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DESCRIPCION

Composiciones y métodos para la deteccion de afecciones precancerosas en muestras de células y tejidos utilizando
5, 10, 15, 20-tetrakis (carboxifenil) porfina

Sector de la invencion

La presente invencion se refiere a la utilizacion de ciertas porfirinas para detectar células displasicas, precancerosas
y cancerosas a partir de diferentes muestras de tejidos, tanto in vitro como in situ.

Antecedentes de la invencion

Se hace referencia a varios articulos cientificos y académicos entre paréntesis en la presente solicitud.

Los patologos, que examinan la progresion de la enfermedad y analizan muestras de tejidos para detectar
anomalias, tales como céancer, han determinado que una afeccion celular denominada displasia, que se refiere a la
formacion o maduracién anormal de las células, puede potencialmente identificar células en una condicién
precancerosa. Si no se controla, la displasia puede progresar a las etapas leve, moderada y grave y eventualmente
al cancer. Aproximadamente uno de cada siete casos moderados de displasia se convertiran en cancer y se ha
informado que hasta un 83% de los casos con displasia grave se convierten en cancer, dependiendo de los tipos de
células involucradas. Sin embargo, la eliminacion de displasias leves y moderadas reduce en gran medida el
desarrollo del cancer. En el pulmdn, la eliminacién de células displasicas no sélo reduce en gran medida la
formacion de células cancerosas, sino que en algunos casos el tejido pulmonar volvera a una morfologia normal.

En general, mientras mas temprano se detecta el cancer, mejor serd el pronéstico para la supervivencia del
paciente. Si el cancer de mama se detecta temprano, cuando todavia esta localizado en una sola masa, la tasa de
supervivencia hasta cinco afios es mas del 96%. Cuando se ha extendido a un lugar distante, la tasa de
supervivencia hasta cinco afios es inferior al 20%. Para el cancer de pulmdén, cuando se detecta como una sola
masa, la supervivencia hasta 5 afios es mas del 46%. Cuando se ha diseminado, la supervivencia hasta cinco afios
es inferior al 14%. Para el cancer de cuello de Gtero, se produce una mejoria adicional en la supervivencia cuando
se detectan cambios precancerosos y se tratan antes de desarrollarse a una etapa mas grave (Boring y Squires
1993, CA Cancer J Clin 43: 7-26 y Ferguson 1990, Hematologia Oncol Clin Nam 4: 1053-1168).

El carcinoma de pulmdén es actualmente la principal causa de mortalidad por cancer en hombres y mujeres en los
Estados Unidos (Wingo y otros. 1995, CA J Clin Clinica 45: 8-30). En 1997, se estimaba que habian 160.000
muertes por cancer de pulmon, lo que representa el 12% de las muertes por cancer en hombres de Estados Unidos
y el 2% en las mujeres de Estados Unidos (Boring & Squires 1993, supra). El cancer de pulmon es también uno de
los tipos més letales de cancer, como se refleja en una tasa de supervivencia hasta cinco afios de sélo el 14%. El
mal prondstico de los pacientes con cancer de pulmoén, en relacion con otros tipos de cancer humanos, se debe en
gran parte a la falta de métodos eficaces de deteccion precoz. En el momento de la presentacion clinica
(sintomaética), mas de dos tercios de todos los pacientes tienen afectacién de nddulos regionales o metastasis a
distancia, las cuales son, por lo general, incurables. En estudios de pacientes con cancer de pulmén localizado
(Etapa 0 6 1), sin embargo, las tasas de supervivencia hasta 5 afios han variado desde un 40% a un 70% (Boring y
Squires, 1993, supra; Ferguson, 1990, supra).

Histéricamente, las Unicas pruebas de diagnéstico utilizadas para detectar cancer de pulmén antes presentar
sintomas han sido la citologia de esputo y la radiografia de térax. Como consecuencia, la eficacia de estas pruebas
como herramientas de cribado poblacional ha sido ampliamente evaluada en estudios en los Ultimos decenios.
Ambas pruebas detectan carcinoma en etapa temprana presintomatico, en particular, el carcinoma de células
escamosas.

Las mejoras en los métodos de cribado se han centrado principalmente en torno a mejorar la utilidad de la citologia
de esputo a través de los avances tecnolégicos en microscopia. La citologia de esputo requiere un examen visual de
una muestra de células durante el que se utiliza el tamafio de la célula, la forma, la organizacion y una relacion entre
el tamafio del nacleo de la célula y el citoplasma para determinar la morfologia de la célula. Debido a que esta
evaluacion de la morfologia celular requiere una inspeccion visual y clasificacion, la técnica requiere una cantidad
significativa de conocimientos adquiridos por el observador clinico. Se han realizado diversas investigaciones con
resultados que sugieren que el andlisis de imagenes de alta resolucion asistido por ordenador permite la deteccion
de cambios subvisuales en los nucleos visualmente normales asociados con varios tipos de tejidos (Montag y otros.
1991, Anal Quant Cytol Histol 13: 159-167; Haroske y otros. 1988, Arch. Geschwulstforsch, 58: 159-168; Hutchinson
y otros. 1992, Anal Quant Cytol Estol 4: 330-334). El analisis asistido por ordenador de la distribucion de ADN en
muestras de células ha proporcionado un 74% de clasificacion morfologica correcta de los nudcleos sin revision
humana del material y sin la necesidad de que estén presente nucleos visualmente anormales cuando se compara
con las pruebas citolégicas estandar.
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La evaluacion morfolégica de las muestras citolégicas también ha mejorado debido a los avances en la comprension
de la patologia del tumor de pulmén. Gran parte de este trabajo se ha centrado en la identificacion de
"biomarcadores". Biomarcadores se refiere a una amplia gama de anormalidades fenotipicas y genéticas progresivas
de la mucosa respiratoria que pueden ser utilizadas para determinar el potencial del epitelio bronquial para
transformarse completamente en un tumor maligno. Los marcadores han sido ampliamente clasificados como de
cambios morfoldgicos, marcadores inmuno/histoquimicos de proteinas expresadas diferencialmente, marcadores de
inestabilidad gendmica, marcadores de cambio epigenético (por ejemplo, metilacién anormal), y de mutaciones
genéticas (Hirsch y otros. 1997, Lung Cancer 17: 163-174).

Los niveles de expresién de estos marcadores estan siendo evaluados en muestras de tejido cito/histologicas
displasicas y neoplasicas colectadas de poblaciones de alto riesgo. Entre las muestras que en la actualidad estan
siendo objeto de analisis de marcador exploratorio se encuentra el esputo. El interés en las muestras de esputo para
la investigacion de biomarcadores se ha generado a partir de la creencia largamente sostenida de que las células
exfoliadas recuperadas en el esputo pueden ser la indicacion méas temprana posible de un carcinoma incipiente, ya
que el cancer de pulmén se desarrolla con mas frecuencia en el epitelio bronquial. Mediante la aplicacion de
sofisticadas técnicas de genética molecular (por ejemplo, ensayos basados en PCR), los estudios estan aportando
evidencia de que los biomarcadores seleccionados pueden ser detectados en el esputo (Mao y otros. 1994, Cancer
Res. 54: 16341637; Mao y otros. 1994, Proc Natl Acad Sci USA. 91: 9871-9875; Sidransky 1995, J Natl Cancer Inst
87: 1201-1202; Tockman y otros. 1988, J. Clin Oncol, 11: 1685-1693; Tockman y otros. 1994, Chest, 106: 385s-
390s).

Los servicios de cribado o deteccion de cancer comercialmente disponibles se basan en ensayos basados en el
diagnéstico citomorfolégico por clinicos entrenados que observan cada muestra y determinan la extension y la
identidad de los tipos de células anormales. Este proceso no soélo es caro y requiere de mucho tiempo, sino también
introduce el juicio humano y, por lo tanto, error en el procedimiento. Recientemente, ha sido desarrollado un método
para la deteccién de células cancerosas de pulmoén a través de la utilizacion de 5, 10, 15, 20-tetrakis (carboxifenil)
porfina (TCPP) (Patente de EE.UU. Num. 5.162.231 de Cole y otros.) Este método se basa en la propension de las
células cancerosas a acumular TCPP de su entorno en una cantidad mayor que las células no cancerosas. Tras la
incubacién de una muestra de células durante 6-24 horas con 200 pg/ml de TCPP, TCPP entra en las células y se
une a la membrana perinuclear y a las mitocondrias de las células neoplasicas. La TCPP fluoresce bajo luz
ultravioleta, y de esta manera las células cancerosas pueden ser diagnosticadas Unicamente por la intensidad de
fluorescencia, sin hacer referencia a la morfologia. La Patente de EE.UU. Nim. 6.190.877 de Adair y otros da a
conocer un método similar. La extension de la utilizacién de este compuesto para la identificacion de condiciones
precancerosas del tejido (por ejemplo, células displasicas) permitiria el cribado en poblaciones de alto riesgo para
identificar aquellos individuos cuyos tejidos estan progresando hacia condiciones de cancer invasivo y, de esta
manera, facilitar la identificacién del cancer o displasia en la etapa mas tratable. Las caracteristicas deseables de
dicho método de cribado serian un procedimiento que sea rapido, barato y que requiera un minimo de conocimientos
técnicos.

