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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "TAPARELHO
DE ANALISE DE CELULA E METODO DE RETROASSENTAMENTO DE
CITOMETRO DE FLUXO".
CAMPO TECNICO

A presente invencao refere-se a modalidades da tecnologia da

invencao que dizem respeito geralmente a analise de particula. Mais particu-
larmente, certas modalidades da tecnologia da invengao se referem a anali-
se de células esféricas usando citbmetros de fluxo e aparelho a base de mi-
crofluidicos e, possivelmente, classificando tais células esféricas (por exem-
plo, células de esperma).

ANTECEDENTES DA TECNICA

Aparelho de analise de célula, incluindo citémetros de fluxo e

analisadores microfluidicos sdo convencionalmente usados para analisar e,
as vezes, classificar células. Se de modo a classificar células de esperma de
cromossomo X de células de esperma de cromossomo Y, ou efetuar alguma
outra analise de particula (por exemplo, analise de célula), citbmetros de
fluxo em particular, ttm um aparelho de analise de reputagao estabelecida
como efetiva, embora imperfeita. Aparelhos caracterizando tecnologias mi-
crofluidicas, enquanto representando uma aproximagao promissora ao pro-
blema dificil de analise rapida de particula, ttm uma reputagado menos esta-
belecida e, € atualmente o objeto de muita atengao e esforco de desenho
inovador; consequentemente, eles ndo sdao usados comercialmente para a
extensao que os citdbmetros de fluxo "tentados e verdadeiros" sao.

Nao obstante, conforme mencionado, aqueles usando citdmetros
de fluxo seriam aperfeicoamentos bem-vindos, especialmente aqueles que
aumentam a proporcao de células que analisam os resultados sdo seguros.
Por exemplo, os resultados de analise de 25% a 40% de células de esperma
que os citdmetros de fluxo convencionalmente melhores analisam nao sao
seguros; tais células tipicamente sao desgastadas. Naturalmente, particu-
larmente nas aplicagbes onde as células de esperma analisadas sao particu-
larmente valiosas (esperma de um touro premiado, uma espécie ameacgada,

como, mas dois exemplos), tal desgaste é altamente indesejavel. Adicional-
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mente, tal desgaste vem com o tempo de uso do aparelho de desgaste, e

pode desencorajaros proprietarios de, por exemplo, touros pre-
miados, de vender seu sémem de touro para classificagdo. Tais problemas,
em geral, ndo sdo Unicos para aplicagdes de classificagdo de esperma; de
fato, qualquer aplicagao que procura analisar corretamente (isto €, de modo
a produzir resultados seguros) células esféricas pode verificar que citdme-
tros de fluxo resultam em 25% a 40% de células desgastadas.

O problema especifico com citdmetros de fluxo, e, talvez, certos
aparelhos microfluidicos, origina-se da dificuldade de se orientar totalmente
as células (no plano que é ortogonal ao fluxo), como muitos desenhos de
citbmetro de fluxo, de modo a analisar corretamente células esféricas (inclu-
indo, mas nao limitado a células de esperma) nao requer somente que uma
célula seja orientada relativo a um eixo de fluxo (tal que o eixo longo de célu-
la é paralelo ao eixo de fluxo, que é relativamente facil de se fazer no todo,
se nao 98+% de células que passam através do canal), mas também que a
célula seja corretamente radialmente orientada, tal que o eixo longo da se-
cao transversal de célula de fluxo ortogonal (tipicamente uma secao trans-
versal nao circular) é alinhado com uma linha de alinhamento de secao
transversal de célula de fluxo ortogonal pretendida que € definida pelo canal.
A razao para a necessidade de tal orientagcao radial tem que fazer com o fato
que as leituras de detector de (EMR) eletromagnético mais seguras (por e-
xemplo, leituras de intensidade de EMR emitida como um resultado da ilumi-
nacgéao de célula): (1) sdo de EMR (radiagao eletromagnética) emitida fora de
um lado lateral (conforme oposto a borda) da célula/porgéao de célula; e (2)
resulta quando a célula é iluminada apés projecao de EMR em um lado late-
ral. Tais leituras seguras podem entdo serem comparadas para produzir
conclusdes precisas sobre uma caracteristica intrinseca da célula (por e-
xemplo, se uma célula de esperma suporta um cromossomo X ou Y).

De modo a alcangar tais leituras seguras, certos desenhos de ci-
tometro de fluxo conhecidos empregam um canal de orientagao radial (inclu-
indo uma extremidade radial de bocal de orientagao e/ou uma agulha de in-

jecdo chanfrada, como exemplos) designado para orientar radialmente uma
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célula tal que um projetor de EMR fixo projete em um lado lateral da célula
(por exemplo, o lado lateral de um segao transversal de fluxo ortogonal de
uma cabega de célula de esperma) e EMR emitida de um lado lateral da cé-
lula como um resultado de tal iluminagao (por exemplo, como um resultado
de fluorescéncia por DNA manchado que sao iluminados) pode ser lida por
um detector fixo. Contudo, de modo a determinar se uma célula esta em
uma posic¢ao radialmente totalmente orientada, um detector de EMR diferen-
te é posicionado para detectar EMR emitida a partir da borda da célula to-
talmente orientada (por exemplo, uma borda de uma sec¢ao transversal de
fluxo ortogonal de uma cabega de célula de esperma); leituras deste detector
de "borda" "pretendidas" sdao comparadas com as leituras do detector de
"lado" "pretendido”. Se, de fato, a leitura a partir do detector de "borda" pre-
tendida (que pode ser referida para proporcionar informacao relativa a referi-
da orientagao de célula) se refere a leitura do detector de "lado" pretendida
em uma maneira que € encontrada durante uma orientagao total radial (por
exemplo, a leitura a partir do detector de "borda" pretendida é duas vezes a
leitura do detector de "lado" pretendida), entao a orientagao radial pretendida
de tal célula foi, de fato, efetuada, a célula foi iluminada corretamente (por
exemplo, de um lado lateral), e a leitura a partir do detector estabelecido pa-
ra detectar EMR emitida fora do lado lateral da célula (novamente, um lado
lateral de uma secao transversal de célula de fluxo ortogonal) pode ser usa-
da para produzir uma conclusao como para uma caracteristica intrinseca da
célula (por exemplo, se a célula esta suportando cromossomo X ou supor-
tando cromossomo Y).

Tal protocolo convencional de "dois detectores ortogonais" as-
senta no efeito de artefato bem conhecido onde, por exemplo, a intensidade
de EMR emitida fora da borda de uma segao transversal de fluxo ortogonal
da cabega de uma célula de esperma como um resultado de um lado lateral
impingindo iluminagao de tal célula &€ duas vezes maior que de EMR emitida
fora do lado lateral de uma sec¢ao transversal de fluxo ortogonal da cabeca
de tal célula de esperma como um resultado de tal iluminagdo. Em geral, o

protocolo de seguranga de orientagao radial total basica € uma maneira efe-
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tiva para determinar se uma leitura de detector é segura; ele &, de fato, em-
pregado em aspectos da tecnologia da invengao. Contudo, a configuragao
de projetor e detector de EMR convencional — enquanto adequada para de-
terminar quando uma célula é orientada radiamente completamente— nao
determina o problema de como gerar leituras seguras de células que nao
sao orientadas radiamente completamente. Os aspectos da tecnologia da
invengao aqui revelados procuram alcangar leituras seguras de células que,
usando-se sistemas convencionais, iriam se desgastar (porque, naturalmen-
te, sua orientagdo menos do que total radial torna as leituras do detector in-
seguras). Como tal, aspectos da tecnologia da invengao podem reduzir des-
gaste conforme comparado com tecnologias convencionais. Aspectos da
tecnologia da invengao, particularmente aqueles que procuram aumentar a
percentagem de células analisadas a qual conclusdes seguras com relagao
a uma caracteristica de célula intrinseca (novamente, toda célula que é ilu-
minada e cuja EMR emitida é detectada, indiferente de se tal célula é total-
mente orientada €& considerada uma célula analisada), pode capacitar retro-
assentamento de citbmetros de fluxo convencionais de modo a aumentar tal
percentagem.

Aspectos adicionais da tecnologia da invengao dirigem-se a con-
figuragdes de iluminagao de célula em que pelo menos um projetor de radia-
cao eletromagnética adicional esta localizado em fluxo descendente de um
"fluxo mais ascendente", ou primeiro projetor de EMR, onde todos tais proje-
tores (por exemplo, um refletor ou uma fonte de EMR) sédo estabelecidos
para efetuar a iluminagao de célula por projecao de radiagao eletromagnéti-
ca na célula. Tais modalidades de "iluminagao espagada axialmente" da tec-
nologia da invencao, que, similarmente as tecnologias de detector de "eixo
externo", podem encontrar aplicagao particular nao somente para analisar
sistemas que procuram células orientadas radialmente completamente, mas
também para sistemas que nao procuram células orientadas radialmente
completamente. De fato, aspectos da tecnologia da invengao de "iluminagao
espagada axialmente", particularmente aqueles em que projetores de EMR

definem eixos de projetor de fluxo ortogonal que juntos definem um angulo
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diferente de zero (isto €, onde os eixos, novamente, cada em um plano axi-
almente separado de fluxo ortogonal, quando revestido, definem um angulo
diferente de zero) podem ser capaz de reduzir a percentagem de células que
sdo desperdicadas em sistemas de orientagao radial; onde um numero sufi-
ciente de tais projetores de EMR axialmente espagados sao assim estabele-
cidos, percentagens aceitaveis de células como para qual células de resulta-
dos de deteccao EMR emitida segura podem ser obtidos mesmo em siste-
mas sem orientagao.

Como tal, pelo menos uma modalidade da tecnologia da inven-
¢ao procura reduzir a percentagem de células que sao desperdicadas em
sistemas de analise de orientagao radial.

Pelo menos uma modalidade da tecnologia da invengao procura
reduzir a percentagem de células que sao desperdicadas em sistemas de
analise que nao procuram células orientadas radialmente

Pelo menos uma modalidade da tecnologia da invengao procura
capacitar retroassentamento de sistemas de orientagao radial existentes de
modo a reduzir a percentagem de células que sao desperdigadas, talvez por
10% a 20%.

Um objetivo de pelo menos uma modalidade da tecnologia da
invengao é proporcionar um sistema de analise que obtém leituras de detec-
tor de EMR emitidas seguras de células de sistemas da técnica anterior sao
incapazes de se detectar seguramente.

Um objetivo de pelo menos uma modalidade da tecnologia da
invengao é proporcionar um sistema de iluminagao multiplo configurado de
modo a iluminar células de varios angulos, desse modo, ou: obtendo-se lei-
turas de EMR emitidas seguras de células que, em sistemas de orientacao
radial, procederia de outro modo, a desperdicio; ou obtengao de percenta-
gens aceitaveis de células analisadas tendo leituras de EMR seguras em
sistemas de analise que nao procuram células radialmente orientadas.

Um objetivo de pelo menos uma modalidade da tecnologia da
invengao é proporcionar um sistema de iluminagao multiplo que ilumine célu-

las somente para a extensao necessaria.
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Um objetivo de pelo menos uma modalidade da tecnologia da
invencao é obter leituras de detector seguras — leituras que podem ser usa-
das para produzir informagéao precisa relativa a uma caracteristica de célula
intrinseca — de uma célula cuja orientagao radial € de 10 a 45 graus fora da
orientacao radial total.

Naturalmente, outros objetivos e vantagens da tecnologia da in-
vengao sao revelados na revelagao aqui provida, se explicitamente ou impli-
citamente.

DESCRICAO DA INVENCAO

Modalidades particulares da tecnologia da invengao se referem a

tecnologia de "detector de eixo externo" que emprega um terceiro detector
exibindo um eixo de fluxo ortogonal que é de 30 graus a 60 graus de uma
linha de alinhamento de eixo longo de secao transversal de célula de fluxo
ortogonal pretendida, em adigao ao emprego de um quarto detector cujo eixo
de fluxo ortogonal é ortogonal aquele do terceiro detector. Modalidades par-
ticulares da tecnologia da invengao se referem a tecnologia de "iluminagao
espagada axialmente" caracterizando mais do que um local de iluminagao de
célula, onde, outro do que o local de iluminagao de fluxo mais ascendente,
todo(s) local(is) de iluminagao é/sao de fluxo descendente de pelo menos
um outro local de iluminagdo. Modalidades particulares da tecnologia da in-
vengao podem caracterizar ambas as tecnologias.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Figura IA mostra uma modalidade da tecnologia de detector de

eixo externo (eixo de fluxo aparecendo verticalmente na pagina).

figura IB mostra uma célula de esperma, um dos muitos tipos de
células que podem ser analisados pelo aparelho ou de acordo com métodos
da tecnologia da invencgao.

figura 2 mostra uma modalidade da tecnologia de detector de ei-
xo externo; o terceiro e quarto detectores de EMR sao configurados para
nao coletar qualquer EMR que se desloca em um plano de fluxo ortogonal
(eixo de fluxo aparecendo verticalmente na pagina).

figura 3 mostra uma sec¢ao transversal de um bocal de orienta-
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¢ao quando visto de cima para baixo do eixo de fluxo (eixo de fluxo na pagi-
na).

figura 4 mostra uma vista plana aérea (acima), com o eixo de
fluxo na pagina, e uma vista lateral projetada associada com este (abaixo),
de detectores em um plano de fluxo ortogonal e conforme pode ser configu-
rado sobre um local de iluminagao em uma modalidade possivel da tecnolo-
gia de detector de eixo externo da invengao ou a tecnologia de iluminagao
espacada axialmente da invengao. Naturalmente, particularmente conforme
se refere a tecnologia de iluminagdo espagada axialmente da invencao, tal
local de iluminagao pode ser um de uma pluralidade de locais de iluminagao
axialmente espacados.

Figura 5 mostra uma vista plana aérea (acima), com o eixo de
fluxo na pagina, com o eixo de fluxo na pagina, e uma vista lateral projetada
associada com este (abaixo), de detectores em um plano de fluxo ortogonal
e conforme pode ser configurado sobre um local de iluminagdo em uma mo-
dalidade possivel da tecnologia de detector de eixo externo da invengéo ou a
tecnologia de iluminagao espagada axialmente da invengao. Naturalmente,
particularmente conforme relacionado a tecnologia de iluminagao espagada
axialmente da invengao, tal local de iluminagao pode ser um de uma plurali-
dade de locais de iluminagao axialmente espagados.

Figura 6 mostra uma vista plana aérea (acima), com o eixo de
fluxo na pagina, e uma vista lateral projetada associada com este (abaixo),
de detectores em um plano de fluxo ortogonal e conforme pode ser configu-
rado sobre um local de iluminagao em uma modalidade possivel da tecnolo-
gia de detector de eixo externo da invengdo ou a tecnologia de iluminagao
espacada axialmente da invengao. Naturalmente, particularmente conforme
se relaciona a tecnologia de iluminagdo espagada axialmente da invencgao,
tal local de iluminagao pode ser um de uma pluralidade de locais de ilumina-
¢ao axialmente espagados.

Figura 7 mostra angulos de coleta de detectores de EMR con-
forme eles podem ser configurados relativo a uma célula orientada radial-

mente e completamente, em um plano de fluxo ortogonal, em um local de
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iluminacao (com eixo de fluxo na pagina) em uma modalidade possivel da
tecnologia de detector de eixo externo da invengao ou a tecnologia de ilumi-
nagcao espacgada axialmente da invencdo. Naturalmente, particularmente
conforme se relaciona a tecnologia de iluminagcao espagada axialmente da
invencgao, tal local de iluminagao pode ser um de uma pluralidade de locais
de iluminagao espagados axialmente. Nesta e nas Figuras 8 a 13, o circulo
externo mostrado pode ser ou uma seg¢ao transversal de queda ou uma se-
¢ao transversal de canal microfluidico. No centro de tal circulo (Figuras. 7-
13) € mostrado uma secgao transversal de célula (com seus dois lados late-
rais, um acima do outro) e suas duas bordas (ambas unindo os lados late-
rais, uma borda na direita e uma na esquertda)). Naturalmente, esta é so-
mente uma geometria de segao transversal de célula representativa; as célu-
las analisadas podem tomar muitas formas possiveis, e certamente nao sao
limitadas a forma mostrada. Adicionalmente, na mesma veia, lados laterais
nao necessitam serem planos conforme mostrado e as bordas ndo necessi-
tam serem semicirculares conforme mostrado.

