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DESCRIPCION
Un método de resonancia magnética para detectar y confirmar analitos
Solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica el beneficio de las solicitudes provisionales de EE.UU. n° de serie 60/673.382
presentada el 21 de abril de 2005, titulada BIO-HAZARD SUBSTANCE DETECTOR AND IDENTIFIER, y numero de
serie 60/669.019 presentada el 07/04/2005, titulada SHIPPING CONTAINER INSPECTION DEVICE.

Interés del gobierno

La presente invencion se hizo con la financiacion del gobierno de EE.UU. bajo uno o mas de los siguientes
contratos: Centro de Asuntos de Guerra Aérea Naval n68335-02-c-3120, contratos del Departamento de Seguridad
Nacional NBCHC060017 y HSHQPA-05-9-0039. El gobierno de EE.UU. tiene ciertos derechos en la presente
invencion.

Antecedentes
1. Campo de la invencién

La presente invencion se refiere generalmente al campo de la deteccidon de analitos y adicionalmente se refiere a
detectar analitos usando resonancia magnética.

2. Técnica relacionada

La tecnologia de deteccion de analitos especificos abarca una amplia variedad de instrumentacion y técnicas de
laboratorio que incluyen instrumentos de cromatografia de liquidos y de gases (CL y CG, respectivamente),
espectrometria de masas (EM), espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN), reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), espectroscopia optica y fluoroscopia, espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier
(FTIR) y de movilidad i6nica. Sin embargo, los instrumentos de analisis quimico de hoy en dia son grandes y caros,
requieren un operario experto, implican una compleja preparacion de muestras y requieren cantidades sustanciales
de tiempo para el analisis.

Hay una necesidad critica en el mundo de mejorar la deteccion de sustancias quimicas y microbios especificos. Por
ejemplo, en el area de la seguridad nacional, se necesita un sistema para detectar agentes bioldgicos, toxinas y
armas quimicas para proporcionar una alerta temprana en caso de ataque terrorista. Una capacidad de deteccién tal
también podria usarse para buscar sitios clandestinos en los que estén en desarrollo o en produccion tales armas,
permitiendo asi la accién para prevenir su uso. También se necesita un sistema para escanear correo y paquetes
para detectar un ataque terrorista.

También se necesita la deteccion mejorada de patdégenos para la ciencia médica. La deteccion sensible de ADN o
proteinas asociadas a gripe aviar, encefalopatia espongiforme bovina (mas comunmente denominada la
“enfermedad de las vacas locas”) o el sindrome respiratorio agudo grave (SRAG) permitiria la intervenciéon para
evitar una pandemia. El amplio uso clinico de un sistema tal ayudaria en la identificacion de enfermedades comunes
o enfermedades graves, ayudando enormemente a los médicos en el diagndstico.

También se necesita la deteccion de diversas sustancias quimicas para aplicaciones industriales para detectar
sustancias quimicas industriales téxicas (SQIT) y materiales industriales téxicos (MIT). Un sistema tal permitiria la
deteccion de fugas, control de procesos, deteccion de la degradacion de materiales, control de concentracion, y un
sinfin de otras aplicaciones de procesos en una amplia variedad de industrias.

También se necesita la deteccién mejorada en la agricultura y la produccion de alimentos, ademas de un medio para
detectar la contaminacion, podredumbre o envenenamiento de alimentos. Los alimentos incluyen, por ejemplo,
articulos tales como agua potable y zumos de frutas. También hay una necesidad en las pruebas forenses que
incluye, por ejemplo, busqueda de secuencias de ADN especificas en una muestra en el sitio de busqueda.

Estan en desarrollo técnicas de deteccion por resonancia magnética que implican particulas paramagnéticas a
escala nanométrica (nanoparticulas) que previamente se han usado como agentes de contraste de IRM. Las
particulas comprenden un nudcleo de material paramagnético o superparamagnético (ambos se denominan
generalmente en el presente documento paramagnético), recubierto por una vaina de material no magnético que
esta adornado con moléculas reactivas para promover la uniéon a células diana tales como patdgenos, células
tumorales, etc. Las nanoparticulas se inyectan en un paciente antes del analisis de IRM. Se unen a las células
diana, producen un cambio local en las propiedades de las imagenes IRM y permiten la deteccién o localizacion de
las células diana.

Las nanoparticulas también se han usado in vitro. Disueltas o en suspension en un medio liquido, las nanoparticulas
se unen a células diana o moléculas en el medio. Las nanoparticulas y los analitos pueden formar agregados que
incorporan de docenas a miles de nanoparticulas. Tales agregados son detectables por dispersion de la luz,
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microscopia de fuerza atémica, microscopia electrénica, y en algunos casos por efectos de RMN. Véase, por
ejemplo, la patente de EE.UU. n°® 5.254.460 a Josephson y col.

Los reactivos especificos para diana pueden montarse sobre las nanoparticulas para proporcionar selectividad
especifica por analito. Una desventaja es la necesidad de formar agregaciones que comprendan una pluralidad de
nanoparticulas y una pluralidad de células o moléculas diana, debido a que la agregacion solo se produce cuando
cada nanoparticula esta unida a multiples analitos y cada analito esta unido a multiples nanoparticulas. La
agregacion puede inhibirse por efectos geométricos tales como una variacién en el tamafio entre nanoparticulas.
Puede requerirse tiempo sustancial para que se formen las agregaciones.

Se realizaron estudios previos sobre la aglomeracion en relajdmetros de mesa e instrumentos de RM de alto campo.
La preparacion e insercion de muestras en el tubo de RMN es tediosa. La mezcla a mano de cada muestra y luego
la insercién de la muestra requiere tiempo y se pierde el importante evento de unién que tiene lugar pronto cuando el
analito se une a la nanoparticula. Se requiere un instrumento compacto y automatizado para acelerar las
mediciones. Por tanto, es importante entender los fenédmenos que describen los cambios observados en la medicion
desde un punto de vista fisico y bioquimico basico.

Estudios previos no modelaron el cambio en los efectos de T2 desde un punto de vista fisico. Los simples efectos de
la aglomeracién se observaron por medios Opticos (microscopios) para establecer los fendmenos referentes al
cambio en T2. Ademas, estudios previos no aprovecharon el control de la estequiometria de las nanoparticulas para
adaptar los parametros medidos para diversas aplicaciones que condujeran a productos de RMN especificos.

Estudios previos usaron muestras que eran puras y no estaban sometidas a interferencias tales como polvo, acidos,
etc. Ademas, no hubo requisito de mediciones rapidas combinadas con la no interferencia de moléculas vecinas
desordenadas y proximas, coste del sistema global, bajas falsas alarmas y alta probabilidad de deteccion. Tampoco
hubo intervalo definido de concentraciones del analito que iba a detectarse.

Estudios previos no consideraron el uso de materiales paramagnéticos mejorados tales como compuestos de hierro,
cobalto y niquel que condujeran a una magnetizacion mas fuerte y sensibilidad mejorada.

El documento WO 02-098364 desvela proporcionar composiciones de conjugados de resto de unidn-nanoparticula,
agregados de estos conjugados, y nuevos métodos de uso de estos conjugados, y agregados. Las nanoparticulas
en estos conjugados pueden ser 6xidos metalicos magnéticos, tanto monodispersos como polidispersos. Los restos
de unién pueden ser, por ejemplo, oligonucleotidos, polipéptidos o polisacaridos. Las composiciones pueden usarse
en ensayos para detectar moléculas diana, tales como acidos nucleicos y proteinas, in vitro o como agentes de
contraste de resonancia magnética (RM) para detectar moléculas diana.

Resumen

Se proporciona un método que puede detectar analitos diana basandose en mediciones de resonancia magnética.
En un aspecto, los analitos se detectan usando nanoparticulas especificas en forma de nanoconmutadores de
resonancia magnética.

Segun la presente invencion, se proporciona un método como se explica en la reivindicacion 1. Las caracteristicas
preferidas de la invencion se explican en las reivindicaciones dependientes.

En un aspecto, los sistemas y métodos detectan analitos elegidos como diana con especificidad muy alta, a pesar de
la interferencia vecina proxima, suciedad, desorden, interferentes bioldgicos tales como esporas de moho,
interferentes proteinaceos tales como leche desnatada y albumina de huevo, interferentes paramagnéticos tales
como hemoglobina y acido humico (que contiene hierro quelatado), interferentes medioambientales tales como el
llamado polvo de Arizona, hollin de diesel, etc.

Un aspecto incluye un sistema y método de deteccion de analitos en un medio liquido. En otro aspecto, los analitos
pueden introducirse como aerosol, hidrosol, y en medios complejos tales como alimentos.

El sistema incluye un sistema de resonancia magnética para detectar sefiales de resonancia del liquido, un campo
magnético que pasa a través de ese liquido, y una regién dentro del liquido en la que el campo magnético tiene una
propiedad distinta tal como un valor o gradiente particular. El liquido dentro de esa regiéon produce sefales de
resonancia magnética que dependen de la propiedad del campo, y el liquido fuera de esa region también puede
influirse por la region debido a la difusion. Un material que tiene afinidad particular por el analito esta adyacente a la
region. El analito se une a o es retenido por el material de afinidad y desplaza liquido de esa region, alterando asi las
sefiales de resonancia magnética y revelando el analito.

Un sistema para detectar un analito comprende: una muestra que contiene el analito dentro de un medio liquido,
medios para generar un primer campo magnético dentro del liquido, medios para generar un segundo campo
magnético dentro de una region especial dentro del liquido, medios para retener el analito dentro de la region
especial, un instrumento de resonancia magnética que puede medir sefales de resonancia magnética del liquido, y
medios para analizar aquellas sefales para determinar si el liquido ocupa o no la region especial. Alternativamente,
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el liquido que pasa por la region especial influye en las sefales de resonancia magnética del liquido restante. El
segundo campo magnético es distinto del primer campo magnético de manera que las sefales del liquido que reside
dentro de la region especial se diferencian detectablemente de las sefiales del liquido localizado exterior a la region
especial. Si esta presente, un analito desplaza liquido de la regién especial. Asi, si las sefiales muestran que el
liquido ocupa la regién especial, el analito debe estar ausente. Si las sefiales muestran que el liquido es desplazado
de la regién especial, entonces el analito debe estar presente, y asi se detecta.

El analito puede ser cualquier molécula, complejo molecular, microbio, sustancia quimica o material que pueda estar
contenido en el medio liquido, y que desplace el liquido cuando entonces esta contenido. Ejemplos de analitos
incluyen biomoléculas tales como proteinas, ADN, ARN, o fragmentos o complejos de los mismos; enzimas,
moléculas pequefias, organismos, microbios tales como virus o bacterias completas o alteradas; células completas o
alteradas de otras especies que incluyen seres humanos, sustancias quimicas no bioldgicas tales como moléculas
de armas quimicas, explosivos, insecticidas, productos farmacéuticos y sustancias quimicas industriales.

En una realizacion, el liquido contiene el analito. Aqui “contiene” significa que el analito esta disuelto, en suspension,
emulsionado, o de otro modo completamente encerrado en y disperso dentro del liquido. Por tanto, el analito
desplaza el liquido, que significa que las moléculas del analito no pueden ocupar conjuntamente espacio con
moléculas del liquido.

El liquido puede ser cualquier material fluido que incluya un nucleo que tenga espin no cero. Solo los nucleos con
espin no cero dan lugar a los fenomenos de RMN. El liquido incluye tales ndcleos cuando las moléculas que
comprenden el liquido comprenden un nicleo con espin no cero, tal como el hidrégeno en la molécula de agua.
Alternativamente, el liquido puede incluir ntcleos tales como solutos o suspensiones, tales como un soluto fluorado
que genera sefales de resonancia magnética a la frecuencia de Larmor de 9F,

En otro aspecto, un sistema incluye un primer campo magnético que pasa por el liquido. El primer campo magnético
puede producirse por un electroiman, iman permanente, bobina superconductora, o cualquier otra fuente.
Normalmente, el primer campo magnético es un campo magnético estatico y sustancialmente uniforme que puede
estar en el intervalo de 0,01 Tesla a 20 Tesla, y es una parte del sistema de resonancia magnética.

Un segundo campo magnético se genera en una region especial de la muestra. El segundo campo magnético es
distinto del primer campo magnético en algin parametro que es detectable usando resonancia magnética. Por
ejemplo, el segundo campo magnético puede diferenciarse del primer campo magnético en magnitud, orientacion,
uniformidad, gradiente, o cualquier otro parametro detectable. Un segundo generador de campo magnético o medio
para generar el segundo campo magnético puede ser una nanoparticula, en suspension en el liquido y sumergida en
el primer campo magnético o campo aplicado. En una realizacion, la nanoparticula se magnetiza y produce un
campo con forma de dipolo que se suma vectorialmente al campo aplicado, produciendo un campo magnético neto.
La region especial es ese volumen ocupado por el campo magnético distinto. Si el campo magnético distinto se
produce por una nanoparticula, la region especial es ese volumen de escala nanométrica adyacente a, pero exterior
a, la superficie de la nanoparticula, en la que el campo neto se diferencia sustancialmente del campo magnético
aplicado. Alternativamente, la regién de campo magnético especial podria producirse por iones paramagnéticos tales
como hierro o gadolinio quelatado en lugar de nanoparticulas. Una ventaja de este enfoque es que las velocidades
de reaccion limitadas por la difusion pueden aumentarse debido a la mayor movilidad de quelatos de iones
metalicos. Se usan iones similares en IRM (Gd-DTPA y Gd-DOTA).

Alternativamente, la region de campo magnético especial se produce por particulas o estructuras que tienen un
tamafio superior a la escala nanométrica, a condicion de que las sefiales de resonancia magnética se diferencien
detectablemente cuando el analito esta presente o ausente. Por ejemplo, las estructuras magnéticas con forma
pueden proporcionar dos valores especificos del campo magnético en dos regiones, y las moléculas de unién del
analito podrian acoplarse con solo una de las regiones de campo. Entonces, la medicién de la deteccidon es un
analisis espectral de la sefial de resonancia magnética compuesta, que presentara dos picos de frecuencia
correspondientes a las dos regiones de campo cuando no esté presente analito, o solo un Unico pico cuando el
analito oculte una de las regiones de campo.

