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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para
"APARELHO DE DISPOSITIVO DE FLUXO PARA CLASSIFICAGCAO
E ORIENTAGAO DE CELULAS".

[001] A presente invengdo refere-se a um controlador de fluxo
que emprega um sistema de detecgdo e de formagdo de imagem de
discriminagdo multiangular, para a classificagao de células. Um outro
aspecto da invencao refere-se a um meétodo e a um aparelho para de-
teccao dtica e para formagao de imagem de objetos.

[002] Os sistemas de formag¢ao de imagem conhecidos tendem a
ser simétricos de forma azimutal, aceitando a luz em uma certa faixa
de angulos estabelecida pela abertura numérica (NA) do sistema de
formacédo de imagem. Toda a luz vindo do plano do objeto na NA é
idealmente transferida para o plano de formagédo de imagem unifor-
memente, na auséncia de aberragdes ou vinhetagem por éticas ou
aberturas as quais sejam pequenas demais. A razao para este projeto
€ que é desejavel ter uma eficiéncia de coleta de luz razoavelmente
alta (isto é, uma NA alta) e as variagbes angulares na intensidade fre-
guentemente nao portam uma informacgéo importante.

[003] Um sistema de formagdo de imagem de exemplo é uma
lente redonda unica ou um par de lentes redondas. Para casos em que
uma eficiéncia de coleta alta é desejada, tal como em sistemas de
formagédo de imagem os quais sejam turvos, um sistema de NA alta é
projetado pelo uso de um elemento ético o qual é grande, se compa-
rado com o tamanho do objeto, e 0 qual é proximo comparado com
seu tamanho. Desta forma, a lente captura uma fragdo grande da luz.
Uma NA alta também é importante para a maximizagao da resolugao e
para a obtengdo de uma profundidade focal estreita.

[004] Os citdmetros de fluxo séo dispositivos os quais usam uma
dispersado dtica e uma fluorescéncia para discriminar entre células ou

outros objetos pequenos, tais como contas fluorescentes, e para clas-
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sifica-los com base nas medi¢des éticas discriminadas. Conforme os
objetos correm através de um jato estreito, a luz de laser de entrada se
dispersa, impingindo sobre os objetos, e incita a fluorescéncia. Os si-
nais de luz dispersa e fluorescente sdo detectados em angulos varia-
veis, para a caracterizagcao e a discriminagdao de objetos com proprie-
dades diferentes.

[005] Uma dificuldade na classificagdo de esperma por género é
o formato muito plano de esperma, especialmente esperma bovino. O
formato plano combinado com o indice de refragdo mais alto de DNA
em relagdo ao ambiente aquoso causa um efeito de lente de luz e uma
reflexdo interna, incluindo luz fluorescente, a qual se origina na cabega
do espermatozoéide. Este efeito de lente faz com que a luz seja emitida
preferencialmente através das bordas do esperma, com uma emisséo
muito mais baixa através das duas faces planas da cabeca do esper-
matozoéide. Assim, a detec¢do de uma intensidade de luz e a determi-
nacao de conteudo cromossémico X ou Y do esperma € dependente
do alinhamento confidvel do esperma e da capacidade de visualizagao
da fluorescéncia de esperma a partir de multiplos angulos.

[006] Os sistemas de alinhamento conhecidos empregam um
dispositivo no qual as células de esperma sao orientadas e aspergidas
em uma zona de deteccdo por meio de um bocal, tal como ilustrado
em Rens et al., Patente U.S. N° 5.985.216. Em um dispositivo como
esse, o0 bocal de classificacdo tem uma secao transversal eliptica para
orientacdo de células aplainadas. Uma desvantagem de Rens é que
se a taxa de fluxo estiver acima de 5000 células espermaticas por se-
gundo, as células ndo podem ter a imagem formada de modo confiavel
e caracterizadas. Uma taxa de fluxo de esperma de 5000 células es-
permaticas por segundo € ineficiente e consome tempo. Uma taxa de
fluxo mais pratica para classificagdo de esperma é de em torno de

100.000 células por segundo ou mais alta.
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[007] Um tipo de sistema de formag¢ado de imagem usado para
manipulacao de particulas pequenas é descrito no Pedido de Patente
U.S. N° de Série 10/974 976, intitulado “SYSTEM AND METHOD FOR
MANIPULATING AND PROCESSING NANOMATERIALS USING
HOLOGRAPHIC OPTICAL TRAPPING", depositado em 28 de outubro
de 2004, e no Pedido de Patente U.S. N° de Série 10/934.597, deposi-
tado em 3 de setembro de 2004, intitulado "MULTIPLE LAMINAR
FLOW-BASED PARTICLE AND CELLULAR SEPARATION WITH
LASER STEERING", cujos ensinamentos de ambos s&o incorporados
aqui como referéncia.

SUMARIO DA INVENCAO

[008] A presente invengdo refere-se a um controlador de fluxo

que emprega um sistema de deteccdo e de formagdo de imagem de
discriminagao multiangular, para a classificagéo de células. Um aspec-
to da invengao refere-se a um método e a um aparelho para deteccao
otica e para formagao de imagem de objetos. Em particular, a presente
invenc¢ao é dirigida a um método e um aparelho para a caracterizagao
e a classificagdo de esperma bovino por género. Contudo, deve ser
compreendido que outros tipos de celulas espermaticas mamiferas e
similares podem ser classificados pelo uso da presente invencao.

