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DESCRIPCION
Sistema fluidico de inmovilizacién y recogida de particulas en linea y método para usar el mismo
Introduccién
La descripcién se refiere a un sistema de clasificacién fluidica.

Los sistemas de clasificacién de particulas de tipo flujo, como los citémetros de flujo de clasificacién, se utilizan para
clasificar particulas en una muestra de fluido basandose en al menos una caracteristica medida de las particulas. En
un sistema de clasificacién de particulas de tipo flujo, las particulas, tales como las moléculas, las perlas unidas a
analitos, o las células individuales, en una suspensién fluida pasan en una corriente por una regién de deteccién en la
que un medio de deteccidn de particulas detecta particulas contenidas en la corriente del tipo que va a clasificarse. El
medio de deteccion de particulas, al detectar una particula del tipo que va a clasificarse, activa un mecanismo de
clasificacion que aisla selectivamente la particula de interés.

La deteccion de particulas normalmente se realiza pasando la corriente de fluido por una regién de deteccidn en la
que las particulas se exponen a una luz de excitacién, normalmente desde uno o mas laseres, y se miden las
propiedades de dispersion de la luz y fluorescencia de las particulas. Las particulas o sus componentes pueden
marcarse con tintes fluorescentes para facilitar la deteccion, y mdltiples particulas o componentes diferentes puede
detectarse simultdneamente usando tintes fluorescentes espectralmente distintos para marcar las diferentes particulas
o componentes. Normalmente, la detecciéon se realiza utilizando una pluralidad de fotosensores para facilitar la
medicién independiente de la fluorescencia de cada distinto tinte fluorescente.

Un tipo de sistema de clasificaciéon de particulas de tipo flujo ampliamente utilizado es el tipo de clasificacion
electrostéatica. En un clasificador electrostatico, la suspensién fluida se expulsa en chorro desde una boquillay se hace
vibrar para romper la corriente en gotas discretas uniformes. El mecanismo de clasificacién incluye un medio de carga
de gotas conectado a la corriente para cargar gotas que contengan una particula del tipo que se va a clasificar con
una carga eléctrica a medida que se separan de la corriente en chorro. La corriente de gotas se pasa a través de un
campo electrostéatico transversal establecido por un par de placas de desviaciéon de carga opuesta. Las gotas no
cargadas no se desvian pasando a través del campo electrostético y son recogidas por un receptaculo central. Las
gotas cargadas que contienen una particula del tipo que se va a clasificar, se desvian en una direccién y cantidad
relacionadas con la polaridad y magnitud de la carga de las gotas, y se recogen en distintos receptaculos de recogida.
El citémetro de flujo BD FACSaria™ de BD Biosciences (San José, CA) es un clasificador de particulas del tipo de
clasificacion electrostética.

Un tipo alternativo de clasificador de particulas de tipo flujo se basa en el uso de un tubo de captura de gotas en
movimiento en un sistema fluidico cerrado, tal como se describe en la patente de EE. UU. nim. US 5.030.002. En este
tipo de clasificador, un tubo de captura (también denominado tubo colector) se coloca en la corriente de flujo aguas
abajo del medio de deteccion de particulas. El tubo colector normalmente se coloca en la corriente de flujo, pero fuera
de la trayectoria de las particulas, que esta enfocada en el centro de la corriente de flujo. El tubo colector es capaz de
moverse transversalmente dentro de la corriente, de manera que pueda moverse hacia dentro y hacia fuera de la
trayectoria de las particulas. El medio de deteccidn de particulas, al detectar una particula del tipo que se va a clasificar,
desencadena el movimiento del tubo colector hacia la trayectoria de particulas para atrapar la particula que se va a
clasificar, y luego vuelve a salir de la trayectoria de particulas antes de que la siguiente particula llegue al tubo. El
citbmetro de flujo BD FACSCalibur™ con opcién de clasificacion, de BD Biosciences (San José, CA), es un clasificador
de particulas de tipo flujo basado en el mecanismo de clasificaciéon de tubos colectores moviles.

En varias aplicaciones de la citometria de flujo, tales como la clasificacién de células para uso terapéutico, es deseable
un sistema fluidico cerrado, para evitar la contaminacién de la muestra. Una desventaja de los clasificadores
electrostaticos es que la generacién de una corriente de particulas en el aire, y la formacién concomitante de los
aerosoles, dificultan el aislamiento de la muestra para evitar o la contaminacién de la muestra o la exposicion del
operador a un aerosol de muestras peligrosas. El tipo de clasificador con tubo colector mévil tiene la ventaja de que
la corriente de flujo estd completamente cerrada y no expuesta al aire, lo que facilita que se mantenga la esterilidad
del entorno de clasificacion. Los clasificadores fluidicos cerrados, generalmente son méas rentables que los
clasificadores de gotas, y las vias fluidicas cerradas de estos clasificadores también proporcionan un medio seguro
para analizar muestras peligrosas.

Un inconveniente de los clasificadores fluidicos cerrados del tipo descrito en la patente de EE. UU. nim. US 5.030.002,
es que el tubo colector mévil siempre esté en la corriente de fluido, incluso cuando esta fuera de la trayectoria de las
particulas, y recibe el fluido envolvente. Como tal, las células recogidas por el tubo colector a menudo se diluyen en
el fluido envolvente hasta el punto de que la densidad celular sea incompatible (p. ej., demasiado baja) para una serie
de aplicaciones clinicas y de investigacion posteriores. El problema es particularmente importante cuando se clasifican
células raras. Este problema de dilucién celular ha impedido la adopcién generalizada de los clasificadores fluidicos
cerrados, a pesar de la seguridad y otras ventajas que estos clasificadores proporcionan.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 980 804 T3

Los citémetros de flujo tipicos que analizan las propiedades de dispersidon de la luz y fluorescencia de las células, no
estan disefiados para proporcionar imagenes subcelulares de las células analizadas. La citometria de flujo de
obtencidén imagenes (IFC) es una tecnologia que combina el anélisis fotométrico proporcionado por un citometro de
flujo con el anélisis morfométrico proporcionado por un sistema de obtencién de imagenes. Un ejemplo comercial de
un sistema IFC es el ImageStream, de Amnis, que utiliza la tecnologia CCD de integracién y retardo temporal (TDI)
para capturar imagenes con resolucidén espectral de cada célula que pasa a través de la zona de excitacion del laser
en una celda de flujo con enfoque hidrodinamico. La IFC tiene una sensibilidad y un rendimiento reducidos en relacién
con la citometria de flujo y, por lo tanto, es dificil de utilizar para estudiar eventos raros y/o células con antigenos que
se tiflen débilmente. Ademas, después del analisis, las células se desechan en un depdsito de residuos y no se pueden
utilizar para anélisis adicionales ni para el cultivo celular.