En un aspecto se usa ciclo de temperatura para acelerar la union entre el analito y la nanoparticula. Esto acorta el
tiempo del evento de uniéon aumentando la movilidad del analito y/o la nanoparticula. Cuando una barrera de energia
inhibe la unién, mayores temperaturas mejoran la tasa de unién. El ciclo de temperatura puede incluir calentamiento
y refrigeracion o viceversa. Entonces, la muestra se mide en el instrumento de resonancia magnética.

En un aspecto, el sistema incluye un mecanismo o agente de union para retener el analito en la regiéon especial, para
desplazar el liquido de la regién especial, conduciendo a la deteccion del analito. Un agente de unién tal puede
incluir cualquier superficie o molécula de material por la que el analito tenga afinidad. Tal retencién puede llevarse a
cabo por enlaces de hidrogeno, fuerzas idnicas, enlaces covalentes, puentes de sulfuro, fuerzas de van der Waals,
fuerzas electrostaticas, o cualquier otro tipo de unién molecular o de material o ligando de afinidad. El agente de
union esta posicionado adyacente a la regidon de campo magnético con forma de manera que la molécula diana,
cuando se una, ocupe esa region y excluya el liquido de la misma. Por ejemplo, el agente de unién puede ser un
anticuerpo producido contra una proteina del analito, o ADN complementario a las secuencias de ADN del analito.
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Preferentemente, el agente de unidon también tiene afinidad nula o afinidad negativa por todos los solutos distintos
del analito que puedan estar presentes. Ademas del ADN pueden usarse otros medios de retencién tales como
aptameros, moléculas pequefas, etc. Las dianas incluyen, pero no se limitan a, las siguientes:

a. Un anticuerpo que reconoce y se une a un antigeno.

b. Una secuencia de oligonucleétido o de ADN complementaria a una diana de ADN o ARN.

c. Un aptamero de ADN o ARN que se une a una proteina diana, bacteria, virus, levadura u hongo.
d. Una proteina o péptido que se une a una proteina diana, bacteria, virus, levadura u hongo.

e. Un pseudopéptido compuesto de aminoacidos no naturales con una unién mas fuerte a una diana o mejor
estabilidad medioambiental.

f. Una molécula pequefia o combinacién de moléculas pequefias que puedan unirse a una diana.

g. Monosacaridos, polisacaridos, hidratos de carbono y azicares que puedan unirse a una proteina diana,
bacteria, virus, levadura u hongo.

Otro aspecto incluye un instrumento de resonancia magnética, que puede excitar y detectar sefiales de resonancia
magnética del medio liquido. Los sistemas de resonancia magnética existentes pueden realizar esta funciéon. Mas
preferentemente, el instrumento es un sistema de resonancia magnética simple, compacto, automatizado y de
propdsito Unico que puede realizar la medicién de deteccion automaticamente. El sistema mide sefales relacionadas
con la presencia o ausencia de liquido, afectadas por el segundo campo magnético en la regién especial. Por
ejemplo, si la magnitud del campo magnético en la regién especial se diferencia de la del resto del liquido, entonces
el sistema de resonancia magnética puede medir el contenido espectral de las sefiales de resonancia magnética
para determinar el campo magnético del que emergieron las sefiales. Asi, analizando para la frecuencia de Larmor
del liquido en la region especial, el sistema determina si el liquido ocupa o no esa region.

Una medicion alternativa es el tiempo de relajacion espin-espin (T2) del liquido. T2 se afecta cuando el campo
magnético en la region especial tiene fuertes gradientes, y particularmente cuando el liquido difunde a través de
aquellos campos de gradiente en tiempos cortos en comparacion con la medicion Asi, el sistema puede determinar
la presencia del analito midiendo el T2 del liquido para determinar si se esta produciendo despolarizacién en la
region especial.

En un aspecto, el sistema de resonancia magnética compacto puede medir tanto un cambio positivo como negativo
en T2. La aglomeracion se describe en la patente de Josephson como la formacién de un gran ensamblaje
supermolecular de moléculas. La aglomeracién se produce necesariamente mas tarde en el tiempo que el evento de
union. En el caso de aglomeracion, todas las mediciones muestran un cambio de T2 negativo. Asimismo, el
parametro definido como “1/T2 positivo” en Josephson representa un cambio negativo en T2. La aglomeracion se
describe por Josephson como un método en el que varias moléculas se unen entre si y forman ensamblajes
suficientemente grandes como para cambiar el T2 del agua. En una realizacion, el sistema inventivo mide cambios
de T2 debido al evento de unién del analito, conduciendo a cambios de T2 positivos y negativos antes de la
aglomeracion.

En un aspecto, el sistema de resonancia magnética compacto mide primero el T2 del nivel inicial en las
nanoparticulas o disolucion de nanoparticulas, que luego se mezcla con el analito y T2 se mide de nuevo para
determinar si se ha producido o no un cambio en T2. Esto se hace para garantizar la correcta concentracion de
nanoparticulas y estequiometria coherente, ademas de para neutralizar errores de dosificacion y de mezcla,
variaciones en las propiedades de las nanoparticula, errores de transporte fluidico, etc.

En una realizacion, el sistema puede detectar analito midiendo sefiales de resonancia magnética de la muestra en
un Unico momento. Alternativamente, el sistema puede realizar una serie de mediciones que abarcan un periodo de
tiempo y puede comparar o analizar las mediciones para mejorar la deteccién del analito. Por ejemplo, la unién entre
analito y nanoparticulas puede continuar durante un intervalo que es mayor que el tiempo requerido para una
medicién particular. Entonces, el sistema puede realizar las mediciones repetidamente para observar los cambios
producidos por la unién. Como otro ejemplo, el analito puede primero unirse a nanoparticulas para formar binarios,
provocando un desplazamiento positivo en T2, y mas adelante los binarios pueden combinarse para formar
aglomerados, provocando un desplazamiento negativo en T2. Tales datos pueden potenciar enormemente la calidad
del resultado reduciendo la tasa de falsas alarmas, proporcionando un menor umbral de deteccién y potenciando la
probabilidad de deteccidn para una cantidad dada de analito.

El sistema puede derivar parametros relacionados con la cinética de reacciéon de mediciones repetidas en la misma
muestra, incluyendo una tasa de cambio de un parametro o un parametro de reacciéon acumulado. Estos resultados
pueden entonces usarse para orientar mediciones adicionales para confirmar o cancelar la indicacion inicial. Por
ejemplo, si una muestra presenta un cambio pequefio, pero sospechoso, de T2 poco después de la mezcla, el
sistema puede iniciar una serie de pruebas para determinar la tasa de cambio en T2 durante un periodo de tiempo.
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Entonces, si aquellos resultados posteriores confirman que el analito esta presente, puede emitirse una alarma, pero
si las mediciones de continuacion indican que no hay analito, entonces puede disiparse la sospecha inicial, evitando
asi una falsa alarma. Usando un protocolo de re-escaneo provisional, combinado con un analisis de la magnitud de
la tasa, el sistema potencia tanto la fiabilidad como la sensibilidad del umbral.

Basandose en resultados experimentales y modelado tedrico, un cambio de T2 positivo es debido a analito que
desplaza moléculas de agua tras la unidén a las nanoparticulas, y el cambio de T2 negativo es debido a desfase
repetido de las moléculas de agua dentro de una estructura de jaula formada por multiples nanoparticulas. Ademas,
el cambio de T2 positivo o negativo puede promoverse por procesamiento y estequiometria. Por ejemplo, las
relaciones de nanoparticulas y el reactivo pueden ajustarse para proporcionar cambios de T2 negativos o positivos.
En algunas circunstancias puede ser importante medir tanto efectos de T2 negativos como positivos para eliminar la
interferencia de la muestra base. Por ejemplo, una muestra de prueba contaminada con un ién paramagnético, tal
como acido humico con hierro quelatado, produce una reduccion en el T2 de la mezcla. Asi, si hay un analito
mezclado con el acido humico, puede medirse del siguiente modo. Primero, medir la muestra antes de mezclar las
nanoparticulas, para generar la medicion de T2 del nivel inicial. Luego mezclar las nanoparticulas y medir el cambio
en T2, positivo o negativo, para revelar el analito. Alternativamente, en el caso de que no pueda tomarse una
medicion del nivel inicial separada, es Util mezclar nanoparticulas que conducen a una diferencia de T2 positiva tras
la unién del analito, de manera que el analito pueda detectarse a pesar del contaminante.

“Mezclas multiplexadas de nanoparticulas” son preparaciones de nanoparticulas sensibilizadas a multiples analitos.
Hay dos escenarios de multiplexacion. Primero, cada nanoparticula en la mezcla esta sensibilizada a un analito
especifico. Segundo, una Unica nanoparticula esta sensibilizada a multiples analitos.

En una realizacion, un sistema de monitorizacion de aire automatizado incluye entradas para admitir la muestra junto
con aire, un colector que reune el material de muestra y lo concentra en una forma liquida, llamada una muestra en
bruto, y un sistema fluidico. El sistema fluidico contiene la muestra en bruto, por ejemplo, en un recipiente y
proporciona dosificacion coherente de la muestra en bruto, por ejemplo, mediante un tubo de salida usando una
bomba tal como una bomba peristaltica. La muestra dosificada se mezcla con nanoparticulas seleccionadas que
pueden estar en agua, por ejemplo, sacada de depdsitos mediante una salida por una bomba. Tan pronto como
tiene lugar la reaccion, el sistema fluidico mueve la muestra al area de muestra del sistema de resonancia magnética
para la medicién, por ejemplo, mediante un tubo accionado por una bomba. Alternativamente, la mezcla y el
procesamiento de la muestra pueden tener lugar dentro del sistema de resonancia magnética. El sistema fluidico
puede incluir medios para el lisado de células en los que el sistema fluidico puede lisar o alterar células o virus en la
muestra para liberar proteinas, ARN o ADN de la célula diana. El sistema fluidico puede también tener un control de
temperatura incorporado para acelerar el evento de unién. El sistema fluidico también puede tener un disolvente de
limpieza del sistema global para eliminar contaminacion. El disolvente de limpieza o agente de aclarado puede
sacarse de un depdsito y bombearse a través del tubo que distribuye las muestras al area de muestra. El sistema
fluidico también permite pruebas de control positivo y negativo para garantizar que el sistema global sea funcional, y
realiza pruebas de calibracién usando patrones de calibracion.

En una realizacién se usan quelatos en lugar de nanoparticulas para generar la regiéon de campo magnético distinta
y para unirse al analito. Una ventaja del uso de iones quelatados es que permite la difusion mas rapida a través del
medio liquido para acelerar los procesos limitados por la difusion. Por otra parte, con nanoparticulas pueden
confeccionarse las moléculas de afinidad para seleccionar el analito deseado, mientras que los quelatos se
producen solo en formas moleculares especificas. Las nanoparticulas tienen mas area para unir las moléculas de
afinidad en comparacion con los quelatos. Las nanoparticulas pueden decorarse con quelatos para unirse a analitos,
explosivos y sustancias quimicas.

En un aspecto, la segunda regidon de campo magnético, que es generada por nucleos paramagnéticos o quelatos u
otras estructuras magnéticas, tiene un tamafio comparable al tamafio del analito, de manera que el analito unido
llena exactamente la segunda region de campo magnético, excluyendo el liquido de esa regién, proporcionando asi
la mayor sefal y la mayor sensibilidad. Por ejemplo, si el analito es una molécula relativamente pequefia tal como
una molécula de vapor explosiva o una molécula de arma quimica, entonces el tamafio de la segunda region de
campo magnético se elige preferentemente para estar en el intervalo de 1 a 10 nm. Para detectar un analito mayor,
tal como una toxina o ADN o particula de virus, entonces el tamafio de la segunda regién de campo magnético seria
de 10 a 100 nm. Si el analito es un objeto incluso mayor tal como una bacteria, el tamafo de la segunda region de
campo magnético puede ser 100 a 1000 nm o mas, segun se necesite para coincidir con el analito.

Las nanoparticulas pueden incluir estructuras que proporcionan una firma optica. Por ejemplo, colorantes o centros
fluorescentes pueden unirse a o incluirse dentro de las nanoparticulas, y pueden exponerse a fotones de energia
suficiente para excitar fluorescencia, provocando la emisiéon de fotones de fluorescencia que tienen una energia
diferente de, y normalmente inferior a, la de los fotones de excitacion. Los fotones de excitacion y fluorescencia
pueden estar en el intervalo ultravioleta, visible o infrarrojo. La deteccion de los fotones de fluorescencia proporciona
una medida de la concentracion de nanoparticulas. Ademas, las estructuras pueden modificarse cuando el analito se
une a la nanoparticula, y tal acciéon puede producir un cambio detectable en la fluorescencia, tal como un cambio en
la intensidad o energia de los fotones de fluorescencia. La deteccion de este cambio proporcionaria una indicacion,
independiente de las mediciones de resonancia magnética, de que se ha producido la unién del analito y asi ese
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analito esta presente en la muestra.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes de la siguiente descripcion detallada, las
reivindicaciones y los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos

Los detalles de la presente invencién, tanto en cuanto a su estructura como operacién, pueden deducirse en parte
por estudio de los dibujos adjuntos, en los que numeros de referencia similares se refieren a partes similares, y en
los que:

La Figura 1 es una representacion esquematica de una nanoparticula que muestra el campo magnético aplicado y el
segundo campo magnético alrededor de la nanoparticula.

La Figura 2 es una grafica del campo magnético neto que rodea la nanoparticula de la Figura 1.

La Figura 3 es un grafico de la magnitud del gradiente de campo magnético alrededor de la nanoparticula.
La Figura 4 es un grafico de la magnitud del gradiente de campo a lo largo del eje de la particula.

La Figura 5 es un diagrama de bloques funcional de un sistema de resonancia magnética.

Las Figuras 6a-d es una representacion de cuatro configuraciones de la antena.

La Figura 7 es una representacion esquematica de una realizacion de un iman.

La Figura 8 es un diagrama de circuitos de un oscilador amortiguado.

La Figura 9 es una ilustracion esquematica de una instalacion que tiene un controlador y mudltiples unidades de
Sensor.

La Figura 10 muestra un esquema de un sistema de monitorizacion de HVAC.