[009] A presente invengao & baseada na descoberta que um con-
trolador de fluxo para classificagc@o e orientagdo de células emprega
um canal de fluxo que tem uma entrada, uma saida, uma zona de de-
teccio intermediaria e, opcionalmente, uma zona de classificacdo. A
entrada recebe cada uma de correntes espacgadas alternadas de fluido
de revestimento ("sheath fluid") de entrada e uma corrente de amostra
contendo as ceélulas a serem classificadas entre as correntes de reves-
timento (“sheath streams”). As correntes de revestimento e a corrente
de amostra tém respectivas vazdes ou pressdes na camara de fluxo,

de modo que a corrente de amostra seja restrita desse modo formando
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uma corrente de amostra relativamente estreita na regido de detecgao,
segundo o que as ceélulas sdo orientadas em uma diregdo selecionada
em relagao a luz de entrada. Um detector empregando uma configura-
¢ao de formacgdo de imagem de angulo multiplo ou de vetor K é focali-
zado na zona de detecgdo para discriminagao entre as células deseja-

das e as indesejadas.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0010] A Figura 1 & um fluxograma de etapas para classificagao de
celulas as quais foram tingidas com um corante fluorescente.

[0011] A Figura 2 é uma ilustragao esquematica em perspectiva de
um dispositivo de fluxo ou cartucho de acordo com a invengao.

[0012] A Figura 3 € uma ilustragdo esquematica de um dispositivo
de fluxo de canal Unico para classificacao.

[0013] A Figura 4 & uma vista lateral de um dispositivo de fluxo de
canal multiplo para classificagéo.

[0014] A Figura 4A é uma vista em plano de topo (borda), voltada
para as entradas, do sistema de canal multiplo mostrado na Figura 4.
[0015] A Figura 5 é uma representagdo esquematica de um sensor
de canal unico para a detecgao de luz dispersa (isto €, um sistema oti-
co para formagao de imagem de vetor K).

[00186] As Figuras 5A a 5D ilustram elementos oticos alternativos
empregados no arranjo da Figura 5.

[0017] A Figura 6 é uma representacio esquematica de um sensor
de canal (nico para a detec¢do da luz fluorescente e dispersa usando-
se uma formacgéo de imagem de vetor K.

[0018] A Figura 7 € um dispositivo de canal multiplo para formagao
de imagem de vetor K com excitagao e detecgdo de luz dispersa e flu-
orescente.

[C019] A Figura 8 € uma representag¢ao esquematica de um atua-

dor externo ajustando as velocidades de fluxo em um canal ou disposi-
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tivo para classificagao de células.

[0020] A Figura 9 € uma representacac esquematica de uma vista
de topo de um dispositivo de canal multiplo ou cartucho para deteccao
e classificacao de células.

[0021] As Figuras 10A a 10D mostram varias formas alternativas
de direcionamento de células usando-se trés atuadores em M, W, F
(Figura 10A), dois atuadores em 51, S2 (Figura 10B), um atuador em
51 (Figura 10C) e dois atuadores em M, F (Figura 10D).

[0022] As Figuras 11A a 11B mostram varias formas alternativas
de exterminio de células por exterminio ou ativagao a laser (Figura
11A), e exterminio ou ativagao (Figura 11B).

DESCRICAQ DA INVENCAO

[0023] A Figura 1 ilustra um fluxograma que estabelece as etapas

para caracterizagdo, classificacdo e processamento de objetos, para
preservagao criogénica, particularmente de células de esperma bovi-
no.

[0024] O primeiro estagio da coleta 100, a extensao 101, para res-
friamento lento 102 é o assunto de varios procedimentos, alguns dos
quais sendo novos e outros dos quais sendo conhecidos.

[0025] Um novo sistema para preparacao de celulas para classifi-
cagao e estabelecido no Pedido co-pendente de Patente U.S. Numero
de Série (a ser atribuido}), intitulado "Novel Method For In Vive Staining
of Cells for Identification and Sorting”, depositado em 1 de fevereiro de
2005, cujos ensinamentos s&o incorporados aqui como referéncia.
[0026] As etapas incluem o carregamento de uma amostra em
uma lamina descartavel 200; a filtracao da amostra para remogao de
material agregado grande 201, tais como agregados de vitelo, o em-
prego de um alinhamento baseado em fluxo 202, conforme estabeleci-
do aqui adiante; o emprego de etapas em paralelo de deteccao de gé-

nero 203, discriminagio (isto €, uma descriminagao de género 204), e
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atuacgéao (isto &, atuagdo de género 205); a concentragdo passiva e 0
equilibrio 206, e o envio para um reservatorio de saida 207. O método
também pode opcionalmente eliminar algumas etapas e incluir uma
etapa de discriminagao e exterminacao para remog¢ao de esperma vivo
indesejado.

