodos
14. Os eletrodos 16a-16f do segundo conjunto de eletrodos 16 sdo
genericamente alongados, se estendem na dire¢do longitudinal, e sdo de tal
maneira dispostos que eles sfo substancialmente paralelos e mutuamente
espacados.

Assim, os conjuntos de eletrodos definem os limites superior e
inferior de um volume de analise 18 no qual um fluido contendo células pode
ser disposto para analise. A parte do volume entre um cruzamento de um
eletrodo 14a do primeiro conjunto de eletrodos 14 e um eletrodo 16f do
segundo conjunto de eletrodos 16 define uma parte do volume de analise
(ilustrado pela regido sombreada designada “P”).

A configuracdo de matriz resultante (designada de uma
“matriz passiva” no campo de tecnologia de Tela a Cristal Liquido) por
conseguinte tem um conjunto de eletrodos de fileira em um lado do volume, e
um conjunto de eletrodos de coluna no outro lado do volume. Na modalidade

ilustrada na fig. 1, os eletrodos de fileira sfo os eletrodos do primeiro
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conjunto de eletrodos 14, e os eletrodos de coluna sdo os eletrodos do
segundo conjunto de eletrodos 16.

Um circuito ativador de voltagem (nfo mostrado) &
eletricamente ligado com o primeiro 14 e o segundo 16 conjunto de eletrodos
e adaptado para modificar a amplitude e a duragio de uma tens3o aplicada aos
conjuntos de eletrodos. A aplicagdo de uma tensdo tanto a um eletrodo 14a do
primeiro conjunto de eletrodos 14 como a eletrodo 16f do segundo conjunto
de eletrodos 16 gera um campo elétrico na parte de volume P entre o
cruzamento dos eletrodos. Assim, as propriedades de eletroporagdo de uma
célula suspensa em um liquido e posicionada dentro da parte de volume P
pode ser investigada gerando um campo elétrico na parte de volume P. Em
outras palavras, posicionando uma célula na parte de volume P e aplicar uma
tensdo nos eletrodos que se cruzam para definir a parte de volume P, a célula
pode ser eletroporada. Uma vez completada a eletroporag¢io, a célula pode ser
inspecionada ou investigada conforme necessario. Um método de
investigacdo deste tipo pode incluir as etapas de inspecionar opticamente a
célula eletroporada ou medir pardmetros da célula tal como sua impedancia.

Assim, aplicando uma tensdo a um eletrodo especifico no
primeiro conjunto de eletrodos 14 e a um eletrodo no segundo conjunto de
eletrodos 16, um campo elétrico pode ser gerado em uma parte especifica do
volume de andlise 18. A parte do volume de anilise 18 dentro da qual o
campo elétrico € gerado correspondera ao sitio de cruzamento dos eletrodos
ao qual uma tensdo € aplicada. Por conseguinte, sera apreciado que partes do
volume de analise 18 podem ser enderecadas aplicando tensdes ao primeiro
14 e ao segundo 16 conjuntos de eletrodos. Um método de enderecamento
deste tipo pode ser controlado por dispositivos de controle apropriados de
maneira a gerar um campo elétrico em uma ou mais partes de volume
conforme possa ser requerido.

TensGes de diferentes amplitudes e/ou dura¢des podem ser
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aplicadas aos eletrodos de cada conjunto. Desta maneira, campos elétricos de
diferentes magnitudes e duragio podem ser gerados em mais de uma parte de
volume ao mesmo tempo. Mais de uma célula pode, por conseguinte, ser
eletroporada de uma vez, na qual os pardmetros de eletroporagio podem
diferir entre as células.

Uma maior compreensdo deste método pode ser obtida
reportando-se a fig. 2. A fig. 2 é uma vista em segfo transversal ao longo da
linha X-X da fig. 1 e ilustra o dispositivo de anilise sendo usado para
eletroporar células 20 suspensas em um fluido 22.

O fluido 22 contendo células 20 para analise € previsto no
volume de analise 18. De preferéncia, pelo menos um do primeiro 10 e
segundo 12 substratos € formado com um sistema fluidico (nfo ilustrado) para
dirigir o fluido 22 para um sitio de preferéncia no interior do volume de
analise 18. Por exemplo, um sistema fluidico deste tipo pode ser formado de
pelo menos um canal que € previsto no substrato ao longo do qual o fluido 22
€ guiado para fluir. Alternativamente, os canais podem ser formados sobre o
substrato usando, por exemplo, uma camada fotocondutiva tal como SU-8.
Além disso, as células 20 no interior do fluido podem ser posicionadas entre
eletrodos opostos usando o fenémeno fisico conhecido de dieletroforese
(DEP), eletroforese, eletro-osmose ou eletro-hidrodinamica.