Por las razones anteriores, existe la necesidad de una técnica y metodologia para la deteccion de células displasicas
en sus primeras etapas. Ademas, existe la necesidad de una técnica que pueda proporcionar resultados de
diagnéstico altamente fiables y que no se base en el analisis subjetivo del clinico que realiza el diagnostico.

Caracteristicas de la invencién

La presente invencion se deriva del descubrimiento de que se puede utilizar TCPP para detectar células displasicas
y precancerosas asi como células cancerosas, en conjunto con un método nuevo y mas eficiente de solubilizacion
de TCPP, procedimientos mejorados de tincién y una variedad de estrategias de clasificacion de células. La TCPP
es un compuesto fluorescente que se ha descubierto ahora que se une a los componentes de células precancerosas
vivas o fijadas, asi como a células cancerosas, de una manera que permite clasificar el estado de las células y del
tejido del que provienen en una progresion continua de la enfermedad. Este método de deteccién de tejidos
precancerosos se adapta bien al diagnostico in vitro de muestras de tejido o células, asi como al diagndstico in situ.

Un aspecto de la presente invencidon es un método para detectar células precancerosas, que en su forma mas
simple comprende incubar células vivas o fijadas (es decir, muertas) en una solucion de TCPP durante un tiempo
suficiente para que se una a los componentes celulares y detectar la TCPP unida mediante fluorimetria. Este método
tiene muchas variantes. En una variante, las células se fijan sobre una superficie, preferentemente un portaobjetos
de microscopio, y mas preferentemente en una monocapa. En otra variante, las células se tratan con formalina u
otra solucion fijadora adecuada, se mantiene en suspension, y se trata con TCPP, las células se separan de la
TCPP no unida y, a continuacion, se analizan y clasifican mediante citometria de flujo.

Realizaciones preferentes de la etapa de incubacion incluyen la utilizacion de una solucion de TCPP con
aproximadamente 4 pug/ml a 400 pg/ml de TCPP, una temperatura aproximadamente entre 23°C y aproximadamente
42°C y un tiempo entre aproximadamente 0,2 minutos y 2 horas. La TCPP no unida se elimina y la TCPP restante se
detecta fluorimétricamente. En una realizacién preferente, la TCPP se detecta aproximadamente entre 1y 24 horas
después que se lleva a cabo el ensayo.
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En otra realizacion de la presente invencion, se calcula el porcentaje de células fluorescentes en una muestra de
células. Realizaciones preferentes comprenden el analisis de las células fluorescentes para determinar su intensidad
de fluorescencia y otras caracteristicas citomorfoldgicas. En una realizacion particularmente preferente, las células
fluorescentes se clasifican de acuerdo con un conjunto de caracteristicas de intensidad de la fluorescencia y
citomorfolégicas predeterminadas, lo que facilita la caracterizacion de las células en una gama continua que va
desde normales a metaplasicas a displasicas (de leve a grave) a carcindmicas (de leve a grave) y aumenta la
eficiencia y la fiabilidad de los diagnésticos y prondsticos hechos utilizando los métodos de la presente invencion.
Otras realizaciones de la presente invencion comprenden la separacion de las células normales o metaplasicas en
una muestra de las células displasicas o carcinémicas, utilizando criterios de intensidad de fluorescencia (por
ejemplo, mediante citometria de flujo fluorimétrica).

A fin de facilitar la practica del método de detecciébn mencionado anteriormente, otro aspecto de la presente
invencion da a conocer un método para preparar una solucion de TCPP que comprende disolver TCPP en
aproximadamente un 50% hasta aproximadamente un 90% de alcohol a un pH superior aproximadamente a pH 8,5
e inferior aproximadamente a pH 12,5. En una realizacion preferente, el alcohol es isopropanol y en otra realizacién
preferente, el pH de la solucién se ajusta con bicarbonato de sodio o hidroxido de amonio.

Otro aspecto de la presente invencion es una composicion que comprende TCPP en aproximadamente desde un
50% hasta aproximadamente un 90% de alcohol a un pH superior a aproximadamente pH 8,5 e inferior a
aproximadamente pH 12. En una realizacion preferente, el alcohol es isopropanol y en otra realizacion preferente, el
pH de la solucién se ajusta con bicarbonato de sodio o hidroxido de amonio. En una realizacion, la composicion se
prepara mediante el método de preparacion de una solucién de TCPP. En una realizacion relacionada, la solucién
de TCPP utilizada en el método de deteccioén se diluye.

En otro aspecto de la presente invencion, las células estan in situ dentro de un paciente mamifero. Las células son
expuestas a la solucion de TCPP y se detecta la fluorescencia mediante la utilizacion de técnicas endoscépicas.

Otro aspecto de la presente invencion es un kit para la deteccion de células precancerosas, que comprende la
composicion de la presente invencién en un recipiente. En otra realizacién, el kit comprende uno o mas
componentes adicionales, tales como instrucciones y reactivos para llevar a cabo el método de deteccion de la
presente invencion, o controles positivos y negativos.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencién se comprenderan mejor en referencia a los dibujos,
descripcion detallada y ejemplos que siguen a continuacion.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion comprende composiciones y métodos para detectar condiciones precancerosas en células
humanas utilizando 5, 10, 15, 20-tetrakis (carboxifenil) porfina (TCPP). La presente invencion se deriva del
descubrimiento de que TCPP se une especificamente a las células anormales precancerosas ademas de a las
células cancerosas, pero no se une a las células normales (no cancerosas). Ademas, esta unién diferencial se
observa en las células fijadas, asi como en células vivas. Ademas de esta caracteristica nueva y Util de la TCPP, la
presente invencién incorpora adicionalmente un método mejorado para solubilizar TCPP que conserva su actividad
en un grado mayor, asi como varios aspectos novedosos que hacen que el método mas adecuado para el cribado y
la automatizacion. Utilizando los métodos de la presente invencidn, se requiere menos tiempo para que las células
se unan a TCPP cuando se compara con el método descrito en la Patente de EE.UU. NUm 5.162.231 (por ejemplo,
de 0,2 min a 2 horas frente a 24 horas) y también es necesaria una menor concentracién de TCPP (por ejemplo, 40
pg/ml frente a 200 pg/ml). Ademas, se pueden utilizar una monocapa de células en lugar de una solucion de células,
aungue también se puede utilizar una solucién de células.

La clave para la conveniencia y la eficiencia del método de deteccion es el nuevo método de solubilizacién de TCPP.
Los anteriores métodos utilizaban NaOH 1 M para disolver la porfirina. Este método requiere la valoracion con HCI 1
M, que es inexacta y requiere que cada solucién se analice para buscar TCPP no disuelta. Ademas, el método con
NaOH coloca la porfirina en un ambiente oxidante con un pH tan alto como 13,0, exponiendo asi la porfirina a un alto
riesgo de degradacion. El método de solubilizacion de la presente invencion utiliza un pH de 9,1, en conjunto con la
novedosa adicion de un 90% de alcohol para llevar a cabo una solubilizacién mas completa y fiable. Finalmente, el
método de la presente invencién utiliza un tampén para estabilizar el pH de la solucién de trabajo final de TCPP en
el intervalo preferente de 5,8 a 6,8.