Los citémetros de flujo y los citémetros de flujo de clasificaciéon se describen en Shapiro, 2003, Practical Flow
Cytometry (John Wiley and Sons, Inc. Hoboken, NJ); y “Flow Sorters for Biological Cells” de Tore Lindmo, Donald C.
Peters y Richard G. Sweet, Flow Cytometry and Sorting, 2a ed. (Nueva York: Wiley-Liss, Inc., 1990), paginas 145-169.
Los citometros de flujo y los citbmetros de flujo de clasificaciéon estan disponibles comercialmente de, por ejemplo, BD
Biosciences (San José, CA).

Resumen

La presente invencion proporciona un sistema cerrado de clasificacién fluidica segln la reivindicacién 1 y un método
de uso segun la reivindicacién 8, que permiten la captura, concentracion y/o analisis de particulas clasificadas.

En un aspecto, el sistema comprende un clasificador fluidico cerrado con un mecanismo en linea integrado de recogida
de células, configurado para localizar las particulas clasificadas, tales como las células, dentro de una cadmara de flujo
continuo en linea que es una cubeta dptica, y un sistema de obtenciéon de imagenes que permite la obtencién de
imagenes de las particulas clasificadas localizadas. El mecanismo de recogida de células estd configurado para
localizar las células clasificadas y permitir que el exceso de fluido (envolvente y de muestra) pase a través de la cubeta
y se deseche.

La localizacién de las particulas en la cubeta se lleva a cabo preferiblemente de forma magnética. Las particulas (p.
ej., las células) se marcan con particulas magnéticas antes del andlisis. Las células clasificadas marcadas
magnéticamente son capturadas en la cubeta por un iman colocado adyacente a la cdmara de flujo continuo de la
cubeta. En una realizacién preferida, la localizacidén de las células clasificadas es reversible, de modo que, después
de la obtencién de imagenes, las células clasificadas pueden liberarse para su uso posterior, como el cultivo celular,
u, opcionalmente, desecharse.

El sistema de obtencién de imagenes permite el analisis de las células mediante una tecnologia de microscopia, tal
como, por ejemplo, la microscopia convencional, la microscopia de imagenes de fluorescencia, la microscopia
confocal o las tecnologias de microscopia de barrido laser.

En otro aspecto, el sistema comprende un clasificador fluidico cerrado por citometria de flujo con un mecanismo en
linea integrado de recogida de células, configurado para localizar las particulas clasificadas, tales como las células,
dentro de una camara de flujo continuo, al tiempo que permite el paso de los fluidos. El sistema permite concentrar las
células clasificadas dentro de la cdmara de flujo continuo. En una realizacién preferida, la localizacién de las células
clasificadas es reversible, de modo que, después de la obtencién de imagenes, las células clasificadas puedan
liberarse para su uso posterior, como el cultivo celular, u, opcionalmente, desecharse. Las células liberadas se
concentraran significativamente en relacién con la concentracién en la muestra clasificada.

Para su uso en la concentracion de las particulas clasificadas, la localizacién de las particulas en la camara de flujo
continuo se puede realizar magnéticamente o mediante cualquier otro método que retenga las particulas, al tiempo
que permita que los fluidos (envolventes y de muestra) fluyan a través de la cdmara. En una realizacién, las particulas
se localizan utilizando una trampa de enfoque acuUstico que utiliza ondas acUsticas para mantener las particulas en su
lugar. Al apagar la fuente de ondas acusticas se liberan las particulas de la trampa.

Los aspectos anteriores de la invencién pueden combinarse y realizarse simultaneamente. Por ejemplo, el uso de un
sistema que comprende un clasificador fluidico cerrado con un mecanismo en linea integrado de recogida de células,
configurado para localizar magnéticamente de forma reversible las particulas clasificadas dentro de una cubeta éptica
en linea (camara de flujo continuo), y un sistema de obtencidén de imagenes que permite la obtencién de imagenes de
las particulas clasificadas localizadas, permite un analisis 6ptico adicional de las particulas clasificadas, la
concentracién de las particulas clasificadas, y la recuperacién de las particulas clasificadas para su uso posterior.

Los sistemas y métodos en cuestién encuentran uso en una variedad de diferentes aplicaciones en las que se desee
inmovilizar de forma reversible una particula de interés. Como se indicé anteriormente, los sistemas de clasificacién
fluidica cerrados del tipo descrito en la patente de EE. UU. nim. US-5.030.002, clasifican las particulas utilizando un
tubo colector mévil en una ubicacién aguas abajo del punto de interrogacién. Cuando se identifica una particula de
interés mediante el analisis 6ptico realizado en el punto de interrogacién, la abertura del tubo colector se mueve hacia
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el centro de la corriente de flujo (es decir, la corriente central), hacia la trayectoria de la particula, de manera que la
particula entre en el tubo colector. Cuando no se detecta una particula de interés en el punto de interrogacién, la
abertura del tubo colector se mantiene alejada de la corriente central, y solo se recoge el fluido envolvente. Por
consiguiente, un inconveniente de tales clasificadores fluidicos cerrados es que las particulas de interés se recogen
junto con un flujo constante de fluido envolvente que diluye las particulas clasificadas. La presente invencion resuelve
este problema al permitir la concentracién de las particulas clasificadas. La inmovilizacion de las particulas en la
camara de flujo, a la vez que se permite el paso del fluido, concentra las particulas. Invertir la inmovilizacién (p. ej.,
desactivando el medios de inmovilizacién) libera las particulas de la camara de flujo continuo, y permite que se recojan
a densidades adecuadas para aplicaciones clinicas y/o de investigacion posteriores.

