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Micro-laboratorio
de fluidos
biologicos

O sector da Saude é hoje um dos mais
dinamicos e onde a capacidade de
inovacao é um imperativo estratégico e
operacional. Neste artigo apresenta-se
um micro-laboratério num chip para
analise espectrofotométrica de fluidos
biolégicos. Permite, especificamente, a
determinacao selectiva da
concentracao de varias biomoléculas
nesses fluidos, em tempo real, no
proprio local, com baixas
concentragdes, com pequenos volumes
de ensaio (dezenas de microlitros) e a
baixo custo.

G. Minas, J. H. Correia®

dispositivo possui um sistema de filtragem e

detecgio colorimétrica de elevada eficiéncia e
sensibilidade. Este sistema possibilita a medigio
utilizando uma fonte de luz branca convencional como
iluminagao, evitando assim o uso de sistemas de analise
complexos e economicamente dispendiosos como
sistemas que incluem um espectrofotémetro, por
exemplo. Esta caracteristica torna o micro-laboratério
portatil, assegura andlises com resultados instantineos
e permite realizd-las em consultorios médicos no
decorrer da consulta, na casa dos pacientes (permitindo
o despiste da sua situagio clinica) e nos proprios
laboratérios de analises ou hospitais.
O micro-laboratério fornece como resultado das
medigdes um sinal digital com um formato adequado
para aquisi¢io num computador, ou, em alternativa,
permite mostrar num display o valor medido. Sendo de
pequenas dimensoes, baixo consumo de energia,
portétil e utilizando quantidades reduzidas de reagentes
e de amostras apresenta, apesar de tudo, resultados com
a mesma fiabilidade e precisio dos sistemas de andlises
de fluidos bioldgicos existentes, actualmente, nos
laboratérios de anilises clinicas. Os pacientes sio 0s
seus beneficidrios directos, uma vez que a sua
existéncia permite mais e melhor informagdo, novas
¢ superiores formas de relacionamento e
acompanhamento pelos prestadores dos cuidados de
satide. Estes véem facilitado o diagnéstico, e passam a
ter acesso instantaneamente a informacdo critica para
a sua actividade e tomada de decisGes. Os ganhos
associados a simples possibilidade de aceder a
informagdo instantaneamente sio evidentes: poupanga
de tempo na consulta médica, controlo de custos,
tempos e tarefas, minimizacio de erros clinicos,
aumento da fundamentagio da decisio clinica e
maximizagio da “disponibilidade clinica” dos
prestadores dos cuidados de sande.

Principio de operacao

A medida do valor da concentragio de biomoléculas
presentes nas amostras dos fluidos biolégicos baseia-se
na detecgio colorimétrica por absorgdo Optica. A
utilizagio do micro-laboratério (ver figura 1) requer
que um feixe de luz branca seja direccionado para as
camaras de detecgdo nas quais se encontram as
amostras a medir (mistura de um reagente com a
amostra do fluido biolégico). Esse feixe, com virias
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Figura 1(a): Esquema completo do micro-laboratério.

componentes espectrais, € filtrado, através de filtros
opticos, obtendo-se uma banda muito estreita com
apenas algumas componentes espectrais e centrada no
comprimento de onda adequado a biomolécula que se
pretende analisar. A intensidade da luz associada as
diferentes componentes espectrais que atravessam a
amostra € proporcional a concentragio das
biomoléculas em andlise. E medida através de
fotodetectores colocados por baixo dos microcanais e
alinhados verticalmente com os filtros opticos. Um
conversor luz — frequéncia, integrado com os
fotodetectores, converte o sinal analégico dos
forodetectores num sinal digital que possibilita a
aquisicdo e processamento dos dados num computador.