La presente invencién implica la deteccion de células precancerosas y cancerosas en muestras de tejidos humanos
utilizando la propensién tnica de estas células para unirse a TCPP en una cantidad mayor que las células sanas. Tal
como se utiliza en el presente documento, los términos "precancerosa" o "precancerosa anormal” se refieren a
células que exhiben displasia leve a grave y el término "canceroso” se refiere a células que exhiben carcinoma leve
a grave. Estos estados citologicos se definen morfolégicamente en el presente documento mediante los criterios
utilizados para determinar la morfologia celular utilizando citologia por tincion de Papanicalou (“tincion PAP™).
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También se pueden definir por otros indicadores cominmente utilizados en la técnica para una célula o tejido en
particular (por ejemplo, indicadores de inflamacién pulmonar en el pulmén o muestras de esputo). De "normal” a
"carcinOmica grave", las etapas de una célula se clasifican en el presente documento como (1) normal (sin
anomalias significativas), (2) metaplasia (metaplasia escamosa), (3) displasia leve (atipia escamosa), (4) displasia
moderada (atipia escamosas), (5) displasia grave (atipia escamosa marcada), (6) carcinoma de células escamosas
in situ (CIS, no invasivo) (también conocido como carcinoma de leve a moderado) y (7) carcinoma de células
escamosas (bien diferenciado queratinizante de tipo invasivo) (también conocido como carcinoma de moderado a
grave). Segun la presente invencion, se ha determinado que tras la exposicion a TCPP, las células displasicas y
carcinébmicas muestran fluorescencia de TCPP, mientras que las células normales muestran poca o ninguna
fluorescencia de TCPP. Algunas células metaplasicas pueden mostrar fluorescencia de TCPP baja a moderada,
pero en muchos casos no lo hacen, por lo que la fluorescencia de TCPP no es tan fiable como indicador de
metaplasia, y si lo es para displasia y carcinoma.

El método comprende (1) incubar una muestra de células vivas o fijadas con TCPP durante un tiempo suficiente
para permitir que la TCPP se una a los componentes celulares de células precancerosas o cancerosas anormales, si
estan presentes en la muestra, (2) eliminar la TCPP no incorporada, (3) determinar por fluorimetria la cantidad de
TCPP que queda en la muestra, si lo hubiere; y, opcionalmente, dependiendo de los resultados de la etapa (3), (4)
evaluar las células fluorescentes de TCPP para determinar su estado de divergencia hacia cancer a partir del estado
normal (o metaplasico anormal, pero no displasico). Especificamente, tal como se ha descrito anteriormente, el
método de la presente invencion permite una determinacion de que una muestra de células contiene células que son
displasicas (de leve a grave) o carcinémicas (de leve a grave).

En una realizacién a modo de ejemplo, pero sin constituir limitacion, el método de deteccién comprende las
siguientes etapas:

1. fijar las células en una monocapa sobre un portacbjetos de microscopio;

2. exponer las células a una solucion de TCPP aproximadamente a 40 pg/ml en una solucion tamponada a un pH
aproximadamente de 6,1 (por ejemplo, por inmersion del portaobjetos en la solucién o mediante la colocacion de
gotas de solucién sobre los portaobjetos) aproximadamente a 36°C durante un tiempo especificado, tal como se
describe a continuacion;

3.lavar los portaobjetos con una soluciéon tamponada a un pH aproximadamente de 6,1;
4. esperar, como minimo, 1 hora, pero no mas de 24 horas, y

5.cuantificar la fluorescencia de las células aproximadamente a 610-740 nm cuando se excita con luz
aproximadamente de 380-450 nm.

Las variaciones de este método a forma de ejemplo se explican con mayor detalle a continuacion.

Cuando se utiliza en el presente documento para describir los componentes de las mezclas de ensayo u otros
parametros de la presente invencion, el término "aproximadamente" significa dentro de un margen de error
comunmente aceptable, para la determinacion hecha, utilizando métodos estandar.

La primera etapa, la incubacion de las células con fijador, es opcional, pero preferente, ya que se ha encontrado que
reduce el tiempo requerido para la incubacion, asi como la concentracion TCPP en la solucion de trabajo, en esta
realizacion a modo de ejemplo y en otras.

Las siguientes secciones establecen una variedad de otras realizaciones de la presente invencion.

Los métodos de la presente invencién pueden utilizarse en una variedad de tipos de células tal como se describe a
continuacién y ademas son aplicables a las aplicaciones de diagnéstico y prondstico veterinarias, asi como
humanas. Por consiguiente, el término "paciente” o "individuo”, tal como se usa en el presente documento, se
entiende que se aplica a un humano o a un animal.

El método de deteccion se puede utilizar para detectar células precancerosas y cancerosas en muestras de células
in vitro. Las muestras de células se pueden adquirir mediante cualquiera de los métodos actualmente utilizados en el
sector de la citopatologia. Por ejemplo, las células se pueden recoger a partir de muestras de esputo (ver Ejemplo
1), hisopos cervicales, lavados bronquiales, aspiracion con aguja fina y biopsias de nicleo de tiroides y de mama,
lavados de vejiga, orina, lavados bucales, enemas y otras biopsias conocidas en la técnica. Otras fuentes de
muestras de células incluyen sangre o fracciones de la misma, linfa, liquido cefalorraquideo, hueso y médula 6sea,
por nombrar algunos. El método de la presente invencion es aplicable a cualquier muestra de células de cualquier
tejido u érgano en el cuerpo.
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Opcionalmente, las células pueden fijarse mediante procedimientos estandar antes de la exposicion a TCPP,
incluyendo pero sin constituir limitacion, soluciones que contienen formaldehido, metanol, etanol o isopropanol. En
una realizacion, las células se fijan en etanol al 95%.

El ensayo puede realizarse en solucién mediante la medicion de fluorescencia total por densidad celular, o mediante
la adhesioén de las células sobre una superficie. Las células no necesitan ser tratadas con un fijador, pero la fijacion
de las células es preferente en algunas realizaciones, en particular aquellas en las que las células se adhirien a un
soporte soélido. En una realizacion, las células se adhieren como una monocapa a un portacbjeto. En otras
realizaciones, se utiliza el sistema de preparacion de portaobjetos en base a liquidos MonoPrep2 o MonoPrepG
(MonoGen, Inc., Herndon, Virginia) o el ThinPrep Processor (Cytyc Corporation, Marlborough, MA).

El método de la presente invencion también puede utilizarse para detectar células precancerosas y cancerosas in
situ, asi como una ayuda en la cirugia de reseccion. Por ejemplo, el método puede ser utilizado para detectar células
displasicas en el pulmon in situ mediante inyeccién de TCPP en un medio adecuado seguido por broncoscopia de
fluorescencia. Un método similar también se puede utilizar para detectar células anormales para la escision durante
la cirugia. Se pueden encontrar aplicaciones in situ para cualquiera de los érganos del cuerpo, incluyendo sin
constituir limitacion, mama, prostata, pulmén, cuello del Utero, garganta, vejiga, orofaringe, piel y tracto
gastrointestinal mediante la utilizacion de un dispositivo endoscépico similar. La cantidad de TCPP preferente para
uso en esta realizacion esta determinada por el modo de administracion y el sitio de aplicacion. Por ejemplo, si la
TCPP se inyecta en el torrente sanguineo, la concentracion eficaz de TCPP dependera de su solubilidad maxima en
solucion salina o sangre (por ejemplo, aproximadamente 100 pg/ml). Para la inyeccion directamente en el tejido
afectado, una cantidad eficaz de TCPP dependera del tejido diana y la proximidad de la inyeccién al tejido (por
ejemplo, aproximadamente de 1-20 mg). En el pulmdn, un suministro de aerosol, por ejemplo, de 5-10 ml, a una
concentracion de 20-50 pg/ml debe ser adecuado. Los métodos para determinar dichas cantidades de TCPP a ser
administradas como agente de diagndstico son bien conocidos para los quimicos y otros expertos en la materia.

La concentracion de TCPP en la solucién de trabajo y la duracion del tiempo en que las células son expuestas a la
solucion de TCPP son dos variables que pueden ser alteradas de una forma coordinada. La concentracion de TCPP
es preferentemente de 4-100 pg/ml, méas preferentemente de 4-40 pg/ml y mas preferentemente de 20-40 pg/ml. El
tiempo de exposicién puede variar aproximadamente de 0,2 minutos a aproximadamente 2 horas en una realizacion,
y de 10 a 60 minutos en una realizacién mas preferente. Cuando se utilizan bajas concentraciones de solucion de
TCPP, es apropiado un mayor tiempo de exposicion, y cuando se utilizan concentraciones elevadas de TCPP, es
adecuado un tiempo de exposicion mas corto. Por ejemplo, en realizaciones preferentes, los portaobjetos se
exponen durante 10 minutos en 40 pg/ml de TCPP vy, alternativamente, durante 60 minutos en 4 pug/ml de TCPP. El
método para optimizar la concentracion de TCPP en la solucion de trabajo y el tiempo de exposicion es bien
conocido por los expertos en la técnica de la citologia, con el objetivo de lograr la maxima unién especifica de TCPP
a los componentes celulares a la vez que se minimiza el fondo y otras absorciones y fluorescencias no especificas.