DEP ¢ um fendémeno fisico pelo qual particulas neutras,
quando submetidas a campos elétricos nfo uniformes, tempo estaciondrios
(CC), temporalmente varidveis (CA), experimentam uma for¢a liquida
dirigida no sentido de sitios com intensidade de campo crescente (pDEP) ou
decrescente (dDEP). A intensidade da forca dieletroforética, além de sua
dire¢do, depende fortemente das propriedades dielétricas e condutivas das
particulas, e do meio em que o corpo é imerso Naturalmente, deve ser
compreendido que estas propriedades podem também variar em funcdo da

freqiiéncia para campos elétricos de CA. Informacdes adicionais acerca da
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teoria de DEP podem ser encontradas em uma publicacdo por H.A. Pohl
intitulada “Dielectrophoresis” (Cambridge University Press, Cambridge,
1978), o contetido da qual € aqui incorporado a titulo de referéncia.

Aplicando uma tenséo ao eletrodo 16d do segundo conjunto de
eletrodos a0 mesmo tempo em que tensdes de diferentes duragdes e/ou
magnitudes sdo aplicadas aos primeiros 14a e segundos 14b eletrodos do
primeiro conjunto de eletrodos 14, primeiras 20a e segundas células 20b
posicionadas nas primeiras 24 e segundas 26 partes de volume,
respectivamente, s3o ele_trdporadas sob diferentes campos elétricos. Assim,
uma comparagdo entre os resultados do método de eletroporagdo para as
primeiras 20a e segundas células 20b pode ser feita. Este conceito pode ser
estendido para eletroporar qualquer nimero de células suspensas em um
liquido, no qual cada célula ¢ posicionada em uma diferente parte de volume e
cada parte de volume é definida entre o cruzamento de um eletrodo no
primeiro conjunto de eletrodos 14 e um eletrodo no segundo conjunto de
eletrodos 16.

Variando a durag@o e/ou a amplitude da tensdo aplicada aos
eletrodos dos conjuntos de eletrodos, uma pluralidade de células pode ser
eletroporada sob diferentes pardmetros de eletroporacdo usando um Unico
procedimento de eletroporagdo. Em outras palavras, as propriedades de
eletroporagdo de multiplas células podem ser investigadas gerando campos
elétricos de diferentes amplitudes ou duragdes em uma ou mais partes de
volume do dispositivo de analise.

A estrutura bésica do dispositivo mostrado na fig. 1 €
composta de dois substratos substancialmente planos que sdo separados por
um estreito intervalo. Embora no essencial para a inveng¢do, a espessura de
uma separagdo dessa natureza pode ser definida por espagadores (ndo
mostrados) interpostos entre os primeiro 10 e segundo 12 substratos.

Outrossim, € contemplado que a distdncia entre os substratos tipicamente
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seria da ordem de 5 a 50 um, e de preferéncia na faixa de 10 a 30 um.
Todavia, também deve ser entendido que o dispositivo pode ainda
compreender dispositivos de ajuste para ajustar o espagamento entre o
primeiro 10 e segundo 12 substratos. Desta maneira, o dispositivo pode servir
para diferentes dimensdes de células.

Aqueles versados na técnica também apreciario que o
dispositivo da fig. 1 tem uma estrutura similar aquela de uma tela de cristal
liquido de matriz passiva convencional (LCD), no qual o cristal liquido foi
removido dentre os substr.ato.s. Por conseguinte, ¢ contemplado que a
tecnologia e técnicas conhecidas atualmente usadas para fabricar LCDs de
matriz passiva podem ser usadas para fabricar um dispositivo de analise
celular de acordo com uma modalidade da invencéo.

Reportando-se a seguir a fig. 3, um dispositivo de anélise
celular matriz de acordo com uma modalidade alternativa da invencdo é
ilustrado. O dispositivo de andlise celular compreende primeiro 30 e segundo
32 substratos dispostos em relagdo paralela e mutuamente espagada, o
primeiro substrato 30 sendo posicionado verticalmente abaixo do segundo
substrato 32. Embora ndo essencial para a invengdo, a distincia de separacio
pode ser definida por espagadores (nfo mostrados) interpostos entre o
primeiro 30 e segundo 32 substratos. Alternativamente, o dispositivo pode
compreender dispositivos de ajuste para ajustar o espacamento entre o0s
primeiro 30 e segundo 32 substratos. Desta maneira, o dispositivo pode
atender a diferentes dimensdes de células.