[0027] As etapas de classificagado de género 103 as quais incluem
o dito acima, entdo, sdo seguidas pelas etapas de resfriamento lento
para 4T e deposi¢gao 104; extensao final 105; acond icionamento em
canudos 106; deposi¢cao 107 e congelamento 108.

[0028] As Figuras 2 a 3 ilustram em varias formas um citdmetro de
fluxo 300 de acordo com a invengéo. O dispositivo pode ser um siste-
ma de canal Unico. Contudo, a invengao é bem adequada para aplica-
¢des de canal multiplo, particularmente em aplicagdes de classificagao
de célula espermatica, onde grandes numeros de células espermaticas
devem ser classificados em uma quantidade de tempo razoavel.

[0029] Nas Figuras 2 a 3, o dispositivo 300 compreende um corpo
ou uma camara de fluxo 312 formada por um par de paredes confron-
tantes 314 e paredes de extremidade 316 (apenas uma das quais
sendo mostrada na Figura 1), um topo aberto ou entrada 318 e um
fundo aberto ou saida 320.

[0030] A entrada 318 é dividida em trés seg¢des, incluindo entradas
externas 322 e uma entrada central ou de amostra 324. As entradas
externas 322 sdo para o recebimento de um fluido de revestimento
326 ali e a entrada central 324 é para o recebimento de um fluido de
amostra 328 contendo um meio liquido e células 330 dispersas ali.
[0031] A saida 320 tem segbes de saida externas 332 e canais de
coleta de amostra centrais, especificamente, o canal de amostra de
saida esquerdo 334L, o canal de amostra de saida central 334C e o
canal de amostra de saida direito 334R. O canal 334L é para uma pri-

meira amostra classificada, 334C é para uma segunda amostra classi-
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ficada e 334L é para ainda uma outra amostra classificada.

[0032] O fluido de revestimento 326 é introduzido nas entradas
externas 322 em uma taxa de fluxo selecionada. O fluido de amostra
326 é introduzido em uma entrada central 324 em uma taxa ou pres-
sao de fluxo selecionada em relagdo a taxa ou pressao de fluxo de re-
vestimento, de modo que os fluidos de revestimento se comprimam e
restrinjam o fluxo de amostra para um percurso de fluxo de amostra
relativamente estreito 336, conforme mostrado. Em uma modalidade
de exemplo, a largura do percurso de fluxo de amostra 336 € de em
torno de 10% ou menos da largura da corrente do fluido de amostra na
entrada central 324, por exemplo, de em torno de 50 microns.

[0033] As células 330 sao circulares, mas aplainadas. Como resul-
tado, uma restricdo do fluido de amostra faz com que as células 330
se orientem de modo que seus lados planos estejam aproximadamen-
te paralelos as paredes confrontantes 314. A intensidade de luz irradi-
ada por uma célula é diferente em orientacdes diferentes. De modo a
se comparar a intensidade de duas ou mais células, elas devem ter a
mesma orientacdo. Assim, células alinhadas reduzem o ruido ou erro
sistematico causado por se ter um emissor de luz anisotrépico em ori-
entacbes aleatorias.

[0034] As entradas alternadas de fluido de revestimento 326 e so-
lugdo de amostra ou de objeto de entrada 328 (veja a Figura 3) entram
no sistema, criando uma pequena quantidade de restricdo (em relagéo
a restrigdo na diregdo ortogonal) 401, o que causa um cisalhamento, e
o fluxo de cisalhamento alinha as células 400. Este padrao de fluxo
alternado € comprimido mais severamente entre os dois longos fluxos
de fluido de revestimento de entrada, o que obtém o alinhamento ne-
cessario. Este arranjo pode ser combinado com uma detecgdo aqui
adiante, para a provisdo de um sistema paralelo, onde multiplos fluxos

podem ser interrogados.
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[0035] Especificamente, o fluxo de restrigio move os objetos para
o plano focal 402, e acelera o movimento através da regido de detec-
¢ao 403. A curva 404 no sistema mostra a fronteira de fluido 404, e a
regido de deteccdo 405 permite uma caracterizagdo. O cone de luz
406 permite uma interrogacéo e a posigao de corrente padrao 407 po-
de ser direcionada entre multiplas saidas.

[0036] Pela variacdo da taxa de fluxo através dos trés canais de
saida 409 a 411, células ou outros objetos na solugado podem ser clas-
sificados em uma de multiplas correntes de saida. A atuagao pode ser
feita de varias formas, conforme enumerado acima. Uma comutagao
de fluxo a alta velocidade pode ser realizada por piezodispositivos, os
quais podem ser intrinsecos a maquina ou intrinsecos ao cartucho de
canal de fluxo descartavel. A regido de comutacéo de fluxo 408 contro-
la a taxa de fluxo precisa, a qual varia ao longo do tempo para comu-
tacéo entre os canais de saida 409 a 411 (onde V2 <V1 e V4 ~ V2).
[0037] O detector 340 (Figura 2) compreende um laser 342 ou ou-
tra fonte adequada produzindo um feixe de saida 344 dirigido para o
percurso de fluxo de amostra 336 em uma zona de detec¢ao 338 in-
termediaria a entrada e a saida. O feixe 344 impinge sobre a célula
330 na zona de deteccao 338 e se dispersa, formando um feixe de sa-
ida 346. A célula contém um fluoréforo e, assim, produz luz fluorescen-
te também, a qual esta contida no feixe de saida 346. Respectivos
componentes de dispersao e de fluorescéncia 346S, 346F do feixe de
saida 346 séo introduzidos em um detector 6tico contendo um sistema
otico 348 e um sistema de detector eletronico 350. O sistema 6tico e o
sistema de detector eletrénico sdo discutidos aqui adiante.