La solucién de TCPP comprende TCPP en un medio acuoso tamponado aproximadamente a 36°C. En una
realizacion, la capacidad de tamponado se debe a 100 mM de MES, sin embargo, se puede utilizar un intervalo de
concentracion de 20 a 200 mM en el método con igual eficacia. En una realizacién, la solucién tiene un pH de
aproximadamente 6,1; sin embargo, se puede utilizar un intervalo de pH de 5,8 a 6,7 con eficacia suficiente.
También se pueden utilizar otros compuestos tampones que son eficaces en el intervalo de pH 5,8-6,7. Mientras que
la etapa de exposiciobn no es particularmente sensible a la temperatura, una temperatura algo superior a la
temperatura ambiente es deseable para la optimizacion. El intervalo de temperatura adecuado para la etapa de
exposicion es aproximadamente de 23°C a aproximadamente 42°C en una realizacion preferente y
aproximadamente de 30°C a aproximadamente 40°C en una realizaciébn mas preferente.

Otros compuestos pueden afadirse a la solucion de trabajo para reducir la fluorescencia de fondo, aumentar la
estabilidad, o reducir autofluorescencia o la extincion. Por ejemplo, se pueden utilizar detergentes para disminuir la
fluorescencia de fondo y se pueden utilizar reductores, antioxidantes y otros inhibidores de la generacion o difusion
de especies de oxigeno activo para prevenir la oxidacién de TCPP o reducir el fotoblanqueado. Los compuestos de
interés incluyen, pero sin constituir limitacién, glicoles de polietileno, tritones, ditiotreitol, ditioeritritol, 2-
mercaptoetanol, o los "kits Antifade" suministrados por Molecular Probes, Inc. (Eugene, OR, 7481-P, S-2828, S-
7461). Ademas, puede incluirse hematoxilina con TCPP, para actuar como contratincion y facilitar la microscopia de
luz blanca.

La solucion de lavado generalmente es similar a la solucidon acuosa utilizada para la solucién de trabajo de TCPP,
pero sin TCPP. Si se utilizan portaobjetos de microscopio, los portaobjetos se debe lavar, como minimo, una vez,
mas preferentemente tres veces y preferentemente con agitacion de la solucion de lavado en exceso. Si el ensayo
se realiza en solucion, la TCPP no unida se puede eliminar por centrifugacién de las células, decantar el
sobrenadante y resuspender las células en tampodn fresco. Esta etapa puede repetirse si es necesario. También
pueden utilizarse medios alternativos de separacion de células de la solucion de tincion, tales como filtracion con
captura de las células sobre una membrana o didlisis rapida (incluida dialisis giratoria). Las condiciones adecuadas
de lavado se pueden determinar mediante el control de la fluorescencia de las células. El lavado debe ser suficiente
para eliminar el fondo y otras uniones no especificas, pero no tan excesivo como para eliminar al TCPP
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especificamente unida a los componentes celulares. La optimizacion de la etapa de lavado es bien conocida para los
expertos en la técnica de la citologia. Las composiciones que pueden afiadirse a la solucion de lavado para mejorar
la eficacia o la estabilidad incluyen, sin constituir limitacion, alcoholes, detergentes o soluciones salinas de baja
molaridad.

Una etapa importante en el método de deteccidn es permitir que el tiempo entre que el portaobjetos se ha expuesto
a la solucion de trabajo de TCPP al momento en que se lee el portaobjetos sea mas de 1 hora, pero menos de 24
horas. Cuando el portaobjetos se lee después de 24 horas, puede haber demasiado deterioro de la TCPP para
obtener un resultado preciso. Cuando las células se leen antes de 1 hora, el nivel de fluorescencia de fondo puede
ser excesivamente alto.

Las longitudes de onda utilizadas para la etapa de deteccién estan dentro de amplios intervalos en los que los
intervalos de picos especificos serdn mas eficiente. El pico de excitaciéon de TCPP en una soluciéon acuosa de pH
5,0-7,0 se produce aproximadamente a 415 nm, mientras que un pico de emision se produce aproximadamente a
645 nm y un pico secundario de emision se produce aproximadamente a 706 nm. En general, se puede detectar
TCPP mediante la iluminacién de la muestra con luz ultravioleta (UV) y la deteccién de la luz emitida desde la
muestra por encima aproximadamente de 500 nm. Las longitudes de onda utilizadas para excitar la TCPP en el
método de la presente invencion preferentemente pueden abarcar parte o la totalidad del intervalo aproximadamente
de 380 a aproximadamente 450 nm, y lo mas preferentemente una banda estrecha de longitudes de onda cercana a
aproximadamente 415 nm. Asimismo, las longitudes de onda detectadas pueden abarcar parte o la totalidad del
intervalo aproximadamente de 610 nm a aproximadamente 740 nm y mas preferentemente un intervalo estrecho
cercano a aproximadamente 650 nm. Bajo ciertas circunstancias evidentes para los expertos en la técnica de la
microscopia de fluorescencia, puede ser preferente para detectar emisiones en un intervalo estrecho cercano a
aproximadamente 706 nm. La seleccién de la longitud de onda puede lograrse de forma mas facil mediante filtros
opticos. Conjuntos de filtros para los tintes fluorescentes populares por ejemplo son faciimente disponibles de
Molecular Probes (Eugene, OR). La seleccion de la longitud de onda adecuada para excitar y detectar TCPP en el
método de la presente invencién puede obtenerse de la forma mas facil mediante la utilizacién de un conjunto de
filtros disefiados para la deteccion de isotiocianato de fluoresceina (en adelante "FITC"), que generalmente tiene un
filtro de excitacion de 400 a 490 nm y un filtro de barrera para emision por encima de 500 nm. La seleccion de otros
sistemas de filtros es bien conocida por los expertos en la técnica de la microscopia.

La fluorescencia se puede detectar visualmente o mecanicamente, manualmente o por medios automaticos. Las
células que tienen fluorescencia incluso moderada en comparacion con las células no fluorescente son faciimente
distinguibles por el ojo humano. Por lo tanto, ciertas realizaciones de la presente invencion comprenden
simplemente observar las células tratadas con TCPP en un microscopio de fluorescencia y cuantificar el porcentaje
de células fluorescentes en la muestra manualmente. Sin embargo, las realizaciones preferentes comprenden
métodos automatizados bien conocidos en la técnica, y la cuantificacion mecanica en el que una célula es "contada"
como fluorescente si muestra fluorescencia sobre un nivel umbral predeterminado programado en el dispositivo de
conteo, tal como es bien conocido en la técnica. Por ejemplo, en las realizaciones que comprenden una monocapa
de células adheridas a un portaobjetos de microscopio, se puede programar un lector de placas automatico para
contar como fluorescente cualquier célula que tiene fluorescencia predeterminada que sea de significacion
estadistica en comparacion con una célula equivalente normal, tal como se determina por métodos estadisticos
estandar (dichos dispositivos también se pueden programar para contar las células de una forma determinada, que
puede suministrar un segundo indicador de anormalidades precancerosas o cancerosas). De forma alternativa, para
realizaciones que comprenden un ensayo basado en solucién, se pueden analizar muestras de células tefiidas con
TCPP y lavadas para clasificar las células activadas por fluorescencia (FACS), en la que el FACS esta programado
para separar las células que tienen un nivel predeterminado de fluorescencia, tal como puede determinarse
estadisticamente por comparacion con las células normales.

El numero total de células presentes en una muestra se determina con el fin de calcular un porcentaje de ese total
que son fluorescentes por TCPP. Esta determinacion se puede realizar en una variedad de maneras conocidas en la
técnica. En una realizacion, todas las células se tifien con hematoxilina y se cuentan por microscopia de luz blanca.
En otra realizacion, las células se tifien con un colorante contador fluorescente adecuado (por ejemplo, uno que tifie
las membranas externas o internas de una célula) que presenta fluorescencia a una longitud de onda diferente de
TCPP. En esta ultima realizacion, se cuantifica la relacion de fluorescencia de TCPP con respecto a la fluorescencia
del marcador celular.