Um primeiro conjunto de eletrodos 34 (doravante designado
de primeiro conjunto de eletrodos) € previsto sobre a superficie voltada para
cima do primeiro substrato 30. Os eletrodos 34 do primeiro conjunto de
eletrodos sdo dispostos para formar uma matriz compreendendo fileiras e
colunas de eletrodos mutuamente espacados 34. Os eletrodos 34 sdo

estruturas de pelicula delgadas convencionais formadas de ITO.



10

15

20

25

11

Naturalmente, quaisquer outras técnicas de fabrica e material apropriadas
podem ser usadas para formar os eletrodos.

Um unico eletrodo em forma de placa 36 (designado a seguir
de eletrodo comum 36) é previsto sobre a superficie voltada para baixo do
segundo substrato 32. Em outros termos, o eletrodo comum 36 é formado
sobre a superficie do segundo substrato 32 que confronta o primeiro conjunto
de eletrodos. O eletrodo comum 36 é uma estrutura de pelicula delgada

formada de ITO e de tal maneira disposto que cobre uma parte substancial da

superficie inferior do segundo substrato 32. Desta maneira, o eletrodo comum

36 € posicionado verticalmente acima do primeiro conjunto de eletrodos de tal
modo que cobre a totalidade dos eletrodos 34 no primeiro conjunto de
eletrodos.

Assim, o eletrodo comum 36 e o primeiro conjunto de
eletrodos respectivamente definem o limite superior e inferior de um volume
de analise 38 no qual uma célula contendo fluido pode ser disposta para
analise. A parte do volume de analise entre o eletrodo comum 36 e um
eletrodo 34 do primeiro conjunto de eletrodo define uma primeira parte do
volume de andlise (como ilustrado pela regiio sombreada designada “P”).

Embora nio essencial para a invengdo, o segundo substrato 32
e o eletrodo comum 36 sdo pelo menos parcialmente transparente. Desta
maneira, o liquido previsto no volume de analise pode ser opticamente
investigado usando o olho nu ou equipamento 6ptico apropriado posicionado
no exterior do dispositivo. Naturalmente, o primeiro substrato 30 e seus
respectivos eletrodos 34 podem em vez disso ser pelo menos parcialmente
transparentes em uma modalidade alternativa da invencg3o.

Um conjunto de circuito ativador de tensdo (ndo mostrado) &
eletricamente conectado com o primeiro conjunto de eletrodos através dos
condutores de fileira 40, condutores de coluna 42 e um conjunto de elementos

de comutagdo 44. Os condutores de fileira 40, os condutores de coluna 42 e os
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elementos de comutagio 44 s3o delgadas estruturas de pelicula e formadas
sobre a superficie superior do primeiro substrato 30 nos espagos previstos
entre os eletrodos 34 do primeiro conjunto de eletrodos. Além disso,
conforme mencionado no paragrafo precedente, estas estruturas de pelicula
delgada podem ser pelo menos parcialmente transparentes para
adicionalmente simplificar a inspe¢do Optica do volume de analise.
Tipicamente, as estruturas de pelicula delgada podem somente cobrir uma
parte relativamente pequena da area superficial e podem ser formadas de
materiais ndo transparentes tal como Al e Si amorfo, etc.

Cada eletrodo 34 do primeiro conjunto de eletrodos ¢é
eletricamente conectado com um condutor de fileira 40 e um condutor de
coluna 42 através de um elemento de comutagio 44. A configuracdo de matriz
resultante (comumente conhecida como uma “matriz ativa” no campo da
tecnologia de Tela de Cristal Liquido) é fundamentalmente diferente de uma
simples estrutura de matriz passiva pelo fato de que em uma matriz ativa, o
esquema de enderecamento e a ativagdo elétrica de cada parte do volume nio
sdo acoplados. Em outras palavras, cada parte de volume ¢ isolada do restante
do volume de analise e conectada com o sistema eletrénico de enderecamento
exclusivamente através de um elemento de comutagfo. Assim, cada parte de
volume tem seu proprio elemento de comutagdo para regular o campo
elétrico. Cada parte de volume pode, por conseguinte, ser individualmente
enderecada durante um curto tempo e a seguir substancialmente isolada das
partes de volume restantes durante o restante do quadro temporal.