Las Figuras 11 a-e representan una realizacion de un sistema de instalacion fija y tres entradas de colector.
La Figura 12 es una vista en perspectiva frontal de un sistema portatil.

La Figura 13 es un diagrama de bloques de un sistema adaptado a una aplicacion de diagndstico médico.
Descripcion detallada

Después de leer esta descripcion sera evidente para un experto en la materia como implementar la invenciéon en
diversas realizaciones alternativas y aplicaciones alternativas. Sin embargo, aunque diversas realizaciones de la
presente invencion se describiran en el presente documento, se entiende que estas realizaciones se presentan a
modo de ejemplo solo, y no limitacion. Como tal, esta descripcion detallada de diversas realizaciones alternativas no
debe interpretarse que limita el alcance o amplitud de la presente invencién como se expone en las reivindicaciones
adjuntas.

Resonancia magnética

En el presente documento se proporciona un breve resumen de los elementos técnicos usados en ciertas
realizaciones. El analito o molécula diana esta contenido en un medio, preferentemente un liquido tal como agua,
que incluye un nucleo atémico que tiene un espin no cero, tal como hidrégeno. Como es muy sabido (véase, por
ejemplo, Pulse Methods in 1D & 2D Liquid-Phase NMR, Wallace S. Brey, Academic Press 1988), el componente
magnético de un nucleo tal se polariza o se orienta espacialmente en un campo magnético, y puede inducirse en
precesion de resonancia magnética a un frecuencia dada por:

fLarmor = Y B/2n

en la que B es la intensidad del campo magnético en la posicion del nucleo, y es la razén magnetogirica del nucleo y
fLamor €S la frecuencia de resonancia o frecuencia de Larmor (y = 2,675x10° Tesla™ s™ para el ntcleo de hidrogeno).
Los componentes magnéticos, 0 momentos magnéticos, de los nucleos son cantidades vectoriales y se suman para
dar un vector de magnetizacion del volumen resultante que es la sefial de RMN medida por espectrometros de RMN.

Tras una perturbacion tal como la empleada en registrar las sefiales de RMN (véase mas adelante), el vector de
magnetizacion del volumen se recupera a su estado estacionario original con el tiempo; este proceso se denomina
relajacion magnética nuclear. Se usan dos constantes de tiempo fundamentales para describir esta relajacion en
términos de un proceso exponencial simple. La recuperacion de la magnetizacién del volumen a lo largo de la
direccion del primer campo magnético se describe por el tiempo de relajacion espin-red o tiempo de relajacion
longitudinal, designado T1. Normalmente, T1 es del orden de milisegundos a segundos. La disminucién exponencial
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simple de la magnetizacion del volumen en el plano perpendicular a la direcciéon del primer campo magnético se
describe por el tiempo de relajacion espin-espin, o tiempo de relajacion transversal, designado T2. Para sefiales de
liquidos, T2 esta generalmente en el intervalo de 100 milisegundos o mas. Por otra parte, muestras solidas
generalmente tienen valores de T2 en el intervalo de 1 a 100 microsegundos.

Una medicién de resonancia magnética se realiza aplicando uno o mas pulsos de energia de RF (radiofrecuencia) a
la muestra y midiendo la magnetizacion del volumen que se reorienta por el pulso. Los pulsos de RF tienen una
frecuencia igual a la frecuencia de Larmor, y duracion suficiente para hacer que el vector de magnetizacion del
volumen se reoriente en un plano perpendicular al primer campo magnético, en el que el vector de magnetizacion
del volumen (la sefial de RMN) puede registrarse con el tiempo. Por tanto, los pulsos de RF son normalmente
multiplos de 90 grados.

La relajacion espin-espin se mide normalmente por una serie de pulsos de RF para dar lugar a sefiales de eco de
espin. Un eco de espin se genera por un pulso de 90 grados seguido de un pequefio tiempo de retardo
(normalmente designado 1), seguido de un pulso de 180 grados (90°-t-180°). Se usa un segundo t, idéntico en
tiempo al primero, antes de registrar el vector de magnetizacién del volumen. La serie de pulsos de RF y retardos de
tiempo se usa para primero desfasar los momentos magnéticos nucleares que comprenden la magnetizacion del
volumen en el plano perpendicular al primer campo magnético durante el primer 1, y reenfocar la magnetizacion del
volumen restante en este plano durante el segundo 1. Este Ultimo reenfoque crea una sefial de eco, que puede
registrarse. El método mas comun para medir la relajacion espin-espin es el originalmente descrito por Carr y Purcell
(Carr, H.Y. y Purcell, E.M.: Effects of Diffusion on Free Precession in Nuclear Magnetic Resonance Experiments,
Physical Review 94, n° 3 (1954): 630-638), una modificacion del método descrito anteriormente por Meiboom y Gill
(Meiboom, S. y Gill, D.: Modified Spin-Echo Method for Measuring Nuclear Relaxation Times, The Review of
Scientific Instruments 29, n° 8 (1958): 688-691). El método de Meiboom-Gill modificado por Carr-Purcell (CPMG) usa
una serie de pequefios retardos de tiempo seguidos de pulsos de 180 grados después de la secuencia de 90°-t-180°
inicial descrita anteriormente. Esto va seguido a su vez del vector de magnetizacion del volumen resultante [90,°-
(registro de 1-180,°-1),]. Las amplitudes de las sefiales de eco de espin son proporcionales a la magnetizacion del
volumen restante en el momento del eco, que se vuelven sucesivamente mas pequefias a medida que aumenta el
numero de secuencias (a medida que aumenta el valor de n). Por tanto, el medir la amplitud del vector de
magnetizacion del volumen después de diversos valores de n y ajustar los datos a una disminucién exponencial
simple con T2 como tiempo de relajacion proporciona una medida directa de T2.

Campos de nanoparticulas paramagnéticas

En una realizacion preferida se emplean nanoparticulas para influir en el campo magnético en una regién préxima a
las nanoparticulas. El nucleo paramagnético o superparamagnético de la nanoparticula se magnetiza cuando se le
aplica un campo magnético externo. El superparamagnetismo esta relacionado con el ferromagnetismo en el que el
tamafio del cuerpo magnetizado es demasiado pequefio como para formar un dominio magnético. El nucleo
superparamagnético presenta una alta permeabilidad y campo de saturaciéon bastante alto comparable al hierro,
pero poca o ninguna histéresis (H.~0). Cuando se pone en un campo magnético, el nicleo se magnetiza
fuertemente paralelamente a la direccién del campo aplicado. Cuando que quita el campo externo, el nicleo pierde
esencialmente toda su magnetizacion. Ignorando la anisotropia y los efectos de forma, el momento magnético
inducido del nucleo se facilita por:

Mndcleo = (4TC/3)(rnucIe03)(XBO)

en la que Mpieo €S €l momento dipolar del nucleo, rnigeo €5 su radio, By es el campo aplicado y y es la
susceptibilidad. Normalmente, y=0 para materiales no magnéticos, y>=1 para materiales superparamagnéticos
cuando By esta por debajo de un campo de saturacion, y 1 <x<0 para By por encima de la saturacién. Por ejemplo, la
magnetita (FezO4) es superparamagnética con una susceptibilidad de aproximadamente 1 para campos por debajo
de la saturacién de aproximadamente 0,5 Tesla.

El ndcleo magnetizado produce un campo magnético que normalmente se aproxima a un campo dipolar, o el campo
magnético producido por un dipolo magnético ideal localizado en el centro del ndcleo paramagnético de la
nanoparticula. En localizaciones fuera del nucleo de la nanoparticula, el campo magnético dipolar se parametriza del
siguiente modo:

Br = 2 Mnggieo COSO/T
— 3
Bo = -Mnucleo SENO/T

Aqui, Br es el componente radial del campo dipolar, By es el componente circunferendial, r es la distancia desde el
centro del nucleo, 6 es el angulo polar con respecto al campo aplicado y mngcieo €5 €l momento dipolar.

El campo dipolar se suma linealmente al campo aplicado (como vectores), produciendo el campo magnético neto. La
frecuencia de Larmor se determina por el campo magnético neto experimentado por el nucleo polarizado. Los
componentes del campo dipolar ortogonales al campo aplicado producen principalmente una rotacion del campo,
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mientras que los componentes dipolares paralelos al campo aplicado cambian directamente la magnitud del campo
neto y, por tanto, cambian la frecuencia de Larmor, con respecto al campo aplicado sin distorsionar. EI campo neto
Breto, Sin considerar los términos de segundo orden, y para r >>rycieo, €S €l siguiente:

Bneto = Bo (1 + 47/3 (Fnucied/r)’ % (2 c0s?0 - sen’0))

En algunas realizaciones, la magnitud del gradiente del campo magnético neto también es importante. El gradiente
del campo se facilita por:

VBreto = Boy 81 (rnweoe’/r“) (-{r} cos®0 + {6} cosb senb)
en la que los corchetes indican vectores unitarios en las direcciones r o 6.

Difusién en un liguido

Algunas realizaciones incluyen un medio liquido. El liquido contiene el analito y el nicleo que emite las sefiales de
resonancia magnética. Aquellas sefales estan influidas por la difusion, particularmente la difusion de las moléculas
del liquido a través del liquido, o auto-difusion molecular. La difusién se formula del siguiente modo:

- 112
Grecorrida = (2 Dmoléc t)

en la que orecorrida €S la distancia promedio recorrida en un recorrido aleatorio tridimensional isotrépico en el tiempo t,
y Dmaec €s el coeficiente de difusion translacional. Por ejemplo, Dmaec = 1,5x10° m?/s para agua a temperatura
ambiente.

Las mediciones de resonancia magnética también estan influidas por la difusién de espin, un fendmeno en el que el
espin o la polarizacién de un nucleo se intercambia con la de un nucleo préximo del mismo tipo. La difusién de espin
puede distribuir efectos dependientes de espin, tales como despolarizacion, en toda la muestra. Por ejemplo, si una
pequena fraccion de los nucleos de hidrogeno en agua experimenta una fuerza despolarizante, la difusiéon de espin
puede hacer que todo el hidrégeno en la muestra asuma un valor de polarizacion promedio.

Un modelo

Este modelo trata interacciones dependientes de espin entre nanoparticulas y disolvente, y proporciona una
estructura util para cuantificar los efectos de T2 observados. Se usa en algunas realizaciones como base para medir
y detectar analitos. Se supone una nanoparticula simplificada que consiste en un nucleo esférico de material
superparamagnético, rodeado por una vaina esférica de material no magnético, todo en agua. Sin embargo, el
modelo puede aplicarse o modificarse para su uso con nanoparticulas de otras formas y para su uso con otros
disolventes. El modelo sugiere los siguientes mecanismos para los cambios de T2 observados:

(1) Las nanoparticulas en disolucién reducen T2 con respecto al agua pura. El modelo sugiere que la
despolarizacion es debida a un campo magnético dipolar producido por el nicleo magnetizado. La distorsion del
campo hace que los espines precesen a diferentes frecuencias, conduciendo a interferencia destructiva. Aunque
CPMG normalmente reenfoca los efectos de no uniformidad del campo estatico, el movimiento browniano de las
moléculas de agua hace que entren y salgan de las distorsiones del campo en un tiempo mas corto que el intervalo
de eco, haciendo la dispersion de espin dependiente del tiempo y rompiendo el efecto de reenfoque de CPMG.

(2) Cuando las nanoparticulas reaccionan con el analito, pero no se aglomeran, aumenta T2. Esto puede ser debido
a las moléculas de analito que ocupan parte de la region de campo distorsionado alrededor de la nanoparticula,
excluyendo de este modo el agua de esa region, reduciendo asi la dispersion de espin y aumentando T2.

(3) T2 disminuye cuando se aglomeran las nanoparticulas y el analito. Esto puede ser debido a la formacion de una
estructura tipo jaula llena de agua en la que las moléculas de agua sufren colisiones de dispersion de espin
repetidas con las nanoparticulas de alrededor. La suficiente repeticion de la despolarizacién de incrementos
graduales reduciria T2, a pesar de las porciones que ocluyen analito de las regiones de campo no uniformes.

(4) Una exponencial simple normalmente ajusta la curva de disminucion de la polarizacién. Esto es a pesar del
hecho de que los hidrégenos proximos a las nanoparticulas estan fuertemente desfasados, mientras que el
disolvente general solo ve un campo uniforme, un sistema de dos poblaciones. Sin embargo, las poblaciones de
espin se equilibran rapidamente a través de la muestra por difusion de espin mediante interacciones biestables
homonucleares, produciendo un Unico T2 promediado.

La nanoparticula del modelo se representa en seccion transversal en la Figura 1 en presencia de un campo
magnético aplicado indicado por la flecha 110. La nanoparticula consiste en un nucleo 112 magnetizable que
preferentemente es paramagnético y mas preferentemente es superparamagnético. El campo con forma de dipolo
local inducido de la nanoparticula se representa por las lineas discontinuas. El radio del nucleo debe ser
suficientemente grande como para producir una distorsion significativa del campo magnético en una region
suficientemente grande como para producir un cambio en T2 del liquido en esa region. El radio del nucleo debe ser
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suficientemente pequefio de manera que el ndcleo no se vuelva ferromagnético. Normalmente, el radio del ndcleo
tiene aproximadamente 1 a 20 nm. Propiedades deseables del nucleo incluyen alta susceptibilidad a la intensidad
del campo magnético aplicado, campo de alta saturacion, preferentemente superior a la intensidad del campo
magnético aplicado, compatibilidad quimica con el medio liquido, y campo remanente muy bajo. La ultima
caracteristica se desea para prevenir que las nanoparticulas se agreguen juntas debido a la atraccion magnética. El
material del nicleo puede ser cualquier material magnetizable tal como compuestos de 6xido de hierro, cobalto y
niquel. Las nanoparticulas pueden ser no toxicas y biodegradables si se usa un nucleo de hierro. El ndcleo esta
recubierto por una o mas vainas 114 de material no magnético, por ejemplo, dextrano o silice. Los recubrimientos de
silice son estables y robustos, y pueden evitar la necesidad de refrigeracion. Pueden considerarse otros
recubrimientos poliméricos tales como poliestireno, acido poliacrilico, poliacrilamida y poli(alcohol vinilico).