Projecto e fabrico do micro-laboratério

O micro-laboratério combina num tnico chip os
microcanais, os filtros 6pticos, os detectores e a
electrénica de leitura (ver figura 1). O microcanal
principal tem 500 um de largura, 70 mm de
comprimento e 500 um de profundidade. Tem duas
entradas e uma saida para permitir 2 mistura do
reagente (R) com a amostra (A) de uma forma
automatica. As cimaras de deteccio tém 2 mm de
largura, 3 mm de comprimento e 500 um de
profundidade. A profundidade & crucial para medi¢oes
por absor¢io Optica. A cimara de deteccio A contém o
reagente e permite obter a linha de referéncia e calibrar
a fonte de luz. A cimara de deteccio B contém a
mistura em andlise. A cimara de deteccdo C € necessaria
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Figura 1(b): Esquema da estrutura do
micro-laboratério, vista em corte.

para calibrar a concentragio da biomolécula a medir
(com um padrio de concentragio conhecida) e
também para compensar as oscilagdes da fonte de luz.
O formato dos microcanais é rectangular devido a
reflexio da luz, uma vez que o processo de medicio ¢
por absorgao optica. Sio fabricados recorrendo a
técnicas de SU-8. O photoresist SU-8 é um material
fotossensivel com boas propriedades mecanicas, boa
resisténcia quimica e muito boa biocompatibilidade
[1]. Permite ainda a construgao de microcanais com
uma rugosidade muito baixa, o que é extremamente
vantajoso para medigdes por absorgio dptica. O fabrico
de microcanais em SU-8 € compativel com a
fotolitografia ultravioleta dos semicondutores, com a
vantagem de que ndo necessita de mascaras
dispendiosas, uma transparéncia como as utilizadas no
fabrico de circuitos impressos € suficiente. Em adi¢io, o
sistema de microfluidos pode ser descartavel, evitando
assim os custos associados a lavagem dos microcanais e
evitando também a contaminagdo entre analises.

Os filtros épticos encontram-se sobre as cimaras de
detecgdo (ver figura 1). Sio ai depositados, por técnicas
de PVD (Physical Vapor Deposition), filmes finos de material
dieléctrico, SiO* e TiO?, que formam filtros 6pticos
passa-banda. Estes filtros épticos tém como funcio
seleccionar o comprimento de onda, dentro do espectro
electromagnético de luz visivel, adequado a
biomolécula que se pretende analisar. O uso de filtros
opticos no micro-laboratério permite que as mediges
sejam realizadas com uma fonte de luz convencional,
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evitando assim as tradicionais e dispendiosas fontes de
luz dependentes do comprimento de onda (por
exemplo, fonte monocromitica). Em vez de um tinico
filtro, é implementada uma matriz de 16 filtros épticos.
Cada filtro tem uma area activa de 500 pm x 500 um
e ¢ sensivel a uma banda muito estreita de
comprimentos de onda. O recurso a essa matriz
permite analisar 16 biomoléculas diferentes, que
varrem comprimentos de onda desde 480 nm a 600
nm em intervalos de 8 nm. Foram projectados para
analisar as seguintes biomoléculas: 17cetosteroides,
cloro, icido trico, colesterol, glicose, magnésio,
creatinina, ureia, hemoglobina, b glucuronidase,
bilirrubina, leucina aminopeptidase, cilcio, oxalato,
proteina total e albumina. Contudo, outras
biomoléculas com comprimentos de onda diferentes
dos projectados podem ser analisadas. Basta, durante o
processo de fabrico dos filtros 6pticos, ajustar os
tempos de deposi¢io dos filmes finos sem afectar o
layout do dispositivo [2].

Os detectores encontram-se por baixo das cimaras de
detecgio (ver figura 1). Sdo fabricados segundo um
processo de microelectronica CMOS (Complementary Metal
Oxide Semiconductor). Medem a intensidade do feixe de luz
transmitido através da mistura. A sua disposi¢do é em
matriz posicionada exactamente debaixo da matriz de
filtros dpticos, e, 0 niimero de fotodetectores depende
do numero de filtros opticos. Os fotodetectores sio
fotodiodos de jung¢do com uma area activa de 500 pum
x 500 pm. Foi integrado no mesmo processo de
fabrico dos fotodetectores a sua electrénica de leitura.
Consiste num conversor luz — frequéncia e num

“A intensidade da luz associada

as diferentes componentes espectrais
que atravessam a amostra

€ proporcional a concentracao

das biomoléculas

em analise.”

Figura 2: Fotografia do micro-lab

barramento para interface com um computador [3]. A
figura 2 mostra uma fotografia do micro-laboratério.