Dois tipos principais de elementos de comutagdo sdo
comumente usados em diodos matriz ativos (e.g., Metal Insulator-Metal
(MIM) NIP, PIN e Shottky) e transistores (TFT: Transistor de Pelicula
Delgada). Os transistores de pelicula delgada (TFTs) sdo amplamente usados
como elementos de comutagdo em LCDs devido ao seu desempenho 6ptico

superior. Todavia, os diodos tém a vantagem de serem relativamente simples
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de fabricar. Na modalidade da fig. 3, os elementos de comutacdo sdo TFTs e o
numero de TFTs € o mesmo que o numero de partes de volume apresentadas
pelo dispositivo.

Reportando-se a fig. 4, cada TT 44 € conectado eletricamente
comum condutor de fileira 40 e condutor de coluna 42 do dispositivo. Mais
especificamente, os TFTs 44 cada um tém seu eletrodo fonte conectado com
um condutor de coluna 42, seu eletrodo porta conectado com um condutor de
fileira 40 e seu eletrodo dreno conectado com um eletrodo 44 do primeiro
conjunto de eletrodos.

Quando um TFT 44 ¢ enderecado eletricamente por seu
respectivo condutor de fileira 40 e condutor de coluna 42, o eletrodo
selecionado 34 no dispositivo (isto é, uma parte de volume enderecada) é
carregado pela corrente fonte-dreno do TFT 44 quando é ativado. Em outras
palavras, no estado ‘ativado’, um elemento de comutacdo de TFT 44 confere
uma resposta fortemente nio-linear a um sinal de enderegamento, que permite
o carregamento rapido (tipicamente 2 a 10 us) de um capacitor de parte de
volume composto de um eletrodo 34 do primeiro conjunto de eletrodos e do
eletrodo comum 36d do segundo substrato 32.

No estado “inativo”, a carga elétrica € mantida sobre o
eletrodo 34, que se torna isolado do restante das partes de volume do
dispositivo. Isto assegura um estado estivel para o campo elétrico
estabelecido na parte de volume

Um scanner de fileira 46 (que pode de outro modo ser
designado de um scanner de selegdo) € previsto para sequenciar através de
fileiras do conjunto TFT (ligado ou desligado) dos TFTs ao longo de uma
fileira. Também, um excitador de coluna 48 (que pode de outro modo ser
designado de um scanner de dados) é previsto para sequenciar através de
colunas e prestar tensdes apropriadas para os TFTs. De preferéncia, os dados

sdo fornecidos a todas as colunas simultaneamente em um método de
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enderegamento designado de uma linha de cada vez.

Quando uma fileira R; € enderegada, todos os eletrodos porta
dos TFTs daquela fileira sdo ativados. Quando as colunas C;, C,, Cs, etc. sdo
munidas de um sinal de ativagdo e todas as outras colunas sdo munidas de um
sinal de inativagdo (tal como mesma tensdo conforme esti presente sobre os
eletrodos comuns), somente as partes de volume R;C;, R,C;, R;Cs, etc. sfo
ativadas (isto &, todos os eletrodos na fileira receberio uma tensio de sua
coluna).

O dispositivo mostrado na fig. 4 contém m colunas e n fileiras.
O scanner de fileira 46 progressivamente examina o conjunto TFT ativando
ou desativar os TFTs na fileira 1, sucedida pela fileira 2, e através de e
terminando com a fileira n. Quando a fileira 1 é selecionada, o ativador de
coluna 48 aplica diferentes niveis de tensfo a cada coluna a partir da coluna 1
até a coluna m.

A fileira selecionada € entdo avancada e as novas tensdes sdo
aplicadas as colunas.

Por conseguinte, sera apreciado que cada eletrodo 34 do
primeiro conjunto de eletrodos (e por isso, cada parte de volume) pode ser

enderecado individualmente, onde a tensdo aplicada a cada eletrodo 34 pode

ser controlada.

Naturalmente, o ativador de coluna 48 pode ser previsto para
aplicar uma tensdo predeterminada diferente a cada coluna, enquanto scanner
de fileira 46 € previsto para progressivamente escanear as fileiras do conjunto
TFT e ativar ou desativar cada fileira por diferentes periodos de tempo. Desta
maneira, os dois eixos geométricos do conjunto TFT sdo usados para variar a
duragdo e a amplitude da tensdo aplicada as diferentes partes de volume do
dispositivo.