Como se indic6 anteriormente, los clasificadores fluidicos de la invencién incluyen, opcionalmente, un componente de
analisis configurado para analizar una o més particulas dentro de la cAmara de flujo continuo. La capacidad de analizar
las particulas inmovilizadas es Util en aplicaciones de investigacidn, en donde el analisis de una o0 mas caracteristicas
de la particula (posibilitado por la inmovilizacidn reversible de la particula en una camara de flujo continuo segun la
invencién) conduce a una mejor comprensién de la naturaleza de la particula. Dichas aplicaciones también incluyen
aplicaciones de diagnéstico, p. €j., aplicaciones en donde el analisis de una o més caracteristicas de la particula facilite
el diagnéstico de un sujeto con respecto a una afeccién determinada, p. ej., una afeccién patolégica.

La capacidad de analizar las particulas inmovilizadas también se usa en una variedad de aplicaciones terapéuticas,
p. €j., aplicaciones de terapia celular. Por ejemplo, el analisis de una célula inmovilizada de forma reversible en un
sistema de clasificacién fluidica de la invencién, puede facilitar la seleccion o exclusion de esa célula para su posterior
trasplante en un paciente con una afeccién médica especifica. A modo de ejemplo, una célula (p. €j., una célula madre,
una célula de médula ésea, o cualquier otra célula que pueda utilizarse en una aplicacién terapéutica) puede
inmovilizarse de forma reversible y analizarse para determinar una o mas caracteristicas subcelulares y/o
extracelulares (p. ej., caracteristicas fisicas, quimicas y/o biolégicas) indicativas o predictivas de la eficacia de esa
célula en una aplicacion terapéutica especifica basada en células. Dichas aplicaciones incluyen el tratamiento de una
variedad de afecciones médicas que incluyen, pero no se limitan a, el cancer (p. €j., leucemia, linfoma y canceres de
mama, pancreas, pulmdn, rifién, sistema nervioso [p. ej., cerebro], colon, endometrio, piel, prostata, tiroides y otros
tipos de céncer), afecciones del sistema inmunitario (p. ej., infeccién por VIH y/o inmunodeficiencias adquiridas
asociadas), afecciones endocrinas (p. ej., diabetes), enfermedades neurodegenerativas (p. ej., enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Alzheimer, etc.) y cualquier otra afeccién médica para la que una terapia a base de células
esté disponible o sea deseable.

La capacidad de analizar 6pticamente las células clasificadas mediante un sistema de obtencién de imégenes permite
combinar el anélisis de las células que tiene lugar aguas arriba del medio de clasificacidén, que se realiza en funcién
de las propiedades oOpticas que se pueden medir con un citdmetro de flujo, y que se utiliza en la decisién de
clasificacion, y el anélisis de obtenciéon imagenes. El analisis de obtencién de imagenes permite una identificacién y
caracterizacion adicional de las células clasificadas. Esta informacién adicional se puede usar para confirmar las
propiedades de las células y acceder a la idoneidad de las células clasificadas para aplicaciones especificas, tal como
para usos terapéuticos. Si las células clasificadas cumplen suficientemente los criterios para su uso en la aplicacién
terapéutica de interés, las células pueden liberarse de la cdmara de flujo continuo invirtiendo la inmovilizacién, como
se describié anteriormente. Por ejemplo, las células pueden recogerse en un recipiente de recogida adecuado (p. €j.,
un recipiente de recogida estéril con un medio apropiado), trasplantarse a un paciente segln un protocolo de
trasplante, o almacenarse para un posterior trasplante, p. €j., almacenarse congeladas en un medio de congelacién
adecuado. Si las células clasificadas no cumplen con los requisitos de idoneidad, las células pueden liberarse de la
camara de flujo continuo y desecharse.

Por lo tanto, en algunas realizaciones, la invencién proporciona sistemas de clasificacién fluidica que incluyen una
camara de flujo continuo configurada para recibir una particula (p. €j., una célula) en una corriente de fluido desde un
tubo colector, y un componente de inmovilizacién de particulas configurado para inmovilizar de forma reversible la
particula dentro de la cdmara de flujo continuo. El sistema de clasificacion fluidica es un sistema cerrado de
clasificacion fluidica, p. ej., un sistema en el que un tubo colector mévil dispuesto aguas abajo del punto de
interrogacién se mueve hacia la corriente central cuando se detecta una particula de interés (p. €j., una particula que
cumpla ciertos criterios espectrales, de tamafio, granularidad, u otros criterios) en el punto de interrogacién, de manera
que el tubo colector capture la particula de interés aguas abajo del punto de interrogacién. En determinadas
realizaciones, el componente de inmovilizacién de particulas inmoviliza de forma reversible la particula por medios
magnéticos. Por ejemplo, el componente de inmovilizacién de particulas incluye, opcionalmente, un generador de
campo magnético, tal como un iman permanente, un electroiman o ambos. Por consiguiente, los sistemas de
clasificacion fluidica de la invencién pueden incluir particulas marcadas magnéticamente. En otras realizaciones, la
inmovilizacién se logra por medios acusticos, p. €j., en los que el componente de inmovilizacién de particulas incluye
un generador de campo acustico.

Opcionalmente, los sistemas de clasificacion fluidica de la invencién incluyen, ademas, un componente de anélisis
configurado para analizar la particula inmovilizada dentro de la camara de flujo continuo. En ciertos aspectos, el
componente de anélisis incluye un microscopio, p. €j., un microscopio convencional, un microscopio de fluorescencia,
un microscopio confocal, un microscopio de barrido ldser o cualquier otro microscopio Util para analizar una o mas
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caracteristicas de particulas de interés. Para facilitar la observaciéon de la particula inmovilizada, la camara de flujo
continuo incluye, opcionalmente, una cubeta éptica de flujo continuo.

La presente invencién también proporciona métodos que incluyen atrapar una particula (p. ej., una célula) que fluya
desde un punto de interrogacién en un sistema de clasificacién fluidica, llevar la particula a una cadmara de flujo
continuo, e inmovilizar, preferiblemente de forma reversible, la particula dentro de la cdmara de flujo continuo. En
algunos aspectos, inmovilizar la particula incluye, opcionalmente, generar un campo magnético dentro de la camara
de flujo continuo. En otros aspectos, inmovilizar la particula comprende generar un campo acustico dentro de la camara
de flujo continuo.

Seguln una realizacién, los métodos incluyen, ademés, analizar la particula inmovilizada dentro de la cdmara de flujo
continuo. El analisis de la particula inmovilizada puede incluir observar la particula usando un microscopio, p. €j., un
microscopio convencional, un microscopio de fluorescencia, un microscopio confocal, un microscopio de barrido laser,
y similares. Opcionalmente, los métodos incluyen invertir la inmovilizacién para liberar la particula de la camara de
flujo continuo, y recoger la particula liberada.