[0038] O feixe de saida 346 transporta uma informagao para o de-
tector 340, o qual discrimina dentre as células 330 e produz uma saida
354 para um classificador 356. O classificador 356 controla os condu-

tores 358 em uma relagcdo operativa com os canais de saida 334, de



o7

modo a se variarem as vazdes relativas, de modo que cada célula 330
seja classificada em um canal apropriado. Alternativamente, as células
podem ser classificadas como desejadas ou indesejadas, e as células
desejadas podem ser coletadas e as células indesejadas podem ser
destruidas.

[0039] A Figura 3 mostra um sistema de canal Unico que tem ape-
nas dois fluxos de revestimento 326 e um fluxo de amostra 328. A Fi-
gura 4 mostra um sistema de canal multiplo com quatro fluxos de
amostra 328 e fluxos de revestimento compartilhados 326. A Figura 4A
mostra a camara de fluxo e os percursos de fluxo em um plano de to-
po.

[0040] As Figuras 4 a 4A mostram uma forma possivel de paraleli-
zagao do projeto para se terem muitas correntes paralelas 500 de so-
lucdo de entrada. O fluxo pode restringir no plano e de forma normal
ao plano. Contudo, para casos em que um alinhamento de células é
necessario, tal como com esperma bovino, um cisalhamento ao longo
da diregao da luz entrando deve ser muito maior, para garantia do ali-
nhamento normal em relagéo a luz entrando. A regido de investigacao
6tica 502 é onde a dispersédo do laser e a fluorescéncia ocorrem.
[0041] No exemplo, cada corrente de revestimento tem um siste-
ma de lente dedicado, multiplos elementos de PMT, cada um dos
quais sendo dedicado a uma corrente correspondente. Deve ser com-
preendido que o sistema pode ter um sistema de detector de lente pa-
ra todos os canais e um sistema 6tico a laser para todos os canais
também. Ha multiplos canais de saida possiveis 503 para cada corren-
te de fluxo.

[0042] Uma vista plana simplificada do sistema 6tico do detector
640 € mostrada na Figura 5. Uma amostra 660 fica em um plano de
objeto 662. Nesta ilustragdo, o feixe de saida ou os raios de luz 646

emanam a partir da amostra 660 como pequenos feixes 646C, 646L,
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646R. Os pequenos feixes 646C representam feixes agrupados cen-
tralmente proximos do eixo geométrico otico central C; e os pequenos
feixes 646L e 646R séo agrupados para a esquerda e a direita do eixo
geométrico central C. Os pequenos feixes provéem vistas diferentes
da amostra 660. Uma lente de colegdo 664 (a qual pode ser uma lente
objetiva de um microscopio) é posicionada a uma distancia do plano
de objeto 662, o qual é igual ao comprimento focal efetivo (EFL) da
lente. A lente 664 pode ser uma lente composta, se desejado, mas,
por simplicidade, ela € descrita como uma lente unica com um EFL.
Pelo posicionamento da lente 664 e, assim, da luz 646 a partir das sa-
idas de objeto, a lente de colecdo 664 é colimada como pequenos fei-
xes 666, divididos da mesma forma como 666R, 666C, 666L, conforme
mostrado. Isto cria um espagco infinito no sistema de formagao de ima-
gem. Embora a presente invengdo nao requeira este espaco infinito,
ele é um arranjo conveniente. O posicionamento lateral de cada raio
de luz colimado é determinado predominantemente pelo seu angulo
vindo a partir do plano de objeto. Os pequenos feixes 666L, 666R e
666C seguem os respectivos pequenos feixes 642L, 642R e 642C.

[0043] Os pequenos feixes centrais 666C saem da lente 664 ao
longo do eixo geométrico central C para a lente de focalizagdo 676C, a
qual focaliza a luz no plano de imagem para frente 678C. Espelhos
672L, 672R separam os pequenos feixes fora de eixo geométrico 666L
e 666R saindo da lente de colecdo 664. Note que isto também pode
ser feito com o posicionamento do detector 674A (Figura 5A) ou de
uma fibra é6tica 674B (Figura 5B) nesta regido, os quais sao pequenos,
se comparado com o tamanho do feixe neste espacgo. Note também
que elementos oticos adicionais podem ser inseridos neste espago,
tais como lentes adicionais 674C (Figura 5C) ou um pequeno orificio
de pino 674D (Figura 5D), para restricdo da faixa de angulos diodo

emissor de luz utilizagdo saindo da lente de colecao 664, ou para con-
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trole (recomego ou expanséo) da profundidade focal a partir da qual a
luz € coletada como em medi¢cdes de microscopia homofocais. Em al-
gumas circunstancias, um par de lentes adicionais, com um pequeno
orificio de pino, pode ser usado. Em outros casos, uma mascara com
tamanho, formato ou posi¢do controlavel pode ser usada para o con-
trole da luz atingindo um dado detector.