Este conceito ¢ ilustrado nas figs. 5 e 6 nas qual a tensdo ao

longo de cada fileira aumenta através da fileira da esquerda para direita, e no
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qual a duragdo do pulso de tensdo aplicado ao longo de cada coluna de cima
para baixo.

Mais especificamente, as tensdes V;, V,. Vi,... V., sfo
aplicadas as colunas C,, C,, C;...C,, respectivamente, nas quais V; < V,
V3...<Vp. Também, as fileiras R;, R,, R;... R, sfo ativadas durante os tempos
T1<T,<T3...<T,, respectivamente, em que T; < T, < T3 ... <T,.

Para aplicar uma tensdo a um eletrodo dado na primeira
fileiras (Fileira 1) os TFTs 44 da Fileira 1 sio comutados para o estado
condutivo aplicando um sinal seletivo. As tensdes ativadoras nas colunas sio
entdo estabelecidas aos seus niveis predeterminados e estas tensdes sdo
passadas através dos TFTs da Fileira 1 para os eletrodos 34 do conjunto de
eletrodos final dentro da Fileira 1. Durante este tempo, os sinais seletivos das
fileiras remanescentes sdo mantidos no estado ndo seletivo, para que os
eletrodos restantes 34 do primeiro conjunto de eletrodos sejam conectados
com sua respectiva fileira 40 e condutor de coluna 42 através de um TFT 44
ndo condutivo e ndo recebam uma tensio.

Apo6s os eletrodos 34 na Fileira 1 serem estabelecidos as
tensdes predeterminadas, os TFTs 44 na Fieira 1 s3o mais uma vez retornados
ao estado ndo condutivo, desse modo prevenindo alteracio adicional nas
tensdes da primeira fileira de eletrodos.

Para aplicar uma tens@o a um eletrodo dado 34 na segunda
fileira (Fileira 2), os TFTs 44 na Fileira 2 sfo comutados para o estado
condutivo pela aplicagdo de um sinal seletivo. Mais uma vez, as tensdes
ativadoras nas colunas sdo estabelecidas aos seus niveis predeterminados.
Estes podem ser idénticos aqueles aplicados a Fileira 1, ou diferentes. Estas
tensGes sdo entdo passadas através dos TFTs da Fileira 2 para os eletrodos 34
do primeiro conjunto de eletrodos dentro da Fileira 2. Durante este tempo, os
sinais seletivos das fileiras remanescentes sio mantidos no estado nio

condutivo, para que os eletrodos restantes 34 do primeiro conjunto de
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eletrodos sejam conectados com seu respectivo condutor de fileira 40 e de
coluna 42 através de um TFT 44 n3o condutivo e nfo recebam uma tensio.

Apo6s os eletrodos 34 na Fileira 2 serem estabelecidos as
tensGes predeterminadas, os TFTs 44 na Fileira 2 sfo mais uma vez
estabelecidos no estado n#do condutivo, prevenindo alteracio adicional nas
tensdes da segunda fileira de eletrodos.

Todas as fileiras subseqiientes de eletrodos 34 sido enderecadas
de uma maneira similar. Ao término deste primeiro quadro temporal, todos os
eletrodos 34 do primeiro conjunto de eletrodos tém uma tensdo
predeterminada aplicada aos mesmos. Esta tensio permanecera sobre cada
eletrodo 34 durante o primeiro periodo de quadro (tipicamente 1 ms a 150
ms). Opcionalmente, um armazenamento em capacitor previsto em paralelo
com o elemento de eletroporagdo pode ser previsto para prolongar o periodo
de tempo que a tensdo aplicada permanece sobre cada eletrodo.

Em modalidades alternativas, o circuito eletrdonico em cada
parte de volume ode ser modificado de tal maneira que a tensio ¢ mantida
sobre o eletrodo mesmo no caso em que durante um periodo de n#o
enderegamento a carga vaze entre o eletrodo e quer o eletrodo comum quer os
eletrodos vizinhos. Por exemplo, conforme ilustrado na fig. 7, o circuito pode
ser modificado de tal maneira que o eletrodo seja conectado através de um
segundo comutador 50 (tal como um comutador TFT) com uma linha
alimentadora de tensdo 52. o caso de um comutador TFT 50, o primeiro
comutador 44 € usado para estabelecer o estado do segundo comutador 50
(quer conduzindo quer ndo condutivo), aplicando uma tensdo ao eletrodo
porta do segundo TFT 50 de comutagdo. Armazenando esta tensdo sobre o
eletrodo porta (usando quer a auto capacitincia do segundo comutador quer
com um outro capacitor de armazenamento 54), € possivel manter o
comutador no seu estado condutivo por um prolongado periodo de tempo. Isto

assegura que a tensdo seja mantida sobre o eletrodo. Outrossim, para habilitar
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mais niveis de tensfo, é possivel conectar o eletrodo com uma de uma
pluralidade de linhas fonte de alimentagdo de tensdo usando uma pluralidade
de comutadores adicionais.