Figura 8 mostra angulos de coleta de detectores de EMR visto
que eles podem ser configurados relativo a uma célula orientada radialmente
e completamente, em um plano de fluxo ortogonal, em um local de ilumina-
¢ao (com eixo de fluxo na pagina) em uma modalidade possivel da tecnolo-
gia de detector de eixo externo da invengao ou a tecnologia de iluminagao
espagada axialmente da invengao. Naturalmente, particularmente conforme
se relaciona a tecnologia de iluminagao espagada axialmente da invencéo,
tal local de iluminagao pode ser um de uma pluralidade de locais de ilumina-
¢ao axialmente espagados.

Figura 9 mostra angulos de coleta de detectores de EMR con-
forme eles podem ser configurados relativos a uma célula orientada radial-
mente e completamente, em um plano de fluxo ortogonal, em um local de
iluminagdo (com eixo de fluxo na pagina) em uma modalidade possivel da
tecnologia de detector de eixo externo da invengao ou a tecnologia de ilumi-
nagao espagada axialmente da invengédo. Naturalmente, particularmente

conforme se relaciona a tecnologia de iluminagao espagada axialmente da
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invengao, tal local de iluminagao pode ser um de uma pluralidade de locais
de iluminagao axialmente espagados.

Figura 10 mostra angulos de coleta de detectores de EMR con-
forme eles podem ser configurados relativo a uma célula orientada radial-
mente e completamente, em um plano de fluxo ortogonal, em um local de
iluminagao (com eixo de fluxo na pagina) em uma modalidade possivel da
tecnologia de detector de eixo externo da invengao ou a tecnologia de ilumi-
nagao espacada axialmente da invengao. Naturalmente, particularmente
conforme se relaciona a tecnologia de iluminagao espacada axialmente da
invencao, tal local de iluminagdo pode ser um de uma pluralidade de locais
de iluminagao axialmente espagados.

Figura 11 mostra angulos de coleta de detectores de EMR con-
forme eles podem ser configurados relativo a uma célula orientada radial-
mente e completamente, em um plano de fluxo ortogonal, em um local de
iluminagcao (com eixo de fluxo na pagina) em uma modalidade possivel da
tecnologia de detector de eixo externo da invengao ou a tecnologia de ilumi-
nacao espacada axialmente da invengao. Naturalmente, particularmente
conforme se relaciona a tecnologia de iluminagdo espacgada axialmente da
invengao, tal local de iluminagéo pode ser uma de uma pluralidade de locais
de iluminagao axialmente espacados.

Figura 12 mostra angulos de coleta de detectores de EMR con-
forme eles podem ser configurados relativo a uma célula orientada radial-
mente e completamente, em um plano de fluxo ortogonal, em um local de
iluminagao (com eixo de fluxo na pagina) em uma modalidade possivel da
tecnologia de detector de eixo externo da invengao ou a tecnologia de ilumi-
nacao espacada axialmente da invencdo. Naturalmente, particularmente
conforme se relaciona a tecnologia de iluminagao espagada axialmente da
invengao, tal local de iluminagdo pode ser um de uma pluralidade de locais
de iluminagao axialmente espacgados.

Figura 13 mostra angulos de coleta de detectores de EMR con-
forme eles podem ser configurados relativo a uma célula orientada radial-

mente e completamente, em um plano de fluxo ortogonal, em um local de
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iluminacao (com eixo de fluxo na pagina) em uma modalidade possivel da
tecnologia de detector de eixo externo da invengao ou a tecnologia de ilumi-
nagao espagada axialmente da invengao. Naturalmente, particularmente
conforme se relaciona a tecnologia de iluminagcao espagada axialmente da
invencao, tal local de iluminagao pode ser um de uma pluralidade de locais
de iluminagao axialmente espagados.

Figura 14 mostra uma vista lateral (acima) de uma modalidade
de uma versao micro fluidica da tecnologia de iluminagao espacada axial-
mente da invengao (eixo de fluxo aparece verticalmente na pagina), em adi-
¢ao a uma vista plana aérea projetada (abaixo, onde o eixo de fluxo esta na
pagina). Em versées tendo detectores de EMR associados com cada local
de iluminagao, os detectores na figura 14 podem ser configurados conforme
mostrado em, por exemplo, qualquer das figuras 1, 2 e 4 a 13, em adi¢ao a
serem configurados de acordo com dois ativadores de detector mutuamente
ortogonais convencionais.

Figura 15 mostra uma vista lateral (acima) de uma modalidade
de uma versao de citbmetro de fluxo de jato em ar da tecnologia de ilumina-
cao espacgada axialmente da invencao (eixo de fluxo aparece verticalmente
na pagina), em adicado a uma vista plana aérea projetada (abaixo, onde o
eixo de fluxo esta na pagina). Por razbes de clareza, detectores e um siste-
ma de analise de célula ndo sdo mostrados. O sistema de analise de célula
pode ser, por exemplo, conforme mostrado nas figuras 1A e 2 (como, mas
um exemplo de um sistema de classificagdo possivel). Detectores associa-
dos com cada local de iluminagao na figura 15 podem ser configurados con-
forme mostrado em, por exemplo, qualquer das figuras 1,2 e 4 a 13, em adi-
¢ao a serem configurados de acordo com dois ativadores de detector mutu-
amente ortogonais convencionais.

Figura 16 mostra uma vista lateral (acima) de uma modalidade
de uma versao micro fluidica da tecnologia de iluminagado espagada axial-
mente da invengao (eixo de fluxo aparece verticalmente na pagina), em adi-
¢ao a uma vista plana aérea projetada (abaixo, onde o eixo de fluxo esta na

pagina). Em versdes tendo detectores de EMR associados com cada local
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de iluminacao, os detectores na figura16 podem ser configurados conforme
mostrado em, por exemplo, qualquer das figuras 1,2 e 4 a 13, em adigao a
serem configurados de acordo com dois ativadores de detector mutuamente
ortogonais convencionais.

Figura 17 mostra uma vista lateral (acima) de uma modalidade
de uma versao micro fluidica da tecnologia de iluminacao espagada axial-
mente da invengao (eixo de fluxo aparece verticalmente na pagina), em adi-
¢ao a uma vista plana aérea projetada (abaixo, onde o eixo de fluxo esta na
pagina). Em versdes tendo detectores de EMR associados com cada local
de iluminagao, os detectores na figura17 podem ser configurados conforme
mostrado em, por exemplo, qualquer das figuras 1,2 e 4 a 13, em adigao a
serem configurados de acordo com dois ativadores de detector mutuamente
ortogonais convencionais.

Figura 18 mostra uma vista lateral (acima) de uma modalidade
de uma versao de um citdmetro de fluxo de jato em ar da tecnologia de ilu-
minagao espagada axialmente da invencgao (eixo de fluxo aparece vertical-
mente na pagina), em adicdo a uma vista plana aérea projetada (abaixo, on-
de o eixo de fluxo esta na pagina). Por razées de clareza, detectores e um
sistema de analise de célula nao sdao mostrados. O sistema de analise de
célula pode ser, por exemplo, conforme mostrado nas figuras IA e 2 (con-
forme, mas um exemplo de um sistema de classificacdo possivel). Detecto-
res associados com cada local de iluminagao na figura 18 podem ser confi-
gurados conforme mostrado em, por exemplo, qualquer das figuras 1,2 e 4 a
13, em adigcao a serem configurados de acordo com dois ativadores de de-
tector mutuamente ortogonais convencionais.

Figura 19 mostra uma vista lateral (acima) de uma modalidade
de uma versao de um citdbmetro de fluxo de jato em ar da tecnologia de ilu-
minagao espagada axialmente da invengao (eixo de fluxo aparece vertical-
mente na pagina), em adi¢gao a uma vista plana aérea projetada (abaixo, on-
de o eixo de fluxo esta na pagina). Por razoes de clareza, detectores e um
sistema de analise de célula nao sao mostrados. O sistema de analise de

célula pode ser, por exemplo, conforme mostrado nas figuras IA e 2 (con-
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forme, mas um exemplo de um sistema de classificagao possivel). Detecto-
res associados com cada local de iluminagao na figura 19 podem ser confi-
gurados conforme mostrado em, por exemplo, qualquer das figuras 1,2 e 4 a
13, em adigao a serem configurados de acordo com dois ativadores de de-
tector mutuamente ortogonais convencionais.

Figura 20 mostra uma vista lateral (acima) de uma modalidade
de uma versado microfluidica da tecnologia de iluminagdo espacada axial-
mente da invencgéao (eixo de fluxo aparece verticalmente na pagina), em adi-
¢ao a uma vista plana aérea projetada (abaixo, onde o eixo de fluxo esta na
pagina). Em versées tendo detectores de EMR associados com cada local
de iluminagao, os detectores na figura 20 podem ser configurados conforme
mostrado em, por exemplo, qualquer das figuras 1,2 e 4 a 13, em adigéo a
serem configurados de acordo com dois ativadores de detector mutuamente
ortogonais convencionais.

MODOS DE EFETUAR A INVENCAO

Conforme mencionado anteriormente, a presente tecnologia da

invencao inclui uma variedade de aspectos, que pode ser combinada em
modos diferentes. As seguintes descri¢ées sao providas para listar elemen-
tos e descrever algumas das modalidades da presente invencgao. Estes ele-
mentos sao listados com modalidades iniciais; contudo, deve ser compreen-
dido que eles podem ser combinados em qualquer maneira e em qualquer
namero para criar modalidades adicionais. Os exemplos variavelmente des-
critos e modalidades préferidas nao devem ser construidos para limitar a
presente invengao a somente os sistemas explicitamente descritos, técnicas
e aplicagbes. Adicionalmente, esta descricdo deve ser compreendida para
suportar e envolver descrigées e reivindicagbes de todas as varias modali-
dades, sistemas, técnicas, métodos, dispositivos e aplicagbes com qualquer
numero dos elementos revelados, com cada elemento sozinho, e também
com qualquer e todas as varias permutagdes e combinagées de todos os
elementos nesta ou qualquer aplicagao subsequente.

Um aspecto particular da tecnologia da invengao, que pode ser

referida como tecnologia de detector de eixo externo, pode ser descrito (em
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pelo menos uma modalidade) como um aparelho de analise de célula (por
exemplo, um citdmetro de fluxo, se de jato em ar ou outro tipo) que compre-
ende uma fonte de célula 1 que inclui uma pluralidade de células 2 a ser
analisadas, cada célula definindo um eixo longo de célula 3; um canal 4 (por
exemplo, uma extremidade de bocal de orientagao 5 e/ou agulha de injegao
chanfrada 6 que pode formar um bocal de orientagao; ou um canal microflui-
dico 7) que define um eixo de fluxo 8 e através do qual as células fluem; no
qual as células, quando o eixo longo de célula é paralelo ao eixo de fluxo,
tem pelo menos uma porgéao 9 que tem uma secao transversal de célula de
eixo ortogonal 10 (uma secgao transversal da célula que é ortogonal ao fluxo
quando o eixo longo de célula & paralelo ao eixo de fluxo) que é nao circular.
A secao transversal de célula de fluxo ortogonal pode ter um eixo longo de
sec¢ao transversal de célula de fluxo ortogonal 11 e um eixo curto da segao
transversal de célula de fluxo ortogonal 12 que é, tipicamente, ortogonal ao
eixo longo de secgao transversal de célula de fluxo ortogonal 11. Deve ser
notado que um eixo longo de célula € aquele eixo de célula que se alinha
com um fluxo unidirecional quando a célula é conduzida por tal fluxo. Adi-
cionalmente, o termo eixo, conforme usado em qualquer dos varios contex-
tos aqui, nao implicam necessariamente em simetria; eixos, conforme aqui
usado, podem, por exemplo, serem pelo menos conceitualmente infinitos em
comprimento. E também de nota que um citdmetro de fluxo pode ser visto
conforme empregando principios microfluidicos, mas nao é o caso que todo
aparelho empregando principios microfluidicos sao citbmetros de fluxo (por
exemplo, citbmetros de fluxo empregam tipicamente analise tipo queda, mas
muitos aparelhos a base de microfluidico ndo, conforme frequentemente,
em um canal microfluidico, analise é realizada no canal). Como tal, o termo
canal microfluidico, conforme aqui usado, deve ser compreendido para inclu-
ir (em modo nao limitativo) canais em que anélise de célula é realizada nes-
tes.

Adicionalmente, na tecnologia de detector de eixo externo, o ca-
nal 4 pode definir uma linha de alinhamento de eixo longo de segao trans-

versal de célula de fluxo ortogonal pretendida 13 e uma linha de alinhamento
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de eixo curto da segao transversal de célula de fluxo ortogonal 14 que po-
dem ser ortogonais a linha de alinhamento de eixo longo de sec¢ao transver-
sal de célula de fluxo ortogonal pretendida. O termo "pretendida” pode indi-
car que este pode ser o caso que (conforme é encontrado em muitos apare-
Ihos de orientagao) menos do que todas as células que passam através de
um canal de orientacdo sao orientadas tal que seu eixo longo de segao
transversal de célula de fluxo ortogonal se alinha com tal linha de alinhamen-
to (embora a intencdo possa ser que todas as células que passem através
nao sejam orientadas). Neste aspecto da tecnologia da invengao, o canal
pode ser configurado para orientar as células de modo que cada célula pre-
sente na orientagao total durante uma iluminagao de célula, no qual, quando
a célula esta na orientagao total: (a) o eixo longo de célula é paralelo ao eixo
de fluxo, (b) o eixo longo de segao transversal de célula de fluxo ortogonal é
alinhado com a linha de alinhamento de eixo longo de sec¢ao transversal de
célula de fluxo ortogonal pretendida, e (c) o eixo curto da segao transversal
de célula de fluxo ortogonal é alinhada com a linha de alinhamento de eixo
curto da secao transversal de célula de fluxo ortogonal.

O aparelho de tecnologia de detector de eixo externo pode com-
preende adicionalmente um projetor de radiacao eletromagnética 15 (por
exemplo, fonte de EMR 16 ou reflector de EMR 17) estabelecido para efetu-
ar a iluminagao de célula por projecao de radiagao eletromagnética nas célu-
las, e um primeiro detector de EMR 21 e um segundo detector de EMR (ra-
diagao eletromagnética) 22, cada um estabelecido para detectar EMR emiti-
da como um resultado da iluminagao de célula, no qual o primeiro detector
de EMR tem um angulo de coleta de fluxo ortogonal do primeiro detector 31
que define um eixo do primeiro detector de fluxo ortogonal 41 e o segundo
detector de EMR 22 tem um angulo de coleta de fluxo ortogonal do segundo
detector 32 que define um eixo do segundo detector de fluxo ortogonal 42.
Os detectores de EMR podem incluir, entre outros, abertura (que pode incluir
uma lente), filtro(s) e um PMT. E de notar que o angulo de coleta de fluxo
ortogonal do detector se refere a: (a) a projegdo do angulo de coleta em um

plano de fluxo ortogonal 50 quando aquela luz coletada pelo detector de
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EMR nao se desloca em tal plano (ver, por exemplo, figuras 2 e 6); (b) o an-
gulo de coleta onde aquela luz coletada pelo detector de EMR se desloca
em tal plano de fluxo ortogonal; e/ou (c) uma média pesada de angulos de
coleta quando o detector associado coleta EMR expressa sobre uma faixa
de angulos de coleta (conforme onde a face do detector que recebe EMR é
triangular ou circular (conforme, mas dois exemplos), dependendo das for-
mas e configuragao dos detectores. Os eixos definidos pelos angulos de co-
leta simplesmente seccionam tais angulos; os eixos sdo conceitualmente
infinitos em comprimento e, como tal, ndo terminam na célula ou no centro
de qualquer circulo (ou outra figura) definido pelo fluxo. Tipicamente, o eixo
do primeiro detector de fluxo ortogonal 41 é substancialmente coaxial com a
linha de alinhamento de eixo longo de secao transversal de célula de fluxo
ortogonal pretendida 13, o eixo do segundo detector de fluxo ortogonal 42 é
substancialmente coaxial com a linha de alinhamento de eixo curto da segao
transversal de célula de fluxo ortogonal 14, e o eixo do primeiro detector de
fluxo ortogonal 41 e o eixo do segundo detector de fluxo ortogonal 42 podem
ser substancialmente 90 graus espagados. E de notar que o aparelho acima
descrito (isto €, um que inclui, entre outros, um primeiro e segundo detector
de EMR) pode ser retroassentado para incluir terceiro e quarto detectores de
EMR 23, 24 conforme descrito abaixo. Como tal, este aparelho acima descri-
to (isto é, o aparelho de dois detectores, de célula orientada), pode ser o fo-
co de um procedimento de retroassentamento descrito adicionalmente abai-
XO.