[0044] A luz de pequenos feixes 666L € refletida pelo espelho
672L para a lente de focalizagao esquerda 676L; e a partir do pequeno
feixe 666R, a luz é dirigida pelo espelho 672R para a lente 676R e pa-
ra o plano de imagem direito 678R. Os detectores de luz 689L, 680R e
680C podem estar localizados em respectivos planos focais de ima-
gem 678L, 678R e 678C para a detecgdo das respectivas imagens.
Estes detectores de luz podem ser CCD, fotodiodos, tubos fotomultipli-
cadores, tubos fotomultiplicadores de anodo multiplo, ou outros senso-
res.

[0045] Em muitos casos, € desejavel coletar a luz dispersa e a luz
fluorescente, onde pelo menos uma das imagens ou detecgbes feitas
requer uma faixa reduzida de angulos e raio a partir da amostra. A Fi-
gura 6 ilustra como isto pode ser feito, usando-se uma configuragéo de
Formagdo de Imagem de Vetor K, conforme descrito acima, mas com
filtros e divisores de feixe adicionais, conforme necessario. Os elemen-
tos similares tém os mesmos nimeros de referéncia.

[0046] Na Figura 6, a luz de iluminagao e de excitacdo 800 passa
através de uma lente de colegéo 801 e é refletida pelos espelhos 802,
803 através de filtros de emissdo 688EL, 688ER para lentes de focali-
zacao 804, 805 e para fotodetectores 690L, 690R, respectivamente, os
quais formam os planos de imagem fluorescente esquerdo e direito.
[0047] O divisor de feixe em 686C redireciona a luz no campo cen-
tral 666C através de um filtro de emissdo 688E para a lente de focali-
zacgao 676FC. A saida 689E de filtro de emissdo 688E corresponde a
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uma emissao de fluorescéncia a partir da célula. O filiro de linha de
laser 688L no eixo geométrico 6tico central filtra a luz de laser dispersa
para a lente 676C e o fotodetector 690C, onde é formado o plano de
imagem dispersa para frente.

[0048] Para melhoria da produgao e das capacidades gerais de
um dispositivo, uma paralelizagdo € desejada. A Figura 7 mostra como
isto € realizado. O laser 642 produz um feixe de laser de entrada 644,
0 qual excita a fluorescéncia, é dividido em N multiplos feixes por um
divisor de feixe 690 (por exemplo, uma rede de difragdo ou um holo-
grama). Os feixes 692A e 692N se espalham em leque e cada um é
dirigido para a zona de deteccdo de um revestimento (“sheath) de
amostra correspondente (veja a Figura 4). Os pequenos feixes 692A a
692N sao colimados em feixes paralelos pela lente de colimagao 694.
A saida 696 da lente de colimacéo 694 ¢é dirigida através da lente ci-
lindrica 698, a qual focaliza os feixes individuais 700A a 700N sobre as
correntes de amostra no plano de objeto 701. Conforme mostrado (Fi-
gura 4), a corrente de entrada é dividida em muitas correntes. A luz de
um ou de todos os pequenos feixes 700A a 700N no exemplo mostra-
do e correntes de amostra entram na lente de colegdo 702K e & mani-
pulada conforme descrito na Figura 6 acima. Aqui, contudo, dispositi-
vos de arranjo de detector (tais como, PMTs de anodo multiplo) 720
(720C, 720R, 720L, 720CF...), um para cada grupo de feixes de detec-
¢ao, sao usados. A deteccao € mais bem realizada nao pela colocagao
de um detector Unico em cada posigdo de formagédo de imagem, mas
pelo uso de detectores de arranjo, tal como um arranjo de PMT linear
de 32 elementos 720.

[0049] A produgdo de um sistema o qual forma imagens ou faz
medi¢cdes em muitos objetos dependera, em parte, do numero de de-
tectores e da sua velocidade. Para muitas aplicagdes, um detector Uni-

co, tal como um tubo fotomultiplicador (PMT) é usado em cada plano
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de imagem. Isto é adequado para casos em que 0s objetos passam
através do plano de objeto em uma linha de fila unica.

[0050] O classificador 856 é descrito a partir deste ponto em deta-
Ihes. Um classificador de canal unico é mostrado na Figura 8. O classi-
ficador 856 compreende um membro estrutural 812; uma camada de
definicdo de canal 816 formada com uma fenda 818 definindo um ca-
nal de fluxo 820; uma camada de membrana flexivel 822 no topo da
camada de definigdo de canal 816, e um membro estrutural 824 com-
pletando o arranjo. O atuador piezoelétrico ou de outro tipo 826 € aco-
plado a um controlador 828. Um pistao 860 atuado pelo atuador 826 é
encaixado na membrana flexivel 822 oposta ao canal de fluxo 820 pa-
ra mudanga do padrdo de fluxo no canal, de acordo com o suprimento
de voltagem para o piezoelétrico. Uma pluralidade dessas estruturas
pode ser miniaturizada de modo a estar localizada na janela de atua-
dor, segundo o que multiplas correntes de amostras podem ser classi-
ficadas.