Tal como se ha mencionado anteriormente, la novedad de los métodos de la presente invencion reside en la
apreciacion de los presentes inventores que la tincion con TCPP identifica no sélo las células cancerosas, como ya
se conoce, sino que también identifica células displasicas precancerosas. Debido a esto, el método descrito
anteriormente produce mucha mas informacion de lo que previamente se creia posible. En consecuencia, los
resultados de la cuantificacion de fluorescencia de TCPP seran determinantes para decidir si se llevan a cabo
etapas analiticas posteriores y en que forma.

Por ejemplo, el método identificar4 un porcentaje de células en una muestra que son fluorescentes por TCPP. Si
aproximadamente un 1-3%, mas particularmente aproximadamente un 2-3%, de las células en una muestra son
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fluorescentes, entonces la muestra contiene células que son, como minimo, precancerosas anormales (displasicas)
0 cancerosas. Por consiguiente, un esquema analitico sencillo consiste en determinar si una muestra contiene, como
minimo, aproximadamente un 1% de células fluorescentes por TCPP. Si no es asi, la muestra se diagnostica como
negativa (normal). Si lo hace, se recomiendan pruebas adicionales para el paciente. Cabe sefialar en relacion con
esta realizacion que, incluso si una muestra contiene menos de un 1% de células fluorescentes, otros factores (por
ejemplo, predisposicion del paciente al cancer, o un cancer preexistente en otro tejido) pueden sugerir que se
realicen mas pruebas. Una ventaja de la presente invencion, que se describe en mayor detalle a continuacion, es
que una poblacion enriquecida de células fluorescentes puede ser obtenida del paciente a través de FACS.

Ademas, se ha encontrado que el nivel de fluorescencia de una célula dada en una muestra se correlaciona con el
estado asociado al cancer de esa célula (véase Ejemplo 1). En consecuencia, las células individuales o grupos de
células pueden ser evaluadas por su intensidad de fluorescencia en general y una determinacion de si se requieren
pruebas adicionales puede estar basada en parte en esta evaluacion.

Los términos fluorescencia "alta”, "media" y "baja" y términos relacionados tal como se utiliza en el presente
documento, se entenderan por un experto en la materia que son términos comparativos en los que la intensidad de
fluorescencia de una sola célula o grupo de células en una muestra de ensayo se compara, como minimo, con
células procedentes de una fuente equivalente (por ejemplo, esputo) que se conoce que son normales con respecto
al cancer (control negativo). Esta comparacion puede realizarse por estimacién visual, o, en sistemas
automatizados, puede programarse utilizando parametros estadisticos tales como la variacion de la fluorescencia
mediana de una poblacion de muestra, tal como se describe en el Ejemplo 2. En realizaciones preferentes, las
células de una muestra de ensayo se comparan por intensidad de fluorescencia con células de control adicionales
cuyo estado canceroso ha sido predeterminado y precorrelacionado con una intensidad de fluorescencia de TCPP
(por ejemplo, tal como se describe en el Ejemplo 1).

Los términos "fluorescente” y "no fluorescente" también se utilizan en el presente documento. De acuerdo con las
definiciones mencionadas anteriormente de varios niveles de intensidad de fluorescencia, los términos "no
fluorescente" y "fluorescente” se utilizan como términos comparativos, en los que la fluorescencia se compara con
las células normales de un origen equivalente, y/o contra la fluorescencia de fondo en general resultante de los
reactivos o equipos utilizados en la deteccién de fluorescencia. Por lo tanto, si una célula o muestra de células se
determina como "fluorescente”, entonces esta presente la fluorescencia en alguna intensidad por encima de la
fluorescencia de fondo o de la fluorescencia observada en las células normales conocidas. Si una célula o muestra
de células se determina como "no fluorescente", entonces la fluorescencia observada es minimamente o nada en
absoluto en exceso con respecto a la fluorescencia de fondo o la fluorescencia observada en las células normales.
Esta comparacién es obvia para un experto en la materia.

Una evaluacion citomorfolégica combinada con fluorescencia por TCPP es particularmente Util con cultivos de
células que tienen un bajo nivel de fluorescencia debido a que una evaluacion visual de las células con las técnicas
de evaluacién estandar puede diferenciar facilmente la célula metaplasica ligeramente fluorescentes (no cancerosa)
de las células displasicas (precancerosas). Una realizacion del método comprende una etapa adicional de
evaluacion citomorfoldgica ademas de la cuantificacion de la fluorescencia, especialmente utilizando una tincién
citologica estandar tal como hematoxilina para ayudar a visualizar la célula y los contornos nucleares. Otra
realizacién emplea la evaluacion citomorfolégica como una etapa posterior, si se cumplen ciertos requisitos de
umbral, por ejemplo, la muestra contiene mas de 1% de células fluorescentes.

En una realizacion particularmente preferente de la presente invencion, se combinan las caracteristicas
citomorfolégicas seleccionadas con la intensidad de fluorescencia para producir un sistema de clasificacion que es
muy util para el diagnéstico eficiente y reproducible de las diversas etapas de metaplasia, displasia y carcinoma que
pueden estar presentes en una muestra de células. Dicho sistema de clasificacion se describe en detalle en el
Ejemplo 1. En esta realizacién, las células fluorescentes por TCPP se asignan a una o mas clases numéricas, en
base a la intensidad de fluorescencia y caracteristicas morfolégicas simples que incluyen la forma y tamafio celular,
el nimero o tamafio de los nucleos, la presencia de grupos de células y la degeneracion de las células o grupos de
células, la presencia de células anisoides irregulares, la visibilidad de la membrana celular y la presencia y la
naturaleza de los desechos nucleares. El técnico o cientifico que realiza la evaluacion citomorfoldgica de células
fluorescentes por TCPP puede utilizar la clasificacion como una lista de verificacion, es decir, una célula que se
examina puede ser marcada para indicar "mas" o "menos" con respecto a cada una de las clases numéricas. El
ndamero de clases numéricas asignadas a una célula particular y el patrén de clases especificas asignadas a una
célula son informativos de la condicién cancerosa o precancerosa de esa célula. A modo de ilustracion, el Ejemplo 1
muestra un sistema de clasificacion que comprende 14 clases numéricas. Tal como se muestra en la Tabla 2 de ese
ejemplo, que presenta los ensayos de muestras de esputo, las células negativas o metaplasicas generalmente se
pueden asignar a algunas de las clases, mientras que las células gravemente carcinémicas son asignables a varias.
Como ilustracion adicional, las células negativas o metaplasicas con frecuencia se asignan a la clase 11, mientras
que las células moderadamente displasicas a carcindmicas no, y las células carcinémicas con frecuencia se asignan
a la clase 6, mientras que las células displasicas o metaplasicas normales no.
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En otra realizacion de la presente invencion, las células tratadas con TCPP en solucién de un solo paciente se
determinaron como carcinémicas se pueden separar por citometria de flujo en funcién de su nivel de fluorescencia.
Las células que muestran un mayor nivel de fluorescencia se consideran cancerosas mientras que las células con
moderado a bajo nivel de fluorescencia se consideran displasicas y las células sin fluorescencia se consideran
normales. Este tipo de separacion permite que las células displasicas o cancerosas de un paciente puedan ser
comparadas con las células normales propias del paciente, proporcionando de esta manera una poblacién de control
"interno” ideal.

En otra realizacién, mediante la separacion de las células cancerosas y normales del mismo paciente, pueden
ensayarse para probar la eficacia de diversos agentes quimioterapéuticos. Las células separadas se dispensan en
alicuotas. Un agente terapéutico seleccionado se puede mezclar a la misma concentracion con una alicuota de
células altamente fluorescentes y una alicuota de células de bajo nivel de fluorescencia. Esta etapa se puede repetir
con alicuotas frescas y un agente terapéutico diferente. Las tasas de muerte celular se pueden evaluar utilizando
técnicas conocidas en la técnica. A continuacion, se puede determinar el agente terapéutico mas preferente para el
tratamiento mediante la eleccion del agente quimioterapéutico en el que murieron el mayor nimero de células
determinadas como cancerosos (es decir, células altamente fluorescentes) y destruyeron el menor nimero de
células normales (es decir, las células con poca o ninguna fluorescencia después del tratamiento con TCPP).

