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Abstract

Aqueous Biphasic Systems and Microfluidics: The Ideal Combination for
Biological Targets. The integration of aqueous biphasic systems (ABS), known for their
biocompatibility and selectivity, with microfluidic technologies offering precise microscale
control is transforming how biological targets are handled, enabling fully aqueous and
adaptable microenvironments. This review highlights advances in this promising
combination, with applications ranging from bioanalysis and biomolecule purification to
the development of innovative biocompatible systems. Reported progress includes the
isolation of nanopatrticles, nucleic acid enrichment, protein purification, cell separation,
drug encapsulation and controlled delivery, as well as biofabrication. The integration of
these technologies enhances miniaturization and automation, reduces reagent
consumption, and consolidates multiple operations into a single platform. Despite
technical hurdles in real-world scenarios, this approach paves the way for new solutions

in clinical diagnostics, personalized medicine, and biotechnology.

Resumo

A integragcdo de sistemas aquosos bifasicos (SAB), reconhecidos pela sua
biocompatibilidade e seletividade, com tecnologias microfluidicas de controlo preciso
em microescala esta a transformar a forma como manipulamos alvos biolégicos, criando

microambientes totalmente aquosos e adaptaveis. Esta revisdo destaca os avangos
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desta combinacdo promissora, com aplicagbes que vao da bioanalise e purificagdo de
biomoléculas a criacdo de sistemas biocompativeis inovadores. Sdo apresentados
progressos no isolamento de nanoparticulas, enriquecimento de acidos nucleicos,
purificagdo de proteinas, separagdo celular, encapsulagdo e entrega controlada de
farmacos, bem como biofabricagdo. A integracdo destas tecnologias potencia a
miniaturizagdo e automacgdo, reduz o consumo de reagentes e reune diversas
operagcbes numa unica plataforma. Apesar dos entraves técnicos em cenarios reais,
esta abordagem abre caminho a novas solugbes para diagndéstico clinico, medicina

personalizada e biotecnologia.

1. Sistemas Aquosos Bifasicos e Microfluidica: Fundamentos e

Perspetivas de Integragao
Desde a descoberta da sua formagéo por Beijerinck em 1896 até ao estabelecimento do
seu uso em biosseparacdo por Albertsson em 1958, os sistemas aquosos bifasicos
(SAB) evoluiram para numerosas aplicagdes [1,2]. Constituem uma técnica de extragao
liquido-liquido em meio aquoso, baseada em solutos incompativeis que, em proporcoes
adequadas, originam duas fases distintas, de modo analogo a separagdo agua-azeite.
Ao contrario dos sistemas convencionais com solventes organicos volateis, os SAB
distinguem-se por envolverem apenas fases aquosas, formadas por solutos
potencialmente biocompativeis [3].

A concecéao racional de um SAB segue um procedimento integrado, ilustrado na
Figura 1A. Este inicia-se pela seleg¢ao criteriosa dos seus constituintes, que podem
incluir polimeros, surfactantes, sais, agucares, aminoacidos, liquidos iénicos e solventes
eutécticos profundos [4]. Para apoiar esta selegcado, a Figura 1B apresenta uma matriz
comparativa que sintetiza as principais caracteristicas destes constituintes face a
requisitos operacionais relevantes. A escolha do sistema deve considerar ndo apenas
as propriedades individuais de cada componente, mas, sobretudo, o equilibrio

resultante do seu emparelhamento.
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Figura 1 - Concegédo de um SAB: (A) Etapas fundamentais do processo de desenvolvimento. (B) Matriz
orientadora para a selegao dos constituintes em fungao das caracteristicas pretendidas.

Sistemas classicos formados por dois polimeros, tipicamente o polietileno glicol
(PEG) e o dextrano (DEX),

seletividade limitada [5]. Em alternativa, a combinacido de um polimero com um sal

apresentam boa biocompatibilidade, embora com

oferece tempos de separagdo mais curtos, mas a forca idnica elevada pode
comprometer a estabilidade de compostos sensiveis [6]. Por sua vez, sistemas com
surfactantes favorecem a estabilizacdo por micelas, mas requerem maior controlo das
condicbes operacionais, especialmente da temperatura [7]. Ja os sistemas baseados
em liquidos idnicos ou solventes eutécticos profundos destacam-se pela elevada
seletividade e adaptabilidade em matrizes complexas [8,9]. Por fim, sistemas que
contenham acucares ou aminoacidos tendem a estar associados a baixa toxicidade e
elevada biodegradabilidade, mas podem ter limitagcbes em termos de capacidade de
separacgao de fases [10,11].

Segue-se a determinacdo do diagrama de fases ternario [12]. Este serve para
identificar as condicbes de formagao das duas fases aquosas e as composi¢cdes em
equilibrio, onde a curva binodal define os limites operacionais e as linhas de equilibrio
indicam a composicdo de cada fase [13]. Para concentragdo seletiva, aplicam-se
misturas situadas na mesma linha de equilibrio, permitindo o enriquecimento das
espécies-alvo na fase de menor volume [14]. Procede-se a estudos de particido para
avaliar coeficientes, eficiéncias, purezas e viabilidade, bem como o impacto de
parametros como pH, temperatura, forca ionica e aditivos [15]. Como etapa final, os
sistemas sado validados com matrizes reais ou complexas, comprovando a sua
aplicabilidade pratica [16].