A tecnologia de aparelho de detector de eixo externo tipicamente
compreende um terceiro detector de EMR 23 e um quarto detector de EMR
24, cada um estabelecido para detectar EMR emitida como um resultado da
iluminagao de célula; o terceiro detector de EMR 23 pode ter um angulo de
coleta de fluxo ortogonal do terceiro detector 33 que define um eixo do ter-
ceiro detector de fluxo ortogonal 43 e o quarto detector de EMR 24 pode ter
um angulo de coleta de fluxo ortogonal do quarto detector 34 que define um
eixo do quarto detector de fluxo ortogonal 44, e o eixo do terceiro detector de

fluxo ortogonal 43 e o eixo do quarto detector de fluxo ortogonal 44 podem
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ser substancialmente 90 graus espacados. Adicionalmente, neste aspecto
da tecnologia da invengao, o eixo do terceiro detector de fluxo ortogonal 43
pode ser de 30 graus a 60 graus (por exemplo, 45 graus, conforme, mas um
exemplo), ou talvez 20-45 graus, a partir da linha de alinhamento de eixo
longo de secéao transversal de célula de fluxo ortogonal pretendida (conse-
quentemente o nome "detector de eixo externo"); naturalmente, tal linha se
estende através da sec¢ao transversal.

Na tecnologia de aparelho de detector de eixo externo e o méto-
do de retroassentamento de citémetro de fluxo, um ou mais de cada o pri-
meiro e segundo, e o terceiro e quarto detector de EMR 21, 22, 23, 24 pode
coletar EMR que se desloca em um plano de fluxo ortogonal 50 (frequente-
mente em adi¢ao a também coleta de EMR que se desloca em uma dire¢ao
que nao é fluxo ortogonal), porque eles sao assim estabelecidos. De outro
modo, um ou mais de cada um dos detectores (particularmente o terceiro e o
quarto) nao pode coletar qualquer EMR que se desloca em uma diregao or-
togonal ao fluxo (ver, por exemplo, figuras 2 e 6). A linha de alinhamento de
eixo longo de secao transversal de célula de fluxo ortogonal pretendida 13
pode definir um primeiro lado 61 (por exemplo, um "meio disco" de 180
graus visto de cima) em que é estabelecido um projetor de radiagao eletro-
magnética 15, e um segundo lado 62. Em certas modalidades, o eixo do se-
gundo detector de fluxo ortogonal 42 pode estar no primeiro lado 61; em ou-
tros, ele pode estar no segundo lado 62. Desse modo também pode cada
eixo do terceiro detector de fluxo ortogonal 43 e o eixo do quarto detector de
fluxo ortogonal 44 estar no primeiro lado 61 ou no segundo lado 62.

Se o aparelho é configurado de modo que tais eixos do detector
estdo em um lado ou no outro lado pode depender se existem artefatos 6ti-
cos dianteiros/traseiros (por exemplo, onde EMR emitida (se fluorescida ou
refletida) a partir do lado lateral de uma seg¢ao transversal de cabecga de es-
perma em uma diregao para o projetor de EMR é diferente de EMR emitida
(se EMR fluorescida ou EMR que simplesmente passa através da célula sem
absorgao e excitagao) a partir do lado lateral de uma secao transversal de

cabeca de esperma em uma diregao fora do projetor de EMR). Tais artefa-
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tos, quando presentes, podem ser significantes o bastante (por exemplo,
onde EMR emitida fora do lado lateral de uma segao transversal de cabeca
de célula de esperma nao é aproximadamente metade da EMR emitida fora
da borda de tal segao transversal), tal que um protocolo simples usado para
avaliar se uma célula analisada é orientada radiamente e completamente
nao é mais apropriada para ambas tais situagdes (por exemplo, onde o de-
tector alinhado com a linha de alinhamento de eixo curto de segao transver-
sal de célula de fluxo ortogonal pretendida esta no primeiro lado 61 ou no
segundo lado 62). Se o efeito resulta em leituras repetiveis prognosticaveis
para células orientadas radialmente e completamente (por exemplo, onde
EMR emitida fora do lado lateral de uma secao transversal de cabeca de
esperma em uma dire¢ao para o projetor de EMR é sempre 0,8 vezes a
EMR emitida fora do lado lateral de uma secao transversal de cabec¢a de
célula de esperma em uma diregao distante do projetor de EMR), entao tal-
vez um protocolo diferente (por exemplo, um protocolo outro do que um que
testa a presenca de EMR emitida fora do lado lateral de uma secéo trans-
versal de cabega de esperma que é duas vezes aquela de EMR emitida fora
da borda) pode ser usado. Contudo, algumas células nado podem exibir tal
resposta de excitacao diferencial, e um protocolo simples pode ser usado,
indiferente de se o eixo do segundo detector 42 esta no primeiro lado 61 ou
no segundo lado 62.

Na "tecnologia de detector de eixo externo", o aparelho e o mé-
todo de retroassentamento de citdbmetro de fluxo, tipicamente, o primeiro de-
tector de EMR 21 pode detectar para proporcionar informacgao relativa a ori-
entacao de célula e o segundo detector de EMR 22 pode detectar para pro-
porcionar informacgao relativa a uma caracteristica de célula intrinseca. Por
tal razao, eles podem ser cada um caracterizado como tendo funcionalidade
unitaria. O terceiro detector de EMR 23 pode detectar para proporcionar in-
formagao relativa a orientagcao de célula em um ponto em tempo, e informa-
cao relativa a uma caracteristica de célula intrinseca em outro ponto em
tempo; o quarto detector 24 também pode exibir tal funcionalidade dupla,

ambos talvez dependendo da dire¢ao da célula radialmente orientada impro-
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priamente (horaria e anti-horaria em um plano de fluxo ortogonal 50) distante
da orientagao radial completa. Isto, novamente, € em contraste a funcionali-
dade unitaria dos primeiro e segundo detectores de EMR 21, 22 e pode o-
correr a partir da configuragéo dos eixos do terceiro e quarto detectores de
fluxo ortogonal 43, 44 relativo ao eixo do projetor de fluxo ortogonal 70 e,
mais particularmente, a simetria de tais eixos de detector sobre tal eixo de
projetor. Adicionalmente, em modalidades particulares, a iluminagao de célu-
la pode ocorrer apos a célula ter saido do canal (por exemplo, onde o apare-
Iho é um citdmetro de fluxo de jato em ar como na figura IA); em um sistema
microfluidico (ver, por exemplo, figura 5), tipicamente a iluminacao de célula
ocorre quando a célula esta no canal.

' No caso onde as células a serem analisadas sao células de es-
perma, a caracteristica de célula intrinseca pode ser cromossomo X ou Y
(isto &, se a célula suporta um cromossomo X ou Y). Talvez as células sejam
manchadas para efetuar resposta de iluminacéao diferencial, tal como fluo-
rescéncia diferencial; tais manchas incluem, mas nao sao limitadas a, aque-
las que ligam DNA em um maneira que é especifica de nao sexo (isto &,
manchas especificas de nao sexo, por exemplo, uma mancha Hoechst apro-
priada, tal como Hoechst 33342, conforme é bem conhecido, onde quantida-
des relativas de fluorescéncia de DNA desse modo etiquetado podem estar
em proporcdao de massa de DNA), ou manchas que mancham somente o
cromossomo X, ou, por outro lado, somente o cromossomo Y (isto &€, man-
chas especificas de sexo, um termo amplo que inclui poliamidas especificas
de sequéncia e anticorpos especificos de sexo). Os anticorpos especificos
de sexo podem ser usados para etiquetar as células de esperma em uma
mistura de manchamento. Por exemplo, um anticorpo especifico de sexo
pode ser conjugado com uma porgao fluorescente (ou molécula relatora e-
quivalente). Devido ao anticorpo se ligar a antigenos presentes em somente
um cromossomo X ou, alternativamente, um cromossomo Y suportando cé-
lula, tais células podem ser seletivamente identificadas baseado em sua fluo-
rescéncia (versus a nao fluorescéncia de uma célula nao etiquetada). Além

disso, mais do que um anticorpo especifico de sexo, cada anticorpo tendo
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uma porgao fluorescente diferente fixada a este, pode ser usada simultane-
amente. Isto permite diferenciagdo de cromossomo X e cromossomo Y su-
portando células baseado na fluorescéncia diferente de cada.

Todas as tecnologias da invengao aqui reveladas (particularmen-
te aquelas nao incorporando microfluidicos) podem se relacionar a aparelho
que pode adicionalmente compreender um oscilador 80 estabelecido para
oscilar as células; elas podem adicionalmente compreender um reservatério

de fluido de invélucro 81; elas podem adicionalmente compreender um sis-

-tema de analise de dados eletrénico 82 (por exemplo, um sistema de analise

de dados digital 83, tal como um sistema de dado computadorizado de anali-
se que processa em algum modo dados numéricos, tais como leituras do
detector) em cujas leituras a partir dos detectores de EMR sao admitidas. O
sistema de analise de dados eletronicos, particularmente quando incorpo-
rando eletrénicos digitais (isto €, um sistema de analise de dados digital),
pode facilitar o uso de multi-canais, multi-detectores e ainda iluminacgao radi-
al que converge de substancialmente todos os’pontos ao redor de uma célu-
la (por exemplo, iluminacgao radial de 360 graus) e, de fato, aumenta a velo-
cidade (por exemplo, producao de célula). O aparelho pode adicionalmente
compreender um classificador de célula 84 (por exemplo, placas eletrostati-
cas e receptaculos; ou, particularmente em sistemas microfluidicos, comuta-
dores 6ticos, micro-bomba(s) eletroosmética(s) de campo livre rapida(s), ou
classificadores de transferéncia de momento, e canais de classificagao) tipi-
camente estabelecidos de fluxo descendente de um local da iluminagao de
célula. O sistema de analise de dados eletrénico pode ser configurado para
operar em leituras (por exemplo, leituras de intensidade de luz) a partir dos
detectores de modo a determinar se informacao segura relativa a uma carac-
teristica de célula intrinseca pode ser recolhida destas, talvez por processa-
mento de tais leituras (por exemplo, comparagdes mutuas, comparagdes a
valores predeterminados e/ou manipulando matematicamente tais leituras,
se através do uso preferido de eletrénicos digitais, tais como circuito de pro-
cessamento digital para processar pulsos de fotodetector de células proxi-

mamente espagadas ou nao). Em pelo menos uma modalidade da tecnolo-
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gia da invengao, o sistema de analise de dados eletrénico pode ser configu-
rado para determinar se existe um par de detector (tipicamente, detectores
em um par serao mutuamente ortogonais) em que uma das leituras de de-
tector é substancialmente duas vezes a outra leitura; conforme é bem co-
nhecido, quando tal é o caso, a leitura inferior pode ser confiada em deter-
minar precisamente informagao relativa a uma caracteristica de célula intrin-
seca.

Adicionalmente, o projetor de radiacao eletromagnética 15 pode
ser estabelecido para efetuar iluminagao de célula por projecao de radiagao
eletromagnética nas células e em uma diregcao substancialmente paralela a
linha de alinhamento de eixo curto da seg¢ao transversal de célula de fluxo
ortogonal 13 (embora, de fato, o projetor de EMR n&o possa ser assim esta-
belecido). E também de notar que, em certas modalidades, o aparelho de
tecnologia de detector de eixo externo pode ser operacional apés um proce-
dimento de retroassentamento ser realizado, talvez em um citdmetro de fluxo
que nao tem um terceiro e um quarto detector de EMR associado com uma
iluminagao simples (dois aparelhos de detector), conforme mencionado aci-
ma.

Conforme mencionado, um aspecto da tecnologia da invengao
que pode ser particularmente relacionado a tecnologia de detector de eixo
externo pode ser descrito como método de retroassentamento de citbmetro
de fluxo. Ele pode incluir, entre outros, a etapa inicial de segurar um citéme-
tro de fluxo para um procedimento de retroassentamento; cujo citbmetro de
célula pode ser os dois aparelhos de detector de célula orientada descritos
acima. A etapa de segurar o citdmetro de fluxo pode compreender a etapa
de prender o citémetro de fluxo e/ou a etapa de simplesmente estabelecer o
citbmetro de fluxo antes de um retroassentador (por exemplo, um técnico
capaz de realizar um retroassentamento bem sucedido).

O método de retroassentamento de citdbmetro de fluxo antes
mencionado pode adicionalmente compreender as etapas de estabelecer
(por exemplo, por "assentamento” mecanicamente e eletricamente) um ter-
ceiro detector de EMR 23 e um quarto detector de EMR 24 para cada um
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detectar EMR emitida como um resultado da iluminagao de célula. O terceiro
detector de EMR 23 pode ter um angulo de coleta de fluxo ortogonal do ter-
ceiro detector 33 que define um eixo do terceiro detector de fluxo ortogonal
43 e o quarto detector de EMR 24 pode ter um angulo de coleta de fluxo or-
togonal do quarto detector 34 que define um eixo do quarto detector de fluxo
ortogonal 44. A etapa de estabelecimento de um terceiro detector de EMR
23 e o quarto detector de EMR 24 pode compreender a etapa de estabele-
cimento do terceiro detector de EMR 23 e o quarto detector de EMR 24 de
modo que: o eixo do terceiro detector de fluxo ortogonal 43 e o eixo do quar-
to detector de fluxo ortogonal 44 sao substancialmente 90 graus espacados,
e o eixo do terceiro detector de fluxo ortogonal 43 é de 30 graus a 60 graus
(por exemplo, aproximadamente 45 graus, onde aproximadamente conforme
aqui usado indica dentro de 3 graus ou fora do(s) namero(s) indicado(s) a
partir da linha de alinhamento de eixo longo de secao transversal de célula
de fluxo ortogonal pretendida 13.

E de notar que qualquer aparelho que reflete ou a tecnologia de
detector de eixo externo ou a tecnologia de iluminagao espagada axialmente
(ver abaixo) podem incluir éticos controlavelmente méveis (por exemplo, 6ti-
cos motorizados). Em tais modalidades, ou o(s) projetor(es) de EMR e/ou os
detectores podem ser controlavelmente movidos para posi¢cdes desejadas
(por exemplo, os angulos relativos de dois ou mais dos eixos de detector de
fluxo ortogonal podem ser ajustados ap6s movimento via controle motoriza-
do 90 (se computador controlado ou, de outro modo)). De fato, qualquer tipo
de ajuste (deslocamento de um detector (por exemplo, sua lente e ou PMT)
ao longo ou ao redor de um eixo de fluxo de posicionamento radial de um
projetor de EMR dentro de um plano de fluxo ortogonal, conforme, mas com
poucos exemplos), talvez para aperfeigcoar analise, pode ser efetuado via
controle motorizado, que pode incluir controle eletrénico e um trilho, em uma
das varias configuragdes possiveis.