Para realizar pulsos de tensfo de diferentes duracgdes, o
enderecamento de diferentes fileiras na tela pode se processar em
subseqiientes quadros temporais.

As tensles aplicadas a eletrodo 34 da fileira 1 no primeiro
quadro temporal estardo presentes sobre os eletrodos 34 até o periodo de
enderegamento seguinte (no segundo quadro temporal) no qual a tensdo é
estabelecida 4 mesma tensdo que esta presente sobre os eletrodos 34 até o
periodo de enderegamento seguinte (no segundo quadro temporal) no qual a
tensdo € estabelecida a mesma tensio que estid presente sobre o eletrodo
comum, e.g. 0 V. Neste ponto, a eletroporacdo se detém na fileira 1. Em
quadros temporais subseqiientes, a Fileira 1 nio € enderecada (como mostrado
na figura 6) ou pode ser repetidamente enderecada com uma tensio de 0 V.
Todavia, para aplicar uma tensdo de maior duracfio aos eletrodos da Fileira 2,
a Fileira 2 € enderegada tanto no primeiro quadro temporal como no segundo
quadro temporal. Alternativamente, porém de menor preferéncia, a Fieira 2
ndo necessita ser endere¢ada no segundo quadro, com isto a tensfo sera
mantida que foi aplicada no primeiro quadro. Assim, a tensdes aplicadas sdo
mantidas na Fileira 2 para o segundo quadro. A tensfo é entfo ajustada a 0 V
somente no terceiro quadro de tempo. Neste ponto, a eletroporagio é
descontinuada na Fileira 2. Por conseguinte, sera apreciado que a duracéo das
tensdes aplicadas aos eletrodos 34 da Fileira 2 € duas vezes aquela dos
eletrodos na Fileira 1.

De maneira similar, os eletrodos 34 das Fileiras 3, 4 e 5 sdo
aplicados com duragdes de tensdo progressivamente maiores enderecando
estas fileiras com as tensdes predeterminadas em adicionais quadros

temporais subseqiientes.



10

15

20

25

18

Assim, utilizando os dois eixos geométricos da matriz para
variar a duragdo e a amplitude dos pulsos elétricos conferidos as células
posicionadas em diferentes partes de volume, uma pluralidade de células pode
ser eletroporada sob diferentes pardmetros de eletropora¢io usando um Unico
método de eletroporagdo. Em outras palavras, as propriedades de
eletroporagdo de muiltiplas células podem ser investigadas gerando campos
elétricos de diferentes amplitudes ou duragdes em uma ou mais partes de
volume do dispositivo de analise.

Uma vez que o método de eletroporagdo seja completado, as
células podem ser inspecionadas ou investigadas conforme necessario. Um
método de investigacdo dessa natureza pode incluir as etapas de inspecionar
oticamente a célula eletroporada ou medir pardmetros das células tal como
sua impedancia.

A figura 8 ilustra a operagdo do dispositivo da fig. 3 de acordo
com outra modalidade da inveng¢do. Nesta modalidade, a matriz é dividida em
1 a N conjuntos unidimensionais de eletrodos (A; a Ay), razdo pela qual a
tensdo ao longo de cada fileira de eletrodos aumenta através da fileira da
esquerda para a direita, e a duragdo da tensdo aplicada a cada fileira é
substancialmente a mesma.

Mais especificamente, as tensdes V;, V,. Vs... V,, sdo
aplicadas as colunas C;, C,. C;...C,, respectivamente, nas quais V; < V, <
Vj... <V Também, as fileiras R;, R,, R;...R, sdo cada uma ativada por um
tempo igual Tk.

Cada conjunto pode ser selado para conter células a serem
analisadas e um diferente reagente. Assim, utilizando a mesma matriz,
diferentes experimentos de eletropora¢do podem ser conduzidos em paralelo,
no qual cada experimento efetuado sobre células em suspensio em um
reagente especifico.