Resultados experimentais

Apos ser verificado, utilizando equipamentos de
medida convencionais, que a utilizagio de volumes de
ensaio da ordem das dezenas de microlitros nio
influenciou a resposta do método de medida, e
portanto nio invalidara a utilizagio do
micro-laboratorio, a sua adequada operagao é
confirmada utilizando uma série de experiéncias que
envolvem a medida quantitativa de acido trico e
proteina total na urina. Contudo, outros fluidos
biologicos podem ser utilizados, tais como o sangue,
a saliva, o fluido cerebrospinal, etc. Nos testes foi
utilizada uma limpada convencional de filamento
incandescente como fonte de luz. A mistura completa
e homogénea nos microcanais da urina com o
reagente especifico para a determinagido quantitativa
da biomolécula ¢ obtida em cerca de 40s. A razdo é
de 50 de reagente para 1 de amostra, com um
volume total de solugio de 20 pl. A determinagio
quantitativa de icido trico e proteina total na urina
foi testada para concentracoes que compreendem a
gama de valores normais e anormais na urina
humana [4].

Na figura 3 e na figura 4 encontram-se as curvas de
calibragio obtidas. A tabela 1 apresenta os parametros
do ajuste linear da curva de calibragio. Os resultados
obtidos permitem as seguintes conclusées: (1) com
coeficientes de correlacio acima de 0.980 o método
produz resultados lineares dentro das gamas de
concentragoes descritas na tabela. Para concentragoes
superiores, a amostra deve ser diluida e reanalisada
multiplicando o resultado pelo factor de diluicio; (2)
a intensidade da cor produzida pela mistura é
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Figura 3: Absorvéncia em fungio da concentragao de dcido drico utilizando
apenas uma luz branca como fonte de luz do micro-laboratério

(média + desvio padrio,n = 1w0)
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Figura g4: Absorvéncia em fun¢do da tragdo de p total utilizando apenas

uma luz branca como fonte de luz do micre-laboratério

(média + desvio padrio,n = 10).

Tabela 1. Resultado do ajuste linear da curva de calibragiio medida no micro-laboratério quando iluminado

com uma fonte de luz branca.

Gama de concen-tragdes Ao S:nn;:niiacﬁo Inclinagéo Intersecgdo Coeficiente de
: = Hmoninca) . . 2

medidas (mg/dl) ey finear (me/dl) ((uni. arb.) d/mg)  (uni. arb.) correlagiio (R)

Uric acid (0-120) 493 0-30 (1.9£0.4)<10°  (3£2)x10” 0.98016

Total protein (0-100) 592 0100 (1.9+0.2)%10"  (-0.5+2)x10"  0.99665

Nota: Os valores = representam = o desvio padrio.

directamente proporcional 2 concentracio da
biomolécula, uma vez que obedece i lei de Lambert-Beer;
(3) o espectro de absorvéncia do acido trico e da
proteina total apresentam um pico miaximo al = 495
nmel = 592 nm, respectivamente; (4) os
coeficientes de variagdo da repetitividade e
reprodutibilidade para 10 medicoes e 10 ensaios
diferentes sio menores que 10%; (5) o limite minimo
de detecgio do micro-laboratorio é de
aproximadamente 0.5 mg/dl e 2 sensibilidade obtida
de 2 mg/dl. para ambas as anilises. Os resultados
confirmam a proporcionalidade directa entre a
intensidade da cor produzida pela mistura e a
concentragio da biomolécula em anilise, e, estio de
acordo com os obtidos recorrendo a equipamentos de
medida utilizados, actualmente, nos laboratérios de
analises clinicas. Em conclus3o, obteve-se o0 mesmo
desempenho, precisio, fiabilidade e sensibilidade das
analises realizadas acrualmente nos laboratérios de
andlises clinicas. O mucro-laboratorio pode, por isso, ser

utilizado para a determinagio da concentragio de
biomoléculas na urina.

No futuro, prevé-se o desenvolvimento de uma nova
geragio do micro-laboratério que integre um sistema
para comunicagdes sem fios.

Para além da aplicagdo descrita, um micro-laboratério
num chip encontra uma vasta drea de aplicagio para
fluidos em geral, tais como: analises ambientais
(qualidade do ar e agua), teste a comida e
identificagio imediata de drogas.[
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