Um aspecto independente, mas nao obstante relacionado, da
tecnologia da invencao pode ser referido como focalizando uma "iluminagao

espacgada axialmente" (onde "axialmente" se refere ao eixo de fluxo) e pode
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ser descrito como um aparelho de analise de célula que compreende uma
fonte de célula 1 que inclui uma pluralidade de células a ser analisadas, um
canal 4 que define um eixo de fluxo 8 e através do qual as células escoam
em uma diregao de fluxo descendente (que pode, mas nao necessita ser
uma diregcao gravitacional para baixo); um primeiro projetor de radiacao ele-
tromagnética 101 definindo um eixo do primeiro projetor de fluxo ortogonal
111 e estabelecido para efetuar uma primeira iluminagao de célula por pfoje—
¢ao da radiagao eletromagnética nas células em um primeiro local de ilumi-
nacao 121; pelo menos um primeiro detector de iluminacao de EMR 141 es-
tabelecido de modo a detectar EMR emitida como um resultado da primeira
iluminagao de célula; um segundo projetor de radiagao eletromagnética 102
definindo um eixo do segundo projetor de fluxo ortogonal 112 e estabelecido
para efetuar uma segunda iluminagao de célula por projecao de radiagao
eletromagnética nas células em um segundo local de iluminagao 122; e pelo
menos um segundo detector de iluminagdo de EMR estabelecido 151 de
modo a detectar EMR emitida como um resultado da segunda iluminagao de
célula, onde a segunda localizagao de iluminagao é de fluxo descendente da
primeira localizagao de iluminagao, e onde o primeiro eixo de projetor de flu-
xo ortogonal 111 e o eixo do segundo projetor de fluxo ortogonal (quando
tais eixos sao sobrepostos) definem um angulo diferente de zero 180 (por
exemplo, aproximadamente 45 graus, aproximadamente 90 graus, ou dentro
das faixas (incluindo pontos finais) de 44 graus a 50 graus, 40 graus a 45
graus, 38 graus a 43 graus, e de 34 a 41 graus, conforme, mas um pouco de
muitas possibilidades). E de notar que um eixo de projetor de fluxo ortogonal
€ a projecao, em um plano de fluxo ortogonal 50, do eixo central do EMR (se
na forma de um feixe ou, de outro modo) projetada por um projetor de radia-
cao eletromagnética; de tal maneira, um projetor de radiagao eletromagnéti-
ca define o eixo de projetor de fluxo ortogonal.

Naturalmente, podem existir mais do que duas iluminagdes axi-
almente espagadas, tipicamente efetuadas por mais do que dois projetores
de EMR, cada um definindo um respectivo eixo de projetor de fluxo ortogo-

nal. Tais eixos tipicamente nao se sobreporiam. Uma modalidade preferida
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pode envolver uma quarta configuragdo de iluminagdo com cada projetor
definindo um eixo que esta a 45 graus a um eixo de projetor mais proximo.
Isto pode se originar da observagao em algumas aplicagdbes e usando-se
alguns citbmetros, cuja iluminagao se torna inefetiva quando o eixo do proje-
tor define um angulo maior do que cerca de 50 graus com o eixo curto de
sec¢ao transversal de célula de fluxo ortogonal. Contudo, esta nao é a unica
configuragao possivel, conforme de fato, trés, cinco, seis, sete sistemas de
projetor ascendentes, com varios angulos definidos pelos eixos do projetor,
sao possiveis e contemplados pela tecnologia da invengcao. Em certos dese-
nhos, um sistema projetor "n" tera "n" projetores definindo "n" eixos, onde
cada eixo esta a aproximadamente 180/n graus de um eixo mais préximo.

Em modalidades particulares do aparelho de "iluminagao espa-
cada axialmente", o pelo menos um primeiro detector de iluminagao de EMR
141 pode compreender dois primeiros detectores de iluminagcao de EMR.
Adicionalmente, o canal pode formar pelo menos parte de uma trajetéria de
fluxo de orientagcao, e os dois primeiros detectores de iluminagdo de EMR
podem ter angulos de coleta que definem eixos do primeiro detector de ilu-
minagao de fluxo ortogonal. Tais eixos podem ser mutualmente ortogonais.
Também, é de notar que o canal 4 pode definir uma linha de alinhamento de
eixo longo de secao transversal de célula de fluxo ortogonal pretendida 13, e
um dos eixos do primeiro detector de iluminagao de fluxo ortogonal pode ser
alinhado com a linha de alinhamento de eixo longo de secao transversal de
célula de fluxo ortogonal pretendida (particularmente onde o eixo do primeiro
projetor de fluxo ortogonal é paralelo com a linha de alinhamento de eixo
longo de segao transversal de célula de fluxo ortogonal pretendida).

Em modalidades particulares do aparelho de "iluminagao espa-
cada axialmente", o pelo menos um segundo detector de iluminagao de EMR
151 pode compreender dois segundos detectores de iluminacado de EMR
(como tal, dois detectores de EMR podem detectar iluminagao emitida como
um resultado da segundo iluminagao), e o canal pode formar pelo menos
parte de uma trajetéria de fluxo de orientagao. Adicionalmente, os dois se-

gundos detectores de iluminagcdo de EMR podem ter angulos de coleta que
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definem eixos do segundo detector de iluminagao de fluxo ortogonal; tais
eixos pode ser mutuamente ortogonais. O canal pode definir uma linha de
alinhamento de eixo longo de sec¢ao transversal de célula de fluxo ortogonal
13, e um dos eixos do segundo detector de iluminagado de fluxo ortogonal
pode ser de 30 graus a 60 graus a partir da linha de alinhamento de eixo
longo de secao transversal de célula de fluxo ortogonal pretendida (particu-
larmente onde o eixo do segundo projetor de fluxo ortogonal é de 30 a 60
graus da linha de alinhamento de eixo longo de secéo transversal de célula
de fluxo ortogonal pretendida).

Em pelo menos uma modalidade do aparelho de "iluminagao es-
pacada axialmente " da invengao, o pelo menos um primeiro detector de
iluminagao pode compreende pelo menos trés primeiros detectores de ilumi-
nagao. Pelo menos um dos pelo menos trés primeiros detectores de ilumina-
¢ao pode coletar EMR que se desloca em uma direcao que nao é ortogonal
ao fluxo. Adicionalmente, o pelo menos um segundo detector de iluminagao
pode compreender pelo menos trés segundos detectores de iluminagao, e
pelo menos um dos pelo menos trés segundos detectores de iluminagao po-
de coletar EMR que se desloca em uma direcdo que nao é ortogonal ao flu-
XO.

Cada iluminagao espacada axialmente (e a composigdo de de-
tector associada com este) pode caracterizar qualquer dos aspectos da tec-
nologia de detector de eixo externo antes mencionada, particularmente, na-
turalmente, onde o canal procura orientar as células (por exemplo, no caso
de um bocal de orientacdo). Como tal, cada local de iluminagao pode ter as-
sociado com este, em uma modalidade exemplar, quatro detectores (con-
forme descrito acima relativo a tecnologia de detector de eixo externo). Rela-
tivo aos detectores associados com outro fluxo ascendente imediatamente,
ou local de iluminagao de fluxo ascendente, os detectores de um local de
iluminagao de referéncia podem ser dispostos em um angulo (conforme pro-
jetado em um plano de fluxo ortogonal) que imita a disposigao angular relati-
va (também conforme projetado em um plano de fluxo ortogonal) dos proje-

tores de EMR correspondentes. Como tal, onde um eixo do primeiro projetor
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de fluxo ortogonal 111 e um eixo do segundo projetor de fluxo ortogonal 121
define um angulo de 45 graus, os eixos do primeiro detector de iluminagao
de fluxo ortogonal podem cada formar um &ngulo de 45 graus com cada ei-
xos do segundo detector de iluminagao de fluxo ortogonal correspondente,
particularmente onde cada um dos conjuntos de detectores ttm a mesma
configuragao relativa a seus respectivos projetores de EMR. Naturalmente,
esta &€ somente uma de quaisquer configuragées possiveis (algumas dos
quais ndo podem exibir tal desenho de "imitagao de angulo").

E de notar que pelo menos um dos pelo menos um primeiro de-
tector de iluminagao 141 e o pelo menos um segundo detector de iluminagao
151 pode coletar EMR que se desloca em um plano de fluxo ortogonal (em-
bora isto néo seja certamente um requerimento). Adicionalmente, pelo me-
nos um dos pelo menos um primeiro detector de iluminagdo 141 e o pelo
menos um segundo detector de iluminagdo 151 podem coletar EMR que se
desloca em uma diregao que nao € ortogonal ao fluxo.

Como com qualquer projetor de EMR em qualquer das tecnolo-
gias da invengao, o primeiro projetor de EMR 101 pode compreender uma
primeira fonte de EMR e o segundo projetor de EMR compreende uma se-
gunda fonte de EMR (por exemplo, laser, uma lampada de arco e um LED).
Conforme deve ser compreendido, um projetor de EMR é um objeto ou dis-
positivo que projeta EMR. Como tal, pode ser um refletor tal como um espe-
Iho, ou uma fonte de EMR.

Em modalidades particulares de "iluminagao espagada axialmen-
te", a primeira iluminagao e a segunda iluminagdo podem ocorrer quando a
célula esta no canal (por exemplo, em aplicagdes microfluidicas); em outras
(como onde o aparelho de analise de célula € um citbmetro de fluxo de jato
em ar), a primeira iluminacao e a segunda iluminagao ocorrem apés a célula
ter saido do canal. Adicionalmente, em certas modalidades, a segunda ilu-
minagao de célula (e quaisquer outras iluminagdes de fluxo descendente)
pode ser impedida em resposta a informacao derivada de leituras do pelo
menos um primeiro detector de iluminagdao de EMR; como se pode esperar,

tal segunda (e/ou terceira, ou quarta) iluminagao pode ser corretamente im-
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pedida quando uma iluminacdo de fluxo imediatamente ascendente (por e-
xemplo, a segundo iluminacgao seria de fluxo imediatamente ascendente de
uma terceira iluminagao) resulta em leituras de detector seguras (por exem-
plo, onde a leitura de intensidade do primeiro detector é duas vezes aquela
do segundo detector). Naturalmente, pode ser o caso onde a iluminagao
mais precoce (por exemplo, de fluxo mais ascendente) para produzir resul-
tados seguros pode ser de fluxo descendente da primeira iluminagao (o fluxo
mais ascendente); em tal caso, conforme esperado, somente aquelas ilumi-
nagdes que sao adicionalmente de fluxo descendente da iluminagao mais
precoce produzindo resultados seguros podem ser impedidas. Por exemplo,
onde existem quatro locais de iluminagao (um termo que deve ser compre-
endido requer somente a capacidade de iluminar em tais locais), onde a ter-
ceira iluminagao é a mais precoce para produzir leituras de detector seguras,
pode ser possivel impedir somente a quarta iluminagao. Naturalmente, o
fundamento logico para limitagao da iluminagao € para moderar, ou evitar
totalmente, impactos de viabilidade/salude/eficiéncia de célula nociva possi-
velmente indesejados atribuidos a quantidades excessivas de radiagao.

E também de se notar que o aparelho de "iluminagdo espagada
axialmente" pode adicionalmente compreender uma fonte de célula 1 que
inclui uma pluralidade de células a ser analisadas, um sistema de analise de
dados eletrénico 82 ao qual leituras de pelo menos um dos detectores de
EMR sao admitidas, e um classificador de célula 84 estabelecido de fluxo
descendente do segundo local de iluminagédo de célula 122 (que inclui um
desenho onde, por exemplo, o local de iluminagao que é mais préximo ao
classificador de célula é um terceiro local de iluminagao).

Importantemente, e conforme mencionado, a tecnologia de "ilu-
minacgao espagada axialmente" pode incorporar uma ou mais caracteristicas
da "tecnologia de detector de eixo externo". Contudo, é importante compre-
ender que um aparelho concretizando a tecnologia de "iluminagao espagada
axialmente" nao necessita orientar radialmente as células em qualquer modo
(embora, de fato, as células possam ser orientadas de modo que seu eixo

longo seja paralelo ao eixo de fluxo). Em tais aplicagées nao orientadas, ig-
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norando-se interesses relativos a sobre-radiacdo de células, quatro projeto-
res de EMR axialmente espagados, cada um emitindo projetor de EMR ten-
do um eixo de projetor de fluxo ortogonal que é aproximadamente 45 graus
de um eixo de projetor de fluxo ortogonal mais préximo, podem ser preferi-
veis. E de se notar que as figuras 14-20 mostram somente um pouco das
muitas modalidades possiveis; outras modalidades incluem, mas nao sao
limitadas a, aquelas modalidades onde um ou mais dos projetores de EMR
sao estabelecidos 180 graus de onde é mostrado em tais figuras.

E também de notar que, embora a tecnologia de "detector de ei-
xo externo" da invengao possa, de fato, encontrar aplicagdo em aparelho
concretizando tecnologias microfluidicas, sao as tecnologias de "iluminagao
espagada axialmente" da invengao que podem encontrar uma aplicagao mi-
crofluidica mais pronunciada do que pode a tecnologia de detector de eixo
externo. Como tal, o termo canal, conforme aqui usado, inclui, mas nao é
limitado a, uma extremidade de bocal de orientagao ou um canal microfluidi-
co.

E de notar que em qualquer das modalidades, as células anali-
sadas podem ser células de esperma (se animal nado humano, tal como es-
perma de touro, ou outro), ou, de fato, qualquer de um nimero de tipos de
células esféricas. Adicionalmente, em quaisquer modalidades de "detector
de eixo externo" ou “iluminagéo espagada axialmente" (novamente, alguns
aparelhos podem concretizar ambas as tecnologias, o aparelho conforme
reivindicado pode ser um de varios tais aparelhos em um dispositivo de clas-
sificacao paralelo (se tal dispositivo € microfluidico ou a base de citdbmetro
convencional).

Um método que se relaciona diretamente a "iluminagao espaca-
da axialmente" pode ser referido como um método de analise de célula e
pode compreende as etapas de: estabelecimento de uma fonte de célula que
inclui uma pluralidade de células a serem analisadas, passando as células
através de um canal que define um eixo de fluxo e em uma diregcao de fluxo
descendente; estabelecimento de um primeiro projetor de radiacao eletro-

magnética 101 de modo a efetuar uma primeira iluminagao de célula por pro-



10

15

20

25

30

28157

jecao de radiagao eletromagnética nas células em um primeiro local de ilu-
minagao 121, no qual o primeiro projetor de radiagao eletromagnética define
um eixo do primeiro projetor de fluxo ortogonal 111; estabelecimento de pelo
menos um primeiro detector de iluminagao de EMR 141 de modo a detectar
EMR emitida como um resultado da primeira iluminagao de célula; estabele-
cimento de um segundo projetor de radiagao eletromagnética 102 de modo a
efetuar uma segunda iluminacao de célula por projecao da radiagao eletro-
magnética nas células em um segundo local de iluminagao 122, no qual o
segundo projetor de radiagao eletromagnética define um segundo eixo de
projetor de fluxo ortogonal 112, estabelecimento de pelo menos um segundo
detector de iluminagao de EMR 151 de modo a detectar EMR emitida como
um resultado da segunda iluminagao de célula, no qual a segunda localiza-
¢ao de iluminagao é de fluxo descendente da primeira localizagao de ilumi-
nacao, e no qual o eixo do primeiro projetor de fluxo ortogonal e o eixo do
segundo projetor de fluxo ortogonal definem um angulo diferente de zero
180. Etapas adicionais podem se relacionar ao estabelecimento de um ter-
ceiro projetor de radiagao eletromagnética 103 de modo a efetuar uma ter-
ceira iluminagao de célula por projecao de radiagao eletromagnética nas cé-
lulas em um terceiro local de iluminagao 123 que € de fluxo descendente do
segundo local de iluminagao 112. Naturalmente, outras caracteristicas desta
tecnologia de método da invengao podem ser conforme descrito acima rela-
tivas ao aparelho de "iluminagao espacada axialmente".