La magnitud del campo neto en la localizacién (r,0) alrededor de la nanoparticula tiene tanto variaciones positivas
como negativas con respecto a un campo uniforme. Esto se muestra en el grafico de la Figura 2.

Mientras que el método de CPMG reenfoca las no uniformidades del campo estatico, aquellas moléculas de agua
que se mueven de una regioén de campo a otra, en el tiempo entre pulsos de reenfoque, no se reenfocan y producen
efectos de T2. Asi, los cambios de T2 estan relacionados con el gradiente del campo neto.

Para considerar un ejemplo especifico, el nucleo es Fe3O4, con un diametro de 4-8 nm, y el resto de la particula es
vaina, con un diametro de 50 nm global. La susceptibilidad y el campo de saturacién dependen de la composicion,
estructura cristalina y diametro del nucleo. Los valores del campo de saturacion oscilan de 0,2 a 0,5 T y la
susceptibilidad oscila de 0,2 a 2. Se preparé una simulaciéon numérica usando 0,5 T de saturacién y 0,5 para la
susceptibilidad. EI campo neto en la proximidad de esta nanoparticula se muestra en la Figura 2. Se observan
fuertes aumentos del campo en los dos “polos” de la particula, con respecto a la reduccién de campo alrededor del
“ecuador”. El campo dentro de la vaina no es de interés y no se calcula; se representa como By.

El gradiente de campo magnético se muestra en las Figuras 3 y 4. La Figura 3 es un grafico de la magnitud del
gradiente de campo alrededor de la nanoparticula. La Figura 4 es un grafico de la magnitud del gradiente de campo
a lo largo del eje de la particula. De nuevo, no se analizan los campos dentro de la particula.

Para un intervalo de ecos de Tec,= 4 ms, la distancia recorrida promedio es aproximadamente 3,5 micrometros. Esta
es mucho mas grande que la escala de longitud de las regiones de campo distorsionado; de ahi que sea seguro
suponer que la molécula de agua tiene tiempo suficiente para entrar y salir de la regidon de campo distorsionado
entre pulsos de reenfoque.

El desfase de espin producido por la molécula de agua que pasa a través de la region de campo distorsionado
puede estimarse del siguiente modo. La frecuencia de precesion instantanea es proporcional al campo magnético
neto en la localizacion de la molécula de agua. Por simplicidad, los presentes inventores suponen que los recorridos
aleatorios de la molécula a través de la regién de campo distorsionado de una nanoparticula, durante un intervalo de
ecos, empiezan y terminan en el disolvente principal que solo tiene el campo aplicado de By. Aunque la molécula
esta dentro del campo distorsionado, acumula precesion adicional en comparacion con el resto del disolvente. El
avance de fase debido al campo By se reenfoca luego como siempre por los pulsos de 180, pero no se reenfocara la
fase de precesion adicional del tiempo gastado en el campo distorsionado. El incremento de fase sin reenfocar
debido al recorrido de una distorsién de campo es la integral del campo experimentado por la particula, menos
aquella en el disolvente principal:

dfase = I 'Y(Bneto(r) - BO) dt

en la que dsse €s la diferencia de fase acumulada entre un hidrogeno que pasa por Breto (@qui una funcién explicita
del espacio) frente a uno que se queda en el campo uniforme By, y es de nuevo el coeficiente de Larmor y la integral
es con el tiempo entre pulsos de reenfoque. Para obtener un calculo estimado aproximado del desplazamiento de
fase, la ecuacioén previa puede simplificarse suponiendo que la molécula reside en un campo constante durante un
tiempo necesario para difundir a través de la region de campo distorsionado, resultando la siguiente aproximacion:

dfase = [Xdisz/(2 Dmoléc)] [Bneto - BO]'Y

Usando los tamafios de nanoparticula y las suposiciones de campo tratadas anteriormente, el campo magnético
neto se desvia del campo aplicado normalmente 20 mT. Los espines dentro de ese campo precesaran
aproximadamente 850 kHz mas rapido que en el disolvente principal. Una escala de longitud tipica para esta
distorsion es xq4is = 20 nm. El tiempo necesario para difundir 20 nm es 133 ns. Durante ese tiempo, los espines
precesan una drse = 0,1 radianes adicional. Esto representa un desfase sustancial en un Unico intervalo de ecos por
un unico recorrido molecular, que si no es reenfocado por CPMG producira un T2 corto. En la muestra, muchas
moléculas de agua estaran interaccionando con el campo no uniforme continuamente, y cada una experimentara un
desplazamiento de fase positivo o negativo dependiendo de la trayectoria especifica. En el conjunto, la dispersién de
espin adicional produce interferencia destructiva y despolarizacién global.

El coeficiente de difusién de espin en agua esta en el intervalo de Despin = 10" a 107" m¥%s, dependiendo de la
temperatura y otros factores. Aunque la difusién de espin es mas lenta que la difusion molecular, es suficiente para
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propagar la despolarizacion entre muchas moléculas de agua en algunos ms. De forma interesante, las tasas de
difusién de espin en estado solido tienden a ser mucho mayores, del orden de 10° m¥s, que es comparable a la
difusién molecular en agua libre. Si la vaina presenta difusion de espin rapida, podria servir de conducto para
distribuir la polarizacion entre todas las moléculas de agua que estan en contacto con la superficie de la
nanoparticula.

Varios experimentos han demostrado un aumento de T2 de 20 a 200 ms. El modelo sugiere que esto es debido a las
moléculas de analito que obstruyen la superficie de la nanoparticula, previniendo eficazmente que se muestreen
moléculas de agua de las regiones de campo distorsionado en la superficie de la nanoparticula.

Cuando las moléculas de analito se unen a la superficie de una nanoparticula, una porciéon de la superficie se
ocluye. La tasa de despolarizacion global disminuye y T2 aumenta. El cambio en la tasa de disminucion es
aproximadamente proporcional a la fraccién del volumen de campo distorsionado ocupado por el analito. Si se unen
multiples moléculas de analito, todas contribuyen a un cambio de T2 similar en promedio. Si el analito pasa solo
parte de su tiempo cubriendo la superficie de la nanoparticula, entonces el cambio de T2 se modifica
proporcionalmente de escala.

También puede observarse una disminucién en T2 cambiando la relaciéon de las nanoparticulas con respecto a
anticuerpos. Aqui, anticuerpo se usa como un ejemplo de la conexién con el analito. Esto se define como control de
la estequiometria. Dependiendo del nivel de deteccién del analito, la estequiometria puede ajustarse para permitir la
rapida deteccién de analito.

Los reactivos y condiciones de procesamiento pueden ajustarse para producir una disminucién en T2. La formacion
de extensos agregados de nanoparticulas y analitos se correlaciona con una disminucion de T2 tal. El modelo
plantea que los agregados son estructuras tipo jaula abiertas a través de las cuales las moléculas de agua pueden
pasar facilmente. Esto no se explica en estudios anteriores. En una realizacién, la informacion de espin difunde
dentro y fuera de la estructura del aglomerado rapidamente, de manera que la despolarizacion que se produce
dentro de la jaula se equilibra en toda la muestra.

El modelo sugiere que la disminucion de T2 para aglomerados es debida al desfase repetido cuando las moléculas
de agua dentro de la jaula se encuentran repetidamente con campos despolarizantes. Tal desfase repetido
representa un sumidero de polarizacidon mas eficaz que las nanoparticulas aisladas en el liquido libre debido a que la
molécula de agua enjaulada sigue en estrecha proximidad a numerosas superficies de nanoparticulas. Aunque las
porciones de los volimenes de campo distorsionado de las nanoparticulas estan ocluidas por el analito, la molécula
de agua podria pasar una fraccion significativa de su tiempo muestreando campos que se diferencian del campo
principal, y asi se desfasaria totalmente en un tiempo corto en comparacién con el intervalo de ecos. Entonces,
intercambiando la polarizacion con moléculas vecinas que incluyen aquellas fuera del aglomerado, resultaria un T2
uniformemente reducido.

El modelo tiene utilidad debido a que conduce a nuevas mediciones y nuevas formas de realizar las mediciones
relacionadas con el analito en la muestra. EI modelo explica como las interacciones del analito con las
nanoparticulas producen tanto aumentos como disminuciones en T2, y sugiere formas de controlar los efectos
ajustando concentraciones de reactivo. Sefialando que la velocidad de deteccidn es un parametro critico para
muchas aplicaciones, el modelo sugiere que el método de aumento de T2 debido a la unién analito-nanoparticula
proporcionara las sefiales mas rapido que la disminucién de T2 de la agregacion, debido a que la union debe
producirse antes de las aglomeraciones. El modelo también orienta el desarrollo de nanoparticulas mas sensibles
usando material de nucleo de mayor susceptibilidad y vainas no magnéticas mas delgadas. El modelo también
conduce a etapas para cancelar errores sistematicos, tales como medir el T2 de la disolucién de nanoparticulas y la
muestra por separado, antes de la mezcla, para cuantificar mejor cualquier cambio de T2 de la unién. EI modelo
también explica como participan los efectos térmicos y los efectos de difusion, y puede explotarse para acelerar la
deteccion o confirmar reacciones de analitos. EI modelo también orienta el desarrollo de productos que explotan los
métodos inventivos cuantificando la sefial y el ruido frente al tamafio de muestra y otros parametros de disefio.

Descripcion del método

En una realizacién, un método de deteccion de uno o mas analitos incluye: preparar una mezcla de muestra liquida,
que puede contener el analito y otros materiales; aplicar un primer campo magnético al liquido; preparar un segundo
campo magnético y distinto dentro de una region especial del liquido; mantener el analito, si esta presente alguno,
dentro de la region especial (por ejemplo, proporcionando medios para retener el analito, asegurando ese agente de
union adyacente a la region especial y permitiendo que el analito interaccione con el agente de union); excitar
sefiales de resonancia magnética de la mezcla mientras que el analito se mantiene dentro de la region especial;
analizar las sefiales para determinar si el analito ocupa o no la region especial; y luego concluir que el analito esta
presente cuando las sefales indican que el liquido se desplaza de la regién especial.

En una realizacion, preparar la mezcla de muestra liquida incluye el uso de un liquido que contiene un atomo con un
nucleo que tienen espin no cero. Los atomos pueden ser una parte intrinseca del liquido, o pueden afiadirse como
soluto. La etapa de preparacion de una muestra liquida puede incluir mezclar o agitar para garantizar que el analito
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llegue a las nanoparticulas. La mezcla puede lograrse de numerosas formas, que incluyen conducir los fluidos de
muestra por tubos corrugados usando una bomba, y tal movimiento puede ser unidireccional o reciproco para
producir el nivel deseado de mezcla. Alternativamente, las nanoparticulas y el analito pueden estar contenidos en el
mismo tipo de liquido, de manera que cuando las nanoparticulas y el analito se coloquen en el mismo recipiente, se
mezclen espontaneamente sin la necesidad de agitacion fisica. Por ejemplo, las nanoparticulas y el material de
muestra pueden disolverse en agua y luego entremezclarse por difusion en el recipiente de medicion. También
puede organizarse mezcla sin ayuda por uso de disolventes altamente miscibles, tales como alcohol y agua, para los
diversos componentes.

El método también puede incluir ciclos de temperatura en los que una muestra puede calentarse o refrigerarse en
una localizacion fija, o la muestra puede moverse entre localizaciones mantenidas a temperaturas altas o bajas. El
método puede incluir tomar mediciones antes, durante y después de tales cambios de temperatura. Por ejemplo, una
medicion de T2 puede tomarse inmediatamente tras la mezcla de la muestra, y de nuevo después de un periodo de
calentamiento y refrigeracion cuando la muestra alcanza la temperatura de equilibrio. La comparacion de los valores
de T2 antes y después del procesamiento térmico revelara reacciones, tales como la union del analito a
nanoparticulas, que se produjeron durante el procesamiento térmico.

El método puede incluir las etapas de cambiar la temperatura de la muestra y luego medir el parametro T2. La
temperatura afecta las interacciones de las nanoparticulas y la medicién de la resonancia magnética. La union
selectiva entre el analito y las moléculas de afinidad sobre las nanoparticulas puede acelerarse elevando la
temperatura, particularmente para reacciones limitadas por la difusién. Asi, el método puede incluir medir el T2 de
una mezcla de nanoparticulas y desconocidos dentro del liquido a una primera temperatura, preferentemente una
temperatura suficientemente baja de manera que el analito no haya reaccionado con las nanoparticulas cuando se
hace la medicion. El método puede luego incluir la etapa de calentar la muestra a una segunda temperatura
suficiente para promover las interacciones analito-nanoparticula. El método puede incluir medir T2 a la segunda
temperatura para observar efectos de la unién. El método puede incluir otro cambio de temperatura, tal como volver
a la primera temperatura, y otras mediciones de T2 para confirmar que el T2 de la muestra después de los diversos
cambios de temperatura se diferencia del T2 de la muestra antes de los cambios de temperatura. Las etapas
proporcionan muchas ventajas, que incluyen discriminacion mejorada contra interferentes, demostracion de que el
cambio de T2 es debido a la unién especifica para analito, y una comprobacién de errores instrumentales.

El método puede incluir calentar la muestra a una temperatura suficiente para afectar las agregaciones de analito-
nanoparticula, produciendo asi una disolucién de binarios de analito-nanoparticula, con un cambio de T2
correspondiente. La temperatura puede elevarse adicionalmente hasta que el analito se separe de las
nanoparticulas, liberando asi el analito de nuevo a la disolucién y provocando otro cambio de T2. La temperatura
puede entonces reducirse hasta que se restaure la unién o agregacion, con inversion correspondiente de T2 al valor
anterior. Este comportamiento en T2 frente a la temperatura discriminaria fuertemente a interferentes o errores
instrumentales, y confirmaria la presencia de analito.

El método puede incluir la etapa de medir T2 del material de muestra antes de la mezcla con nanoparticulas. Esto
revelaria un material de muestra que produce un desplazamiento en T2, tal como una disolucién de alta viscosidad o
hierro quelatado en la muestra. Si el material de muestra produce solo un pequefio desplazamiento de T2, la
medicién puede continuar como siempre, pero en el analisis el T2 de la muestra procesada puede compararse con
el inicialmente observado en la muestra en bruto para determinar si esta presente o no el analito. Si la muestra
produce un gran desplazamiento de T2, puede ser ventajoso diluir la muestra hasta que sus efectos sean
suficientemente bajos como para permitir las mediciones de resonancia magnética. El analito en la muestra diluida
puede entonces detectarse como se ha descrito. Si la muestra produce un desplazamiento de T2 tan grande que se
prohiben las mediciones de resonancia magnética, la invencion puede etiquetar esa muestra como que no puede
probarse, evitando asi una falsa alarma, o puede archivar la muestra para analisis posterior.