En otros aspectos, se proporcionan componentes para su uso en un sistema de clasificacién fluidica. Los componentes
incluyen una camara de flujo continuo configurada para recibir una particula en una corriente de fluido desde un tubo
colector, y un subcomponente de inmovilizacién configurado para inmovilizar de forma reversible la particula dentro
de la celda de la camara de flujo continuo. El subcomponente de inmovilizacién puede incluir un generador de campo
magnético (p. €j., un iman permanente y/o un electroiman) o un generador de campo acustico. Segun una realizacion,
el componente incluye, ademas, un subcomponente de analisis configurado para analizar la particula inmovilizada
dentro de la cdmara de flujo continuo. El componente de andlisis incluye, opcionalmente, un microscopio, tal como un
microscopio convencional, un microscopio de fluorescencia, un microscopio confocal, un microscopio de barrido laser,
etc. En ciertos aspectos, la camara de flujo continuo de los componentes de la invencién incluye una cubeta 6ptica de
flujo continuo.

Segun una realizacién no cubierta por la invencidn reivindicada, se proporcionan kits que incluyen una camara de flujo
continuo configurada para acoplarse fluidicamente a un tubo colector en un sistema de clasificacién fluidica, y un
componente de inmovilizacién configurado para inmovilizar de forma reversible una particula dentro de la camara de
flujo continuo. El componente de inmovilizacién incluye, opcionalmente, un generador de campo magnético o un
generador de campo acustico.

Los sistemas, métodos, componentes y kits de clasificacién fluidica resumidos anteriormente, se describen con mayor
detalle a continuacién.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 proporciona una vista esquematica de un sistema de clasificacién fluidica segln una realizacién de la
invencién.

La Figura 2 es una ilustracién esquemética de un sistema de clasificaciéon fluidica segun otra realizacion de la
invencién.

Descripcién pormenorizada

Al describir adicionalmente las realizaciones de la invencién, los aspectos de las realizaciones de los sistemas de
clasificacion fluidica se describiran primero con mayor detalle. Posteriormente, se describen con mayor detalle
aspectos de las realizaciones de los métodos de uso de los sistemas de clasificacién fluidica. A continuacién, se
describen con mayor detalle aspectos de las realizaciones de los componentes y kits no cubiertos por la invencién
reivindicada.

Sistemas
Clasificacion

Tal como se usa en la presente memoria, un clasificador fluidico cerrado se refiere a un clasificador, tal como un
citbmetro de flujo de clasificacién, que clasifica las particulas suspendidas en una corriente de fluido que pasa a través
de un canal de flujo, redirigiendo una parte de la corriente de fluido que contiene una particula de interés a un canal
fluidico separado, sin expulsar la corriente de flujo a través de una boquilla en una corriente de gotas en el aire. Las
particulas de interés se identifican analizando las particulas a medida que fluyen a través de una regién de deteccion
(punto de interrogacion) dentro del canal de flujo, como ocurre con un tipico citdmetro de flujo de clasificacién. La
redireccién temporal de la corriente de fluido se realiza preferiblemente utilizando un tubo colector mévil, como se
describe en la patente de EE. UU. nim. US 5.030.002. De manera alternativa, la redireccién temporal de la corriente
de fluido se puede realizar utilizando cualquier mecanismo de valvula que pueda redirigir eficazmente la corriente de
fluido mediante control automético en respuesta a la deteccién de una particula de interés.
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Como en un tipico citémetro de flujo de clasificacidn, las particulas suspendidas en un medio liquido se hacen pasar
a través de un canal fluidico estrecho de una en una pasando por una regién de deteccidn. Las particulas se marcan
antes del anélisis, con uno o mas tintes fluorescentes para facilitar la identificaciéon. Al pasar por la regién de deteccién,
las particulas marcadas se exponen a la luz de excitacién, normalmente de uno o mas laseres, y se mide la
fluorescencia de las particulas resultantes. Normalmente, también se mide la cantidad de luz de excitacién dispersada
por las particulas. La cantidad de luz dispersada y la intensidad de la luz fluorescente emitida por cada uno de los
marcadores unidos proporcionan una caracterizacion de las particulas marcadas. Normalmente, las particulas que se
van a clasificar (es decir, las particulas de interés) se identifican usando algun criterio que se base en una o mas de
las propiedades épticas.

Cémara de flujo continuo

Los sistemas de clasificacidn fluidica de la invencién incluyen una cdmara de flujo continuo configurada para recibir
una particula en una corriente de fluido desde un tubo colector, y estan configurados para inmovilizar la particula en
la cdmara de flujo continuo. Opcionalmente, los sistemas se configuran para analizar las particulas inmovilizadas en
la cdmara de flujo continuo. La camara de flujo continuo puede tener cualquier configuracién conveniente y fabricarse
de cualquier material conveniente. En un aspecto, la cadmara de flujo continuo es una cubeta éptica de flujo continuo,
p. €j., una cubeta de calidad éptica suficiente como para que las particulas dentro de la cubeta puedan analizarse, p.
ej., utilizando un sistema de microscopio. Las dimensiones de la camara de flujo continuo pueden variar.

Las dimensiones de la cAmara de flujo continuo se pueden elegir segun, p. ej., el volumen de fluido deseado que debe
alojar la camara de flujo continuo, etc. Normalmente, las cdmaras de flujo continuo tendran un volumen de
aproximadamente uno a mas de 10 mililitros. Las cdmaras de flujo continuo de interés incluyen al menos un puerto de
entrada de fluido y al menos un puerto de salida de fluido, donde los al menos un puerto de entrada y de salida se
configuran para permitir el flujo de fluido hacia, a través y desde la cdmara de flujo continuo. Las cdmaras de flujo
continuo pueden incluir caracteristicas adicionales, si se desea, tales como mdltiples puertos, véalvulas, etc. Las
camaras de flujo continuo empleadas en los sistemas de la invencion pueden fabricarse utilizando cualquier protocolo
conveniente, tal como mediante protocolos de fabricacién de dispositivos microfluidicos.

En las realizaciones en las que la clasificacién se realiza utilizando un tubo colector mévil, tal como se describe, p. ¢j.,
en la patente de EE. UU. nim. US 5.030.002, la camara de flujo continuo de la presente invencién se acopla
fluidicamente al tubo colector mévil, y se configura para recibir una particula de interés capturada selectivamente por
el tubo colector, como se ilustra esquematicamente en la Figura 2.