Modalidades particulares da tecnologia da invengao podem ser
descritas como um aparelho de analise de célula (por exemplo, um citdmetro
de fluxo ou um aparelho a base de microfluidico) que compreende um canal
de orientacao radial 5 e/ou 6 que orienta radialmente uma célula que passa
através, e que define uma linha de alinhamento de eixo longo de segao
transversal de célula de fluxo ortogonal pretendida 13; um projetor de EMR
15 que projeta EMR na referido célula para efetuar uma iluminagao de célu-
la; uma configuragdo de detector de EMR que inclui uma pluralidade de de-
tectores de EMR 21, 22 (e outros talvez) capazes de detectar EMR emitida

como um resultado de referida iluminagao de célula e que é capaz de gerar
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uma leitura de EMR detectada segura; e um sistema de analise eletronico 82
que usa referida leitura de EMR detectada segura para gerar informagao
precisa sobre uma caracteristica de célula intrinseca, no qual referida confi-
guracao de detector de EMR é capaz de obter tal leitura de EMR detectada
segura quando um eixo longo de segao transversal de célula de fluxo orto-
gonal 11 e referida linha de alinhamento de eixo longo de se¢ao transversal
de célula de fluxo ortogonal pretendida 13 formam um angulo que é de zero
a 45 graus. Citdmetros de fluxo convencionais simplesmente nao podem ser
capazes de analisar precisamente células que sao "desorientadas" (radial-
mente) a uma tal extensao. Tal aparelho da invengao pode usar um esque-
ma e elementos descritos na tecnologia de detector de eixo externo". Apare-
Iho empregando aspectos da tecnologia de "iluminagao espagada axialmen-
te", talvez incorporando caracteristicas da "tecnologia de detector de eixo
externo de célula orientada", pode ser capaz de analisar precisamente uma
célula quando o eixo longo de segao transversal de célula de fluxo ortogonal
e a linha de alinhamento de eixo longo de secao transversal de célula de
fluxo ortogonal pretendida formam um angulo que é de 0 a 90 graus (por
exemplo, onde os eixos do projetor de fluxo ortogonal de dois projetores de
EMR definem um angulo de 45 graus, e dois conjuntos de detectores com
eixos mutuamente ortogonais, onde um eixo de detector de um conjunto é
alinhado com um eixo de projetor, e um eixo de detector do outro conjunto &
alinhado com o outro eixo de projetor). Com projetores o bastante, conforme
explanado acima, corretamente orientados, e com detectores de EMR confi-
gurados em coordenagao com estes, conforme também explanado, orienta-
¢ao radial pode ser irrelevante no problema de analise. E de se notar que,
indiferente do foco especifico da tecnologia da invengao, pode-se incluir um
mamifero nascido (nato) ap6és uma inseminagao com uma célula de esperma
classificada usando-se o aparelho de, ou de acordo com o método de qual-
quer das varias modalidades da tecnologia da invengao.

Conforme pode ser facilmente compreendido a partir do prece-
dente, os conceitos basicos da presente invengao podem ser concretizados

em uma variedade de modos. Ela envolve ambas as técnicas de analise de
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particula, bem como dispositivos para efetuar a analise apropriada. Nesta
aplicacao, as técnicas de analise de particula sdo reveladas como parte dos
resultados mostrados a ser alcangados pelos varios dispositivos descritos e
como etapas que sao inerentes a utilizagcao. Eles sao simplesmente o resul-
tado natural da utilizacdo dos dispositivos conforme pretendido e descrito.
Em adigdo, enquanto alguns dispositivos sao revelados, deve ser compre-
endido que estes nao somente efetuam certos métodos, mas também po-
dem ser variados em um ndmero de modos. Importantemente, como para
todos dos precedentes, todas destas facetas devem ser compreendidas para
serem envolvidas por esta revelagao.

O leitor deve estar ciente que a discussao especifica ndao pode
explicitamente descrever todas as modalidades possiveis; muitas alternati-
vas sao implicitas. Também se pode nao totalmente explanar a natureza
genérica da invengao e nao se pode explicitamente mostrar como cada ca-
racteristica ou elemento pode atualmente ser representativa de uma fungao
mais ampla ou de uma grande variedade de elementos alternativos ou equi-
valentes. Novamente, estes sdo implicitamente incluidos nesta descrigao.
Onde a invencao & descrita em terminologia orientada por dispositivo, cada
elemento do dispositivo realiza implicitamente uma fungao. As reivindicagées
do aparelho podem nao somente serem incluidas para o dispositivo descrito,
mas também reivindicagbes de método ou processo podem ser incluidas
para dirigirem-se a fungées da invencao e cada elemento que realiza. Nem a
descricao nem a terminologia sao pretendidas para limitar o escopo das rei-
vindicagdes que serao incluidas em qualquer pedido de patente subsequen-
te.

Deve também ser compreendido que uma variedade de mudan-
cas podem ser feitas sem fugir da esséncia da inven¢ao. Tais mudangas sao
também implicitamente incluidas na descrigdo. Elas ainda caem dentro do
escopo desta invencao. Uma revelagao ampla envolvendo ambas a(s) mo-
dalidade(s) explicita(s) mostrada(s), a grande variedade de modalidades al-
ternativas implicitas, e os métodos ou processos amplos e similares, sdo

envolvidos por esta revelacao, e podem ser confiadas quando se esboga as
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reivindicagbes para qualquer pedido de patente subsequente. Deve ser
compreendido que tais mudangas de linguagem e reivindicagao mais ampla
ou mais detalhada podem ser efetuadas em uma data posterior (tal como por
qualquer prazo requerido), ou no caso do pedido subsequentemente procura
um deposito de patente baseado neste depdsito. Com esta compreensao, o
leitor deve estar ciente que esta revelagao é para ser compreendida para
suportar qualquer pedido de patente subsequentemente depositado que
possa procurar exame de quao ampla uma base de reivindicagées conforme
considerado dentro do direito da requerente e pode ser designada para pro-
duzir uma patente que cubra numerosos aspectos da invengcao ambos inde-
pendentemente e como um sistema total.

Adicionalmente, cada um dos varios elementos da invengdo e
reivindicagbes pode também ser alcangado em uma variedade de maneiras.
Adicionalmente, quando usado ou implicado, um elemento é para ser com-
preendido como envolvendo estruturas individuais, bem como plurais que
podem ou nado podem estar fisicamente ligados. Esta revelacdo deve ser
compreendida para envolver cada tal variagao, seja ela uma variagao de
uma modalidade de qualquer modalidade de aparelho, uma modalidade de
método ou processo, ou ainda meramente uma variacao de qualquer ele-
mento destes. Particularmente, deve ser compreendido que revelagao se
refere a elementos da invencgao, as palavras para cada elemento podem ser
expressas por termos de aparelho equivalentes ou termos de método —
mesmo se somente a fungao ou resultado € o mesmo. Tal equivalente, mais
amplo, ou ainda termos mais genéricos devem ser considerados envolvidos
na descricao de cada elemento ou agao. Tais termos podem ser substituidos
onde desejado para tornar explicita a cobertura implicitamente ampla a qual
esta invencao é intitulada. Como um exemplo, deve ser compreendido que
todas as agbes podem ser expressas como um meio para tomar esta agao,
ou como um elemento que causa esta ag¢ao. Similarmente, cada elemento
fisico revelado deve ser compreendido envolver uma descricao da agcao que
este elemento fisico facilita. Com relagao a este ultimo aspecto, como um

exemplo, a descricao de um "classificador” deve ser compreendida envolver



10

15

20

25

32/57

a descricao do ato de "classificacao" — se explicitamente discutido ou nao
— e, inversamente, existem descricao efetivamente do ato de "classifica-
¢ao", tal como uma descri¢cao deve ser compreendida envolver descrigao de
um “classificador" e ainda um "meio para classificagao". Tais mudancgas e
termos alternativos sdo para serem compreendidos para serem explicita-
mente incluidos na descrigao.

Quaisquer atos de lei, estatutos, regulagdes ou regras mencio-
nadas neste pedido de patente, ou patentes, publicagdes, ou outras referén-
cias mencionadas neste pedido de patente sao, desse modo, incorporados
por referéncia. Qualquer caso(s) de prioridade reivindicada por este pedido
€, desse modo, anexado e, desse modo, incorporado por referéncia, como
sao quaisquer Exibicdes. Em adigcao, como para cada termo usado, deve ser
compreendido que, a menos que sua utilizacdo neste pedido seja inconsis-
tente com uma interpretacdo amplamente suportada, definicées de dicionario
comuns devem ser compreendidas como incorporadas para cada termo e
todas as definicdes, termos alternativos e sinGnimos, tais como contidos no
Random House Webster's Unabridged Dictionary, segunda edigao, sao,
desse modo, incorporados por referéncia. Finalmente, todas as referéncias
listadas na lista de Referéncias A Serem Incorporadas Por Referéncia De
Acordo Com O Pedido de Patente, ou outra declaragao de informagao depo-
sitada com o pedido sédo, desse modo, anexados e, desse modo, incorpora-
dos por referéncia, contudo, como para cada do acima, para a extensao que
tal informagao ou declaragdes incorporadas por referéncia podem ser consi-
deradas inconsistentes com o patenteamento desta(s) invengao(des), tais
declaragoes sao expressamente para nao serem consideradas como produ-

zidas pela(s) requerente(s).
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Skogen-Hagenson, M.J. et al; "A High Efficiency Flow Cytometer," The Jour-
nal of Histochemistry and Cytochemistry, Vol. 25, No. 7, pp. 784-789, 1977,
USA

Van Dilla, Martin, "Overview of Flow Cytometry: Instrumentation and Data
Analysis", Flow Cytometry: Instrumentation and Data Analysis, Van Dilla et
al. (Eds.), 1985, pp. 1-8

Desse modo, a(s) requerente(s) deve(m) ser compreendido ter
que suportar a reivindicagao e fazer uma declaragao de invengao para pelo
menos: i) cada um dos dispositivos de analise conforme aqui revelado e
descrito, ii) os métodos relacionados e descritos, iii) similar, equivalente e e
ainda variagées implicitas de cada um destes dispositivos e métodos, iv)
aqueles desenhos alternativos que acompanham cada uma das fungdes
mostradas conforme sao reveladas e descritas, v) aqueles desenhos alterna-
tivos e métodos que acompanham cada uma das fungbes mostradas con-
forme sao implicitas para acompanhar aquela que é revelada e descrita, vi)
cada caracteristica, componente e etapa mostrada como inven¢des separa-
das e independentes, vii) as aplicagdes intensificadas pelos varios sistemas
ou componentes revelados, viii) os produtos resultantes produzidos por tais
sistemas ou componentes, ix) vaada sistema, método e elemento mostrado
ou descrito conforme agora aplicado a qualquer campo especifico ou dispo-
sitivos mencionados, x) métodos e aparelhos substancialmente conforme
descritos aqui antes e com referéncia a qualquer dos exemplos acompa-
nhantes, xi) as varias combinag¢des e permutagdes de cada um dos elemen-
tos revelados, xii) cada reivindicagao potencialmente dependente ou concei-
to conforme uma dependéncia em cada e toda uma das reivindicagdes inde-
pendentes ou conceitos apresentados, e xiii) todas as inveng¢des aqui descri-
tas.

Em adi¢ao e como para os aspectos de computador e cada as-
pecto receptivo para programagao ou outra automacao eletrénica, a(s) re-
querente (s) deve(m) ser compreendida(s) ter um suporte para reivindicagao
e produzir uma declaragao da invengao para pelo menos: xvi) processos rea-

lizados com o auxilio de ou em um computador conforme descrito através de
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toda a discussdo acima, xv) um aparelho programavel conforme descrito
através de toda a discussao acima, xvi) uma meméria legivel de computador
codificada com dados para direcionar um computador compreendendo mei-
os ou elementos que funcionem conforme descrito através de toda a discus-
sa@o acima, xvii) um computador configurado conforme aqui revelado e des-
crito, xviii) sub-rotinas individuais ou combinadas e programas conforme aqui
revelado e descrito, xix) os métodos relacionados revelados e descritos, xx)
variagoes similares, equivalente e ainda implicitas de cada um destes siste-
mas e métodos, xxi) aqueles desenhos alternativos que acompanham cada
uma das fungdes mostradas conforme sao relevados e descritos, xxii) aque-
les desenhos alternativos e métodos que acompanham cada uma das fun-
¢oes mostradas conforme sao implicitas para acompanhar aquela que é re-
velada e descrita, xxiii) cada caracteristica, componente e etapa conhecida
como invengdes separadas e independentes, e xxiv) as varias combinagdes
e permutagdes de cada um dos acima.

Com relagao as reivindicagdes se agora ou mais tarde apresen-
tadas para exame, deve ser compreendido que por razdes praticas e de mo-
do a evitar grande expansao da carga de exame, a requerente pode, a qual-
quer momento, apresentar somente reivindicagdes iniciais ou talvez somente
reivindicagdes iniciais com somente dependéncies iniciais. O escritdrio e
quaisquer pessoas terceiras interessadas no escopo potencial deste ou pe-
didos subsequentes devem compreender que reivindicagdes mais amplas
podem ser apresentadas em uma data posterior neste caso, em um caso
reivindicando o beneficio deste caso, ou em qualquer continuagao apesar de
quaisquer emendas preliminares, outras emendas, linguagem de reivindica-
¢ao, ou argumentos apresentados, desse modo através de toda pendéncia
de qualquer caso nao existe intengao de desconsiderar ou renunciar a qual-
quer matéria objeto potencial. Deve ser compreendido que se ou quando
reivindicagbes mais amplas forem apresentadas, pode-se requerer que
qualquer técnica anterior relevante que pode ter sido considerada a qualquer
tempo anterior pode necessitar ser revisitada, visto que & possivel que para

a extensao de quaisquer emendas, linguagem de reivindicagao, ou argumen-
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tos apresentados nesta ou qualquer pedido subsequente sao considerados
como produzidas para evitar tal técnica anterior, tais razdes podem ser eli-
minadas pelas reivindicagdes apresentadas mais tarde ou similares. Ambos
o0 examinador e qualquer pessoa de outro modo interessada na cobertura
existente ou potencial posterior, ou considerando se existe a qualquer tempo
qualquer possibilidade de uma indicagao de desconsideragao ou renuncia
de cobertura potencial, deve estar ciente que nenhuma tal rentincia ou des-
consideragao é ainda pretendida ou ainda existe nesta ou qualquer pedido

subsequente. Limitagbes tais como ocorridas em Hakim v. Cannon Avent

| Group, PLC, 479 F.3d 1313 (Fed. Cir 2007), ou similares, sao expressamen-

te nao pretendidas neste ou qualquer matéria relacionada subsequente. Em
adicao, suporte deve ser compreendido para existir ao grau requerido sob as
leis de matéria nova — incluindo, mas nao limitada ao Artigo da Convengao
de Patente Européia 123(2) e Lei de Patente dos Estados Unidos 35 USC
132, ou outras tais leis— para permitir a adicao de qualquer das varias de-
pendéncies ou outros elementos apresentados sob uma reivindicagao inde-
pendente ou conceito como dependéncias ou elementos sob qualquer outra
reivindicagcao independente ou conceito. No esbogo de quaisquer reivindica-
¢cbes em qualquer tempo se neste pedido ou em qualquer pedido subse-
quente, deve também ser compreendido que a requerente pretendeu captu-
rar como total e amplo um escopo de cobertura conforme legalmente dispo-
nivel. Para a extensao que substituintes nao substanciais sao feitos, para a
extensao que a requerente nao de fato esbogca qualquer reivindicagao de
modo a envolver literalmente qualquer modalidade particular, e para a ex-
tensao, de outro modo, aplicavel, a requerente nao deve ser compreendida
ter, de qualquer modo, pretendido ou atualmente abandonar tal cobertura
conforme a requerente nao pode simplesmente ter sido capaz de antecipar
todas as eventualidades; um versado na técnica nao deve ser razoavelmen-
te esperado ter esbogado uma reivindicagao que teria literalmente envolvido
tais modalidades alternativas.

Adicionalmente, se ou quando usado, o uso da frase transicional

"compreendendo” é usada para manter as reivindicagbes de "extremidade
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aberta" aqui, de acordo com a interpretacdo de reivindicagao tradicional.
Desse modo, a menos que o contexto requeira de outro modo, deve ser
compreendido que o termo "compreende” ou variagdes tais como "compre-
ende" ou "compreendendo", sao pretendidas para implicar na inclusdo de um
elemento citado ou etapa ou grupo de elementos ou etapas, mas nao a ex-
clusao de qualquer outro elemento ou etapa ou grupo de elementos ou eta-
pas. Tais termos devem ser interpretados em sua forma mais expansiva de
modo a proporcionar a requerente a cobertura mais ampla legalmente per-
missivel. O uso da frase, "ou qualquer outra reivindicagao" é usado para
proporcionar suporte para qualquer reivindicagao a ser dependente de qual-
quer outra reivindicagéo, tal como outra reivindicagao dependente, outra rei-
vindicacao independente, uma reivindicagao anteriormente listada, uma rei-
vindicagao subsequentemente listada, e similares. Como um exemplo de
esclarecimento, se uma reivindicagao era dependente "da reivindicagao 20
ou qualquer outra reivindicagao" ou similar, ela pode ser reesbogada como
dependente da reivindicagdo 1, reivindicagao 15, ou ainda reivindicagao 715
(se tal existisse) se desejado, e ainda cai com a descricao. Deve ser com-
preendido que esta frase também proporciona suporte para qualquer combi-
nacao de elementos nas reivindicagdes e ainda incorpora qualquer base an-
tecedente correta desejada para certas combinagdes de reivindicagao, tais
como com combinagdes de método, aparelho, processo, e as reivindicagoes
similares.