Este artigo é protegido por copyright. Todos os direitos reservados. SPQ 2026



Por sua vez, os dispositivos microfluidicos, com canais mais finos que um fio de
cabelo, permitem manipular fluidos em escala micrométrica com alta precisédo,
aproveitando o fluxo laminar e previsivel caracteristico dessas dimensdes [17,18]. Desta
forma, possibilitam a realizacdo de operagdes complexas com uma eficiéncia sem
precedentes [19]. A principal vantagem reside no consumo reduzido de reagentes e
amostras, juntamente com a capacidade de integrar multiplas operagées num unico
dispositivo, reduzindo de forma significativa o tempo e a complexidade do
processamento [19]. O alcance desta tecnologia abrange setores como a eletrénica ou
a medicina, onde permite diagnosticos rapidos, terapias personalizadas e analises
complexas [20].

O delineamento de dispositivos microfluidicos € um processo multidisciplinar, como
representado na Figura 2, que comeca pela definigdo clara da aplicagao, natureza da
amostra e requisitos funcionais [20]. Segue-se a conceg¢ao da arquitetura, definindo
geometria dos canais, tipo de fluxo, numero de entradas/saidas e materiais, incluindo
polidimetilsiloxano (PDMS), policarbonato (PC), polimetilmetacrilato (PMMA),
fluoropolimero (Teflon), papel, silicio, vidro ou metais [21,22]. Complementarmente, a
modelagao e simulagdo computacionais ajudam a prever o comportamento do sistema,
antes da prototipagem [23]. O protétipo pode posteriormente ser fabricado via litografia
suave, impressao 3D, moldagem por inje¢do, entre outros métodos, sendo depois
caracterizado quanto ao desempenho hidrodindmico e as caracteristicas analiticas [24].
Por fim, o dispositivo € integrado com elementos funcionais (sensores, atuadores,
unidades de detecédo) e validado com amostras reais, garantindo viabilidade em

ambientes laboratoriais, industriais, clinicos ou point-of-care [20,24].
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Figura 2 - Principais etapas envolvidas no processo de desenvolvimento e otimizagdo de um dispositivo
microfluidico.

Embora os SAB estejam bem estabelecidos em regime de batelada, os processos
de particdo sdo maioritariamente governados por difusdo, o que frequentemente se
traduz em cinéticas lentas. A transposicao destes sistemas para microdispositivos altera
este paradigma, uma vez que o0 escoamento laminar de fases imisciveis em
microcanais reduz as distancias de difusao, promovendo separagdes mais rapidas [18].
Nestes microssistemas, o transporte de biomoléculas entre fases ocorre
essencialmente por difusdo através da interface aquosa, enquanto o deslocamento ao
longo do canal é assegurado pelo escoamento do fluido, isto €, por adveccéo. Este
regime continuo opera a numeros de Reynolds muito baixos e €& caracterizado por
interfaces aquosas estaveis, com reduzida tensao interfacial [19,25]. Estas condicbes
permitem uma particdo eficiente e controlada, dispensando o uso de surfactantes ou
ambientes lesivos. Assim, a combinacao destas caracteristicas alia a seletividade dos
processos de extracao liquido-liquido ao controlo rigoroso de volumes em microescala,
possibilitando o desenvolvimento de plataformas miniaturizadas, automatizaveis e
energeticamente eficientes, aptas para operagbes biocompativeis e isentas de
solventes toxicos [26].

Existem diversas abordagens microfluidicas para a manipulagdo de alvos

biolégicos, desde pequenas moléculas bioativas a macromoléculas funcionais, células,
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tecidos e veiculos de entrega de farmacos. Estas incluem sistemas em gotas 6leo-agua,
microcanais com superficies funcionalizadas e técnicas assistidas por campos externos
[21]. Contudo, muitas destas estratégias recorrem a interfaces organicas, modificagdes
de superficie ou condigbes operacionais exigentes, o que pode comprometer a
biocompatibilidade, a robustez e a versatilidade dos dispositivos. Em resposta a estas
limitagdes, a integracdo de SAB com microfluidica representa uma abordagem
tecnicamente complementar e promissora para operagdes realizadas em ambientes
inteiramente aquosos. Explorando este potencial, o presente artigo de revisdo analisa
de forma integrada os avangos desta combinagéo tecnolégica, com foco no seu uso em
aplicagdes bioldgicas. Sdo abordados processos de extragéo, separagao, concentragcao
seletiva e analise de nanoparticulas, acidos nucleicos, proteinas e células, bem como o
desenvolvimento de tecnologias para processamento, encapsulagdo e entrega de
farmacos, além da biofabricagdo de plataformas regenerativas. Por fim, discutem-se os
principais desafios associados a miniaturizagdo e translagdo destes microambientes
aquosos para contextos reais. A Figura 3 proporciona uma visdo integrada das
principais funcionalidades, operagdes e contextos de utilizagdo explorados, enquanto a
Tabela 1 sintetiza as estratégias descritas, organizadas de acordo com a aplicagao

visada, o tipo de SAB, a arquitetura dos dispositivos e os alvos biolégicos [27-63].