El método puede incluir preparar un campo magnético de una forma particular. EI campo puede prepararse
generando primero un primer campo magnético sustancialmente uniforme con intensidad suficiente para permitir
mediciones de resonancia magnética, y luego perturbando ese campo localmente para producir un segundo campo
magneético, distinto del primero, dentro de una regién especial. El segundo campo es distinto del primer cuando las
sefiales de resonancia magnética del liquido fuera de la region especial estan influidas por o pueden distinguirse de
las sefales de liquido dentro de la region especial. Por ejemplo, el segundo campo puede crearse mezclando o
disolviendo particulas paramagnéticas, por ejemplo, aquellas nanoparticulas descritas anteriormente, en el liquido.
Entonces, las nanoparticulas generan espontaneamente el segundo campo magnético, en una region
estrechamente exterior a las nanoparticulas, como resultado de la magnetizacion de las nanoparticulas por el primer
campo magnético. Alternativamente, iones paramagnéticos tales como hierro o gadolinio quelatado podrian
emplearse en lugar de nanoparticulas. Una ventaja de este enfoque es que las velocidades de reaccion limitadas por
la difusion pueden aumentarse debido a la mayor movilidad de los quelatos de iones metdlicos. Se usan iones
similares en la obtencion de imagenes IRM (Gd-DTPA y Gd- DOTA).

La retenciéon del analito dentro de la regidon especial puede llevarse a cabo haciendo reaccionar o uniendo o

atrayendo de otro modo el analito a una superficie de material o molécula por la que el analito tiene afinidad
particular. Tal retencion puede llevarse a cabo por enlaces de hidrégeno, fuerzas idnicas, enlaces covalentes,
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fuerzas de van der Waals, fuerzas electrostaticas, o cualquier otro tipo de unién molecular o de material. Por
ejemplo, el mecanismo de retencidon puede ser un anticuerpo producido contra una proteina del analito, o ADN
complementario a las secuencias de ADN del analito, y puede incluir cualquier superficie o molécula de material por
la que el analito tenga afinidad. Preferentemente, el mecanismo de retenciéon también tiene afinidad nula o afinidad
negativa por todos los solutos distintos del analito que puedan estar presentes. Preferentemente, el mecanismo de
retencion se asegura proximo a la region especial, de manera que el analito sera retenido dentro de la region
especial. Por ejemplo, cuando la region especial es exterior a una nanoparticula, los anticuerpos para el analito, u
otros mecanismos de retencion mencionados anteriormente, pueden unirse a la superficie de la nanoparticula, de
manera que el analito sera retenido adyacente a la nanoparticula dentro de esa regién y se excluira el liquido.
Opcionalmente, la nanoparticula puede incluir multiples anticuerpos, o ADN complementario, u otros agentes de
union que manera que interaccionen con varios analitos diferentes, pero seleccionados. Por ejemplo, la
nanoparticula podria adornarse con ADN complementario para carbunco, anticuerpos para ricina y secuencias de
ADN complementario para viruela, permitiendo asi la deteccién de cualquiera de estos analitos en una Unica mezcla.

Las mediciones y analisis de resonancia magnética para determinar si el analito ocupa o no la regién especial
pueden incluir analizar las sefiales de resonancia magnética por analisis espectral para buscar un componente de
frecuencia caracteristico de la region especial. Ese componente de frecuencia, si esta presente, indica que el liquido
esta en la region especial y, por tanto, el analito no esta presente. Alternativamente, la etapa podria incluir aplicar el
método de CPMG y analizar las sefiales para determinar el T2 del liquido. La distribucién de T2 puede ser un unico
componente exponencial, o puede incluir una multitud de componentes, dependiendo de la velocidad de difusion de
espin. En cualquier caso, sin embargo, un T2 que es mayor que T2 del caso del nivel inicial (liquido con las
nanoparticulas y sin analito) indica la presencia del analito.

Una variacion del método incluye formar un agregado que comprende una pluralidad de entidades de analito.
Entonces, una reduccién en T2 (en comparacion con el nivel inicial) indica la presencia del analito. Por ejemplo, un
agregado de nanoparticulas con mecanismos de unién y moléculas de analito puede formarse cuando tanto las
nanoparticulas como las moléculas de analito tienen multiples puntos de unién. Como la agregacion produce una
disminucién en T2, mientras que la unién del analito a las nanoparticulas produce un aumento en T2, es importante
calibrar previamente las sefiales, de manera que el signo esperado del cambio de T2 se conozca de antemano. La
estequiometria de la nanoparticula puede ajustarse para prevenir la aglomeracion o para producir la aglomeracion
dependiendo del método de medicién que vaya a usarse.

En una realizacion, el analito hace que las nanoparticulas formen extensos agregados. Se usan filiros de membrana
para separar aquellos agregados del medio liquido. El tamafio de poro del filtro es preferentemente superior al
tamafio de las nanoparticulas o del analito, pero mas pequefio que los agregados. Si se filtra una muestra
aglomerada, el filtrado tiene una concentracion reducida de tanto nanoparticulas como analito, que estan asi ambos
enormemente concentrados como una torta de filtracion. Si se desean medios de analisis secundario, por ejemplo
para confirmar la deteccion de un microbio, la torta de filtracién se usa para ese analisis secundario. Asimismo, el
liquido del filtrado puede volver a medirse usando el sistema inventivo como comprobacion adicional, ya que el T2
del filtrado debe ser mucho mayor que el de la disolucion de nanoparticulas inicial cuando se han separado por
filtracion la mayoria de las nanoparticulas.

El método puede incluir las etapas de medir el valor de T2 de un patrén. Aqui, un patrén es cualquier material que
tenga un T2 conocido. Preferentemente, el T2 del patrén es invariable con el tiempo y se conoce de mediciones de
calibracion previas. Por ejemplo, el patron puede ser una disolucién de nanoparticulas o de sulfato de cobre con una
concentracion ajustada para proporcionar un valor particular de T2. Los patrones permiten la deteccion y correccion
de desviaciones de la instrumentacién. El patrén puede ser un liquido que no es una disolucion, tal como un aceite
seleccionado por tener un T2 en el intervalo deseado. El patrén puede adaptarse para tener un T2 sustancialmente
igual al de una muestra sin analito, en cuyo caso se llama un comparador negativo. El patron puede tener un T2
préximo al producido por el analito, un comparador positivo. EI método puede incluir medir el T2 de muiltiples
patrones con diferentes valores de T2.

El método puede incluir la etapa de probar un control positivo y/o negativo. Un control positivo puede ser un analito
benigno, tal como Bacillus subtilis junto con nanoparticulas sensibilizadas a él. El control positivo puede analizarse
en cualquier momento, y debe detectarse de la misma forma que un analito de amenaza. Preferentemente, el
cambio de T2 producido por el control positivo se conoce de una calibracién previa, y la prueba del control positivo
debe siempre producir el cambio de T2 esperado, y de lo contrario revelaria un mal funcionamiento en el sistema.
Un control negativo es un analito benigno junto con nanoparticulas sensibilizadas a algunos otros materiales, por
ejemplo, Bacillus subtilis combinado con nanoparticulas sensibilizadas a carbunco. El control negativo nunca debe
producir un cambio de T2 debido a que el analito y las nanoparticulas no estan emparejados. Si un control negativo
produce un cambio de T2, revelaria un mal funcionamiento del sistema. Una ventaja de ejecutar controles positivos y
negativos es que las etapas de recogida de muestras completa, fluidica, procesamiento de muestras y de deteccion
se prueban de manera realista. A efectos comparativos, los patrones de comparador positivo y negativo tratados en
el parrafo previo prueban solo la porcién de resonancia magnética del sistema, no las etapas de procesamiento de
muestras.

El método puede incluir las etapas de producir tanto un aumento como una disminucién en T2 de la muestra. El
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aumento o disminucién en T2 depende de las propiedades de las nanoparticulas, relaciones de otros reactivos tales
como anticuerpos, y de otros parametros de procesamiento. Asi, una muestra puede probarse para un aumento de
T2 usando etapas de procesamiento para generar un aumento de T2 cuando el analito esta presente, y entonces la
misma muestra puede probarse para una disminucién de T2 afiadiendo los componentes o etapas de procesamiento
que producen una disminucién de T2. La observacién de tanto valores de T2 crecientes como decrecientes
potenciaria la fiabilidad del analisis y reduciria la tasa de falsas alarmas. Alternativamente, dos alicuotas tomadas de
la misma muestra pueden procesarse para generar un aumento de T2 en una y una disminucion en la otra.

Los interferentes son materiales que, si estan presentes en una muestra, producen un cambio en T2 imitando al del
analito diana. La mayoria de los interferentes producen un T2 mas corto, que incluyen materiales que contienen
hierro quelatado y materiales que provocan un aumento en la viscosidad del liquido. Asi, los efectos del analito e
interferentes pueden discriminarse procesando la muestra de manera que el analito produzca un aumento de T2.
Para discriminacién de interferentes de analitos incluso mayor pueden organizarse tanto aumentos como
disminuciones en T2, tanto por procesamiento secuencial de la misma muestra como por comparacién de alicuotas
paralelas.

El método puede incluir la etapa de medir el T2 de una mezcla de nanoparticulas antes de afadir el material de
muestra a esa mezcla. La ventaja de esta etapa es que cualquier error en la concentracion o propiedades de las
nanoparticulas se revelaria antes de usar el material de muestra. Si la disolucidon de nanoparticulas presenta un
valor inesperado de T2 (por ejemplo, debido a una alta o baja concentracion de nanoparticulas de un error de
dosificacion), entonces la disolucion de nanoparticulas puede tirarse y puede prepararse una nueva disolucion de
nanoparticulas. Si la disolucién de nanoparticulas presenta un valor de T2 préximo al esperado, entonces la
disolucion de nanoparticulas puede emplearse. Preferentemente, el valor medido de T2 se usa luego en el analisis
de comparacion con el T2 de la muestra mezclada y reaccionada, invalidando asi errores debidos a la concentracion
de nanoparticulas y también mejorando la reproducibilidad.

El método puede incluir las etapas de mezclar el material de muestra y nanoparticulas en el liquido, luego medir el
T2 de la mezcla, luego promover las reacciones entre el analito y las nanoparticulas, y luego medir el T2 después de
tales reacciones. Por ejemplo, la muestra puede agitarse o calentarse para promover las reacciones. Pueden usarse
mezcla y calentamiento simultaneo para acelerar las reacciones. La comparacion de T2 de la mezcla antes y
después de las reacciones revela el analito. Una ventaja de estas etapas es que cualquier error en los volumenes de
muestra y nanoparticulas se detectaria e invalidaria.

En una realizacion, generalmente no se requieren sustancias quimicas peligrosas. Por ejemplo, los analitos pueden
probarse usando solo agua, sales, nanoparticulas y reactivos proteinaceos inocuos tales como anticuerpos.

Descripcion del sistema

Una realizacién de un sistema que puede llevar a cabo o implementar las técnicas de medicién o deteccion descritas
anteriormente se describira ahora con referencia a la Figura 5 que es un diagrama de bloques funcional de un
sistema de resonancia magnética generalmente indicado como 500. El sistema incluye iman o sistema 512 de iman.
En una realizacion, el iman 512 es un iman permanente configurado para producir un campo magnético de 0,5 Tesla
con 0,01 % de uniformidad dentro de un area 514 o volumen de muestra de 1 ml. Alternativamente, el sistema de
iman puede incluir un electroiman, una bobina superconductora, o cualquier otra fuente de campo magnético. Una
bobina o antena 516 se localiza adyacente al volumen de muestra. En una realizacion, la bobina rodea el volumen
514 de muestra. Un generador 518 de pulsos se acopla a la bobina 516 para proporcionar pulsos electromagnéticos
a la frecuencia de Larmor deseada al volumen 514 de muestra. Puede disponerse un amplificador 519 entre el
generador de pulsos y la antena para amplificar la sefial del generador de pulsos. Un receptor 520 también se
acopla a la bobina 516 de manera que reciba sefiales recogidas por la bobina. Puede colocarse un preamplificador
521 entre el receptor y la antena para amplificar las sefiales de la antena. El receptor 520 convierte las sefiales
recibidas en una forma digital. Un controlador 522 esta en comunicacion con el generador 518 de pulsos y el
receptor 520. El controlador controla la operacion del receptor y el generador de pulsos. El controlador también
recibe las sefales recibidas por el receptor después de haber sido convertidas en la forma digital. El controlador 522
puede ser un procesador de propdsito general, un procesador de sefiales digitales (DSP), un circuito integrado para
aplicaciones especificas (ASIC), una matriz de puertas programable por campo (FPGA) u otro dispositivo de légica
programable, puerta discreta o logica de transistores, componentes de hardware discreto, o cualquier combinacion
de los mismos disefiados para realizar las funciones descritas en el presente documento. Alternativamente, las
funciones del controlador, generador de pulsos, receptor e interfaz de usuario pueden combinarse en una Unica
unidad tal como un ASIC o FPGA, o una tarjeta que integra tales circuitos. Un sistema 524 de interfaz de usuario se
acopla con el controlador 522. El sistema 524 de interfaz de usuario proporciona un mecanismo para la interaccién
entre un usuario y el sistema 500. El sistema de interfaz puede incluir, por ejemplo, una pantalla tal como una
pantalla de cristal liquido, luces indicadoras, un teclado, un ratén, un altavoz de audio, un micréfono, conmutadores
0 una pantalla tactil.

La bobina de RF puede hacerse lo suficientemente pequefia como para interrogar volimenes de volimenes de
muestra de tamafio de microlitro o suficientemente grandes como para acomodar litros de muestra. Este es un
sistema escalable. Las Figuras 6a-d son una representacion de cuatro configuraciones de la antena, cada una en
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vista en perspectiva. En la parte a de la figura se muestra una bobina de solenoide que tiene una densidad de
arrollamientos que es constante a lo largo de la longitud de la bobina. La muestra se coloca dentro de la bobina para
la medicién. La bobina actia de antena para acoplar la energia de RF en los nicleos de muestra, y también para
acoplar la sefial de resonancia magnética de los nucleos fuera del resto del sistema.