[0051] Um ou mais atuadores 826 podem incluir: um transdutor
piezoelétrico para conversao de sinais elétricos em atuacdo mecanica
das vazbes; um aquecedor térmico para aquecimento de uma regiao
para expanséo rapida de um fluido, material ou bolha; uma geragao de
bolha térmica para a criacdo de uma bolha para redug¢ao do fluxo da
solugao; um dispositivo de movimento capacitivo para uma membrana;
um dispositivo 6tico para aquecimento ou movimento de material, pa-
rede, membrana, bolha ou outro material ou objeto para impactar a
velocidade de fluxo em um ou mais dos canais de saida 934. A atua-
¢ao pode ser intrinseca para o dispositivo ou pode ser externamente
aplicada. Por exemplo, o atuador 826 e o pistao 860 podem ser um
equipamento externo, separado do dispositivo de fluxo descartavel 856
(isto é, uma lamina descartavel com um atuador ndo descartavel / ex-

terno).
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[0052] A Figura 9 ilustra o arranjo paralelo de multiplos canais no
qual os canais de entrada 900 alimentam as correntes de revestimento
para canais de fluxo e os canais de saida 901 recebem as varias célu-
las espermaticas classificadas. A janela 930 é provida para acopla-
mento de uma luz de interrogagao a cada um dos canais de amostra
de detector paralelos. A janela de classificador 932 recebe uma plura-
lidade de atuadores e elementos descartaveis de classificador. Os pi-
nos de alinhamento de lamina do dispositivo 100 sdo designados co-
mo 940.

[0053] As Figuras 10A a 10R ilustram modalidades alternativas
para direcionamento de células, empregando uma variedade de atua-
dores 934 em um dispositivo de fluxo para classificagdo de esperma.
Em cada caso, um ou mais atuadores sao usados, onde cada atuador
poderia ser baseado em dispositivos piezoelétricos (intrinsecos ou ex-
trinsecos ao cartucho), atuadores capacitivos, expansdo térmica ou
outras tecnologias, conforme descrito nas exposi¢des anteriores. Na
maioria dos casos, pelo menos dois atuadores 934 sido desejados e,
possivelmente, mais de dois atuadores, para o controle de para qual
canal de saida 936 uma célula ou um objeto em particular vai. Os atu-
adores permitem que se controlem e variem os fluxos a taxas muito
altas. Apenas perturbagdes menores no fluxo sdo necessarias para se
fazer com que uma corrente temporariamente se mova de uma saida
para uma outra.

[0054] As Figuras 11A a 11B mostram exemplos de configuracées
de exterminio ou ativagdo sem uma classificagdo para a obtencéo de
um resultado desejado. Na Figura 11A, um laser 940 impinge sobre a
corrente de objeto / esperma 942. Este laser é controlado para impingir
apenas energia letal sobre certo(s) esperma(s) ou objeto(s), depen-
dendo do resultado da interrogagéo. Por exemplo, este laser pode ex-

terminar um certo esperma ou outras células, conforme desejado. Por
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exemplo, ele pode exterminar todo o esperma de um dado género ou
um incerto. Alternativamente, o laser pode n&o exterminar diretamente
as células, mas pode de outra forma “ativa-las”. Por exemplo, ele po-
deria ativar algum produto quimico o qual tivesse sido previamente in-
troduzido no esperma, tendo o resultado final de exterminacao dele ou
de outra forma prejudicando a fertilizagdo. Em aplicagdes mais gerais,
uma ativagao pode ter uma faixa muito mais ampla de atividades.
[0055] A Figura 11B mostra uma exterminagao ou ativagcado usan-
do-se pulsos elétricos letais, introduzidos atraves de eletrodos 944, os
quais sao inseridos no fluxo, de modo a terem acesso localmente a
corrente central 942. Como com a sclugao de laser, os eletrodos po-
dem ser rapidamente pulsados ligados ou desligados, dependendo do
resultado da interrogacéo.

[00586] Uma direcao também pode ser obtida oticamente, quando
as células forem manipuladas por um aparelho de aprisionamento 6ti-
co. Alternativamente, o processo de atuacdo pode ser uma eletropora-
¢ac das células, a qual pode ser letal ou ter outro efeito sobre as célu-
las.

[0057] A técnica a seguir alinha células espermaticas usando-se
um fluxc de compressao:

[0058] Trés fluxos sdo alimentados em uma lamina de fluxo usan-
do-se uma bomba peristaltica. A corrente contendo espermas flui entre
as correntes de topo e de fundo, as quais sdo aguas. Enquanto a velo-
cidade do fluxo de topo e de fundo é mantida a mesma, pela mudanga
da relacdo daquelas para o fluxo de esperma, & possivel ver uma

compressao do fluxo de esperma.

orientacdo de esperma (%)

angulo a partir da diregio de fluxo (graus)

Re <3 <15 < 45 > 45

0,066 51,35 29,73 13,51 541
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orientacio de esperma (%)

angulo a partir da direcdo de fluxo (graus)
1,35 61,11 14,81 2222 1,85
2,13 66,67 16,67 16,67 0

[0059] E esperado que o fluxo comprimido ajude o esperma a ser

orientado para a diregao de fluxo.