En conjunto con el cribado o el método de deteccion de diagnéstico de la presente invencién, se ha desarrollado un
método para disolver TCPP para su utilizacion en el método, asi como otras aplicaciones. Este método comprende
disolver TCPP en aproximadamente un 50% hasta aproximadamente un 90% de alcohol con un pH superior a
aproximadamente pH 8,5 e inferior a aproximadamente pH 12,5. Son preferente para su utilizacion en la presente
invencion alcoholes inferiores tales como metanol, etanol, isopropanol y n-propanol. Mas preferentemente, el alcohol
es isopropanol y su pH se ajusta con bicarbonato de sodio o hidréxido de amonio a un pH superior a 8,5 e inferior a
10,0. La concentracion de isopropanol puede estar entre un 50% y un 90% y el bicarbonato de sodio puede estar
entre 20 mM y 100 mM en algunas realizaciones. La concentracion de TCPP puede ser de hasta aproximadamente
2 mg/ml. En una realizacién, TCPP se disuelve a 1 mg/ml en una solucion de bicarbonato sédico 50 mM en
isopropanol al 50%.

La presente invencion también comprende una composicion til para su utilizacion en cualquier método que utiliza
TCPP que comprende TCPP en alcohol con un pH mayor que 7. Esta solucion preferentemente se prepara mediante
por el método de disolver TCPP detallado anteriormente. Esta composicion debe almacenarse preferentemente
aproximadamente a 4°C en la oscuridad.

La presente invencién abarca, ademas, los kits para la deteccion de células precancerosas y cancerosas que
comprenden TCPP en un recipiente, opcionalmente con instrucciones. En una realizacion, el kit esta disefiado para
ser utilizado con el método de deteccién de la presente invencidon. En una realizacién, el kit comprende la
composicion de la presente invencién que comprende TCPP solubilizado en base a alcohol en un recipiente. Esta
solucion de TCPP puede utilizarse como una solucion madre que se diluye en una solucién acuosa tamponada con
el fin de detectar células precancerosas y cancerosas. El kit puede comprender componentes de recogida de la
muestra de células, tal como el recipiente de recogida de esputos del Ejemplo 1, o alternativamente puede
comprender articulos para la deteccién de células precancerosas en muestras ya adquiridas. El kit puede ser
adaptado para su utilizacion con sistemas de preparacién de portaobjetos, por ejemplo, MonoPrep2 o MonoPrepG
(Monogen, Inc., Herndon, VA) o el ThinPrep Processor (Cytyc Corporation, Marlborough, MA), por citar tres. Estos
kits también se pueden disefiar para ser utilizados con otros formatos diferentes de portaobjetos de microscopio,
tales como placas de microtitulacién o dispositivos de citometria de flujo. En cualquiera de las realizaciones
anteriores, el kit puede comprender controles positivos 0 negativos, o0 ambos, tal como se emplearia por un experto
en la materia en la realizacion de los ensayos de la presente invencion.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para describir la presente invencién con mayor detalle. Estan destinados a
ilustrar la presente invencion y no constituyen una limitacion de la misma.

EJEMPLO 1

Ensayo de portaobjetos de vidrio para la deteccién de células precancerosas y cancerosas con TCPP

En este ejemplo se comparan los resultados de los diagnésticos obtenidos mediante el analisis citomorfol6gico
estandar de portaobjetos de esputo con tincion PAP con portaobjetos tratados con TCPP y analizados mediante
microscopia de fluorescencia. Los resultados indican que la técnica de deteccion con TCPP de la presente invencion
es equivalente a la citologia de esputo convencional en la deteccion de células neoplasicas (displasia y carcinoma in
situ) y carcinomas puros. Los resultados también indican que un experto en la materia puede utilizar el método, en
conjunto con normas de clasificacion simples, para estimar el grado de displasia presente en una muestra de tejido.
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Métodos

Procedimientos de procesado de esputos utilizados e n la preparacion de portaobjetos de monocapa. Todos
los portaobjetos de monocapa seleccionados para el andlisis en este estudio se prepararon a partir de muestras de
esputo recogidas de pacientes que realizaron la técnica de tos espontanea por la mafiana temprano.
Especificamente, se instruy6 a los pacientes para expectorar cualquier material al toser lo largo de tres mafianas
consecutivas en un recipiente lleno con un fijador que consistid en Carbowax al 2% en alcohol al 50% / fluido
Saccomanno al 50% con 0,03-0,05 mg/ml de rifampicina. Se afiadio rifampicina a la solucién fijadora para servir
como profilactico contra pacientes portadores de M. tuberculosis o aquellos pacientes que pueden ser portadores
asintomaticos de N. meningitis.

La solucién de Carbowax al 2% se prepard mediante la adicion de 2 ml de Carbowax (150) fundido a 98 ml de etanol
al 50% y se mezcl6 durante 30 minutos. La cristaleria utilizada para preparar la solucion se mantuvo caliente para
prevenir el endurecimiento de la cera sobre la superficie durante la preparacién, lo cual puede causar mediciones
inexactas. Se separ6 Carbowax antes de la exposicion a la solucion de trabajo de TCPP por inmersion en alcohol al
95% durante, como minimo, 15 minutos.

La solucién de rifampicina (3 mg/ml) se preparé disolviendo 300 mg de capsulas de rifampicina en 100 ml de alcohol
etilico y se mezclé en una mezcladora Waring a alta velocidad. Un ml de esta solucion se afiadié a cada 30 ml de
solucion Saccomano o 20 ml por litro de solucion Saccomano y se mezclé vigorosamente. La preparacion de la
solucion Saccomano se llevé a cabo mediante métodos estandar bien conocidos por los expertos en la técnica de la
citologia.

Dos portaobjetos de microscopio “Thin-prep” (Cytyc Corporation, Marlborough, MA) y un tubo de centrifuga de
plastico de 50 ml fueron etiquetados con la informacion del paciente. La muestra de esputo se vertié en un tubo de
centrifuga de 50 ml de plastico y se afiadié solucidn de alcohol etilico al 50% adicional para llevar el volumen a 50 ml
si es necesario. El contenido del tubo de centrifuga se vertié en un recipiente de semi-microlicuadora Eberbach de
250 ml y se homogeneiz6 durante 10 a 60 segundos, dependiendo del examen visual de la muestra y del contenido
de mucosa. Las muestras con mucosa espesa requirieron a veces mayores tiempos de licuacion. La muestra se
vertié de nuevo en el tubo de centrifuga y se centrifugé a 1850 rpm durante 10 minutos. Se decant6 el sobrenadante,
dejando de 1 a 2 ml en el tubo de centrifuga para mezclar con el sedimento (centrifugado). El tubo se agité en un
mezclador rotatorio durante aproximadamente 10 segundos. Se colocaron de una a tres gotas del sedimento en un
vial PreservCyt (Cytyc Corporation, Milford, MA). La muestra se incubd durante 5 minutos para desactivar todos los
organismos microbianos y virales.

Se fijaron las capas monocelulares de las muestras en los portaobjetos utilizando el Thinprep Processor (Cytyc
Corporation, Milford, MA) segun las instrucciones del fabricante. En el Thinprep Processor, las células se recogieron
sobre un filtro de policarbonato (tamafio de poro de 0,5 mm) y se transfirieron a un portaobjetos de vidrio. A
continuacion, el Thinprep Processor se deposité inmediatamente el portaobjetos en un bafio fijador que contenia
etanol al 95%.

Solucion madre de TCPP . Se afiadieron 400 mg de bicarbonato de sodio aproximadamente a 90 ml de isopropanol
al 50% (50 mM de bicarbonato de sodio) y se mezclaron hasta su completa disoluciéon para preparar base de
isopropanol al 50%. Se afadieron lentamente cien miligramos de TCPP a la base de isopropanol al 50% (50 mM de
bicarbonato de sodio) y se mezcl6 durante 3 a 5 minutos hasta que se disolvio. La solucién de TCPP se llevo hasta
100 ml volumétricamente con la base de isopropanol al 50%, se mezcl6 bien y se almacen6 en una botella de
reactivo de color &mbar cubierta con papel de aluminio en un area refrigerada. La concentracion final de TCPP en la
solucion madre fue de 1 mg/ml.