Finalmente, quaisquer reivindicagées colocadas em qualquer
tempo sao desse modo, incorporadas por referéncia como parte desta des-
cricao da invengao, e a requerente reserva expressamente o direito de usar
todo ou uma porgao de tal contetdo incorporado de tais reivindicagées como
descricao adicional para suportar qualquer de, ou todas das reivindicagdes
ou qualquer elemento ou componente destas, e a requerente adicionalmente
revsrva expressamente o direito de mover qualquer por¢ao de ou todo do
conteudo incorporado de tais reivindicagdes ou qualquer elemento ou com-
ponente destas a partir da descricao nas reivindicagoes ou vice- versa con-

forme necessario para definir a matéria para qual protegao é pretendida por
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este pedido ou por qualquer continuagao subsequente, divisdo ou continua-
cao em parte deste, ou para obter qualquer beneficio de reducao em taxas
de acordo com, ou para cumprir com as leis de patente, regras ou regula-
¢oes de qualquer pais ou tratado, e tal contetido incorporado por referéncia
deve persistir durante a pendéncia total deste pedido incluindo qualquer con-
tinuagao subsequente, divisdo ou continuagdo em parte deste ou qualquer
republicagao ou extensao.

A seguinte Exibicao que aparece daqui para o inicio das reivindi-
cagoes se refere mais diretamente aos experimentos realizados em conjunto
com a tecnologia da invengao. Na interpretagcao das reivindicagdes, é o texto
acima - e nao o texto da Exibicao abaixo — que controla. Na mesma tendén-
cia, qualquer linguagem de restricado na Exibicao que pode parecer indicar
que a invengao por necessidade deve incluir certas caracteristicas nao é
para limitar as reivindicagées em qualquer modo. Adicionalmente, as refe-
réncias citadas no final da Exibigao sao incorporadas aqui.

EXIBICAO 1 — RESULTADOS DE TESTE EXPERIMENTAIS
RESUMO (Exibicao 1)

Antecedente: Classificacao de citometria de fluxo de cromosso-

mos X e Y suportando esperma para pré-selegdo de género em mamiferos
yem recentemente progredido para aplicagao industrial. Contudo, a precisao,
producao e eficiéncia desta técnica para medi¢ao e classificacao de células
é altamente dependente em orientagao fluidica efetiva das cabecas de es-
perma planas relativas a fonte de excitacao e fotodetectores. Métodos: Nes-
te relatério, um novo sistema 6ptico de quad-detector é apresentado para
eficiéncia aperfeicoada e tipo de produgao. O desenho deste sistema foi au-
mentado e otimizado com estudos 6ticos nas células de esperma através de
simulagées (modelo de Monte Carlo de fluorescéncia direcional ao redor de
uma cabecga de esperma) e resultados experimentais de estudos de angulo
de excitagao. Resultados: O sistema de quad-detector proporciona um au-
mento nas células de esperma X vivas que pode ser precisamente medido e
classificado para teor de DNA a partir da corrente 34% para mais de 40%

(de uma taxa de classificacdo media de 6000 a mais de 7000 células seg’'),
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em taxas de evento de admissdao excedendo 35.000 células seg . E verifi-
cado que este aperfeicoamento na eficiéncia de orientagao pode ser alcan-
cado sem a necessidade de trajetorias de laser adicionais ou modificagdes
fluidicas sobre sistemas existentes e sem comprometer a pureza de classifi-
cacao. Conclusodes: O sistema 6tico de quad-detector proporciona uma traje-
toria potencial para taxas de produgao aumentadas e desperdicio de amostra
reduzido de células nao orientadas para analise de espemma e classificagao
onde amostras sao custosas ou preciosas, tais como em geragao doméstica
e espécies ameacgadas, ou em outras medigoes de particula esférica.
INTRODUCAO (Exibicao 1)

O espermatozoario de muitas espécies de mamifero contém ou

um cromossomo de DNA X ou Y pertencente a informagao genérica para o
género de uma descendéncia quando um ovo é fertilizado. Pelo mancha-
mento do DNA com um fluorocromo dequado, é possivel diferenciar esper-
ma X de Y baseado na diferencga total na fluorescéncia que varia para espé-
cies diferentes, mas é aproximadamente uma diferenca de 4% para gado
bovino. Desde que os primeiros relatorios de analise de esperma usando-se
citometria'?, existe interesse consideravel no uso da tecnologia para sexua-
lizacdo de esperma e pré-selecao de género subsequente em mamiferos
humano e niao humano. Relatérios anteriores em células' de esperma se-
xualizado bem sucedidamente e os primeiros nascimentos vivos com pro-
porcdes’ de sexo alteradas tém estimulado desenvolvimentos de balancea-
mento de género em humanos®, em programas de espécies ameagadas®®,
e, mais recentemente, na procriagao de gado bovino*. O patamar para uso
comercial de citometria de fluxo como uma ferramenta de classificacao in-
dustrial tem sido tornado possivel através de apérfeigoamentos na pré- e
pos-classificagdo de manuseio de amostra, e através da modificagao de va-
rios aspectos de instrumentagéao de citbmetro de fluxo para aperfeigoar ori-
entacéo e resolugdo X-Y’. Muitas células de esperma de mamifero sdo em
forma de pa com dois eixos de simetria de espelho®. Dimensdes aproxima-
das para cabecgas de esperma de touro/bovino sdo 9 Dm (comprimento) x

4,5 Dm (largura) x 1 Dm (espessura) com uma calda de 40 Dm ', Esta ge-
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ometria de célula pode resultar na medi¢cao de erros (artefatos 6ticos) quan-
do se tenta medir a diferenga aproximada de 4% (conforme observado por
uma proporg¢ao de fluorescéncia aproximada de 2:1) que sao para a orienta-
¢ao variavel das células com relagao ao sistema 6tico de um citdmetro de
fluxo tradicional. Estudos anteriores nas células esféricas e, mais tarde, célu-
las de esperma conduzem a um namero de aperfeicoamentos na orientacao
de esperma através de efeitos hidrodinamicos no bocal com uma vista para

191 Uma modificagdo adicional substitui o detector difusor de

classificagao
avanco tradicional de um citdbmetro de fluxo com um tubo fotomultiplicador
para sensibilidade de fluorescéncia aumentada'' e utilizagdo conveniente
das propriedades de simetria de espelho de esperma bovino. Combinadas,
estas modificagoes foram usadas incorporadas em um instrumento comerci-
al (MoFlo SX, Dako/Cytomation, CO) que é capaz de orientar entre 60% a
70% de células de esperma vivas intactas com taxas de analise de admis-
sdo se aproximando de 35.000 células seg ' e taxas de classificacdo de des-
carga de até 6.000 espermas X- e Y-por segundo®. Contudo, a operagao
destas taxas representa uma eficiéncia de classificacdo de somente 34% de
cada das células X ou Y vivas disponiveis apresentadas a zona de interro-
gacao. A eficiéncia de classificagcao e, portanto, produgao é adicionalmente
limitada quando operando sob estas condigbes através de fatores estatisti-
cos e limitagdes de processamento de instrumento tais como tempo de mor-
te, coincidéncia de queda e sobreposi¢cao entre populagdes X e Y, devido a
coeficiente de variagao para consideragoes de instrumento e biolégicas, e o
nivel desejado de confidéncia requerido para regides de classificacao e a
pureza de classificagao X ou Y desejada (tipicamente maior do que 90%). A
perda de célula observada devido a orientagao imperfeita é tipicamente 30%
a 40% que resulta nesta propor¢ao de amostra que passa através do instru-
mento diretamente por desperdicio, visto que ela nao pode ser medida pre-
cisamente. Esta perda nao necessariamente retarda o tempo de processa-
mento do instrumento, e para o caso de alto custo, amostras de esperma
preciosas ou limitadas (isto €, sémem congelado de animais mortos ou es-

pécies ameacadas) desperdicam esta propor¢ao de material genético na
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amostra, e, por ultimo, limita os beneficios do usuario final.

A parte do trabalho anterior no estudo e modificacdo da orienta-
¢ao de célula, pouca pesquisa tem sido conduzida par aperfeigoar o sistema
de deteccao otico especificamente para células esféricas como esperma.
Esforgos para superar os artefatos éticos introduzidos pela forma de cabeca
de esperma tém sido grandemente direcionados nas modificagdes de orien-
tacao fluidica. Sistemas de epi-iluminagao anteriores proporcionam boa re-
solugéo independente de orientagao'®, contudo, suas células de fluxo fecha-
do produzem classificagao de alta velocidade nao pratica. Investigacdes de
varredura de corte ndo encontram preferéncia para primeiro fluxo de cabeca-
versus calda de células de esperma intactas através do ponto de inspegéo’.
Um sistema o6tico radialmente simétrico que emprega um refletor paraboloi-
dal envolvendo o jato total consequentemente utilizando um elemento de
coleta 6tico simples foi reportado para superar a dependéncia de orientagao
de célula em taxas de evento baixas'®. Uma aproximacao alternativa para
superar os efeitos de orientagao investiga o uso de interferometria para re-
solver cabegas de esperma X e Y nao manchadas, contudo esta aproxima-
¢ao nao produz CVs suficientemente baixas para capacitor pureza suficiente
e velocidade de classificacao’®.

Apesar das perdas de 30% a 40% antes mencionadas devido a
orientacao de célula incorreta, os instrumentos da técnica anterior ainda
combinam um feixe de laser simples e dois fotodetectores ortogonalmente
posicionados (a 0° e 90° ao feixe) para classificacao de esperma.

Aqui, apresenta-se uma nova aproximagao para a analise de alta
resolugcao de células esféricas tal como esperma por modelagem de perfis
de fluorescéncia e estudo da dependéncia angular de iluminagao e deteccao
em um citémetro de fluxo. Introduziu-se um sistema de detecgao quad 6tico
aumentado em um esforgo para reivindicar novamente alguma proporgao de
célula que atualmente vai diretamente para desperdicio. Com classificagao
em mente, este sistema é testado para capacidade especifica para resolver
teor de DNA de esperma suportando X e Y para determinar a utilidade pro-

vavel desta aproximagao em sexualizagdo de esperma e outras aplicagoes
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de medigao de citometria de fluxo de alta resolugao.
MATERIAIS E METODOS (Ex1Bigdo 1)

Preparacgao de Células de Esperma para Analise e Classificagao

Aliquotas de sémem de touro fresco foram estendidas em um
TALP a base de HEPES a uma concentragao final de 160x10° células ml"
conforme determinado por um NucleoCounter SP-100 (ChemoMetec AJS,
Allerod, Denmark). Um TALP de manchamento Hoechst 33342 (HO, Invitro-
gen Corp., Eugene, OU) (Bis-Benzimide, H-33342; H21492, Molecular Pro-
bes) foi adicionado a esta amostra e incubado sobre um periodo de 45 minu-
tos a 34.5°C (concentragao de mancha HO final 72,9 uM ou 9 pl ml'"). Apos
incubagao da amostra, um volume equivalente de tampao foi adicionado pra
ajustar o pH da solugao de aproximadamente 7,4 a 6,8 para otimizar satde
do esperma para produzir uma concentragio de amostra final de 80x10° cé-
lulas ml"'. Este tampao também continha um agente de coloracéo de alimen-
to (Red #40, Warner Jenkinson Co., Inc, St. Louis, MO) que age para resfriar
rapidamente fluorescéncia de HO de células mortas de modo a proporcionar
um meio para classificar especificamente células vivas. As amostras foram
pipetadas desta mistura em tubos de teste de polipropileno de 5 ml para
analise e classificagao no citbmetro de fluxo.

Instrumentacio de Citometria de Fluxo

Um classificador de esperma MoFlo SX configurado para sexua-
lizagao de esperma (Cytomation Inc., Fort Collins, CO recentemente adquiri-
do por Beckman Coulter, Fullerton, CA), foi usado para experimentagao.
Modificagbes especificas para este instrumento incluem 1) substituicao do
fotodiodo difusor de avango com uma objetiva de microscopio de abertura
numeérica 20x 0,42 (NA) (Mitutoyo America Corp., Aurora, IL) e tubo fotomul-
tiplicador (PMT) para capacitar fluorescéncia de 0° versus 90° (figura 31A),
2) usando-se um bocal de orientacao de costume designado, 3) expansao
da faixa de voltagem de PMT a valores inferiores, 4) extensao da funcionali-
dade de processamento de sinal digital paraa analise de dados e visualiza-
cao, e 5) utilizacao de uma frequéncia quase-CW (taxa de repeticdo 80MHz)
triplicada Nd:YVO4 laser (Vanguard 350mW, Newport Corporation, CA) para
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excitacao de 355 nm da amostra com um formador de feixe de laser que
produz estreitamento de ponto de 25 x 160 Dm 1/e? no ponto de interroga-
¢ao, e em uma descarga de operagao nominal de 175 mW.

Para os estudos, a configuracdo esbocada acima foi adicional-
mente modificada. Para estudos de angulo de excitagdo o feixe de laser foi
dividido em trajetérias multiplas conforme mostrado na figura 31 A, que é
uma esquematica (vista de topo) de layout de detecgao ortogonal padrao
para analise de teor de DNA de esperm 0° e 90°, mas com angulos de exci-
tacao adicionais de 45° e 90° sobre o tipico 0° somente B: layout de quad
detector (vista de topo e lateral) mostrando objetivas de 0°, 45°, 90° e 135°,
filtros e detectores de PMT envolvendo o jato em uma configuragcao aninha-
da (com uma redugao a metade subsequente de energia de laser em cada
trajetéria) para proporcionar iluminagao angular seletiva de 0°, 45°, ou 90°
com relagao a configuragdo padrao 0°. O sistema 6tico quad-detector
(QDOS) é mostrado em proje¢cdes de topo e vista lateral na figura 31 B.
Consequentemente, dois objetivos adicionais 10x (NA = 0,28, Mitutoyo Ame-
rica Corp., Aurora, IL) e PMTs (H957-12 Hamamatsu Corporation, Bridgewa-
ter, NJ) sao aninhados além de 0° e 90° de detectores a 45° e 135° a partir
do eixo de iluminagao padrao 0° para captar derramamento-sobre-fluores-
céncia fora do cone de aceitagdo de cada respectiva 20x objetiva em um
arranjo master-escravo. Um filtro ético de passagem longa ELP410 (10LWF-
400-B/51280, Newport Corp., Irvine, CA) foi localizado diretamente em frente
de cada detector para proporcionar transmissao de fluorescéncia de célula
manchada, enquanto bloqueia difusor de laser. A introdugcao de elementos
de detector adicionais requer modificagdes de usinagem a serem feitas em
varias das placas de aluminio que compdée a torre de inspegcao MoFlo. Esta
configuragao aninhada de QDOS proporciona uma banda horizontal de cole-
ta de luz perto de continua de células que se deslocam através do jato cen-
trado de 0° a 135°. Desse modo, dados os dois eixos de simetria de espelho,
uma célula de esperma que se desloca com seu eixo mais longo paralelo
aquele do fluxo sera mensuravel independente de sua orientagao rotacional

sobre este eixo. Em todos os estudos, a pressado de invélucro foi ajustada
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para 275,7903KPa (2,76 bar (40 psi)). A amostra par pressao diferencial de
invélucro foi alterada para obter taxas de evento sobre a faixa 2.000 a
50.000 eventos s ' dependendo da proposta de teste (por exemplo, efeito de
orientagcao de bocal ou CV e estudos de divisdo de resolugcao). A menos que
de outro moo citado, os dados apresentados neste relatério foram obtidos a
35.000 eventos s .