Alvo Biolégico
Nanoparticulas Bioldgicas | Acidos Nucleicos | Proteinas | Células

‘ Sistemas Aquosos Bifasicos . Dispositivos Microfluidicos

Biocompatibilidade | Seletividade | E Controlo preciso | Miniaturizagao |
Microambientes multifasicos (LD Automagao

Integragao
Microambientes aquosos para aplicagdes biolGgicas
. -
g
Biosseparagao Bioprocessamento Entrega de farmacos
Bioanilise Encapsulagao Biofabricagao

o Beneficios o Aplicacdes o Desafios

Eficiéncia | Sustentabilidade | Diagnéstico Clinico | Otimizagao | Escalabilidade |
Miniaturizagao | Reprodutibilidade | Medicina Personalizada | Integragéo Funcional |

Multifuncionalidade Biotecnologia Compatibilidade de Materiais |

Translagao

Figura 3 - Complementaridade entre SAB e microfluidica, evidenciando o potencial para gerar
microambientes aquosos adequados a aplicagdes com alvos bioldgicos.
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Tabela 1 - Estratégias integradas baseadas em SAB e microfluidica aplicadas a manipulagdo de alvos

bioldgicos.

Aplicacéao

SAB

Dispositivo microfluidico

Alvo biolégico

Isolamento de
Nanoparticulas
Bioldgicas

PEG 1k-35k g mol™ +
DEX 40k-500k g mol™’
[27,28] ou
(KzHPO4/KH2PO4) ou
(NH4)2SO4 ou
Na3C6H507 [28]

Litografia suave em PDMS
[27,28].

Vesiculas extracelulares [27];
particulas do Virus da
Imunodeficiéncia Humana (VIH)
[28].

Separagéo e
Enriquecimento
de Acidos
Nucleicos

PEG 6k-35k g mol™" +
DEX 10k g mol~' [29—
32].

Litografia suave em PDMS,
com campo elétrico aplicado
[29-32].

Fragmentos e moléculas de ADN
(75—48502 pares de bases),
marcados com YOYO-1,
fluoresceina, Cy3 ou Cy5 [29—
32].

Purificagéo e

PEG 1k-35k g mol™" +
DEX 10k-500k g mol™
[29,33-35] ou
KoHPO4/KH,PO4 [36—
39] ou (NH4)2SO4 [40]
ou NasCeHs07[41] ou
K2HPO4 [42] ou
KH2PO4 [43] ou

Micromaquinagdo em PMMA
ou litografia suave em PDMS,
ambos com campo elétrico
aplicado [29,33,34]; litografia
suave em PDMS [35,37—
39,44,47]; fotolitografia e
gravagao humida, em vidro
sodalime [36]; montagem de

Albumina
[29,33,34,36,37,40,41,46]; y-
globulinas [34,37]; anidrase
carbénica [29]; B-galactosidase
[29,36]; proteina fluorescente
verde [36,37]; glutationa S-
transferase [36]; insulina [37];

Andlise de e ) S proteina A [37], proteinas de

Proteinas tensioativo capilares cilindricos e membrana [44]: a-amilase [42]:
zwitteridnico 3-10 ou quadrados em vidro de R-ficoeritrina [4’5]_ ribonucleasé A
SDS ou Triton X-114 borossilicato [40]; gravacao a e asua forma PE’G ilada [38]:
[44]; Tergitol 15-S-7 + | laser de CO, em vidro Pyrex . " o ;’ "
Na,HPO./CeHsO7 [45]; | [41]; Micronit Microfluidics em Fgg] ?{?é‘eg?gzsff?ﬂ_ep"se:?f?]?
[C4mim][BF4] + D- vidro [42,45,46]; gravacao a ativi’dade enziméticé da ’
frutose [46]; [N4444]Cl + | laser e prensagem a quente dextranase [35]
KoHPO4/KH,PO4 [47]. a vacuo em PMMA [43]. )

Processamento | * KeHPOJ/KH:POs, | Litografia suave em PDMS |5 ¢ 96.FITC [37,48-50].

de Biofarmacos

podendo conter NaCl
[37,48-50].

[37,48-50].

Separagéo e
Fracionamento
Celular

PEG 3,35k-35k g mol™’
+ DEX 40k-500k g
mol~" [51-53] ou
KoHPO4/KH,PO4 [54].

Litografia suave em PDMS
[51,53]; maquinagao CNC,
moldagem por injecéo e
impressao 3D em plastico,
com aplicagao de forga
centrifuga [52]; canais
hidrofébicos tratados com
solucdo de
tricloro(octadecilsilano) em
tolueno [54].

Leucdcitos [51,53]; eritrécitos
[51,52,54]; plasma rico em
plaguetas, camada
leucoplaquetaria (buffy coat),
neutrdéfilos [52].

Encapsulagao e
Biofabricagao

PEG 8k-35k g mol~' ou
TN-PEG 10k g mol™
ou TA-PEG 10k g mol~
'+ DEX 32k-500k g
mol~' [55-62] ou
MgSO;, [62]; PEG/DEX
com CgH7NaOs [63].