Inmovilizacién

Un componente de inmovilizacién de particulas esta acoplado operativamente a la camara de flujo continuo en los
sistemas de la invencién. Por componente de inmovilizacién de particulas, se entiende un componente de un sistema
de clasificacién fluidica configurado para inmovilizar, preferiblemente de forma reversible, una particula dentro de una
camara de flujo continuo del sistema. El subcomponente de inmovilizaciéon de particulas puede configurarse para
inmovilizar una particula de interés mediante una variedad de mecanismos.

En algunos casos, el subcomponente de inmovilizacién de particulas puede incluir un generador de campo magnético,
p. €j., un iman permanente, un electroiman o una combinacién de los mismos. Para su uso con un subcomponente de
inmovilizacién magnética, las particulas se marcan con una o mas perlas magnéticas antes del anélisis. Este marcado
magnético se suma a cualquier marcado fluorescente, si lo hubiera, utilizado para identificar las células de interés.
Normalmente, las células se marcaran con anticuerpos marcados tanto magnética como fluorescentemente, aunque
en algunos casos, la clasificacién de las particulas de interés puede basarse Unicamente en las propiedades de
dispersion de la luz o en la fluorescencia celular inherente.

Normalmente, el marcado magnético de las células se realiza utilizando perlas magnéticas conjugadas con uno o mas
anticuerpos que se unen a un polipéptido en la superficie de la célula, p. ej., un receptor de la superficie celular. Por
ejemplo, los glébulos blancos se pueden marcar con perlas magnéticas que incluyan anticuerpos que se unan
especificamente al CD45, las células madre se pueden marcar con perlas magnéticas que incluyan anticuerpos que
se unan especificamente al CD34, etc. Los anticuerpos unidos a las perlas magnéticas adecuadas para marcar células,
son muy conocidos en la técnica y estan disponibles comercialmente de mlltiples proveedores, p. €j., BD Biosciences
(San José, CA). Cuando la particula marcada magnéticamente entra en la cdmara de flujo continuo, un campo
magnético generado por el subcomponente de inmovilizacién de particulas inmoviliza la particula dentro de la cadmara
de flujo continuo.

La inmovilizacién de particulas es reversible. Por ejemplo, cuando el subcomponente de inmovilizacién de particulas
incluye un iman permanente, el iman puede colocarse lo suficientemente adyacente a la cdmara de flujo continuo de
manera que un campo magnético generado por el iman inmovilice la particula. Cuando ya no se desee lainmovilizacion
de particulas, p. €j., cuando sea deseable recoger la una o mas particulas inmovilizadas, la distancia entre el iman
permanente y la camara de flujo continuo puede aumentarse, p. ej., moviendo el imén a una ubicacién mas distante
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de la cdmara de flujo continuo, de manera que el campo magnético sea insuficiente para mantener la inmovilizacién
de la particula. En un aspecto relacionado, cuando el subcomponente de inmovilizacién de particulas incluya un
electroiman colocado adyacente a la camara de flujo continuo, se puede permitir que una corriente fluya a través de
una bobina del iman, generando asi un campo magnético suficiente como para inmovilizar las particulas en la cAmara
de flujo continuo. El invertir la inmovilizacién se puede lograr reduciendo o eliminando la corriente que fluye a través
de la bobina. La presente invenciéon también proporciona subcomponentes para la inmovilizacién reversible de
particulas, que incluyen un imén permanente y un electroiman, para inmovilizar de forma reversible particulas
marcadas magnéticamente dentro de la camara de flujo continuo.

En otra realizacién, la inmovilizacién de particulas se logra utilizando un subcomponente de inmovilizacién de
particulas, que incluye un campo acustico y/o un generador de nodos de presién configurado para producir un campo
acustico o de desplazamiento dentro de la camara de flujo continuo. Tal como se usa en la presente memoria, un
“generador de campo acustico” incluye un generador de vibraciones, tal como un transductor piezoeléctrico (que
convierte la energia eléctrica en energia mecanica), un generador de desplazamiento, un elemento de accionamiento
en linea, o cualquier otro dispositivo capaz de producir dentro de la cdmara de flujo continuo un campo acustico o de
desplazamiento suficiente como para inmovilizar la particula de interés, p. ej., de modo que la presién del campo
acustico o del de desplazamiento atrape la particula de interés en una superficie de la camara de flujo continuo. La
inmovilizacién acUstica y/o la concentracién de particulas dentro de un dispositivo fluidico se describen, p. €j., en la
patente de EE. UU. nim. US-7.837.040, titulada: “Acoustic Concentration of Particles in Fluid Flow”, y la patente de
EE. UU. nim. US-7.373.805, titulada: “Apparatus for Directing Particles in a Fluid”.

La inmovilizacién de particulas utilizando un generador de campo acustico y/o un generador de nodos de presién es
reversible. El invertir la inmovilizacién de la particula dentro de la cdmara de flujo continuo se logra reduciendo la
intensidad (o eliminandola por completo) del campo acUstico o del de desplazamiento generado por el generador de
campo acustico, p. €j., apagando el generador.

En ciertos aspectos, el subcomponente de inmovilizacién de particulas esta sincronizado con la cdmara de flujo
continuo. Por ejemplo, la camara de flujo continuo puede estar conectada a multiples puertos con valvulas asociadas.
Las valvulas pueden sincronizarse con un interruptor (p. €j., un interruptor que reduzca o elimine la generacién de
campo magnético por el subcomponente de inmovilizacién de particulas) que invierta la inmovilizacién, de modo que
las células deseadas puedan recogerse en un puerto para su posterior procesamiento, y desecharse las células no
deseadas.

Componente de analisis

Los sistemas de la invencién incluyen, opcionalmente, un componente de analisis configurado para analizar una
particula inmovilizada dentro de la cdmara de flujo continuo. El componente de analisis puede incluir cualquier
dispositivo capaz de analizar una o més caracteristicas de particulas de interés para un usuario del sistema. Segun
esta realizacién, el componente de analisis estd acoplado operativamente (p. ej., acoplado 6pticamente) a la camara
de flujo continuo, para permitir el analisis de las particulas inmovilizadas en la misma.