[0060] As imagens do esperma no fluxo foram feitas usando-se
uma camera de CCD equipada em ngsso microscopio.

[0061] A tabela acima mostra o grau de orientagao no fluxo, onde
Re é o numero de Reynolds definido como Dur/m, onde D é o diametro
do canal de fluxo, U é a velocidade, r € a densidade de fluidoem é a
viscosidade.

[0062] Re indica se o fluxo € laminar ou ndo. Embora um Re abai-
xo de 1000 seja considerado um fluxo laminar, em algumas aplica-
¢Ges, um Re muito pequeno, tal como abaixo de 1, é requerido.

[0063] Conforme a velocidade do fluxo de esperma aumenta, o Re
na entrada de canal aumenta, mas ainda permanece na regido lami-
nar, indicando que a corrente de fluxo nao é perturbada em nossa re-
giao experimental.

[0064] A orientacdo do esperma foi quantificada pela numeragao
daqueles como uma fungdo de alinhamento de grau de cabeca de es-
permatozoide com a diregao de fluxo.

[0065] Na faixa do experimento, em torno de 80% dos espermas
com a imagem formada foram orientados em menos de 15 graus com
a diregao de fluxo.

[00686] Um melhor alinhamento da dire¢do de fluxo foi mostrado a
uma velocidade mais alta, mas espermas perturbados também foram
encontrados.

[0067] Os resultados mostram que o sistema poderia alinhar es-

permas usando esta técnica.
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[0068] Deve ser compreendido que o controle de temperatura do
fluido envolvente e do fluido de amostra pode ser empregado para pro-
longamento da vida do esperma. Em uma modalidade de exemplo, a
temperatura dos fluidos no dispositivo de fluxo pode ser mantida em
torno de 2 a 10 °C, de modo a se imobilizarem as células espermaticas

e, desse modo, estender o tempo de vida.
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REIVINDICAGOES

1. Aparelho de dispositivo de fluxo (300) para classificacédo
e orientagao de células (330) compreendendo:

um par de paredes (314), em relagao confrontante, forman-
do uma camara de fluxo (312) que tem uma entrada (322, 324), uma
saida a jusante (320, 332, 334) e uma regido de detecgao intermedia-
ria (338) formando um canal de fluxo, a entrada (322, 324) sendo para
o recebimento de uma primeira corrente (326) e de uma segunda cor-
rente (326), espagadas entre si, de fluido de revestimento de entrada e
uma terceira corrente de fluido de amostra (328) contendo as células a
serem classificadas entre as primeira e segunda correntes de fluido de
revestimento, as primeira e segunda correntes de revestimento (326)
tendo respectivas vazdes ou pressdes na camara de fluxo (312), em
relacdo a vazao ou pressao da terceira corrente (328), de modo que a
terceira corrente (328) seja restrita entre elas, formando uma corrente
de amostra relativamente estreita, pelo menos na regidao de detecgdo
(338), que orienta as células (330) em uma diregdo selecionada com
respeito as paredes (314); e

um detector (340) na regido de detecgdo (338) para a de-
teccdo das células desejadas e a produgao de uma saida indicativa
das mesmas;

caracterizado pelo fato de que as primeira, segunda e
terceira correntes (326, 328), a partir da entrada (322, 324) até a saida
(320, 332, 334) dentro do aparelho de dispositivo de fluxo (300), for-
mam uma configuragao de fluxo predominantemente paralela.

2. Aparelho de acordo com a reivindicagdo 1, caracteriza-
do pelo fato de incluir ainda um classificador (356) a jusante do detec-
tor (340) para a classificagdo das células desejadas a partir da terceira
corrente (328).

3. Aparelho de acordo com a reivindicagao 2, caracteriza-
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do pelo fato de que o classificador (356) inclui uma por¢cdo da camara
(312), a jusante do detector (340), que € formada com primeira e se-
gunda regibes espacadas, pelo menos uma das quais recebendo as
células desejadas (330).

4. Aparelho de acordo com a reivindicagao 3, caracteriza-
do pelo fato de que o classificador (356) inclui um transdutor de pres-
sao (826) que responde ao detector (340) para a aplicagao seletiva de
pressdo a uma ou mais regidées de modo a dirigir as células desejadas
(330) para uma primeira regido e as células indesejadas para uma se-
gunda regiao.

5. Aparelho de acordo com a reivindicagdo 1, caracteriza-
do pelo fato de que incluir um classificador (356) para separagdo das
células desejadas das células indesejadas (330).

6. Aparelho de acordo com a reivindicagdo 1, caracteriza-
do pelo fato de que as paredes (314) compreendem membros planos.