En la parte b de la figura se muestra una bobina de solenoide que tiene una densidad de arrollamientos variable. Las
densidades de arrollamientos son mayores en los extremos de la bobina que en el centro. Una ventaja de usar una
densidad de arrollamientos variable es que el campo magnético de RF generado por la bobina puede hacerse mas
uniforme que el de una bobina del mismo tamafio con densidad de arrollamientos constante.

En la parte ¢ de la figura se muestra una bobina de un solo lado de dos vueltas. Una ventaja de esta configuracion
es que un recipiente alargado tal como un tubo puede insertarse y sacarse sin desconectar ni la bobina ni el tubo.

En la parte d de la figura se muestra una configuracion de bobina en la que cuatro bucles generan cooperativamente
un campo magnético de RF transversal. Las muestras alargadas pueden insertarse sin desconectar la bobina o el
tubo.

La interfaz de usuario especifica y la salida del sistema son altamente dependientes de la aplicacion, pero
normalmente incluiran transmision de informacién dependiente de la deteccién del analito. Por ejemplo, tal
comunicacion puede implicar registrar o archivar los resultados de pruebas, mostrar un mensaje de alerta de
amenaza, iluminar una alarma o luz giratoria, o activar una alarma acustica. La comunicacién de datos también
incluye enviar sefales a otros dispositivos, tal como apagar automaticamente un sistema de HVAC o secuestrar una
muestra de prueba sensible a la detecciéon de analitos seleccionados. La comunicacién mediante la interfaz de
usuario puede incluir medios electrénicos, opticos, infrarrojos, de radio, microondas, mecanicos o acusticos, o
cualquier otro medio para transmitir datos o comandos sensibles a resultados de pruebas de analitos.
Adicionalmente, la interfaz de usuario puede incluir interfaces de comunicaciéon remota tales como una tarjeta de
interfaz de red y una tarjeta de acceso inaldmbrico que estan en comunicacién con el controlador. Estos pueden
permitir que un operario u otro dispositivo se comunique con el sistema, transmita comandos o recupere datos o,
transmita una alarma. La comunicacion puede incluir transmitir informacién por internet, por una red local o por
conexion electronica directa o inalambrica.

En una realizacion, el sistema esta configurado en dos chasis separados, uno con el iman 512, el generador 518 de
pulsos y el receptor 520. El otro chasis tiene el controlador 522 y la interfaz 524 de usuario. Los dos chasis
intercambian informacion tal como comandos y datos por una conexion de comunicacion electrénica, por ejemplo,
cables, una conexion inalambrica o una conexiéon de fibra éptica. En una realizacion preferida, la conexion de
comunicacion comprende una interfaz de USB que emplea conexiones de USB estandar en cada chasis.

El sistema 500 de resonancia magnética puede excitar sefiales de resonancia magnética de los nucleos de
hidrégeno en agua en el volumen 514 de muestra aplicando pulsos electromagnéticos, por ejemplo, pulsos de
radiofrecuencia (RF), generados por el generador 518 de pulsos mediante la bobina. El sistema detecta las sefiales
de resonancia magnética de los nucleos de hidrogeno en el agua recogiendo inductivamente las sefiales en la
bobina 516. El receptor procesa las sefales recibidas usando amplificadores, mezcladores y conversores de
analdgico a digital.

En una realizacion, el sistema 500 mide el T2 del agua por el método o técnica de CPMG bajo el control del
controlador 522. La medicion incluye un pulso de RF de 90 grados generado por el generador de pulsos, seguido de
un retardo de 2 ms, y luego una sucesion de 2000 pulsos de 180 grados a intervalos de 4 ms. La fase de los pulsos
de 180 grados es ortogonal a la del pulso de 90 grados. El procedimiento genera ecos de espin en los intervalos de
4 ms que son recibidos por el receptor 520. En una realizacion, el controlador 522 realiza un analisis rutinario que
determina y registra los ecos de espin, realiza analisis de FFT para obtener picos espectrales, encuentra el valor
maximo de los picos y ajusta los valores de los picos a una férmula con tres variables: la amplitud y el tiempo de
disminucién de una exponencial, mas un ruido de fondo independiente del tiempo. El valor de T2 observado es el
tiempo de disminucion exponencial de mejor ajuste.

El analisis realizado por el controlador incluye una comparacién entre el valor de T2 observado y un valor de T2
previamente calibrado o medido. El analito se detecta por el sistema cuando el valor de T2 observado de la muestra
se diferencia del de una muestra sin analito. El valor de T2 previamente calibrado puede determinarse midiendo una
disolucion de agua con la misma concentracion de nanoparticulas que se usa para la medicion del analito. EI T2 del
agua esta influido por la concentracién de nanoparticulas. El T2 también esta influido por la unién del analito a las
nanoparticulas y que ocupan la region de alto gradiente alrededor de las nanoparticulas. En la realizacion preferida,
la concentracion de nanoparticulas esta controlada por la formulacién de la disolucion. Los valores de T2 de la
disolucién sin analito, y con diversas concentraciones del analito, también se conocen por calibracion previa.

En una realizacion, las nanoparticulas se disuelven o suspenden en un medio de agua. Las nanoparticulas tienen un
nucleo de magnetita superparamagnético con un diametro de 8 nm, rodeado por una vaina con una diametro de 50
nm. Las moléculas de anticuerpo (u otro mecanismo de union o atraccidon como se describe en el presente
documento) especificas para el analito estan unidas a la vaina. Cuando las nanoparticulas estan en la muestra 514,
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el nucleo se magnetiza por el campo aplicado por el iman 512, produciendo un campo dipolar local que se suma al
campo aplicado. El campo neto resultante incluye gradientes espaciales de hasta 0,1 T/nm, dentro de una region
que se extiende radialmente de la superficie de la nanoparticula a aproximadamente 20 nm de la superficie. Las
nanoparticulas son las mas eficaces para los fines de deteccion y medicion a concentraciones bajas de
aproximadamente 1:10000 en agua. Esto produce un consumo muy pequefio de nanoparticulas por prueba. En una
realizacion, el iman 512 del sistema 500 de resonancia magnética usa un iman permanente para este fin. El iman
permanente no requiere potencia, puede hacerse arbitrariamente compacto y es econdémico. Las mayoria de los
sistemas de resonancia magnética previos emplearon electroimanes o bobinas superconductoras para generar el
campo magnético. No es factible reducir arbitrariamente el tamafio de los electroimanes o imanes superconductores.
Si un electroiman se reduce en proporcion en tamafio, el campo magnético se modifica proporcionalmente de
escala. Si el campo se mantiene constante, entonces la densidad de corriente en las bobinas del electroiman debe
aumentarse. La densidad de corriente no puede aumentarse arbitrariamente debido a un limite fundamental, la
conductividad del cobre. Por encima de un cierto limite de densidad de corriente, aproximadamente 100 amps/cmz,
las bobinas deben refrigerarse con agua. Por encima de un segundo limite, aproximadamente 200 amps/cmz, las
bobinas se autodestruyen. No son factibles bobinas de cobre pequefias de alto campo en estado estacionario.

Asimismo no es factible reducir el tamafio de imanes superconductores arbitrariamente. Las bobinas
superconductoras pueden hacerse mucho mas pequefias y mas potentes que las bobinas no superconductoras, y
pueden llevar altas densidades de corriente. Sin embargo, las bobinas superconductoras deben rodearse de un
criostato aislado a vacio, que normalmente tiene multiples vainas mantenidas a diferentes temperaturas criogénicas.
Por tanto, las diversas vainas estan mecanicamente y térmicamente interconectadas por puntales de soporte. No es
posible hacer el criostato arbitrariamente delgado debido a la conductividad térmica de los miembros de soporte. El
criostato limita la miniaturizacién factible en imanes superconductores.

Los imanes permanentes no tienen ninguno de estos defectos. Un disefio de iman dado que usa imanes
permanentes se modificara de escala con precision, sin cambio en la geometria o campo o calidad del campo, a
dimensiones arbitrariamente grandes o pequefias. La Unica limitacion fundamental es el tamafio del dominio
ferromagnético, aproximadamente 1 micrémetro. Disefiando sistemas de imanes permanentes, los imanes pueden
modificarse de escala a un tamario determinado por el volumen de muestra, las propiedades de la bobina de RF u
otros parametros del sistema, en vez de forzar los otros parametros a cumplir la escala del iman. Como resultado, es
factible miniaturizar el sistema electromagnético entero. Esto conduce a sensibilidad de deteccion mejorada en
volumenes de muestra mas pequefios, coste reducido y peso de la porcidon de sensor del sistema, y potencia de RF
reducida requerida.

Una realizacion del iman 512 se representa esquematicamente en seccion transversal en la Figura 7. El iman incluye
un marco 710, tal como un marco de acero hueco. En una realizacion, la altura H del marco es inferior a 50 cm y
puede ser inferior a 5 cm. La anchura W también puede ser inferior a 50 cm y puede ser inferior a 5 cm. Un iman 714
de disco permanente superior y un iman 716 de disco permanente inferior localizado opuesto al iman permanente
superior estan unidos a una seccién superior del marco y una seccion inferior del marco, respectivamente. Por
ejemplo, pueden unirse mecanicamente usando tornillos o pernos y/o pueden unirse con un adhesivo. Un polo 718
superior con forma de disco esta localizado encima del iman permanente superior y opuesto a un polo 720 inferior
con forma de disco localizado encima del polo inferior. Alrededor de la periferia de cada polo estan ocho orificios
roscados finos con pernos de ajuste, que pueden variarse para mejorar la uniformidad del campo. El iman se
ensambla atornillando con pernos junto con el marco, deslizando los discos de iman permanente en posicion,
deslizando los polos en posicion, y luego ajustando la uniformidad. Los discos del iman permanente son muy
fuertemente atraidos al marco de acero, y los polos son muy fuertemente atraidos a los discos del iman permanente.
Las atracciones, y la friccion resultante entre los diversos miembros puestos en contacto, proporcionan estabilidad
mecanica para mantener el ensamblaje junto. Puede obtenerse robustez adicional aplicando pinzas o adhesivos a
los discos del iman o polos, preferentemente no interfiriendo con el ajuste de la uniformidad del campo o mediciones
de resonancia magnética. Las fuerzas sobre los componentes del iman permanente son fuertes y posiblemente
peligrosas. No se muestran plantillas y herramientas usadas para controlar el procedimiento de ensamblaje en vista
de las fuertes fuerzas implicadas.

El ajuste de la uniformidad es el procedimiento de ajuste de un iman, tal como el iman 512, para producir la
uniformidad necesaria. Tal y como se construyen, la mayoria de los imanes proporcionan uniformidad insuficiente
debido a las tolerancias de fabricacion. El ajuste de la uniformidad consiste en medir la distribucion de campo,
ajustar los parametros incorporados del iman y repetir hasta que se logre la uniformidad deseada. En una realizacion
se utiliza un simple disefio de ajuste de la uniformidad que se basa en los parametros de campo mas importantes,
en vez de en proporcionar un conjunto exhaustivo de parametros de los cuales la mayoria nunca se necesitan.

Primero se iguala la magnetizacion de los dos discos del iman permanente. Basandose en el gradiente axial
observado, una o mas hojas ferromagnéticas delgadas se fijan por atraccion magnética circunferencialmente
alrededor de solo el mas fuerte de los dos imanes. El ajuste iterativo del nimero y espesor de las hojas produce
neutralizacion casi perfecta del gradiente axial. Entonces las hojas pueden asegurarse por pinzas o adhesivos.

Entonces se ajustan uno o mas de los pernos en miniatura, por ejemplo, el perno 722, en la periferia de los polos.
Estos pernos presionan contra los discos del iman permanente para balancear ligeramente los polos segun se
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necesite para neutralizar gradientes de campo transversales. Cualquiera o ambos de los polos puede ajustarse,
dependiendo de los detalles del campo observado. El ajuste final de los diversos pernos produce neutralizacion casi
perfecta de los gradientes transversales.

Normalmente no necesita alterarse la forma de los polos, aunque pueden desmontarse y revisarse su forma si se
necesita para lograr el campo deseado. Alternativamente, la separacion entre los polos puede reducirse apretando
ligeramente todos los pernos alrededor de ambos polos. Un ajuste tal es casi equivalente, magnéticamente, a ajustar
la profundidad de la etapa de aflojamiento del polo.

Para fabricar las partes del iman, metales en polvo tales como hierro o acero pueden colocarse dentro de un molde
de forma deseada. Entonces, en la prensa se aplican presion y calor para generar la parte final. Aunque solo pueden
hacerse pequefas partes por esta técnica, puede lograrse la fabricacion en serie. Alternativamente puede usarse
mecanizado para hacer las partes individuales.

Los polos pueden disefarse para proporcionar la mayor uniformidad de campo y volumen de campo para probar
muestras, con la limitacion de que el hueco sea suficiente para insertar y ajustar la bobina de muestra de resonancia
magnética. Las limitaciones al disefio incluyen el maximo campo en los polos para limitar la saturacién, nimero
minimo de parametros de ajuste de la uniformidad para lograr la uniformidad del campo objetivo, y uso de
componentes de imanes permanentes comerciales de bajo coste cuando sea posible.

El material del iman permanente proporciona densidad de magnetizacion muy alta, pero es sensible a la
temperatura. En aplicaciones en las que la frecuencia pueda ajustarse al campo, la desviacion térmica del campo
magnético no es un problema. Sin embargo, para mediciones de T2 de precision es necesario estabilizar el campo
magnético. Puede usarse un recinto controlado por temperatura. En una realizacion, el recinto puede construirse
usando aislamiento de espuma y un par de calentadores de parches. Un sensor de termopar y controlador
completan la disposicion.