Solucion de trabajo de TCPP . Se prepar6 solucién de trabajo de TCCP fresca cada dia. Aproximadamente 10 ml
de solucion madre de TCPP con una concentracion de 1 mg/ml se llevé a temperatura ambiente. Se colocaron ocho
mililitros de la solucién madre de TCPP (1 mg/ml) en un matraz aforado de 200 ml y se afiadieron lentamente
aproximadamente 100 ml de tampén MES. La solucién se mezclé suavemente. Se afiadié tampdn MES adicional
para llevar la solucidon a 200 ml volumétricamente. La solucion se mezclé durante 3 a 5 minutos y se almacené a 2-
4°C en un frasco de color ambar. La concentracion final de TCPP en la solucion de trabajo fue 40 pg/ml.

Procedimiento de exposicién a TCPP . Los portaobjetos se fijaron en alcohol al 95% durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Los portaobjetos se expusieron a TCPP inmediatamente después de la fijaciéon o hasta 3 dias
después. Los portaobjetos se sumergieron en la solucion de TCPP a 40 pg/ml durante 10 minutos a 36°C, a
continuacién se lavaron tres veces en tampon MES 100 mM, un minuto cada vez, a temperatura ambiente con
agitacion. Los portaobjetos se observaron después de mas de 1 hora pero no mas de 24 horas después.

Informacién del microscopio . El microscopio utilizado para la observacion de los portaobjetos con células del
esputo tratadas con TCPP fue un microscopio Olympus modelo BH-1 con un iluminador en la parte superior y una
lampara de mercurio superior para la microscopia de fluorescencia de luz reflejada. La ldmpara de mercurio tiene
lineas de emision primarias a 365 nm, 405 nm, 436 nm y 545 nm. El filtro de fluorescencia ensamblado consistia en
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dos cubos dicréticos. El cubo verde (490 nm) contenia un sistema de filtro con un filtro de excitacion pasando 400-
490 nm y un filtro de barrera de emision pasando por encima de 500 nm.

Procedimientos de tincion portaobjetos de esputo me diante técnica de tincion PAP modificada . Secuencia de
procedimiento (nim.), reactivo y tiempo (min.: seg.) fueron los siguientes: (1) alcohol al 95% 15:00, (2) agua de grifo
1:00, (3) Gil-i hemotox 2:30, (4) agua del grifo 1:00; (5) reactivo azulado :30; (6) agua del grifo 1:00; (7) alcohol al
95% :10; (8) 0g-6 1:30; (9) alcohol al 95 % :10; (10) alcohol al 95% :10; (11) EA-50 1:15; (12) alcohol al 95% :20;
(13) alcohol al 95% :30; (14) alcohol al 100% 1:00; (15) alcohol al 100% 1:00; (16) alcohol al 100% 1:30; (17) xileno
1:00; (18) xileno 1:00; y (19) xileno 1:00.

Métodos de andlisis citopatoldgico de rutina de por taobjetos con tincion de Papanicolaou. Los portaobjetos
con tincion PAP se sometieron a evaluacion citomorfolégico semicuantitativa. (1) las células displasicas y
neopléasicas fueron identificadas mediante la utilizacion de criterios morfologicos tradicionales, y (2) se cuantificaron
los niveles de expresion de siete indicadores fundamentales de inflamacién pulmonar (macréfagos alveolares,
neutrdfilos, células columnares, moco, espirales mucosas, macrdfagos pigmentados, células metaplasicas). La
metodologia para la cuantificacion de estos indicadores de inflamacion ha sido previamente discutida en la literatura
(Roby y otros, 1989, Acta Cytol 34: 147-154; Roby y otros, 1990, Acta Cytol 34: 140-146; Schumann y otros, 1989,
Am Rev Respr Dis 139: 601-603). Los criterios utilizados para determinar la morfologia de las células utilizando
citologia por tincion PAP se discuten a continuacion.

No hay anomalias significativas . Las células se identificaron sin anomalias significativas si se cumplen los
siguientes requisitos:

1.células epiteliales ciliadas basofilas mezcladas con macréfagos con pigmento grado 1-2 junto con células
inflamatorias;

2.nucleos redondos del epitelio orientado de forma basal;
3. cromatina uniformemente dispersa;

4. membranas nucleares apenas visibles;

5. nucléolos apenas visibles; y

6. no estan presentes células metaplasicas ni displasicas.

Metaplasia escamosa (sin displasia). Las células se identificaron como metaplasicas escamosas sin displasia si
se cumplen los siguientes requisitos:

1. grupos de células basdfilas sin cilios;

2. célula y tamafio nuclear uniforme;

3. baja relacién nucleo / citoplasma (N/C);

4. cromatina nuclear finamente granular; y

5. pueden estar presentes pequefios nucleolos redondeados (por lo general solos).

Displasia leve (atipia escamosa) . Las células se identificaron como displasia leve si se cumplen los siguientes
requisitos:

1. mas pequefias que las células metaplasicas;

2.se ven en grupos cohesivos, o singularmente;

3.las células parecen planas (hojas) tanto los niicleos como el citoplasma en el enfoque;
4. las células varian ligeramente en tamafio;

5. el citoplasma puede ser eosinofilico o basofilico;

6. bordes citoplasmaticos finos;

7.los nuicleos varian ligeramente en tamafio, generalmente de redondos a ovalados, si se dividen en 2 mitades de
nucleo son imagenes especulares, la relacion N/C puede variar ligeramente;
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8. membrana nuclear lisa;

9. cromatina nuclear finamente granular (ligeramente aumentada), cromocentro ocasional; y

10. células en forma de fibras, células alargadas con citoplasma y nucleo alargados membrana nuclear diferente -
citoplasma reticular fino a granular por lo general de color amarillo naranja brillante -queratinizante simple, pueden

formar remolinos alrededor del nucleo central de queratina para hacer perlas epiteliales.

Displasia moderada (atipia escamosa) . Las células fueron identificadas como moderadamente displasicas si se
cumplen los siguientes requisitos:

1.variacion en el tamafio, generalmente mas grande, pero puede ser menor que en la displasia leve;
2.mas variacion en la forma y la relacion N/C que en la displasia leve;

3. citoplasma denso, predomina acidofilia; aumento del nimero de células atipicas;

4. el nucleo puede tener dos mitades desiguales (no son imagenes especulares);

5. estan presentes lobulaciones nucleares, grietas y nodulos; y

6. el material nuclear puede mostrar hipercromasia con mas patron de la cromatina de tipo punteada.

Displasia grave (atipia escamosa marcada) . Las células se identificaron como displasia grave si se cumplen
siguientes requisitos:

(O8]

1. las células varian mucho en tamafio y forma;

2. por lo general ligeramente mayor tamafio de la célula que en la displasia moderada;
3.larelacion N/C es alta, pero variable (con extremos);

4. predominan las células individuales, el nicleo es mas central que en CIS;

5. el niicleo puede seguir la forma del citoplasma; el nicleo muestra menos distorsion que en CIS;

6. el pleomorfismo nuclear se incrementa con presencia de cromatina gruesa y condensaciéon a lo largo de la
envoltura nuclear;

7. paracromatina, nucleo grande, membrana nuclear multiagrupada focalmente engrosada; y
8. las células muestran citoplasma acidéfilo predominante.

Carcinoma de células escamosas in situ (CIS, no invasivo). Las células se identificaron como carcinoma de
células escamosas in situ si se cumplen los siguientes criterios:

1. células individuales o en agregados (grupos);

2.tamafio de célula variable -puede ser menor o mayor que las células de displasia marcada por lo general mas
pequefios que el carcinoma de células escamosas invasivo;

3.las células son grandes, redondeadas con nucleo situados simétricamente;
4. puede estar presente degeneracion de las células;

5.escaso citoplasma, distribuido uniformemente puede estar queratinizado o no queratinizado concéntricamente
alrededor del nucleo, (orangiofilico o basofilico);

6. relacion N/C variable -mayor o menor de lo normal;
7. granulos de la cromatina nuclear densos gruesos pueden estar interrumpidos por zonas claras;
8. borde cromatinico uniformemente engrosado con ondulacion de la membrana nuclear;

9. se pueden observar lobulaciones de los nucleos;
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10. se puede observar canibalismo, pero es inusual;

11. pueden estar presentes células multinucleadas;

12. sin nucléolos en el nacleo, puede estar presente una célula mitética; y
13. fondo claro.