Em uma modalidade alternativa, mais genérica, o dispositivo
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pode ser dividido em uma multiplicidade de subconjuntos, no qual cada
conjunto contém um reagente diferente e onde a amplitude e a duragdo da
tensdo aplicada podem variar.

Pela descrigdo acima, sera compreendido que a modalidade da
fig. 3 tem uma estrutura similar aquela de uma tela de cristal liquido de matriz
ativa convencional (LCD), no qual o cristal liquido foi removido dentre os
substratos. Por conseguinte, é contemplado que a tecnologia conhecida e as
técnicas empregadas para fabricar LCDs de matriz ativa podem ser usadas
para fabricar um- dispositivo de analise celular de acordo com uma
modalidade da invencdo.

Quando comparado com aquela de uma matriz passiva, o
esquema de enderecamento de uma matriz ativa habilita a carga elétrica a ser
mantida por um tempo mais longo, desse modo permitindo que o campo
elétrico de cada parte de volume seja bem estabelecido e permanega em um
estado quase estadvel. Outrossim, uma matriz ativa habilita rapido
carregamento € manutencdo de carga proporciona rapidos tempos de
enderecamento e também habilita altas relagdes de multiplexagdo de mais de
1500. E também observado que o isolamento elétrico de cada parte de volume
que € provido em um dispositivo de matriz ativo suprime diafonia entre partes
de volume, aperfeicoando grandemente a precisdo quando comparada com
simples matrizes passivas.

Deve ser observado que as modalidades acima mencionadas
ilustram mais exatamente do que limitam a inveng¢do, e que aqueles versados
na técnica estardo habilitados a projetar muitas modalidades alternativas sem
se afastar do ambito das reivindicagdes. A invengdo pode ser implementada
por intermédio de hardware compreendendo vérios elementos distintos, e por
intermédio de computador apropriadamente programado. Na reivindicac¢do do
dispositivo enumerando varios dispositivos, varios dos dispositivos podem ser

incorporados por um o mesmo componente de hardware.
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REIVINDICACOES

1. Dispositivo de andlise celular para investigar as
propriedades de eletroporagdo de células em suspensio em um fluido, o

dispositivo caracterizado pelo fato de que compreende:

primeiro (30) e segundo (32) eletrodos mutuamente espagados:

um primeiro conjunto de eletrodos (34) formado sobre uma
superficie do primeiro substrato (30);

pelo menos um eletrodo (36) formado sobre uma superficie do
segundo substrato (32) confrontando o primeiro conjunto de eletrodos (34), o
pelo menos um eletrodo (36) e o primeiro conjunto de eletrodos (34) desse
modo definindo os limites superior e inferior de um volume de analise (38)
para receber o fluido, o volume de analise (38) compreendendo um conjunto
de partes de volume (P); e

conjunto de circuito previsto para modificar a amplitude ou
duragdo de uma tensdo aplicada ao pelo menos primeiro conjunto de eletrodos
(34) de modo a gerar e modificar um campo elétrico em uma ou mais partes
de volume (P) do dispositivo.

2. Dispositivo de analise celular de acordo com a reivindicacgéo

1, caracterizado pelo fato de que o primeiro e segundo substratos

compreendem substratos de tela de cristal liquido.
3. Dispositivo de analise celular de acordo com a reivindicagdo

1 ou 2, caracterizado pelo fato de que pelo menos um dentre o primeiro (30) e

o segundo (32) substratos ¢ formado com um sistema fluidico para dirigir o
fluido para um sitio dentro do volume de analise (38).
4. Dispositivo de andlise celular de acordo com qualquer

reivindicagdo precedente, caracterizado pelo fato de que pelo menos um

dentre o primeiro (30) e o segundo (32) substratos e seu respectivo eletrodo é
pelo menos parcialmente transparente.

5. Dispositivo de analise celular de acordo com qualquer
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reivindicagdo precedente, caracterizado pelo fato de que compreende ainda

uma pluralidade de elementos de comutagio (44) e no quais os elementos de
comutacio (44) de tal maneira dispostos que cada eletrodo (34) do primeiro
conjunto de eletrodos ¢é eletricamente conectado com pelo menos um
elemento de comutagio (44) para regular uma tensdo aplicada ao eletrodo
(34).