En ciertos aspectos, el componente de analisis incluye un microscopio. El microscopio puede ser un microscopio
convencional (p. €j., un microscopio que ilumine la particula con luz para producir una imagen ampliada de la particula),
un microscopio de fluorescencia, un microscopio confocal, un microscopio de barrido laser, o cualquier otro tipo de
microscopio Util para analizar particulas en un sistema de clasificacién fluidica. Segln esta realizacién, el microscopio
se acopla 6pticamente a la camara de flujo continuo. Por ejemplo, el microscopio y la cdmara de flujo continuo pueden
configurarse de tal manera que el microscopio ilumine (p. ej., proporcione radiacién de excitacién a) la particula
inmovilizada y genere una imagen ampliada de la particula.

Los sistemas de citometria de flujo tradicionales analizan las particulas segin su tamafio, granularidad y emisién de
fluorescencia. El componente de analisis opcional de la presente invencion permite la observacién directa de los
atributos de las particulas que no se pueden observar utilizando sistemas de citometria de flujo tradicionales. Por
ejemplo, cuando el subcomponente de analisis incluye un microscopio y la particula es una célula, se pueden observar
y/o medir las propiedades fisicas, quimicas y/o bioldgicas subcelulares de la célula inmovilizada.

La particula recogida por el tubo colector puede suministrarse posteriormente a un recipiente de recogida apropiado,
p. ej., un tubo de recogida, un micropocillo, una placa de cultivo de tejidos, o cualquier recipiente de recogida
conveniente para una aplicacién adicional de interés, p. €j., el aislamiento de acidos nucleicos, el cultivo de células y/o
tejidos, y similares. La recogida y el depésito de una célula de interés pueden realizarse en condiciones estériles para
aplicaciones afectadas adversamente, p. €j., por la contaminacién microbiana.

Descripcion basada en las figuras
En la Figura 1 se proporciona una vista esquematica de un sistema de clasificacién fluidica segin una realizaciéon de

la invencién. Como se muestra, el sistema 100 incluye una cadmara 102 de flujo continuo configurada para recibir una
particula en una corriente de fluido desde un tubo colector (mostrado como circulos negros sélidos). El sistema también
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incluye el subcomponente 104 de inmovilizaciéon de particulas configurado para inmovilizar de forma reversible la
particula 106 dentro de la cdmara de flujo continuo. Debido a que puede ser deseable analizar la particula en la cdmara
de flujo continuo, el sistema incluye, opcionalmente, el subcomponente 108 de analisis configurado para analizar la
particula inmovilizada dentro de la cdmara de flujo continuo.

En la Figura 2 se ilustra esquematicamente un sistema de clasificacién fluidica segin una segunda realizacion de la
invencién. En esta realizacién, el sistema 200 de clasificacién fluidica es un sistema cerrado de clasificacion fluidica
que tiene un tubo 202 colector mévil configurado para recibir una 0 mas particulas de interés a medida que las
particulas fluyen desde el punto 204 de interrogacién. Las particulas recogidas por el tubo colector 202 se suministran
a una camara de flujo continuo, p. €j., la cubeta 206 Sptica de flujo continuo configurada para recibir una particula en
una corriente de fluido desde el tubo colector. Las particulas 208 de interés marcadas magnéticamente se inmovilizan
dentro de la cubeta 206 mediante un campo magnético generado por un componente de inmovilizacién de particulas
que incluye el electroiman 210. Opcionalmente, el sistema incluye un componente de analisis que incluye el
microscopio 212 configurado para analizar una o mas particulas, p. ej., las particulas 208, inmovilizadas dentro de la
camara 206 de flujo continuo. En un aspecto, la presente invencién proporciona el sistema ilustrado esquematicamente
en la Figura 2 como un sistema completo, p. ej., un clasificador fluidico cerrado con una cadmara de flujo continuo
integrada y un componente para la inmovilizacién reversible (y, opcionalmente, componentes para el anélisis y/o la
recogida de una particula de interés). En otras realizaciones, como se describe mas adelante, pero no cubiertas por
la invencién reivindicada, la camara de flujo continuo y el componente de inmovilizacién (y, opcionalmente, un
componente de analisis y/o un medio de recogida) también pueden proporcionarse como un componente 0 como un
kit, p. ej., para otorgar una funcionalidad adicional a un sistema existente de clasificacién fluidica. Los componentes y
kits se describen a continuacién en la presente memoria.

Segun determinadas realizaciones de la presente invencién, p. €], el sistema 200 de clasificacidn fluidica ilustrado
esquematicamente en la Figura 2, la inmovilizacion reversible de particulas proporcionada por la presente invencién,
es util no solo para permitir la observacién de particulas de interés en la cdmara de flujo continuo, sino también para
analizar y recoger particulas de interés (p. ej., células raras) a densidades de particulas que no se puedan lograr
utilizando clasificadores fluidicos cerrados convencionales. Como se describié anteriormente, cuando el tubo colector
de un clasificador fluidico cerrado convencional no captura selectivamente una particula de interés, el tubo colector
recoge el fluido envolvente. En consecuencia, las particulas de interés se recogen a densidades demasiado bajas
para ciertos tipos de analisis. Como proporcionan determinadas realizaciones de los sistemas de clasificacion fluidica
de la presente invencién, la inmovilizacién de particulas aguas abajo del tubo colector concentra eficazmente las
particulas, lo que facilita su analisis eficiente dentro del sistema y/o su recogida final a densidades suficientes para su
posterior analisis, experimentacién, manipulacién y/o uso.

Métodos

La invencién también proporciona métodos, p. ej., métodos de uso de los sistemas de clasificacién fluidica descritos
anteriormente. Los métodos incluyen clasificar una particula de interés utilizando un sistema cerrado de clasificacion
fluidica, llevar la particula a una camara de flujo continuo, e inmovilizar, preferiblemente de forma reversible, la
particula dentro de una cdmara de flujo continuo.

En una realizacién de los métodos de la invencidn, las particulas se inmovilizan utilizando un campo magnético
generado dentro de la camara de flujo continuo, como se describid anteriormente. En otras realizaciones, las particulas
se inmovilizan utilizando un campo acustico y/o un nodo de presién dentro de la cdmara de flujo continuo, como se
describié anteriormente.