Litografia por luz difusa
traseira ou litografia suave
em PDMS [55-59,62];
capilares de vidro coaxiais
hidrofébicos [60];
alinhamento coaxial de
capilares de vidro [63];
ponteira de pipeta extrudida
[61].

Formacgéao de microgoticulas e
microcapsulas [55,57,60];
encapsulacao de células
(microparticulas, eritrocitos,
células endoteliais);
[56,57,62,63]; entrega seletiva
de células e moléculas [58];
estimulagao subcelular in situ
[59]; microimpresséao de
biomateriais [61].

Abreviaturas e Férmulas Quimicas: [Camim][BF4] — tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazoélio; CeHzNaOs — alginato de sddio; Cy3
— cianina-3 (fluordforo); Cy5 — cianina-5 (fluoréforo); DEX — dextrano; FITC — isotiocianato de fluoresceina; IgG — imunoglobulina G;
K2HPO4 — hidrogenofosfato de dipotassio; K2HPO4/KH2PO4 — tampéo fosfato; KH2PO4 — di-hidrogenofosfato de monopotassio; k —
milhar (10%, usado para indicar massas molares); NazHPO4/CsHsO7 — tampao Mcllvaine; NaCl — cloreto de s6dio; NasCsHsO7 — citrato
de ftrissédio; (NH4)2SO4 — sulfato de amonio; [Nass]Cl — cloreto de tetrabutilamoénio; PDMS - polidimetilsiloxano; PEG —
polietilenoglicol; PEGuilada — conjugada com polietilenoglicol; PMMA — polimetilmetacrilato; PSA — antigénio especifico da préstata;

SDS - dodecil

sulfato de sodio;

TA-PEG

— pentaeritritol

tetra(aminopropil)polioxietileno;

TN-PEG - pentaeritritol

tetra(succinimidooxiglutaro)polioxietileno; VEGF165 — fator de crescimento endotelial vascular 165; YOYO-1 — corante intercalante

fluorescente para ADN.
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2. Microambientes Aquosos para o Isolamento de Nanoparticulas

Biolégicas
Dadas as suas funcdes centrais na comunicacgao intercelular e no transporte de material
genético e proteico, as nanoparticulas biolégicas, como vesiculas extracelulares e
particulas semelhantes a virus, constituem alvos promissores para o desenvolvimento
de terapias inovadoras, vacinas e biomarcadores de diagnédstico [64]. No entanto, os
meétodos convencionais de separagdao, como a ultracentrifugacdo, a precipitacdo, a
cromatografia de afinidade e a filtragdo por membranas, sdo morosos, dispendiosos ou
frequentemente associados a baixos rendimentos e perdas de material bioldgico
[65,66].

A conjugagcdo de SAB com microfluidica tem melhorado o isolamento e a
manipulagdo de nanoparticulas em amostras biolégicas (Tabela 1). No caso das
vesiculas extracelulares, sistemas microfluidicos baseados em PEG e DEX
demonstraram elevada eficacia na recuperacdao a partir de pequenos volumes de
plasma humano, com eficiéncia superior a 80% e remogao significativa de proteinas
contaminantes (65,4%) (Figura 4) [27]. No caso das particulas semelhantes a virus,
entre diversos sistemas avaliados, destacou-se o SAB constituido por PEG e (NH4)2SO4
devido ao elevado coeficiente de particdo (K¢ = 4,4) que se manteve consistente apos

miniaturizacdo em microdispositivos (Kq¢ = 3,9) [28].

Residuos
( + )
DEX DEX +
+
Amaostra
PEG ?esiduos )
+

Figura 4 - Sistema microfluidico baseado em SAB para isolar vesiculas extracelulares
de plasma humano. Adaptado de dados apresentados na literatura [27].

Embora se encontre ainda numa fase exploratéria, a aplicacdo de SAB
microfluidicos na recuperacao de vesiculas extracelulares e particulas semelhantes a
virus permite um isolamento seletivo e escalavel, essencial para aplicagbes em
biosseparagcdo e bioanalise. No entanto, subsistem desafios na otimizacdo das
condicdes de extracdo e na adaptacdo destes microssistemas a processamentos de

alto rendimento, particularmente em contextos analiticos e clinicos.
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3. Microambientes Aquosos para a Separagdo e Enriquecimento de Acidos

Nucleicos
Os acidos nucleicos, nomeadamente o acido desoxirribonucleico (ADN) e o acido
ribonucleico (ARN), sdo essenciais para o diagnostico molecular, detegdo de mutagdes
e estudos de expressao génica [67]. Os métodos tradicionais de extracao e purificagéo,
com recurso a solventes quimicos, precipitagdo alcodlica, colunas de silica, eletroforese
e cromatografia, envolvem multiplas etapas manuais, uso de reagentes tdxicos, longos
tempos de processamento e equipamentos complexos [68]. Estas limitacdes dificultam
a automacao e aplicacdo em dispositivos miniaturizados.