6. Dispositivo de analise celular de acordo com a reivindicag&o

5, caracterizado pelo fato de que compreende ainda um esquema de circuito

- para manter uma tens3o sobre pelo menos um eletrodo (34) do primeiro

conjunto dos eletrodos.

7. Dispositivo de andlise celular de acordo com qualquer

reivindicagdo precedente, caracterizado pelo fato de que compreende ainda
um elemento de ajuste para ajustar o espagamento entre o primeiro (30) e o
segundo (32) substratos para atender a4 dimensdo das células a serem
analisadas.

8. Dispositivo de andlise celular de acordo com qualquer

reivindicagdo precedente, caracterizado pelo fato de que pelo menos um

eletrodo (34) do primeiro conjunto de eletrodos e o pelo menos um eletrodo
(36) formado sobre a superficie do segundo substrato (32) ¢ uma estrutura de
pelicula delgada.

9. Dispositivo de andlise celular de acordo com qualquer

reivindicagdo precedentes, caracterizado pelo fato de que o volume de analise

(38) € dividido em mais de um conjunto de partes de volume e cada conjunto
de partes de volume se adaptado para receber um fluido diferente.

10. Método de operar um dispositivo de andlise celular para
investigar as propriedades de eletroporagdo de células suspensas em um
fluido, o dispositivo compreendendo dois substratos mutuamente espagados
com um volume de andlise definido entre eles e o volume de analise

compreendendo um conjunto de partes de volume;
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e o método caracterizado pelo fato de que compreender a etapa

de gerar campos elétricos de diferentes amplitudes ou dura¢des em uma o
mais partes de volume do dispositivo com o fluido disposto no seu interior.

11. Método de acordo com a reivindica¢do 10, caracterizado

pelo fato de que compreende ainda as etapas de manipular as células usando
pelo menos um dentre dieletroforese, eletroforese, eletro-osmose, e eletro
hidrodindmica.

12. Método de fabricar um dispositivo de anélise celular para
investigar as propriedades de eletropora¢do de células em suspensio em um

fluido, o método caracterizado p‘e’lb fato de que compreende as etapas de:

- formar um primeiro conjunto de eletrodos (34) sobre uma
superficie de um primeiro eletrodo (30);

- formar pelo menos um eletrodo (36) sobre a superficie de um
segundo substrato (32) voltado para o primeiro conjunto de eletrodos (34),
espagando primeiro (30) e segundo (32) substratos mutuamente espacados
entre si com as superficies mutuamente confrontantes, o pelo menos um
eletrodo (36) e o primeiro conjunto de eletrodos (34) desse modo definindo os
limites superior e inferior de um volume de analise (38) para receber o fluido,
o volume de analise (38) compreendendo um conjunto de partes de volume
(P); e

- proporcionar conjuntos de circuito para modificar a
amplitude ou duragio de uma tensdo aplicada pelo menos ao primeiro
conjunto de eletrodos de tal modo que um campo elétrico possa ser gerado ou
modificado em uma ou mais partes de volume (P) do dispositivo;

13. Método de fabricar um dispositivo de analise celular para
investigar as propriedades de eletroporagdo de células suspensas em um

fluido, o método caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de:

desmontar uma tela de cristal liquido; e

remover o material de cristal liquido.
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RESUMO

“DISPOSITIVO DE ANALISE CELULAR E METODOS DE OPERAR E
DE FABRICAR UM DISPOSITIVO DE ANALISE CELULAR”

Um método e aparelho para investigar as propriedades de
c€lulas em suspensdo em um fluido. O aparelho compreende: primeiro e
segundo substratos mutuamente espagados; um primeiro conjunto de
eletrodos formado sobre uma superficie do primeiro substrato, pelo menos um
eletrodo formado sobre a superficie do segundo substrato confrontando o
primeiro conjunto de eletrodos. O pelo menos um eletrodo € o primeiro |
conjunto de eletrodos desse modo define os limites superior e inferior de um
volume de andlise para receber o fluido, o volume de analise compreendendo
um conjunto de partes de volume. O conjunto de circuito é previsto para
modificar a amplitude e a duragdo de uma tensdo aplicada a pelo menos o
primeiro conjunto de eletrodos de modo a gerar e modificar um campo
elétrico em uma ou mais partes de volume do dispositivo. Assim, as 10
propriedades de eletroporagdo das células podem ser investigadas gerando os
campos elétricos de diferentes amplitudes ou duragdes em uma ou mais partes

de volume do parelho com o fluido encerrado no seu interior.
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