En otras realizaciones, los métodos incluyen, ademas, analizar la particula inmovilizada dentro de la camara de flujo
continuo. El analisis de la particula inmovilizada se realiza preferiblemente utilizando un microscopio 6ptico. El
microscopio puede ser cualquier microscopio que sea Util en el analisis de las caracteristicas de las particulas de
interés, incluido un microscopio convencional, un microscopio de fluorescencia, un microscopio confocal o un
microscopio de barrido laser.

Puede ser deseable recoger la particula de la camara de flujo continuo, para permitir el posterior analisis,
experimentacién, manipulacién y/o uso de la particula. Como tal, los métodos de la invencién incluyen, opcionalmente,
invertir la inmovilizacion para liberar la particula, y recoger la particula liberada. Los enfoques adecuados para recoger
la particula liberada incluyen el empleo de un clasificador de particulas acoplado operativamente a la camara de flujo
continuo.

Kits

La presente descripcién también proporciona kits no cubiertos por la invencién reivindicada. Los kits son utiles, p. €j.,
para incorporar la cdmara de flujo continuo y el componente de inmovilizacién descritos anteriormente en un sistema
de clasificacion fluidica que carezca de dichos componentes. Los kits incluyen una cdmara de flujo continuo (p. €j.,
una cubeta éptica de flujo continuo) configurada para acoplarse fluidicamente a un sistema de clasificacién fluidica, y
un componente de inmovilizacién configurado para inmovilizar de forma reversible una particula dentro de la cdmara
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de flujo continuo. Opcionalmente, los kits incluyen un componente de analisis configurado para analizar una particula
inmovilizada de forma reversible dentro de la camara de flujo continuo. El componente de inmovilizacién puede incluir
un generador de campo magnético o un generador de campo acUstico, como se describié anteriormente. El
componente de analisis opcional puede incluir un microscopio, p. €j., un microscopio convencional, un microscopio de
fluorescencia, un microscopio confocal, un microscopio de barrido laser, y cualquier otro tipo de microscopio que sea
util en sistemas de clasificacion fluidica.

Los componentes del kit (incluida la camara de flujo continuo) pueden proporcionarse como una sola unidad (p. €j.,
como el componente 214 de la Figura 2), donde la incorporacién de los componentes en el sistema de clasificacion
fluidica podria lograrse facilmente acoplando fluidicamente la camara de flujo continuo de la unidad a un sistema de
clasificacion fluidica, p. €j., un clasificador fluidico cerrado. De manera alternativa, uno o més de, p. ej., la camara de
flujo continuo y/o el componente de inmovilizacién pueden proporcionarse como componentes individuales del kit para
su integracién por separado en un sistema de clasificacion fluidica.

Los kits en cuestién incluirdn, ademas, instrucciones para, p. €j., acoplar operativamente los componentes del kit (ya
sea como una sola unidad o individualmente) a un sistema de clasificacion fluidica. Estas instrucciones pueden
encontrarse en los kits objeto en una variedad de formas, una o mas de las cuales pueden encontrarse en el kit. Una
forma para que estén presentes estas instrucciones es como informacién impresa en un medio o sustrato adecuado,
p. €j., una o varias hojas de papel donde esté impresa la informacién, en el embalaje del kit, en un prospecto, etc. Otro
medio més seria un soporte legible por ordenador, p. €j., disquete, CD, etc., donde se haya grabado la informacion.
Otro medio mas que puede estar presente es una direccién de sitio web que pueda utilizarse a través de Internet, para
acceder a la informacién en un sitio remoto. En los kits puede haber cualquier medio conveniente.

Debe entenderse que esta invencidn no se limita a las realizaciones particulares descritas en la presente memoria, ya
que, por supuesto, pueden variar. También debe entenderse que la terminologia utilizada en la presente memoria
tiene por objeto describir solamente realizaciones particulares, y no pretende ser limitativa, ya que el alcance de la
presente invencién se limitarg Gnicamente por las reivindicaciones adjuntas.

Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio, hasta la décima parte de la
unidad del limite inferior, a menos que el contexto indique claramente lo contrario, entre el limite superior e inferior de
ese intervalo y cualquier otro valor indicado o intermedio en ese intervalo indicado, esta abarcado dentro de la
invencién. Los limites superior e inferior de estos intervalos mas pequefios pueden incluirse independientemente en
los intervalos méas pequefios, y también estdn abarcados dentro de la invencién, sujeto a cualquier limite
especificamente excluido en el intervalo indicado. Cuando el intervalo indicado incluya uno o ambos limites, los
intervalos que excluyen cualquiera 0 ambos de esos limites incluidos también se incluyen en la invencion.

Ciertos intervalos se presentan en la presente memoria con valores numéricos precedidos por el término
“aproximadamente”. El término “aproximadamente” se utiliza en la presente memoria para proporcionar soporte literal
para el nimero exacto que precede, asi como un nimero cercano o aproximado al niUmero que precede al término.
Para determinar si un niUmero esta cerca de o aproximadamente a un nimero especificamente recitado, el nimero no
recitado cercano o aproximado puede ser un numero que, en el contexto en el que se presenta, proporcione el
equivalente sustancial del nimero especificamente recitado.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen
el mismo significado que cominmente entiende un experto en la técnica a la que pertenece esta invencién. Aunque
cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en la presente memoria también se puede usar en la
practica o prueba de la presente invencién, ahora se describen métodos y materiales ilustrativos representativos.

Cabe sefialar que tal como se usa en la presente memoria y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular
“un”, “una” y “el/la” incluyen referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Se observa
ademas que las reivindicaciones se pueden redactar para excluir cualquier elemento opcional. Como tal, esta
declaracién pretende servir como base antecedente para el uso de terminologia exclusiva como “Unicamente”,
“solamente”y similares en relacién con la recitacién de los elementos de las reivindicaciones, o el uso de una limitacién

“negativa”.

Se aprecia que ciertas caracteristicas de la invencion, que, por motivos de claridad, se describen en el contexto de
realizaciones por separado, también pueden proporcionarse en combinacién en una Unica realizacion. Por el contrario,
varias caracteristicas de la invencidn, que se describen, por brevedad, en el contexto de una Unica realizacién, también
pueden proporcionarse por separado o en cualquier subcombinacién adecuada. Todas las combinaciones de las
realizaciones estan especificamente incluidas en la presente invencién, y se describen en la presente memoria
exactamente como si todas y cada una de las combinaciones se divulgaran individual y explicitamente, en la medida
en que tales combinaciones abarcan procesos y/o dispositivos/sistemas/kits operativos. Ademas, todas las
subcombinaciones enumeradas en las realizaciones que describen tales variables, también estan incluidas
especificamente en la presente invencién, y se describen en la presente memoria exactamente como si todas y cada
una de estas subcombinaciones de grupos quimicos se divulgaran individual y explicitamente en la presente memoria.
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Como resultaré evidente para los expertos en la técnica al leer esta divulgacion, cada una de las realizaciones
individuales descritas e ilustradas en la presente memoria tiene componentes y caracteristicas diferenciados que
pueden separarse facilmente, o combinarse con las caracteristicas de cualquiera de las otras diversas realizaciones,
sin abandonar el &mbito de la presente invencién como se define mediante las reivindicaciones adjuntas.