Modelo de Fluorescéncia de Célula

Uma simulagao de trago de raio de Monte Carlo foi planejada pa-
ra gerar e perfilar emissao de fluorescéncia provavelmente aproximada de
uma célula de esperma. A célula de esperma foi modelada em Matlab (The
Mathworks, Natick, MA) como um elemento similar a lente e fenémeno ético,
tais como reflexao, refragao, transmissao, absorgao e reflexao interna total
foi levada em consideracao. Foi assumido que os fluorocromos (fontes de
ponto de kuz) sao distribuidos aleatoriamente através de toda cabeca de
esperma. Neste modelo, para um milhao de pontos de partida aleatoriamen-
te localizados (fontes de féton de moléculas fluorescentes), varias geometri-
as simples incluindo retangulo, retdngulo capeado, e elipse foram usadas
para determinar o perfil de fluorescéncia aproximado para células alinhadas
com o eixo mais longo ao longo da diregao de fluxo. O indice de refragao da
célula de esperma viva foi tomado como n. = 1,42 de um relatério prévio® e o
fluido de invélucro circundante ng = 1,333. Os efeitos refrativos no fluido de
invc’)luf:ro para limite de ar foram descuidados, visto que é assumido que a
célula la é centrada dentro da regiao de nucleo estreito do jato cilindrico de
100 Dm.

RESULTADOS (Exibicao 1)

Modelo de Fluorescéncia de Célula

Conforme mostrado na fotografia da figura 32 A, células de es-
perma que sao posicionadas na borda para desviar a objetiva do microscé-
pio sdo mais brilhantes do que aquelas apresentadas com sua face plana.
(O sinal integrado de cada uma das células é medido (usando-se software
de processamento de imagem J, National Institute of Mental Health, Bethes-

da, Maryland, USA) para ser aproximadamente a mesma intensidade total.
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Esta diferenga (proporg¢ao) é similar aquela experimentada em um citdmetro
de fluxo'2. Contudo, existem muito poucos dados publicados, espagados de
um relatério anterior? sobre a faixa aproximada de angulos sobre a qual este
perfil de fluorescéncia assimétrico ocorre.

As descobertas de modelo de Monte Carlo (figura 32 B-D) ge-
ralmente suportam esta diferengca de face de duas dobras para borda em
intensidade de fluorescéncia (aproximadamente 1,6 a 1 para o retangulo ca-
peado, e 2,5 a 1 para a elipse). O modelo também proporciona uma estima-
tiva da dependéncia angular deste efeito, que pode ser usado para guiar o
desenho de uma geometria de detecgao ética apropriada para proporcionar
resolugao aperfeicoada para células esféricas tais como as células de es-
perma aqui apresentadas.

Uma imersao no perfil de intensidade é prognosticada para to-
das as geometrias estudadas. E dificil medir a presenca desta imersao expe-
rimentalmente, visto que um angulo de coleta muito baixo seria requerido, e
orientacao de célula de esperma muito precisa seria necessaria para fazer
medigbes com a resolugcao angular necessaria; contudo, seria interessante
estudar este fendmeno prognosticado em maiores detalhes com instrumen-
tacao apropriada (6tica). Também de interesse é a proporgao de emissao de
fluorescéncia da borda para face, onde o modelo produz um valor de pico
dentre 1.6:1 para o retangulo a aproximadamente 2.5:1 para a geometria
eliptica. Estes valores se comparam a uma propor¢ao medida de aproxima-
damente 2:1 nos estudos e aqueles de outros?.

Este resultado é talvez nao surpreendente, visto que este perfil
eliptico mais 'organico' pode ser esperado equiparar a geometria biolégica
de uma célula. Contudo, quando se comparando aos resultados modelos
com valores experimentais, deve-se também considerar o angulo sélido ou
angulo aceitavel de elementos éticos usados para coleta de luz que integrara
e, portanto, amortecera a observagao de dependéncia de angulo na fluores-
céncia medida. Indiferente da geometria modelada, um perfil de intensidade
de fluorescéncia perto de uniforme é prognosticado sobre uma faixa angular

de +60° fora da faca plana da célula de esperma. Esta observagao € impor-
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tante quando se seleciona elementos 6ticos para medigao de fluorescéncia
de esperma. Isto é para assegurar que um ndmero suficiente de elementos
de coleta de luz sdo empregados quando elementos de NA baixos sdo usa-
dos, ou que erros de medigao nao sao introduzidos onde elementos de NA
altos sao usados (isto €, com angulos de coleta maiores do que +60° que
integraria luz emitida da face plana e borda estreita de células de esperma,
portanto, diminuindo a precisao de medigao.

Na figura 32 A é mostrada uma imagem de esperma bovino
manchado de Hoechst 33342 obtida em um microscépio de fluorescéncia
mostrando células de borda orientada e observador de face plana. Os resul-
tados de simulacdo 6tica de Monte Carlo optical (trago de raio) para intensi-
dade de fluorescéncia de uma célula de esperma (eixo de fluxo na pagina)
para varias geometrias sao mostardas nas figuras 32 B-D, incluindo B: re-
tangulo, C: retangulo capeado, e D: geometrias elipticas, os planos das
quais sao perpendiculares ao eixo de fluxo.

Orientacao de célula vs. Fluorescéncia Medida

Figura 33 mostra gréaficos de intensidade de fluorescéncia bivari-
ada 0° vs. 90° Hoechst 33342 para células de esperma manchadas vivas
excitadas em uma geometria de excitagcao de feixe 0° tradicional com (figura
33 A) e sem (figura 33 B) orientagcao de célula fluidica planar em uma taxa
de evento de 25.000 eventos s '. Ambos os graficos exibem uma populagao
em forma de L caracteristica representando células que sao de borda para o
detector de 90° (direita inferior), borda para o detector de 0° (esquerda supe-
rior), ou em algum lugar orientada. Células mortas e transicionais podem ser
vistas na regido esquerda inferior (regiao R1 2) do grafico em um perfil de
intensidade inferior que imita aquele das células vivas. Tem sido observado
que células de esperma intactas tendem a serem alinhadas com seu eixo
mais longo ao longo de sua diregao de fluxo'*. Neste arranjo, as células que
sao orientadas da borda para o detector 90 sao tipicamente presas um tanto
arbitrariamente e analisadas para medicado de DNA X-Y de alta resolugao
comercial e classificagdo. Na figura 33 C a percentagem da populagao de

célula viva total contida dentro de subpopulagdes caindo em cada um de um
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namero (11) de regides dimensionadas similares a partir da direita inferior
(R1) par a esquerda superior (R1 1) da populagao L € mostrada que repre-
senta aproximadamente 0° a 90° de orientagao de célula. A partir deste gra-
fico, o efeito de orientagao fluidica pode claramente ser vista por uma curva
alterada para a esquerda indicando um aumento na propor¢ao de células
alinhadas com relagao ao detector lateral. Nas regides 1-4 (equivalente a
regiao que um portao de orientagao seria ajustado para classificagao), apro-
ximadamente 70% da populagao viva € orientada vs. 25% sem orientagao
fluidica. R6 tem uma percentagem artificialmente alta (aproximadamente
duas vezes o numero) de células para ambos conjuntos de dados, visto que
neste dngulo com um arranjo de detector ortogonal nao é possivel distinguir
células orientadas a 45° para a fonte de excitacao daqueles exatamente ori-
entados 90° para fora a 135°. A partir deste conjunto de dados, pode ser
visto que com orientagao fluidica empregada, aproximadamente 5% de célu-
las permanecem imensuravel porque elas nao produzem diferengas claras
de XY. As razdes possiveis para isto incluem 1) células nao estando em um
angulo apropriado aos detectores para capacitar medicao de resolugcao de
alta confianga fora da face plana, e 2) células orientadas perto da borda para
a fonte de excitacao que apresenta uma area de sec¢ao transversal menor
para captura de luz eficiente e, portanto, fluorescéncia.

Assim, as figuras 33 A-C mostram o efeito de orientagao fluidica
em células de esperma através do ponto de inspecao de um citdmetro de
fluxo. A: nenhuma orientacdo B: Orientagao C: percentagem de células que
caem dentro de cada de 11 regides de tamanho equivalente através de po-
pulagao de esperma vivo sem e com orientagao fluidica em uma taxa de e-
vento de 35.000 eps.

Angulo de Excitacéo vs. Fluorescéncia

Os graficos apresentados nas figuras 34 A-C mostram o efeito
de angulo de iluminagao (0°, 90°, e 0° + 90° respectivamente) em perfil biva-
riado para células aleatoriamente orientadas. Consequentemente, a influén-
cia do angulo de iluminagao pode claramente ser vista. lluminagao 0° (figura

34 A) produz a forma de L caracteristica com uma parte de dobra- curso ao
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longo do brago superior e evidéncia de populagées distintas X e Y na regiao
direita inferior. Conforme esperado, iluminagao de 90° (figura 34 B) reverte a
posi¢ao da dobra para o brago inferior, e, de fato, a capacidade de resolver
esperma X e Y (o papel de cada um dos detectores foi trocado) na regiao
esquerda superior. Pela troca de ambos os lasers (figura 34 C), e redugao
da energia de laser pela metade para assegurar exposi¢cao constante de luz
de células, uma populagao em forma de L simétrica é gerada com evidéncia
de divisGes ao longo de cada brago do L, mas com curvatura agora apare-
cendo em cada extremidade. Pode-se explanar este resultado considerando-
se que células que sao borda em um dos lasers absorverao mais luz devido
a guia de onda do que aquela em um angulo leve e que sera mais inclinada
para refletir luz. Este artefato pode ser superado por separagao especial dos
feixes de excitagao ao longo do eixo de fluxo (dados nao mostrados); contu-
do, implicagdbes comerciais podem limitar a praticabilidade desta aproxima-
¢ao visto que a energia do laser necessitaria ser dobrada para assegurar
excitagao 6tima da célula (que, por sua vez, aumenta a irradiagao total e do-
se de células quando atravessando a regiao de interrogacao), e detectores
adicionais seriam requeridos para evitar restricbes de taxa de analise devido
a coincidéncia de particula.

Uma fungao zoom foi usada para visualizar diferengas entre con-
juntos de dados mais claramente.
Adicao de Par de Detector 45° e 135°

Em uma tentativa de aumentar a eficiéncia de classificacdao de

sexualizagao de esperma, um par de detector ortogonalmente equiparado foi
introduzido para medir células com suas bordas orientadas perto de 45° e
135° para o eixo 6tico do citdmetro de fluxo (figura 31 B). Este par de detec-
tor foi inserido para coletar derrame sobre luz a partir das objetivas de coleta
existentes para determinar efeitos de taxa de clssificacdo aditivos. Este ar-
ranjo foi também escolhido apds consideragao dos resultados de simulagao
de fluorescéncia de célula, estudos de iluminagao e restricao de espago em
e ao redor da regido de inspegao. Este sistema de detecgao tem um nimero

de vantagens potenciais. Primeiro, a analise alta de primeira ordem que pro-
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duz rotineiramente mais do que 60% de orientacdo € mantida para assegu-
rar a medigcao existente e desempenho de classificacao nao é comprometi-
da. Segundo, por colocagao de éticos (de uma abertura numérica inferior)
atras das objetivas originais em uma configuragao disparada (figura 31 B),
que sao capazes de coletar luz em uma banda préxima de continua ao redor
do ponto de inspecdo. Terceiro, a interferéncia mecanica potencial entre
componentes custosos e altamente customizados é evitada.

Os dados adquiridos usando-se a configuragdo quad sao apre-
sentados na figura 35. Deve ser notado que o bocal de orientagao foi retido
neste estudo para maximizar orientagao de célula com relagao a pares de
detector recentemente introduzidos 0°-90° e 45°- 135°. A figura 35 A mostra
fluorescéncia de Hoechst 0° vs. 90° para uma populagao de esperma man-
chado tipico com populag¢des de célula vivas (R1-R3) e mortas (R4, 12,2%
de todas as células) envolvidas, e regides R1R1 (53,9%, ou 61,8% de célu-
las vivas), e R2 (22,4%) e R3 (7,0%) células combinadas circundantes orien-
tadas e nao orientadas com relagao ao detector de 90° (isto &€, borda de bri-
lho). A figura 35 B mostra todas as células conforme medidas pelo par de
detector de 45°- 135°. Aqui, o0 dado mostra uma forma L simétrica com célu-
las esquerdas superiores sendo orientadas de borda a 45° e direita inferior
sendo orientada para 135°. Esta simetria é esperada, visto que as células
sao expostas a excitagao similar devido a area de corte transversal apresen-
tada para o laser para qualquer orientagao. Penetragao adicional na orienta-
cao de célula pode ser ganha pelo estudo das fragoes vivas presas de célu-
las nao oruientadas (de R2) na figura 35 C, e células orientadas (de R1) na
figura 35 D. Dos 22,4% da regidao R2, as posi¢des mostradas para regides
RS e quantidade de R6 a um adicional de 8,2% + 9,8% (18%) disponivel pa-
ra classificacao sobre e acima de 53,9% julgado apropriado para classifica-
cao da regiao R1. Contudo, na pratica nés encontramos resolugao de divisao
para ser mais pobre para os detectores de 45° e 135° do que aquele para o
detector de 0°. Espera-se que esta diferenca seja devido a excitagao subo-
tima de células, visto que elas estdo em um angulo para a fonte de excitagao

comparado aquelas células em R1, e devido a eficiéncia de coleta significan-
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temente inferior dos éticos de coleta de luz. O efeito exagerado de ilumina-
¢ao subétima (isto &, para células orientadas de borda para a fonte de exci-
tacao) pode ser visto na figura 35 B em populagdes que se estendem para a
parte mais esquerda inferior do grafico. Para amostras mais vivas operando
em taxas de eventos de 35.000 células s™', esta populagio representa a re-
manescente tipica 4-8% de células vivas cujas divisbes XY nao podem ser
envolvidas.

Assim, a figura 35 mostra a analise de fluorescéncia de quad de-
tector de 200000 células de esperma mostrando A: layout de fluorescéncia
tradicional 0° vs 90° com orientagdo aumentada com relagéo a detector de
90° (R1), 0° (R3), entre (R2), e células mortas (R4), B: layout de detector 45°
vs 135° de todas as células, C: células presas de R2 pertencentes aquelas
orientadas de borda para 45° (R5) e 135 ° (R6) detectores respectivamente,
e D: bivariado mostrando posi¢cao de células orientadas R1R1 conforme ob-
servado usando-se par de detector 45°- 135°.

A figura 36 mostra dado de histograma preso para cada um dos
detectores de alta resolugao 0°(figura 36 A), 45° (figura 36 B), e 135° (figura
36 C) de conjunto de dado provido na figura 35 onde em cada caso, divisdes
XY (4% de diferenga) podem ser observadas indicando que fragées de pure-
za de alta classificagdo seriam possiveis desta amostra usando este esque-
ma de detecgao.

Assim, a figura 36 mostra histogramas de fluorescéncia para
amostra adquirida na figura 35, mostrando uma divisdo XY em cada de A:
0°, B: 45°, e C: 135° detectores.