7. Aparelho de acordo com a reivindicagao 1, caracteriza-
do pelo fato de que as primeira, segunda e terceira correntes (326,
328) compreendem um meio liquido, a terceira corrente (328) compre-
endendo particulas nela suspensas.

8. Aparelho de acordo com a reivindicagdo 7, caracteriza-
do pelo fato de que a taxa de fluxo ou pressao das primeira e segunda
correntes (326) em relagao a terceira corrente (328) restringe a tercei-
ra corrente (328) pelo menos na regido de detecc¢éo (338), de modo
gue seja de em torno de 10 por cento ou menos da largura das primei-
ra e segunda correntes (326), desse modo orientando as células (330)
entrando na regido de detecg¢do (338) para uma dire¢do geralmente
paralela, uma a outra e as paredes (314).

9. Aparelho de acordo com a reivindicagdo 8, caracteriza-
do pelo fato de que a regido de detecc¢do (338) compreende uma regi-

ao relativamente estreita para focalizagdo de todo sinal de luz de en-
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trada.

10. Aparelho de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-
zado pelo fato de que a referida saida é formada por primeira e uma
segunda regides espagadas, a primeira regido para recebimento de
uma célula desejada (330) e a segunda regidao para recebimento de
células (330) de um tipo indesejado.

11. Aparelho de acordo com a reivindicagdao 1, caracteri-
zado pelo fato de que o detector (340) compreende uma fonte ética
(342) para iluminacédo de forma dtica das células (330) na regiao de
deteccédo (338) com uma luz de entrada (344).

12. Aparelho de acordo com a reivindicacdo 11, caracteri-
zado pelo fato de que as células (330) respondem para produzir uma
luz de saida (346), em resposta a luz de entrada (344), e o detector
(340) compreende um detector 6tico (350) que responde a luz (346)
produzida pelas células (330).

13. Aparelho de acordo com a reivindicagao 12, caracteri-
zado pelo fato de que a luz de saida (346) compreende pelo menos
uma luz (346S) dispersa a partir das células (330) e uma luz fluores-
cente (346F) produzida pelas células (330).

14. Aparelho de acordo com a reivindicacdo 1, caracteri-
zado pelo fato de que o detector (340) compreende um trem o6tico
(348) para recebimento da luz de saida (346) das células (330), inclu-
indo um primeiro elemento 6tico para a coleta da luz de saida (346) e
para a producido de pequenos feixes de luz coletados da mesma, os
referidos pequenos feixes representando varias imagens angulares da
célula (330), produzidas de acordo com uma interagéo da célula com a
luz de entrada (344).

15. Aparelho de acordo com a reivindicagao 14, caracteri-
zado pelo fato de que o detector (340) ainda compreende um detector

ético (350) em alinhamento com um eixo geométrico 6tico central do
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trem ético (348), para direcionamento de pequenos feixes seleciona-
dos, alinhados com o eixo geométrico central para detectores o6ticos
correspondentes (350).

16. Aparelho de acordo com a reivindicagao 15, caracteri-
zado pelo fato de que o detector (340) ainda compreende pelo menos
um detector 6tico (350) fora de eixo geométrico que posui uma trajeto-
ria otica fora de eixo correspondente para a detecg¢ao de pequenos
feixes fora de eixo geométrico, que possuem tendo trajetérias oticas
orientadas fora de eixo, em relagao ao eixo geométrico 6tico central.

17. Aparelho de acordo com a reivindicagao 16, caracteri-
zado pelo fato de que ainda compreende um divisor 6tico na trajetéria
Gtica do pelo menos um detector 6tico fora de eixo geométrico (350), o
qual dirige pequenos feixes, selecionados a partir dos pequenos feixes
de luz coletados, para o detector fora de eixo geométrico correspon-
dente (350).

18. Aparelho de acordo com a reivindicagao 15, caracteri-
zado pelo fato de que os pequenos feixes de luz coletados incluem luz
difundida e luz fluorescente, e o detector (340) ainda compreende fil-
tros 6ticos (688) para a filtragdo de pelo menos uma dentre a luz di-
fundida (346S) e a luz fluorescente (346F) a partir da luz coletada.

19. Aparelho de acordo com a reivindicacao 1, caracteri-
zado pelo fato de que o classificador (356) compreende um canal para
cada tipo de célula (330), e um membro de acionamento (358) acopla-
do ao canal de fluxo para modificacdo da taxa de fluxo de fluido em
localizagGes selecionadas na terceira corrente de amostra (328) para
direcionamento das células (330) para canais selecionados.

20. Aparelho de acordo com a reivindicagdo 19, on carac-
terizado pelo fato de que de o membro de acionamento (358) com-
preende um transdutor de pressdo (826) para variagdo da pressao

aplicada ao canal de fluxo.
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21. Aparelho de acordo com a reivindicagcao 19, caracteri-
zado pelo fato de que o membro de acionamento (358) compreende
pelo menos um dentre um transdutor piezoelétrico, uma unidade de
aquecimento térmico, uma membrana capacitiva e um aquecedor Oti-

CO.
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FIG. 3
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FIG. 4A
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FIG. 8
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FIG. 10B
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FIG. 11A
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