Cualquier método recitado puede llevarse a cabo en el orden de los eventos recitados o en cualquier otro orden que
sea légicamente posible.
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REIVINDICACIONES
Un sistema (200) cerrado de clasificacion fluidica, que comprende:

un componente de deteccidén configurado para detectar una particula (106, 208) de interés en una
corriente de flujo de particulas en un punto (204) de interrogacién; y

un tubo (202) colector mévil configurado para activarse para moverse a una posicién para recibir la
particula (106, 208) de interés detectada que fluye desde el punto (204) de interrogacién cuando la
particula (106, 208) de interés se detecte en el punto (204) de interrogacion;

una cédmara (102, 206) de flujo continuo configurada para recibir la particula (106, 208) desde el
tubo (202) colector mévil, en donde la camara (102, 206) de flujo continuo consiste en un Unico
puerto de entrada de fluido, un solo puerto de salida de fluido, y un componente (104, 210) de
inmovilizacién de particulas colocado entre los mismos;

en donde el componente (104, 210) de inmovilizacion de particulas esta configurado para inmovilizar
de forma reversible la particula (106, 208) dentro de la camara (102, 206) de flujo continuo.

El sistema (200) cerrado de clasificacién fluidica segln la reivindicacién 1, en donde el componente (104,
210) de inmovilizacién de particulas comprende un generador de campo magnético, que comprende
preferiblemente un iman permanente y/o un electroiman (210).

El sistema (200) cerrado de clasificacién fluidica segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que
comprende, ademés, un componente (108, 212) de andlisis configurado para analizar la particula
inmovilizada (106, 208) dentro de la camara (102, 206) de flujo continuo, preferiblemente en donde el
componente de anélisis comprende un microscopio (212), més preferiblemente en donde el microscopio (212)
se selecciona del grupo que consiste en: un microscopio convencional, un microscopio de fluorescencia, un
microscopio confocal, y un microscopio de barrido laser.

El sistema (200) cerrado de clasificacion fluidica segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
donde la cdmara (102, 206) de flujo continuo estd configurada para recibir una particula (106, 208) que es
una célula.

El sistema (200) cerrado de clasificacion fluidica segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
donde la camara de flujo continuo comprende una cubeta (206) 6ptica de flujo continuo.

El sistema (200) cerrado de clasificacion fluidica segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
donde el sistema (200) cerrado de clasificaciéon fluidico comprende particulas (208) marcadas
magnéticamente.

El sistema (200) cerrado de clasificacion fluidico segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
donde el sistema (200) cerrado de clasificacién fluidico comprende, ademés, un clasificador de particulas
configurado para recibir la particula de la camara de flujo continuo, preferiblemente en donde el clasificador
de particulas comprende un tubo colector configurado para recibir la particula de la cdmara de flujo continuo
cuando el tubo colector esta activado.

Un método que comprende:

(a)detectar una particula de interés en una corriente de flujo de particulas en un punto (204) de
interrogacion;

(b)redirigir la particula de interés detectada a un tubo (202) colector mévil separado del fluido de la
corriente de flujo de particulas;

(c)captar la particula (106, 208) de interés que fluye desde el punto (204) de interrogacidén en dicho
tubo (202) colector mévil, en donde el tubo (202) colector mévil esta configurado para activarse para
moverse a una posicién para recibir la particula (106, 208) de interés detectada cuando la particula
(108, 208) de interés se detecta en el punto (204) de interrogacion;

(d)llevar la particula (106, 208) de interés a una cdmara (102, 206) de flujo continuo acoplada
fluidicamente al tubo colector (202), en donde la camara (102, 206) de flujo continuo consiste en un
Unico puerto de entrada de fluido, un Unico puerto de salida de fluido, y un componente (104, 210)
de inmovilizacién de particulas colocado entre los mismos, en donde el componente (104, 210) de
inmovilizacién de particulas esta configurado para inmovilizar de forma reversible la particula (1086,
208) de interés dentro de la cdmara de flujo continuo (102, 206); y

(e)inmovilizar de forma reversible la particula (106, 208) de interés dentro de la camara (102, 206)
de flujo continuo.

El método segln la reivindicacién 8, en donde la inmovilizacién reversible de la particula (106, 208) de interés
comprende generar un campo magnético dentro de la cdmara (102, 206) de flujo continuo.
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El método segln las reivindicaciones 9 o 10, que comprende, ademas, analizar la particula (106, 208) de
interés inmovilizada dentro de la camara (102, 206) de flujo continuo, preferiblemente en donde analizar la
particula (106, 208) de interés inmovilizada comprende observar la particula (106, 208) de interés utilizando
un microscopio (212), mas preferiblemente en donde la particula (106, 208) de interés se observa utilizando
un microscopio (212) seleccionado entre: un microscopio convencional, un microscopio de fluorescencia, un
microscopio confocal y un microscopio de barrido laser.

El método segln cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 anteriores, que comprende, ademas, invertir la
inmovilizacién para liberar la particula (108, 208) de interés, y recoger la particula liberada. particula (1086,
208) de interés.

El método segln cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 anteriores, en donde la particula (106, 208) de
interés es una célula.
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Figura 1
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Figura 2

260

Tubo colector

N

\"\‘.‘g \\\\.\\\\&\\

y

“;\}\,‘,
Laser \\\\\‘%‘ \\

AN \
w\\\\\\\\\\ SVN O som

ER
FIow
S
N N N
§ i \”\ 13
0§ 33
N § § ¥ 3
envolvente } “% . i envolvente

Particulas tefiidas
magnéticamente

14



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - CLAIMS
	Page 12 - CLAIMS
	Page 13 - DRAWINGS
	Page 14 - DRAWINGS