Importantemente, a adicao de detectores 45° e 135° mostra que
medi¢cdes de DNA X-Y podem ser feitas para um adicional de 15-20% de
células vivas, e que com esquemas apropriados, estas células podem ser
classificadas em um modo aditivo aqueles tradicionalmente considerados
para serem orientados. Em investigagdes de classificagao preliminares (taxa
de evento de admissao de 35.000 células s"1), verificou-se, dependendo da
amostra e qualidade ejaculada de touro, & possivel classificar um adicional

de 800 a 1500 X células de esperma s no topo de aproximadamente 4500
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a 6000 células s ' com nenhuma diferenca detectavel em pureza entre po-
pulagdes classificadas. As consideragdes de classificagao adicionais e o e-
feito de alterar taxas de evento serdo o estudo de investigagdes adicionais, e
o desempenho de fisiologia e reprodutivo de varias fragdes orientadas tam-
bém serao considerados. Contudo, os ganhos deste trabalho preliminar re-
presentam um aumento nas taxas de classificagao e portanto, produgao de
entre 18-25%, com ganhos de eficiéncia de classificagdo de aproximada-
mente 6% de esperma X vivo total (isto é, de 34% a 40% de células X vivas
disponiveis assumindo uma proporgao de 50:50 de células X: Y células) so-
bre métodos de classificagao de esperma comercial atuais.

lluminacao 45°

Para investigar o efeito do angulo de iluminagao na medicao de
conteudo de DNA de alta resolucao, as células foram excitadas em dois an-
gulos distintos (0° e 45°, figura 31 A), enquanto se observam perfis de dado
bivariado de fluorescéncia de 45° vs 135°. Com iluminagao 0° (figura 37 A),
uma populacdo simétrica € observada que nao mostra inclinagdo em intensi-
dade de fluorescéncia para células que sao alinhadas com uma borda para
qualquer detector. Contudo, quando o angulo de excitacao é alterado para
estar em 45°, uma inclinagao subita, mas claramente observavel ocorre. A
regido esquerda superior da populagao viva neste grafico nao mais mostra
um ressalto para valores de intensidade de fluorescéncia inferior com rela-
cao ao detector de 135° (de fato, este grafico agora imita proximamente a-
quele obtido com iluminagao 0° e detecgao 0° vs. 90° conforme esperado).
Desse modo, forma este resultado, pode-se ver que para células que sao
orientadas em um angulo de mais do que aproximadamente 45° a partir da
orientagao preferida que apresente uma area maxima para a fonte de excita-
¢éo, iluminacao subdtima, e, portanto, resolucdo de X-Y comprometida.
Desse modo, algum meio adicional de excitagado seria requerido se medidas
de alta resolugao sao desejadas para células que sao maiores do que 45°
para a orientagao preferida.

A figura 37 mostra a iluminagao de célula a A) 0°, e B) 45° com

relagdo a par de detector de 45° e 135° mostrando dependéncia de orienta-
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¢ao em excitacao de célula étima e medigao de teor de DNA.
DISCUSSAO (Exibicdo 1)

Neste relatério, apresentaram-se as descobertas de varios estu-

dos nos efeitos de iluminagdo e detecgao na fluorescéncia de célula com
aplicagées de sexualizagcao de célula em mente. Pelo desenvolvimento e uso
de um modelo de Monte Carlo, simulou-se o perfil de fluorescéncia ao redor
de uma célula de esperma. Baseado no dado deste trabalho combinado com
os estudos de iluminagao, designou-se, construiu-se e testou-se um sistema
de quad detecgcao que quando combinado com orientagao de célula aumenta
a fragao utilizavel de células para analise e, por ultimo, classificando de a-
proximadamente 34% a 40% de células X vivas disponiveis. Dependendo da
ejaculacao de touro usada, este ganho representa um adicional de 800 a
1500 células que, de outro modo, teria sido enviada a corrente de desperdi-
cio (em adigao a entre 4500 a 6000 células s ") que pode ser classificada
sem comprometer a pureza. Se empregado no uso de rotina, tais aperfeigco-
amentos proporcionariam vantagens para aplicagées de sexualizagdo de
esperma comercial e cientificas variando de animais domésticos a espécies
ameacadas.
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REIVINDICAGOES

1. Aparelho de analise de célula, caracterizado pelo fato de que
compreende:

- uma fonte de célula (1) que inclui uma pluralidade de células
(2) a serem analisadas;

- um canal (4) que define um eixo de fluxo (8) e através do qual
as referidas células fluem, em que o referido canal (4) define uma linha de
alinhamento de eixo longo de segao transversal de célula de fluxo ortogonal
pretendida (13) e uma linha de alinhamento de eixo curto da segéo transver-
sal de célula de fluxo ortogonal pretendida (14) que é ortogonal a referida
linha de alinhamento de eixo longo de segao transversal de célula de fluxo
ortogonal pretendida (13), em que o referido canal (4) é configurado para
orientar as referidas células (2) de modo que a referida célula (2) apresenta
em orientagao total durante uma iluminagao de célula,

- um projetor de radiagao eletromagnética (15) estabelecido para
efetuar a referida iluminagao de célula por proje¢éo da radiagéo eletromag-
nética nas referidas células (2),

- um primeiro detector de radiagao eletromagnética (21) e um
segundo detector de radiagao eletromagnética (22), cada um estabelecido
para detectar radiagao eletromagnética emitida como um resultado da referi-
da iluminagao de célula, no qual o referido primeiro detector de radiagao ele-
tromagnética (21) tem um eixo do primeiro detector de fluxo ortogonal (41) e
o referido segundo detector de radiagdo eletromagnética (22) tem um eixo
do segundo detector de fluxo ortogonal (42); no qual o referido eixo do pri-
meiro detector de fluxo ortogonal (41) é coaxial com referida linha de ali-
nhamento de eixo longo de secgéo transversal de célula de fluxo ortogonal
pretendida (13), em que o referido eixo do segundo detector de fluxo ortogo-
nal (42) é coaxial com referida linha de alinhamento de eixo curto da segao
transversal de célula de fluxo ortogonal (14), em que o referido eixo do pri-
meiro detector de fluxo ortogonal (41) e o referido eixo do segundo detector
de fluxo ortogonal (42) sao 90 graus espagados,

- um terceiro detector de radiagéo eletromagnética (23) e um
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quarto detector de radiagao eletromagnética (24), cada um estabelecido para
detectar radiagao eletromagnética emitida como um resultado da referida
iluminagao de célula, no qual o referido terceiro detector de radiagao eletro-
magnética (23) tem um eixo do terceiro detector de fluxo ortogonal (43) e o
referido quarto detector de radiagcéo eletromagnética (24) tem um eixo do
quarto detector de fluxo ortogonal (44), em que o referido eixo do terceiro
detector de fluxo ortogonal (43) e o referido eixo do quarto detector de fluxo
ortogonal (44) sao 90 graus espacgados, e em que o referido eixo do terceiro
detector de fluxo ortogonal (43) é de 30 graus a 60 graus da referida linha de
alinhamento de eixo longo de segao transversal de célula de fluxo ortogonal
pretendida (13).

2. Aparelho de analise de célula de acordo com a reivindicagao
1, caracterizado pelo fato de que cada referido terceiro e quarto detector de
radiagao eletromagnética (23) (24) coletam radiagéo eletromagnética que se
desloca em um plano de fluxo ortogonal.

3. Aparelho de analise de célula de acordo com a reivindicagao
1, caracterizado pelo fato de que cada referido terceiro e quarto detector de
radiagao eletromagnética (23) (24) nao coletam qualquer radiagéo eletro-
magnética que se desloca em uma diregéo ortogonal ao fluxo.

4. Aparelho de analise de célula de acordo com a reivindicagao
1, caracterizado pelo fato de que a referida linha de alinhamento de eixo lon-
go de segao transversal de célula de fluxo ortogonal pretendida (13) define
um primeiro lado no qual é estabelecido o referido projetor de radiagao ele-
tromagnética e um segundo lado.

5. Aparelho de analise de célula de acordo com a reivindicagao
4, caracterizado pelo fato de que o referido eixo do segundo detector de flu-
xo ortogonal (42) esta no referido segundo lado.

6. Aparelho de analise de célula de acordo com a reivindicagao
4, caracterizado pelo fato de que o referido eixo do terceiro detector de fluxo
ortogonal (43) esta no referido segundo lado.

7. Aparelho de analise de célula de acordo com a reivindicagao

1, caracterizado pelo fato de que compreende ainda um classificador de cé-
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lula (84) estabelecido em fluxo ascendente de um local da referida ilumina-
¢ao de célula.

8. Aparelho de analise de célula de acordo com a reivindicagao
1, caracterizado pelo fato de que o referido canal (4) é selecionado a partir
do grupo consistindo de: uma extremidade de bocal de orientagéo (5) e um
canal microfluidico (7).

9. Aparelho de analise de célula de acordo com a reivindicagao
1, caracterizado pelo fato de que compreende ainda um controle motorizado
(90) que ajusta controlavelmente a posi¢ao de pelo menos um dos referidos
detectores e o referido projetor de radiagao eletromagnética.

10. Método de retroassentamento de citdmetro de fluxo, caracte-
rizado pelo fato de que compreende as etapas de:

A — segurar um citdmetro de fluxo, com definido em qualquer
uma das reivindicagboes 1 a 9, para um procedimento de retroassentamento,
no qual o referido citdbmetro de fluxo compreende:

i - uma fonte de célula (1) que inclui uma pluralidade de células
(2) a serem analisadas;

ii- um canal (4) que define um eixo de fluxo (8) e através do qual
as referidas células (2) fluem, em que o referido canal (4) define uma linha
de alinhamento de eixo longo de seg¢ao transversal de célula de fluxo orto-
gonal pretendida (13) e uma linha de alinhamento de eixo curto de segéo
transversal de célula de fluxo ortogonal pretendida (14) que é ortogonal a
referida linha de alinhamento de eixo longo de seg¢ao transversal de célula
de fluxo ortogonal pretendida (13), em que o referido canal (4) é configurado
para orientar referidas as células (2) de modo que a referida célula apresen-
ta uma orientagao total durante uma iluminagao de célula,

iii- um projetor de radiagao eletromagnética (15) estabelecido pa-
ra efetuar a referida iluminagao de célula por proje¢do da radiagao eletro-
magnética nas referidas células (2), um primeiro par de detector de radiagao
eletromagnética que inclui um primeiro detector (21) e um segundo detector
(22), cada um estabelecido para detectar radiagéo eletromagnética emitida

como um resultado de uma iluminagao de célula, em que o referido primeiro
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detector (21) tem um eixo do primeiro detector de fluxo ortogonal (41) e o
referido segundo detector (22) tem um eixo do segundo detector de fluxo
ortogonal (42); em que o referido eixo do primeiro detector de fluxo ortogonal
(41) é coaxial com referida linha de alinhamento de eixo longo de segao
transversal de célula de fluxo ortogonal pretendida (13), em que o referido
eixo do segundo detector de fluxo ortogonal (42) é coaxial com a referida
linha de alinhamento de eixo curto de segao transversal de célula de fluxo
ortogonal pretendida (14), em que o referido eixo do primeiro detector de
fluxo ortogonal (41) e o referido eixo do segundo detector de fluxo ortogonal
(42) sao 90 graus espagados, em que o referido método de retroassenta-
mento de citdmetro de fluxo compreende ainda as etapas de:

B — estabelecimento de um terceiro detector de radiagao eletro-
magnética (23) e um quarto detector de radiagao eletromagnética (24) para
cada um detectar radiagao eletromagnética emitida como um resultado da
referida iluminagao de célula, em que o referido terceiro detector de radiagao
eletromagnética (23) tem um eixo do terceiro detector de fluxo ortogonal (43)
e o referido quarto detector de radiagéo eletromagnética tem um eixo do
quarto detector de fluxo ortogonal (44), em que a referida etapa de estabele-
cimento de um terceiro detector de radiagao eletromagnética (23) e o referi-
do quarto detector de radiagao eletromagnética (24) compreende a etapa de
estabelecimento do referido terceiro detector de radiagéo eletromagnética
(23) e o referido quarto detector de radiagéo eletromagnética (24) de modo
que:

i- o referido eixo do terceiro detector de fluxo ortogonal (43) e o
referido eixo do quarto detector de fluxo ortogonal (44) sdo 90 graus espa-
c¢ados, e

ii- o referido eixo do terceiro detector de fluxo ortogonal (43) é de
30 graus a 60 graus da referida linha de alinhamento de eixo longo de segao
transversal de célula de fluxo ortogonal pretendida (13).

11. Método de retroassentamento de citdbmetro de fluxo de acor-
do com a reivindicagao 10, caracterizado pelo fato de que cada referido ter-

ceiro e quarto detector de radiagao eletromagnética (23) (24) coletam radia-
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cao eletromagnética que se desloca em um plano de fluxo ortogonal.

12. Método de retroassentamento de citdbmetro de fluxo de acor-
do com a reivindicagao 10, caracterizado pelo fato de que cada referido ter-
ceiro e quarto detector de radiagao eletromagnética (23) (24) néo coletam
qualquer radiagao eletromagnética que se desloca em uma diregao ortogo-
nal ao fluxo.

13. Método de retroassentamento de citdbmetro de fluxo de acor-
do com a reivindicagdo 10, caracterizado pelo fato de que cada referido pri-
meiro e segundo detector de radiagdo eletromagnética (21) (22) coleta radi-
acao eletromagnética que se desloca em um plano de fluxo ortogonal.

14. Método de retroassentamento de citdbmetro de fluxo de acor-
do com a reivindicagao 10, caracterizado pelo fato de que a referida linha de
alinhamento de eixo longo de segao transversal de célula de fluxo ortogonal
pretendida (13) define um primeiro lado no qual é estabelecido referido pro-
jetor de radiagao eletromagnética (15) e um segundo lado.

15. Método de retroassentamento de citdbmetro de fluxo de acor-
do com a reivindicagao 14, caracterizado pelo fato de que o referido eixo do
segundo detector de fluxo ortogonal (42) esta no referido segundo lado.

16. Método de retroassentamento de citdbmetro de fluxo de acor-
do com a reivindicagao 14, caracterizado pelo fato de que o referido eixo do
terceiro detector de fluxo ortogonal (43) esta no referido segundo lado.

17. Método de retroassentamento de citdbmetro de fluxo de acor-
do com a reivindicagao 10, caracterizado pelo fato de que o referido canal
(4) é selecionado a partir do grupo consistindo de: uma extremidade de bo-
cal de orientagao (5) e € um canal microfluidico (7).

18. Método de retroassentamento de citdbmetro de fluxo de acor-
do com a reivindicagao 10, caracterizado pelo fato de que compreende ainda
a etapa de estabelecimento de um controle motorizado de modo a ajustar
controlavelmente a posi¢ao de pelo menos um dos referidos detectores e

referido projetores de radiagao eletromagnética.
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Angulo de
excitagao

Fig. 31. A: Esquemadtica (vista de topo) de layout de detecgéo
ortogonal padrao para analise de teor de DNA de esperm 0° e 90°, mas com
angulos de excitagao adicionais de 45° e 90° sobre o tipico 5 0° somente B:
layout de quad detector (vista de topo e lateral) mostrando objetivas de 0°,
45°, 90° e 135¢, filtros e detectores de PMT envolvendo o jato em uma configuragéo
Aninhada.
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Fig.32. A: Imagem de esperma bovino manchado de Hoechst
33342 obtida em um microscopio de fluorescéncia mostrando células de
20 borda orientada e observador de face plana. Os resultados de simulagao
6tica de Monte Carlo optical (traco de raio) para intensidade de fluorescéncia
de uma célula de esperma (eixo de fluxo na pagina) para varias geometrias
incluindo B: retangulo, C: retangulo capeado, e D: geometrias elipticas, os
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Fig.33. Efeito de orientagao fluidica em células de esperma
através do ponto de inspecéo de um citdbmetro de fluxo. A: nenhuma oriental0
¢ao B: Orientagdo C: percentagem de células que caem dentro de cada de
11 regides de tamanho equivalente através de populagao de esperma vivo
Sem e com orientation fluidica em uma taxa de evento de 35.000 eps.
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Fig. 34. Efeito do angulo de iluminacao em perfil de fluorescéncia
de esperma 0° vs 90° com A: excitagao Q° tradicional, B: excitagao
90°, e C: excitagdo combinada 0° + 90°. Uma fun¢gdao zoom foi usada para
visualizar diferencas entre conjuntos de dados mais claramente.
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Fig.35. A andlise de fluorescéncia de quad detector de

200000 células de esperma mostrando A: layout de fluorescéncia tradicional

0° vs 90° com orientagao aumentada com relagado a detector de 90° (R1), 0°
10 (R3), entre (R2), e células mortas (R4), B: layout de detector 45° vs 135° de

todas as células, C: células presas de R2 pertencentes aquelas orientadas
de borda para 45° (R5) e 135 ° (R6) detectores respectivamente, e D: bivariado

mostrando posigcao de células orientadas R1R1 conforme observado
Usando-se par de detector 45°- 135°.
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Fig.36. Histogramas de fluorescéncia para amostra adquirida
na figura 35 mostrando uma divisdao XY em cada de A: 0°, B: 45°, e C: 135°
5 detectores.
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Fig.37. lluminagao de célula a A) 0°, e B) 45° com relagéo a
par de detector de 45° e 135° mostrando dependéncia de orientagdo em
excitagao de célula étima e medi¢ao de teor de DNA.