A integragdo de SAB com microfluidica, usando interfaces liquido-liquido sob
campo elétrico e fases PEG/DEX, tem permitido controlar e visualizar a acumulacéo,
transporte e separacédo de ADN (Tabela 1). Inicialmente, verificou-se que o ADN nao
atravessava livremente a interface, separando-se apenas sob a aplicagdo de campos
elétricos intensos [29]. A separacao dependeu fortemente do comprimento do ADN,
com moléculas mais curtas a libertarem-se mais facilmente, atestando o papel da
interface como filtro passivo por tamanho [30]. Transitando para um protétipo operativo,
foi desenvolvido um dispositivo microfluidico para separagéo e concentragado continua
de ADN, controlada por tamanho e campo elétrico (Figura 5) [31]. Recentemente, o
fendmeno fisico foi aprofundado, elucidando padrdées de concentragdo resultantes de

instabilidades moleculares [32].

PEG
aanes ¢ UL L UL
elétrico
Ponte de gel
DEX + Solugéo tamp&o e

Figura 5 - Sistema microfluidico baseado em SAB, seguindo uma abordagem de
interface liquido-liquido sob a aplicagdo de campo elétrico, para separar e enriquecer
acidos nucleicos por tamanho. Adaptado de dados apresentados na literatura [31].

Ainda que restritos, os avangos na aplicacdo de SAB e microfluidica para a
manipulacdo de ADN sugerem novas abordagens de separacéo seletiva, com base no
tamanho molecular e aplicacdo de campos elétricos, promissoras para o

desenvolvimento de biossensores e dispositivos de diagnodstico. Requer ainda
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investigacdo adicional para clarificar os efeitos da intensidade do campo elétrico no
desempenho global do sistema, de modo a assegurar a sua adaptagdo a diferentes

tipos de amostras e alvos, incluindo o ARN.

4. Purificagao e Analise de Proteinas em Microescala

Sendo cruciais para a regulagao e funcionamento dos sistemas bioldgicos, as proteinas
desempenham um papel central em aplicagbes biotecnolégicas e clinicas [69]. No
entanto, a sua separacdo e analise recorrem, tradicionalmente, a técnicas como
cromatografia liquida de alta eficiéncia, eletroforese em gel e precipitagdo. Apesar da
ampla utilizagédo, estas apresentam tempos de processamento prolongados, elevado
consumo de reagentes, e compatibilidade limitada com processos de miniaturizagédo
[70].

Explorando a versatilidade dos constituintes dos SAB e diversas arquiteturas dos
dispositivos microfluidicos, tém sido desenvolvidas abordagens para uma manipulagao
eficaz de proteinas (Tabela 1). A albumina, pela sua abundancia em amostras
bioldgicas e relevancia como modelo, tem sido a principal proteina alvo [33,40,41,46].
Dispositivos que utilizam interfaces liquido-liquido de PEG/DEX com aplicacdo de
campo elétrico demonstraram eficiéncia na particao eletroforética [33]. A substituicdo do
DEX por sais organicos e inorganicos permitiu desenvolver dispositivos capilares
coaxiais com multiplas interfaces, otimizando parametros como fluxo e pH, alcangando
extracbes superiores a 70% em tempos reduzidos [40,41]. Alternativamente, os liquidos
idnicos foram introduzidos como constituintes ajustaveis dos SAB, trazendo beneficios
como menor viscosidade [46].

Para além da albumina, estes sistemas permitiram separar proteinas com variadas
caracteristicas fisico-quimicas, incluindo enzimas, fatores de crescimento, y-globulinas,
hormonas e proteinas recombinantes. A particdo foi controlada para otimizar
separagoes especificas e integradas com técnicas como a microscopia de fluorescéncia
para medi¢cOes rapidas e automatizadas [29,34,37]. Além disso, microssistemas a base
de PEG e KoHPO4 aceleraram a extragao e purificagdo de enzimas, como a a-amilase,
atingindo equilibrios em segundos e eficiéncia superior a macroescala [42].

Apos validacdo com proteinas modelo, a robustez da tecnologia foi avaliada em
amostras biolégicas complexas, incluindo lisados e extratos celulares [36,44,45]. Ficou
demonstrada a elevada seletividade, inclusive na recuperacao eficiente de proteinas

recombinantes e remogao de impurezas, como o ADN gendémico (Figura 6A) [36].
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Estratégias complementares com surfactantes melhoraram a purificagdo de proteinas
de membrana e da proteina de algas R-ficoeritrina, encurtando os tempos de
processamento [44,45]. No contexto da separacéao in situ, onde a separacgao da proteina
é efetuada diretamente no seu meio de produgao, técnicas baseadas em microgoticulas
reforcaram a importancia das propriedades fisico-quimicas para purificacao seletiva e
possibilitaram a integragdo de multiplas etapas (como cultura, lise, purificacdo e analise)
num unico dispositivo [38,39].

No campo da bioanalise, a combinacdo de SAB com microfluidica viabilizou a
detecao de biomarcadores em amostras de sangue, como VEGF165 e PSA, com limites
de detecdo ultrabaixos e elevada remocao de interferentes [43,47]. No caso especifico
do PSA, a extracdo foi realizada fora do microdispositivo, o que comprometeu a
integracdo e automacéao total do processo (Figura 6B) [47]. Abordagens mais recentes
comprovaram ainda a viabilidade de monitorizagdo enzimatica in situ através de

alteracdes visuais nas fases do SAB, sem necessidade de marcagao (Figura 6C) [35].