La determinacién precisa de T2 usando el procedimiento de CPMG se potencia con un oscilador local
extremadamente estable con ruido de fase minimo en una escala de tiempo de al menos la separacién de ecos de
espin. Incluso osciladores de cristal de alto coste normalmente no proporcionan estabilidad suficiente debido a las
ruidosas lineas de potencia del ordenador. Puede obtenerse estabilidad suficiente usando osciladores de cristal
integrados baratos amortiguando tanto la entrada de corriente CC como la salida de reloj de RF. Una disposicion tal
se representa esquematicamente en la Figura 8. En una realizacion, el oscilador mostrado en la Figura 8 se usa en
el generador 518 de pulsos de la Figura 5. En general, la entrada de corriente CC (corriente continua) se amortigua
conectando dos o mas reguladores del voltaje en serie. El circuito representado en la Figura 8 incluye un primer
regulador 802 del voltaje (por ejemplo, un regulador de 8 voltios que recibe una entrada de +12V). Un segundo
regulador 804 del voltaje recibe la salida del primer regulador del voltaje y proporciona su salida al oscilador 806 (por
ejemplo, un regulador de 5 voltios, que recibe la salida del regulador de 8 voltios). Un tercer regulador 808 del voltaje
(por ejemplo, un regulador de 5 voltios) también puede recibir la salida del primer regulador del voltaje y puede
proporcionar su salida a una puerta 810 légica digital con alta velocidad y alto aislamiento de la fuente, tal como el
conductor de linea 74F3037 NAND (disponible de Philips Semiconductors y otros). La puerta 810 logica digital
amortigua la salida del oscilador.

El sistema 500 de resonancia magnética (Figura 5) interacciona con la muestra usando la antena 516 que, en
operacion, esta electromagnéticamente acoplada a los nucleos precesores de la muestra. En una realizacion, la
bobina estda montada en una plataforma intercambiable modular para permitir cambiar el tamafo de muestra,
sustituir la bobina en caso de contaminacion, u otros cambios necesarios.

La antena puede encapsularse en un material resistente a la contaminacién. La contaminaciéon es una cuestion
grave cuando van a probarse multiples muestras que llevan multiples enfermedades o toxinas. Las antenas
anteriores son dificiles de limpiar debido a que estan geométricamente altamente corrugadas e incluyen materiales
aislantes y conductores no higiénicos. La encapsulacion de la antena puede resolver esta cuestion. Por ejemplo, la
antena podria ser una bobina de cobre incorporada en una forma de teflon cilindrica hueca de manera que cualquier
contaminacién procedente del recipiente de muestra se encontrara solo con una superficie de teflén, nunca con el
conductor real. Como el teflon no es absorbente y es relativamente facil de limpiar, las cuestiones de contaminacion
se reducen enormemente. Por tanto, la antena encapsulada seria mas estable y mecanicamente resistente que una
bobina libremente montada. Las sefiales de resonancia magnética de un elemento en el encapsulante, tal como
deuterio o fluor, pueden usarse para controlar una frecuencia o un campo magnético.

La cancelacion de ruido, sefiales de interferencia, compensaciones del nivel inicial y otros efectos del ruido de fondo
pueden mejorarse realizando mediciones de resonancia magnética multiples veces con diversas fases de RF
alternas. Esto puede implementarse bajo el control del controlador. Por ejemplo, la excitaciéon puede alternarse entre
rotacion de fase positiva y negativa de los espines durante pulsos de RF. Durante el procesamiento de sefales por
el controlador, la fase del oscilador del receptor también puede girarse 90 grados o su multiplo. El software de
analisis en el controlador que controla estas alternancias de fase también realiza la suma o resta correspondiente de
los datos digitalizados para acumular la sefial deseada mientras que se cancelan los ruidos de fondo.
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Pueden proporcionarse diversas interfaces de usuario con el sistema. Por ejemplo, el sistema 500 representado en
la Figura 5 puede llevar a cabo mediciones para detectar un analito o analitos seleccionados e informar de los
resultados emitiendo una alarma si se detecta o proporciona una indicacién visual o informe mediante la interfaz 524
de usuario. En una version, el operario inserta una muestra mixta en el sistema y presiona un unico botén sobre la
interfaz de usuario para iniciar una serie previamente preparada de instrucciones para que el controlador lleve a
cabo y analice la muestra. Si va a buscarse mas de un analito, las instrucciones ordenan automaticamente la mezcla
de nanoparticulas sensibilizadas a cada analito y llevan a cabo las mediciones secuencialmente. En otra version del
instrumento, un conmutador mecanico u 6ptico detecta la inserciéon de la muestra en el sistema de resonancia
magnética, y automaticamente inicia la secuencia de medicion.

En una realizacién, un cambio de T2 es el indicador primario de que el analito esta presente. Para comprobar
desviaciones o errores que pudieran afectar la medicion de T2, el sistema puede comparar el T2 medido de la
muestra con el de una muestra de calibracion sellada que tiene un valor de T2 previamente medido. La muestra
sellada puede contener sulfato de cobre en agua, aceite mineral, u otro liquido que tenga un T2 estable para
comparacioén. Alternativamente, la muestra de calibracion sellada puede medirse periédicamente.

Puede usarse una amplia diversidad de mecanismos para presentar la muestra al sistema de resonancia magnética.
La muestra, que comprende medio liquido, analito y nanoparticulas, puede mezclarse en un recipiente tal como un
tubo de RMN de vidrio, un tubo de plastico o vial, un recipiente desechable tal como un tubo Eppendorf de plastico o
matraz, u otro recipiente adecuado. Un polimero ventajoso es PEEK (poliéter-éter-cetona) debido a su dureza,
inactividad y maquinabilidad. El recipiente puede recubrirse con un material para prevenir que las nanoparticulas se
adhieran a las paredes, aglomeren o precipiten en la mezcla. Por ejemplo, el recubrimiento puede ser una proteina
tal como BSA (albumina de suero bovino). El recipiente que incluye la muestra puede insertarse, manualmente o por
un alimentador mecanico, en el sistema de resonancia magnética. Alternativamente, un recipiente fijo en el sistema
de resonancia magnética puede usarse para mediciones de multiples muestras insertando liquidos de muestra en el
recipiente, por ejemplo, bombeando la muestra o sus componentes a través de tubos en el recipiente. Después de
las mediciones, la muestra se saca entonces del recipiente fijo usando bombas, tubos, valvulas y dispositivos de
flujo de fluidos relacionados. Puede llevarse a cabo una etapa de lavado o aclarado entre las muestras. Puede
llevarse a cabo tratamiento ultravioleta de depdsitos que contienen agua destilada y nanoparticulas para prevenir la
formacién de bacterias. Alternativamente, un fungicida tal como azida de sodio puede mezclarse en el agua
destilada en cantidades traza para prevenir el crecimiento de bacterias y algas en el agua.

En una realizacion representada esquematicamente en la Figura 9, multiples unidades de sensor estan conectadas
a un unico controlador. Por ejemplo, un sistema de sitio fijo automatizado puede consistir en un controlador 902
central con fuentes de alimentacion y un generador de pulsos o transmisor, conectado por cables a multiples
cabezas 906 a y b de sensor remotas. Aunque solo se representan dos cabezas de sensor, pueden usarse mas.
Cada cabeza 906 incluye un aparato de preparacion de muestras junto con nanoparticulas seleccionadas, un iman
de resonancia magnética, un preamplificador y una bobina, por ejemplo, como se describié a propdsito de la Figura
5. Los pulsos de potencia de RF se enrutan a las unidades de sensor mediante un multiplexador 908 de salida que
esta controlado por el controlador 902. Las sefiales de las unidades de sensor se enrutan al receptor 910 mediante
el multiplexador 912 de entrada, también controlado por el controlador. Las interconexiones son preferentemente por
cable coaxial. Alternativamente, cada unidad de sensor puede incluir un amplificador de RF. Si el amplificador de RF
se localiza en la unidad de sensor, las interconexiones no llevan pulsos de RF de potencia alta y asi pueden ser
medios de comunicacion inalambricos, de fibra éptica u otros medios de comunicacién, ademas de cable coaxial.
Los elementos del sistema representado en la Figura 9 operan de la manera descrita anteriormente.

En una realizacion, material en particulas en suspension en aire puede extraerse del aire libre, conductos de HVAC,
espacios interiores tales como centros comerciales, trenes del metro y otras areas de transporte publico, o cualquier
otro sistema de aire, para probar enfermedades o ataque terrorista (HVAC representa calefaccion, ventilacion y aire
acondicionado). La recogida incluye preferentemente entrar material en particulas en el sistema o concentrar
particulas del aire en el medio liquido. La Figura 10 muestra un esquema de un sistema de monitorizacion tal. El
colector 1002 puede estar situado dentro de un conducto o en cualquier otra area a monitorizar, y puede incluir un
protector (no mostrado) para excluir suciedad e insectos. El colector 1002 puede incluir un concentrador
electrostatico para atraer analito o material de muestra. Un sistema 1004 fluidico transporta el analito del colector
1002 al area de muestra del analizador o sistema 1006 de resonancia magnética. El sistema 1006 de resonancia
magnética puede ser el sistema descrito a proposito de la Figura 5. El sistema 1004 fluidico puede incluir una
mezcladora microfluidica automatizada para mezclar analito con un liquido, tal como el medio de agua y con
nanoparticulas configuradas para el uno o mas analitos que van a detectarse. Un depdsito de las nanoparticulas y el
agua 1008 también puede ser parte del sistema fluidico. La muestra mezclada se transfiere entonces por el sistema
fluidico al area de muestra del sistema de resonancia magnética en la que se hacen las mediciones. En una
realizacion, un sistema de transporte fluidico estd en comunicacion con la mezcladora y se extiende en el area de
muestra. Dependiendo de los resultados de medicion, la muestra puede vaciarse en un recipiente de residuos,
guardarse como material de archivo o enviarse a sistemas de analisis secundario. El agua residual puede
recircularse para ser usada de nuevo pasando a través de un filtro.

Las Figuras 11 a-e representan una realizacion de un sistema de instalacion fijo como se describe a propésito de la
Figura 10 y tres tomas de colector. La Figura 11 a es una vista en perspectiva y la Figura 11 b es una vista en planta
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del sistema que muestra la toma 1102 y una pantalla 1104. Los otros elementos representados en la Figura 10 estan
contenidos dentro de la carcasa. Las Figuras 11 c-e representan tres opciones de entrada para el sistema. Una vez
iniciado, el controlador hace que el sistema recoja muestras periédicamente para analisis. El sistema también puede
operarse manualmente. Puede proporcionarse una interfaz de usuario mediante botones o una pantalla tactil. La
pantalla 1104 puede mostrar el estado de operacioén. El acceso de usuario puede controlarse mediante, por ejemplo,
identificacion biométrica, tal como identificacion por huella dactilar o una contrasefia.

La Figura 12 es una vista en perspectiva frontal de un sistema portatil. El sistema puede operar en un modo de
operacion auténoma de un Unico botdn. Una muestra puede introducirse mediante viales y tubos. Una muestra en un
recipiente 1202 puede introducirse en el sistema mediante un receptaculo u orificio 1204 en la parte superior. Dentro
del sistema, el sistema fluidico manipulara la muestra mezclandola y moviéndola al sistema de RMN del modo
descrito anteriormente a proposito de la Figura 10. La interfaz 1206 de usuario puede incluir areas iluminadas de
“riesgo bioldgico” y “seguro” sobre una pantalla de visualizacion. Para empezar la operacion se proporciona un botén
de inicio en la pantalla tactil. El estado de operacion del sistema se indica en la pantalla.

Una realizacién de un sistema que puede llevar a cabo o implementar las técnicas de medicién o deteccién descritas
anteriormente para fines de diagnostico médico se describira ahora con referencia a la Figura 13 que es un
diagrama de bloques funcional de un sistema de prueba de muestras automatizado. Para aplicaciones clinicas, la
muestra comprende un espécimen de material de un paciente. EI material puede incluir material celular vivo o
muerto tal como piel, sangre, priones, médula ésea, pelo, muestras de biopsia u otro tejido; o material biolégico no
celular tal como saliva, moco, esputo, liquido intravenoso, orina, heces, pus, liquido cefalorraquideo y contenido del
estdmago o intestinos; o cualquier otro material de muestra obtenido de un cuerpo humano o animal. La recogida de
ese material comprende un paciente o sujeto que produce el material, un profesional clinico que extrae el material
del cuerpo de un paciente o sujeto, un investigador que recupera el material de muestra de una escena del crimen o
accidente, o cualquier otra etapa que produzca la acumulacion de material biolégico para pruebas.

Primero, el sistema 1302 fluidico entra el espécimen 1304 de un paciente, o una porcién del mismo, o una disolucion
del mismo, en una mezcladora que mezcla el material de muestra con un disolvente, por ejemplo, guardado en un
depdsito 1306 de disolvente, y uno o mas tipos de nanoparticulas guardadas en los depdsitos 1308a-c. Cada tipo de
nanoparticula puede sensibilizarse a una o mas sustancias quimicas o analitos relacionados con enfermedades o
condiciones médicas. La Figura 13 muestra tres tipos de nanoparticulas, pero puede usarse cualquier nimero de
tipos de nanoparticulas, cada uno sensibilizado a uno o mas analitos relacionados con una o mas condiciones
médicas. Las enfermedades incluyen patégenos contagiosos tales como virus y bacterias, y enfermedades no
contagiosas tales como cancer o hipercolesterolemia. Las sustancias quimicas incluyen enzimas u otros marcadores
producidos por el cuerpo, toxinas y farmacos. En una realizacion, el usuario selecciona los tipos de nanoparticulas
que van a usarse en la prueba de un espécimen del paciente particular. Por ejemplo, un médico puede extraer una
muestra de la sangre de un paciente para comprobar la concentracion de una medicacion de manera que se
controle la dosificacion, o guardias en un aeropuerto o cruce de frontera pueden tomar muestras de tejido de pollos
vivos 0 muertos para comprobar gripe aviar. Etapas de procesamiento adicionales pueden incluir lisar la muestra
para liberar ADN o ARN u otros componentes de la muestra, calentar o refrigerar la muestra, ajustar el pH de la
muestra, u otras etapas necesarias para promover la reaccion selectiva entre las nanoparticulas y el analito. La
muestra mixta, o una alicuota de la misma, se transfiere entonces al sistema 1310 de resonancia magnética, tal
como el sistema representado en la Figura 5. La muestra puede mezclarse alternativamente con nanoparticulas
dentro de un recipiente que esta dentro del instrumento de resonancia magnética, evitando asi la etapa de transferir
la muestra mezclada, y pueden realizarse etapas de procesamiento adicionales mientras que la muestra esté dentro
del instrumento de resonancia magnética.