A
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Lisado com proteinas com 000000000 Proteinas

etiquetas geneticamente O O 00 OO

modificadas

DNA genémico
K,HPO,/KH,PO,

B Soro humano

|

PSA

o0 O _|—> |: O_E;EPSA :l — Residuos
—/

[NssadICl
+
K;HPO,/KH,PO,

C
PEG PEG
+
................................ ~ Produtos da
Hidrolise do
DEX
Duas Fases Uma Fase

Figura 6 - Sistemas microfluidicos baseados em SAB para purificar proteinas de lisados celulares (A),
detetar biomarcadores tumorais (B) e realizar analises in situ (C). Adaptado de dados apresentados na
literatura [35,36,47].
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Face ao exposto, a integragdo de SAB em dispositivos microfluidicos tem
possibilitado ndo s6 a manipulagdo de uma ampla gama de proteinas, mas também o
desenvolvimento de estratégias de separacdo e analise in situ. Estas capacidades
tornam-na promissora para diagnostico molecular e ensaios bioquimicos, embora ainda
requeira otimizacdo dos constituintes e da automacido dos sistemas, bem como

adaptacao eficiente a amostras clinicas.

5. Microplataformas para o Controlo e Processamento de Biofarmacos

Os biofarmacos, como os anticorpos monoclonais, sdo fundamentais no tratamento de
um vasto conjunto de doengas [71]. Contudo, 0 seu processamento requer elevados
niveis de pureza, bem como um controlo rigoroso dos custos de producgédo [72].
Ultimamente, tém sido consideradas abordagens que integram SAB e microfluidica,
permitindo um controlo mais preciso dos processos e melhorias na eficiéncia de
purificagdo (Tabela 1).

A imunoglobulina G (IgG) tem sido adotada como biofdrmaco modelo, sendo
eficientemente extraida em dispositivos miniaturizados baseados em SAB de PEG e
KoHPO4/KH2PO4, operando em modo continuo e aplicaveis a culturas celulares (Figura
7) [37,48,49]. Estes sistemas possibilitaram ainda a selegao rapida de condi¢cdes de
extracao (até oito em paralelo), com variagdo dos pesos moleculares de PEG e dos
ligandos de afinidade, integrando ainda uma etapa de isolamento com colina para

reforgar a robustez em matrizes complexas, como soro fetal bovino [50].

G Contaminantes
Lisado celular o O
suplementado O (@) Residuos
com IgG
K,HPO,/KH,PO,

Figura 7 - Sistema microfluidico baseado em SAB para extrair IgG de lisados celulares.
Adaptado de dados apresentados na literatura [49].

De forma geral, a integracdo de sistemas aquosos bifasicos com microfluidica
facilita a triagem de condicdes de extracdo e permite a miniaturizagdo das etapas de
fabrico de IgG. Apesar da evidéncia de preservagao dos rendimentos em macroescala,
continuam a existir constrangimentos quanto a aplicabilidade a outros biofarmacos.
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6. Separacao e Fracionamento Celular em Microescala

A separacao celular constitui uma etapa fundamental nos dominios biotecnolégico e
clinico, com aplicagbes que englobam a caracterizagcdo e o isolamento de
subpopulacdes celulares, bem como a detecdo de células raras em bidpsias liquidas
[73]. Embora bem estabelecidas, as técnicas convencionais como a centrifugagcdo em
gradientes de densidade, citometria de fluxo e separagdo magnética apresentam
complexidade dos protocolos, elevado consumo de amostras e reagentes, e
miniaturizacdo limitada [74].

A integracdo de SAB com microfluidica tem possibilitado a separagéao celular com
base em propriedades fisico-quimicas e afinidades de particdo (Tabela 1). Sistemas
poliméricos separaram eficazmente leucécitos e eritrocitos segundo a afinidade por
DEX ou PEG (Figura 8) ou recorrendo a interfaces dindmicas criadas por fluxo laminar e
forca centrifuga [51,53]. Esta abordagem permitiu ainda automatizar etapas de
fracionamento e recolha, preservando a integridade celular e mantendo um
desempenho comparavel aos métodos manuais [52]. Complementarmente, SAB salinos
permitiram concentrar eritrocitos, mas revelaram instabilidade, agregacédo celular e

baixa compatibilidade com microambientes miniaturizados [54].

DEX o Eritrécitos
(0]
Suspensao . e o o ©
de células O 000 (@] (@] (@] Residuos
-

Figura 8 - Sistema microfluidico baseado em SAB para fracionar seletivamente células
sanguineas. Adaptado de dados apresentados na literatura [51].

Embora a sua consolidagdo tecnoldgica ainda néo esteja atingida, os SAB
microfluidicos destacam-se pela sua eficacia na separagédo e analise de células, com
especial relevancia para o uso de polimeros, devido a sua biocompatibilidade e
capacidade de controlo espacial. Carece, no entanto, de avancos para integragdao em

dispositivos miniaturizados para uso clinico e point-of-care.
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7. Encapsulagao e Biofabricagao em Microssistemas Aquosos

O desenvolvimento de sistemas biocompativeis em meio inteiramente aquoso tem
impulsionado progressos na encapsulagdo e entrega de farmacos, bem como em
processos de biofabricacdo [75-77]. As técnicas convencionais de encapsulacdao e
entrega de farmacos apresentam limitagbes de controlo do tamanho e morfologia,
instabilidade e libertacdo descontrolada [78,79], enquanto a biofabricagcdo classica
enfrenta desafios relacionados com a complexidade dos processos e a viabilidade
funcional [80]. Neste contexto, a conjugacdo de SAB com dispositivos microfluidicos
tem permitido o desenvolvimento de processos de encapsulagao uniforme, libertacdo
controlada e biofabricacdo de estruturas biolégicas complexas, assegurando controlo
fisico-quimico e manutencgao da funcionalidade (Tabela 1).

No desenvolvimento de novas estratégias de encapsulagdo, conseguiu-se o
controlo preciso da formagdo de microgoticulas em SAB baseados em PEG e DEX,
utilizando microcanais arredondados multinivel que facilitaram a fabricagdo e
uniformizaram as goticulas (Figura 9A) [55]. Microcanais com largura variavel
eliminaram a necessidade de bombas externas, simplificando e tornando os dispositivos
portateis, com utilizacdo comprovada na encapsulagao de microparticulas e eritrécitos
de rato [56]. Goticulas monodispersas de DEX e tetra-PEG separaram-se
espontaneamente em fases, formando microcapsulas uniformes com nucleo aquoso e
casca reticulada (Figura 9B) [60]. Além disso, a modulagdo da arquitetura interna
permitiu criar microambientes dinamicos e heterogéneos, com potencial aplicagdo na
encapsulacéao celular (Figura 9C) [57].

No campo da encapsulagao celular, sistemas PEG/MgSO4 demonstraram maior
eficiéncia na geragéo de microgoticulas estaveis e biocompativeis do que os sistemas
PEG/DEX [62], embora menos eficazes na separagao celular [54]. Outras abordagens
envolveram a criagao de microcapsulas com estrutura nucleo-capsula na presenca de
alginato de sodio (Figura 9D) e o controlo do posicionamento espacial de células em
microcanais [58,63]. Estes sistemas permitiram manter a funcionalidade celular em
suportes 3D, criar padrdes e co-culturas sem adesivos sintéticos, bem como realizar
tratamentos localizados com tripsina [58,63]. Adicionalmente, possibilitaram a
estimulagdo subcelular localizada, entregando compostos a regides intracelulares

especificas para terapias direcionadas e investigacdo avangada [59].
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Figura 9 - Estratégias microfluidicas baseadas em SAB para gerar microgoticulas (A),
microcapsulas (B), microambientes heterogéneos (C) e encapsular células (D). Adaptado de
dados apresentados na literatura [55,57,60,63].

Reticular

Um exemplo de aplicacdo em biofabricacdo encontra-se em sistemas PEG/DEX,
que possibilitaram a impressao de biomateriais com alta resolugcao e viabilidade celular
preservada [61]. Ao promoverem a auto-organizagao celular em estruturas 3D sem
suportes solidos, estes sistemas assinalam um marco promissor para a medicina
regenerativa.

Mesmo sendo uma tecnologia emergente, a integracdo de SAB e dispositivos
microfluidicos permite redefinir estratégias de encapsulacao, libertagcdo controlada e
biofabricagao, proporcionando condi¢des biocompativeis. Persistem, porém, desafios
relacionados com o design microfluidico complexo e a caracterizagdo das interagoes

entre fases aquosas e os alvos biolégicos.

8. Conclusoées e Dire¢oes Futuras

Este artigo de revisdo explora as perspetivas da integragcdo de SAB com dispositivos
microfluidicos para manipulagcdo de alvos biologicos, possibilitando a criagdo de
microambientes aquosos que respondem as limitagdes dos métodos classicos. Esta
uniao tecnoldgica, ao aliar eficiéncia e miniaturizagao, constitui um avanco relevante em
biosseparagao, bioanalise, desenvolvimento e entrega de biofarmacos, bem como em
processos de biofabricagao.

A Tabela 2 sintetiza as vantagens complementares dos SAB e dos dispositivos
microfluidicos, destacando como estas tecnologias se potencializam mutuamente em
aplicagbes com alvos biolégicos. Os SAB proporcionam alta seletividade,
biocompatibilidade e preservacédo da integridade em matrizes complexas, enquanto a
microfluidica assegura controlo rigoroso de fluidos, menor consumo de reagentes e
monitorizagdo em tempo real. Ao otimizar a particdo, concentragcdo e encapsulagao de
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biomoléculas e células, bem como a fabricagdo de sistemas biocompativeis, esta

combinacgao revela-se crucial para a implementacao eficiente de aplicagdes bioldgicas

em contextos reais.

Tabela 2 - Comparagao das caracteristicas e desempenho dos SAB, dispositivos microfluidicos e da sua
integragdo para o desenvolvimento de microambientes aquosos aplicaveis a alvos biolégicos. Os
simbolos indicam a vantagem relativa de cada tecnologia em cada critério: «” vantajoso, B
moderado/variavel e 3% limitado.