El instrumento de resonancia magnética mide entonces sefiales de la muestra, tales como el T2 de la muestra, y
analiza aquellas sefales para determinar la presencia o ausencia o concentracién de los analitos seleccionados.
Entonces, basandose en los resultados de medicion, un médico puede entonces diagnosticar la enfermedad del
paciente.

En una realizacion de los sistemas descritos anteriormente, el sistema detecta analito midiendo sefales del liquido,
estando las sefiales relacionadas con el campo magnético. Especificamente, las sefiales son sensibles al campo
magnético distinto en la region especial alrededor de las nanoparticulas. Cuando el analito se une al anticuerpo
correspondiente u otro agente de unién, se provoca que el analito permanezca en la regidon especial, y asi en el
campo magnético distinto. El analito desplaza el liquido de esa regién, de forma que el liquido ya no emite sefiales
de resonancia magnética caracteristicas del campo magnético en esa region. Por tanto, es importante observar que
el analito no emite sefiales de resonancia magnética, o al menos no emite sefiales que sean similares a aquellas del
liquido. Esto es debido a que el analito se aferra a la nanoparticula sélida, haciendo que el analito presente el T2
corto caracteristico de sélidos. Asi, en una realizacion, el analito, a la vez que ocupa la regién especial, no produce
sefales que imiten al liquido.

La aglomeracion puede producir un cambio en T2, pero no en T1, mientras que tanto T1 como T2 cambian en
respuesta a elevada concentracién de nanoparticulas. Por tanto, puede usarse una mediciéon de T1 como calibracién
o una medida independiente de la concentracién de nanoparticulas. En una realizacién, el sistema mide tanto T1
como T2 de la muestra, aplica analisis referente al valor de T1 para determinar la concentraciéon de nanoparticulas, y
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el valor de T2 para detectar el analito. Alternativamente, estan disponibles otros métodos para medir el contenido de
hierro, y por tanto la concentraciéon de nanoparticulas, en la muestra.

La etapa de procesamiento de datos realizada por el controlador incluye ajustar los datos para parametros
relacionados con la presencia de analito, tal como un cambio de T2 en datos de CPMG. Normalmente, el tren de
ecos en CPMG se ajusta a una unica formula exponencial, un ajuste de tres parametros para amplitud, constante de
tiempo y ruido de fondo. Una forma simple pero eficaz de realizar esto es una busqueda en cuadricula en la que los
tres parametros se estiman primero a partir de los datos, y luego se genera una cuadricula tridimensional de valores
variando los tres parametros por encima y por debajo de los valores estimados. Entonces, los mejores valores se
seleccionan como la chi al cuadrado minima o desviacion al cuadrado media de los datos de la férmula. A partir del
mejor valor se calcula de nuevo una nueva cuadricula de busqueda, se calculan las deviaciones y los mejores
valores se derivan de nuevo. Este procedimiento se repite varias veces (normalmente 9) para obtener el mejor ajuste
global. Opcionalmente, la escala de la cuadricula puede reducirse un factor (normalmente 0,95) cada vez que se
usa, de manera que los mismos valores no estén apareciendo repetidamente.

Los subsistemas primarios del sistema de resonancia magnética son el generador de pulsos, el receptor de sefales
y el controlador. Estos subsistemas pueden residir en tarjetas separadas, interconectadas por cables.
Alternativamente, los subsistemas pueden estar integrados como un circuito Unico en una unica tarjeta del
ordenador. La ventaja de esto Ultimo es que no se necesitan interconexiones por cable, y por tanto que puede
usarse una Unica base de tiempo para todas.

El sistema puede estar alimentado por baterias. El sistema usa muy poca energia durante la adquisicion de datos, y
puede programarse para usar esencialmente cero energia en un modo de suspension.

En una realizacion, el sistema también incluye un detector de radiacion interconectado al controlador. El fin del
detector de radiacion es detectar materiales radiactivos en la muestra. El detector de radiacion puede ser cualquier
sensor de radiacion, preferentemente sensible a rayos gamma, tal como semiconductor, contador de centelleo y
contadores llenos de gas. El detector puede estar posicionado préximo al medio de recogida de muestras, el sistema
de mezcla de muestras, o una camara de retencion dispuesta aguas abajo del sistema de resonancia magnética.

Insectos tales como arafias pueden tapar las entradas y colectores de aire. La primera barrera a la entrada para
estos bichos son filtros. Para instalaciones de exteriores puede incorporarse un insecticida de liberacion lenta,
preferentemente inocuo para los seres humanos y mascotas. Tales insecticidas pueden implementarse a lo largo del
pozo de la entrada o proximos a la boca de la entrada.

En una realizacion, los sistemas y métodos detectan explosivos y materiales de armas quimicas. Los sistemas y
métodos pueden realizar la deteccién usando nanoparticulas como se ha desvelado anteriormente, en los que los
sitios de unién especifica sobre las nanoparticulas se unen a las moléculas de armas explosivas o quimicas.
Alternativamente, los sistemas y métodos pueden detectar explosivos o materiales de armas quimicas midiendo
sefiales de resonancia magnética del propio material de muestra, sin uso de nanoparticulas. El sistema puede
emplear el efecto Overhauser nuclear de espin para detectar armas quimicas y explosivos. En este caso no se
requieren nanoconmutadores. Otra configuracion podria ser un sistema hibrido que incorpora cromatografia de
gases, espectroscopia de masas, espectroscopia de movilidad iénica, otras técnicas analiticas y RMN con o sin
nanoparticulas

Una ventaja de los sistemas y métodos inventivos es que las pruebas de confirmacion pueden llevarse a cabo para
ciertos analitos usando el mismo aparato. Por ejemplo, una prueba de confirmacién para explosivos comprende
medir el parametro T1 usando un sistema de resonancia magnética, ya que el T1 para la mayoria de los explosivos
es extremadamente largo (muchos segundos). Como otro ejemplo, una medicién de confirmacion para armas
quimicas tales como agentes nerviosos es un barrido de resonancia magnética para flior o fésforo basado en las
frecuencias de Larmor caracteristicas de aquellos elementos.

En una realizacion, el sistema detecta toxinas y armas bioldgicas en sobres de correo, probando material en
particulas recogido del correo. En la presente solicitud, el sistema incluiria preferentemente medios para extraer
material en particulas de sobres, tales como agitando, vibrando, soplando aire a través del correo o comprimiendo
los sobres. El sistema puede incluir medios para cortar sobres para recuperar polvo, preferentemente solo después
de que otros sensores hayan dirigido la sospecha a un correo particular.

Una realizacion preferida para aplicaciones de muestreo de aire incluye una entrada de aire, un colector,
concentrador y un sistema fluidico automatizado. La entrada de aire incluye un filtro para excluir suciedad e insectos,
y un ciclon para separar particulas de muestra del aire. Las entradas pueden usar “impactador” o “pre-separador”, o
“fraccionador” y sirve para prevenir que grandes particulas (por ejemplo, particulas con tamafios superiores a
aproximadamente 10 micrometros de diametro aerodinamico) entren en el detector o identificador. El fraccionador de
particulas grandes es un componente esencial en el muestreador ambiental - es la combinacion de la boquilla
interna y la placa que es normal a la boquilla. Para la unidad de HVAC o el muestreador medioambiental ocupado,
podria ser un cartucho pre-separador opcional que se coloca aguas abajo de la entrada. Ademas, para el
muestreador ambiental, podria ser un tamiz de bichos que se coloca precisamente aguas arriba del puerto de salida.
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El colector incluye medios concentradores que incluyen un impactador virtual para insertar las particulas de muestra
en un medio liquido. Entonces, el sistema fluidico mezcla la muestra con nanoparticulas.

En una realizacion, los sistemas y métodos estan adaptados para inspeccionar contenedores de transporte, por
ejemplo, para detectar materiales o farmacos o microbios peligrosos entre articulos en un contenedor de transporte.
La realizacion incluye medios para extraer aire del espacio interior del contenedor de transporte, medios para
recoger o concentrar cualquier material en suspension u ocluido en ese aire, medios para mezclar el material con
nanoparticulas y medios para presentar esa mezcla al sistema de resonancia magnética para pruebas. La
inspeccion puede llevarse a cabo abriendo una puerta del contenedor de transporte. Alternativamente, el aire interior
puede sacarse mediante un puerto o abertura que puede volver a cerrarse en el contenedor de transporte. Mas
detalles se proporcionan en la solicitud provisional nimero de serie 60/669.019 presentada el 07/04/2005 titulada
SHIPPING CONTAINER INSPECTION DEVICE.

Aquellos expertos apreciaran adicionalmente que los diversos bloques légicos, médulos, circuitos y etapas de
algoritmos ilustrativos descritos a proposito de las realizaciones desveladas en el presente documento pueden
implementarse frecuentemente como hardware electrénico, software informatico, o combinaciones de ambos. Para
ilustrar claramente esta intercambiabilidad de hardware y software, diversos componentes, bloques, mdédulos,
circuitos y etapas ilustrativos se han descrito anteriormente generalmente en términos de su funcionalidad. Si tal
funcionalidad se implementa como hardware o software depende de la aplicacion particular y limitaciones al disefio
impuestas en el sistema global. Los expertos pueden implementar la funcionalidad descrita de formas variables para
cada aplicacion particular, pero tales decisiones de implementacion no deben interpretarse como que provoquen una
divergencia del alcance de la invencion. Ademas, la agrupacion de funciones dentro de un médulo, bloque, circuito o
etapa es para facilidad de descripcién. Funciones o etapas especificas pueden moverse a un moédulo, bloque o
circuito sin apartarse de la invencion.

Los diversos bloques logicos, médulos y circuitos ilustrativos descritos a propdsito de las realizaciones desveladas
en el presente documento pueden implementarse o realizarse con un procesador de uso general, un procesador de
sefiales digitales (DSP), un circuito integrado para aplicaciones especificas (ASIC), una matriz de puertas
programable por campo (FPGA) u otro dispositivo de légica programable, puerta discreta o logica de transistores,
componentes de hardware discreto, o cualquier combinacion de los mismos disefiados para realizar las funciones
descritas en el presente documento. Un procesador de propdsito general puede ser un microprocesador, pero por el
contrario, el procesador puede ser cualquier procesador, controlador, microcontrolador o maquina de estados. Un
procesador también puede implementarse como una combinacién de dispositivos de computacion, por ejemplo, una
combinacion de un DSP y un microprocesador, una pluralidad de microprocesadores, uno 0 mas microprocesadores
conjuntamente con un nucleo de DSP, o cualquier otra configuracion tal.

Las etapas de un método o algoritmo descrito a propdsito de las realizaciones desveladas en el presente documento
pueden incorporarse directamente en el hardware, en un médulo de software ejecutado por un procesador, o en una
combinacion de los dos. Un moédulo de software puede residir en memoria RAM, memoria rapida, memoria ROM,
memoria EPROM, memoria EEPROM, registradores, disco duro, un disco extraible, un CD-ROM, o cualquier otra
forma de medio de almacenamiento. Un medio de almacenamiento a modo de ejemplo puede acoplarse al
procesador de tal manera que el procesador pueda leer informacion de, y escribir informacion a, el medio de
almacenamiento. Provisionalmente, el medio de almacenamiento puede ser parte integrante del procesador. El
procesador y el medio de almacenamiento pueden residir en un ASIC.

La descripcidon anterior de las realizaciones desveladas se proporciona para permitir que cualquier experto en la
materia haga o use la invencion. Diversas modificaciones a estas realizaciones seran rapidamente evidentes para
aquellos expertos en la materia, y los principios genéricos definidos en el presente documento pueden aplicarse a
otras realizaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar si un analito esta presente o no en una muestra usando resonancia magnética,
comprendiendo el método:

aplicar un primer campo magnético a una muestra que comprende un liquido y material que se va a analizar;

aplicar un segundo campo magnético dentro de al menos una regidon de la muestra de forma que las sefiales de
resonancia magnética del liquido en la al menos una region sean diferentes de las sefiales de resonancia magnética
del liquido exterior a la al menos una regién, en donde el segundo campo magnético es creado por una
nanoparticula asociada a un material de afinidad en presencia del primer campo magnético, en donde la
nanoparticula es una particula paramagnética;

retener el analito con el material de afinidad en la al menos una regiéon de manera que desplace liquido de la al
menos una region;

excitar las sefiales de resonancia magnética del liquido mientras el analito esta en la al menos una region para
determinar el T2 de la muestra; y

determinar la presencia del analito determinando si el T2 determinado es mayor que el T2 de la combinacion del
liquido con las particulas paramagnéticas,

en donde la determinacién de T2 de la muestra usada para determinar la presencia del analito se realiza antes de la
aglomeracion sustancial, y

en donde la estequiometria de las particulas paramagnéticas inhibe la aglomeracion.
2. El método de la reivindicacién 1 que comprende ademas medir el T2 del liquido con las nanoparticulas.

3. El método de la reivindicacion 2 que comprende ademas medir el T1 de la muestra para determinar la
concentracion de nanoparticulas en la muestra y usar esa determinaciéon para determinar un nivel inicial para
determinar si se ha producido un aumento en el T2.

4. El método de la reivindicacion 1, en donde el segundo campo magnético es tal que las sefiales de resonancia
magnética del liquido en el segundo campo magnético puedan distinguirse de las sefiales de resonancia magnética
del liquido exterior al segundo campo magnético.

5. El método de la reivindicacion 1 que comprende ademas determinar la cantidad del analito en la muestra a partir
del T2 determinado.

6. El método de la reivindicacion 1 que comprende ademas medir el T2 del liquido con particulas paramagnéticas y
sin el material que va a analizarse para determinar una medicion del T2 del nivel inicial.

7. El método de la reivindicacién 1, en donde el analito se une a la particula formando un binario de nanoparticula-
analito, y el analito ocupa la segunda region de campo magnético, excluyendo asi liquido de la regién, dando como
resultado una reduccion en el desfase del liquido, dando como resultado un aumento en el T2 de la muestra entera
de liquido.
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