Critério

SAB

Microfluidica

Integracao
SAB + Microfluidica

Eficiéncia de

Alta seletividade,
modulavel via
v composic¢ao e condi¢cbes

Manipula microvolumes com
elevada precisao; pode

B necessitar de médulos

Combina a seletividade do
SAB com a preciséo
microfluidica para

&/ separagoes e analises

separagao operacionais; adequado OO i ~
parag P nais, adeq adicionais para melhorar a rapidas, encapsulagao
para purificagéo de PN ~ ey
biomoléculas eficiéncia de separacgao. direcionada e
biofabricacao eficiente.
' Minimiza volumes e
Eficaz para volumes
g ) Excelente para reagentes, mantendo
médios a grandes; - o
Volume de AT ) processamento e analise de desempenho analitico em
eficiéncia reduzida em TR
amostra e . . ¢/ amostras escassas, com </ escala micro; viabiliza
microvolumes devido a e ~
reagentes consumo minimo de encapsulagao e

limitagdes de
escalabilidade.

reagentes.

biofabricacdo eficientes
em pequenas escalas.

Velocidade do
processo

Pode requerer tempos
de equilibrio

X relativamente longos
para particao e
separagao completas.

4

Permite processos rapidos,
aptos para monitorizagao
em tempo real.

Integra extragao,
separacgao, encapsulagao
e/ou detegdo em fluxo
continuo ou in situ,
acelerando o tempo total
do processo.

4

Sustentabilidade
ambiental

Baseado em solventes
aquosos, com
alinhamento a principios
da Quimica Verde
condicionado a
constituintes seguros e
biodegradaveis.

4

Reduz significativamente o
consumo de reagentes e
geracao de residuos por
miniaturizagao.

Plataforma integrada de
baixo impacto ambiental,
promovendo analises,

&/ encapsulacdo e
biofabricacdo com
dependéncia reduzida de
recursos.

Automatizagao e

Geralmente manual;

Grau variavel de
automacao, dependendo do

Suporta automacéao
completa, integrando
etapas de preparacao,

. ~ X requer integragdo [ X 4 - ~
integragao ~ design e elementos separacao, encapsulagao

externa para automacéo. c i, .

funcionais incorporados. e/ou detegdo em sistemas
compactos.

Custo relativamente . o ~ .

baixo. DOrém. Com maior Investimento inicial elevado Solugao econdmica e
Custo e P ’ em microdispositivos; custo portatil, ideal para

portabilidade

necessidade de mao-de-
obra e tempo
operacional.

operacional reduzido a
longo prazo.

4

dispositivos point-of-care
e analises in situ.

Apesar das vantagens promissoras, a integracdo de SAB em dispositivos

microfluidicos permanece limitada, com diversidade reduzida nas combinacbes de

componentes e arquiteturas disponiveis. A sua operacionalizacdo enfrenta barreiras

técnicas, incluindo a manipulacao de fases liquidas micrométricas, o controlo rigoroso

de parametros para garantir a estabilidade bifasica, a extracao seletiva de espécies de
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matrizes reais e a compatibilidade material-solvente. E ainda necessaria a integracéo

continua com sensores, atuadores e sistemas de automacido para monitorizagdo em

tempo real e translagdo tecnoldgica. Torna-se, assim, crucial adotar uma estratégia

assente em quatro vertentes tecnologicas interdependentes para viabilizar estes

microambientes aquosos em aplicagdes biologicas:

Vertente Fisico-Quimica: Selecdo cuidadosa dos constituintes do SAB e ajuste de
parametros como pH, temperatura e forga idnica para garantir estabilidade das
fases, elevada eficiéncia de separacdo e compatibilidade com os materiais do
microdispositivo.

Vertente Microestrutural: Design geométrico dos canais e controlo rigoroso dos
fluxos para manter interfaces estaveis, evitar misturas indesejadas e otimizar a
eficiéncia dos processos.

Vertente Funcional-Analitica: Integracdo de sensores avangados e sistemas
automatizados para monitorizagdo e controlo em tempo real, garantindo detecéo
rapida e precisa, reduzindo erros e permitindo acompanhamento dindmico da
libertacdo ou funcionalidade das biomoléculas extraidas ou encapsuladas, bem
como dos sistemas biofabricados.

Vertente Translacional: Validagdo da reprodutibilidade e escalabilidade dos
dispositivos, preservando a integridade, estabilidade e funcionalidade dos alvos
bioldgicos. O design adaptavel e robusto permite transitar da prova de conceito para

uso laboratorial, clinico, industrial ou point-of-care.

Os desenvolvimentos previstos para a integracdo de SAB e microfluidica apontam

para a criagdo de solugbes mais orientadas para desafios concretos de separagao,

bioanalise e desenvolvimento de sistemas biocompativeis, com énfase em abordagens

aplicaveis in situ. A miniaturizacédo, automacao e uso de novos componentes de SAB e

materiais de fabrico reforcam a sua versatilidade e sustentabilidade, favorecendo a

evolugdo para aplicagbes praticas. Esta combinagdo pode impulsionar

o}
desenvolvimento de novas solugdes em biotecnologia, medicina personalizada e
e

diagndstico clinico, promovendo o acesso equitativo a tecnologias analiticas

terapéuticas, mesmo em contextos com recursos limitados.
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