Carcinoma de células escamosas (bien diferenciado q  ueratinizante de tipo invasivo) . Las células se
identificaron como carcinoma de células escamosas si se cumplen los siguientes criterios:

1. células por lo general individuales, orangeofilicas, pero pueden estar en grupos y degeneradas;

2. células grandes o pequefias, angulares, con nucleos bien conservados y bordes celulares bien definidos;

3. células generalmente mas grandes que in situ, y pueden ser pleomorficas, amplia gama de tamafio y forma;
4. se puede observar formacion de perlas (perlas de cancer);

5. moderada cantidad de citoplasma con "cola" anormal (en consonancia con invasion); células extrafias en forma
de renacuajo, estrella, eje, una cromatina nucleara angular, con agrupamiento impredecible con hipercromasia y
compensacion de paracromatina y cromatina claramente definida, interfaz de paracromating;

6. la cromatina estéd grumosa, especialmente a lo largo de la membrana nuclear;
7. los nucleolos son grandes y acidofilicos, si estan presentes;

8. la membrana nuclear en si puede estar engrosada e irregular; irregularidad de espesor del borde de la cromatina
nuclear;

9. larelacion N/C es muy alta;

10. irregularidad nucleolar marcada en forma, tamafio, nimero (nucleolos hijas); mitosis anormales, multinucleacion;
11. es comun el canibalismo y la multinucleacion; y

12. es comun el material necrético de fondo.

Resultados

En un estudio a ciegas en el que se examinaron 60 muestras, los resultados indican que las células anormales
(displasia leve, moderada o grave o cancerosas) se pueden detectar con precision con el procedimiento de
deteccién con TCPP en comparacion con el procedimiento de tincion PAP (tabla 1). Si el 2-3% de las células
expuestas a TCPP fueron fluorescentes, entonces la muestra correlacionaba de forma fiable, como minimo, con el
diagnéstico de ligeramente displasicas. Cincuenta de las cincuenta muestras de esputo determinadas mediante el
procedimiento de tincion PAP citomorfolégico estandar que eran ligeramente displasicas a cancerosos también
fueron identificadas como anormales mediante la deteccion con TCPP. Entre las diez muestras caracterizadas como
normales o metaplasicas en base al procedimiento de tincion PAP, cuatro muestras demostraron la misma
morfologia mediante el método con TCPP. Las muestras diagnosticadas como normales mostraron una captacion de
TCPP minima o nula.

La captacién de TCPP en las células determinadas como negativas o metaplasicas por citomorfologia tuvo una
intensidad de fluorescencia caracteristica y patrones que eran reconocibles y de diagnostico. La tabla 2 presenta
una comparacion entre la morfologia celular y la fluorescencia tal como se determina por citomorfologia de tincién
PAP y técnicas de TCPP, respectivamente. En base a la intensidad de fluorescencia y el patron en muestras de
células tratadas con TCPP, las células se clasificaron con uno de las 14 posibles clasificaciones numeradas relativas
a una descripcion morfologica. Si las células eran de clase 11 utilizando la determinacion con TCPP y menos de un
2-3% de las células en el portaobjetos fueron fluorescentes por encima de los niveles de fondo, entonces se
determin6 que esa muestra era metaplasica y no displasica. Las células metaplasicas se diferencian faciimente de
las células normales por su fluorescencia moderada con una membrana celular apenas visible. De las diez muestras
de células que se determinaron que eran negativas o metaplasicas por la tincién PAP, 6 fueron designadas con una
descripcion celular de clase 11 en base a la fluorescencia con TCPP. De las seis muestras de TCPP con
designacion de clase 11, tres también indicaron fluorescencia de los desechos nucleares (es decir, ya sea una clase
13 6 14), y dos también mostraron una designacion de clase 10 (fluorescencia del nacleo solamente).
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Otro patron que se muestra en la tabla 2 se refiere a la clasificaciéon numérica 6 — células anisoides irregulares,
fluorescencia baja a media. Es notable que se asignaron relativamente pocas células displasicas a esta clasificacion,
mientras que la mayoria de las células carcinémicas recibieron la clasificacién 6. Por lo tanto, se espera que esta
clasificacion sea de particular importancia para distinguir carcinomas de displasias utilizando los métodos de la
presente invencion.

Otra observacion importante revelada en la tabla 2 es que, como la morfologia celular progresé de normal a
carcinémica grave, el nimero total de las clasificaciones numéricas que fueron asignables a cada célula examinada
también aumentd. A modo de ilustracion, las células que tienen una morfologia negativa o metaplasicas se les
asigndé un promedio de 2 clasificaciones numéricas, mientras que las células que mostraron adenocarcinoma,
carcinoma de células escamosas y de células pequefias se les asignd un promedio de 5 clasificaciones numéricas.
Dado que las clasificaciones numéricas contienen descripciones de los diferentes tipos de anomalias celulares, es
I6gica una correlacion positiva entre el grado de displasia o el carcinoma y el nimero de diferentes anomalias
observadas en las células. Sin embargo, esta correlacion hasta el momento no se ha sistematizado y utilizado para
diagnosticar las condiciones precancerosas y cancerosas en una muestra de células.

Tabla 1. Correlacién entre los resultados de TCPP y los resultados citomorfoldgicos.

N=60
Portaobjetos con morfologia utilizando TCPP /
Portaobjetos con morfologia utilizando

Descripcion del diagnéstico citomorfologia
Negativo o metaplasico 4/10
Displasia leve 12/12
Displasia moderada 9/9
Displasia grave 8/8
Carcinoma in situ 11/11
Adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas 10/10

y células pequefias

Tabla 2. Descripciones de las células: Caracteristicas citomorfolégicas y fluorescencia de TCPP.

NUmero de muestras con células que tienen descripcién numérica por microscopia de
fluorescencia con TCPP / Nimero de muestras con descripcién celular por citomorfologia

NUmero de Negativo o Displasia Displasia Displasia Carcinoma  Adenocarcinoma,
clasificacion= metaplasico leve moderada grave in situ carcinoma de
descripcion (n=10) (n=12) (n=9) (n=8) (n=11) células
celular escamosas y
células pequefias
(n=10)
1=ndcleo o} 3/10 12/12 9/9 7/8 10/11 6/10
nucleos
grandes,

fluorescencia

baja a media

2=células 0/10 5/12 5/9 3/8 3/11 2/10
binucleares

simétricas,

fluorescencia

media

3=células 0/10 4/12 4/9 2/8 6/11 6/10
ovales

pequefas,

fluorescencia

media a alta

4=células 0/10 0/12 0/9 0/8 0/11 2/10
redondas

pequefas,

fluorescencia

baja

5=células 0/10 0/12 3/9 6/8 9/11 7/10
multinucleadas,

fluorescencia

media

6=células 0/10 0/12 1/9 1/8 10/11 7/10
anisoides

irregulares,

fluorescencia

baja a media
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(Continuacién)
NUmero de muestras con células que tienen descripcién numérica por microscopia de
fluorescencia con TCPP / Nimero de muestras con descripcién celular por citomorfologia

NUmero de Negativo o Displasia Displasia Displasia Carcinoma  Adenocarcinoma,
clasificacion= metaplasico leve moderada grave in situ carcinoma de
descripcion (n=10) (n=12) (n=9) (n=8) (n=11) células
celular escamosas y
células pequefias
(n=10)

7=grupos 0/10 0/12 1/9 0/8 1/11 3/10
celulares,

fluorescencia

media a alta

8=células 0/10 0/12 0/9 0/8 4/11 7/10
individuales

degeneradas,

fluorescencia

media a alta

9=grupos 0/10 0/12 0/9 0/8 1/11 4/10
celulares

degenerados,

fluorescencia

media a alta

10=células 2/10 2/12 2/9 1/8 1/11 2/10
uniformes en

tamafio con

ndcleo

redondeado

pequefio,

fluorescencia

media (nlcleo

solamente)

11=membrana 6/10 6/12 2/9 2/8 2/11 0/10
celular casi

invisible,

fluorescencia

media

12=restos 0/10 1/12 0/9 0/8 0/11 0/10
nucleares

agrupados, sin

fluorescencia

13=fondo de 6/10 5/12 8/9 2/8 5/11 3/10
restos

nucleares, sin

fluorescencia

14=fondo de 1/10 2/12 2/9 1/8 1/11 0/10
restos

nucleares,

fluorescencia

media

NUm. promedio 1,80 3,08 411 3,13 4,82 4,90
de

descripciones

numéricas por

célula

examinada

Cada muestra de células puede designarse con mas de una de las 14 descripciones celulares numéricas para
las células tratadas con TCPP

EJEMPLO 2

Ensayo de suspension para la deteccion y separacién de células precancerosas y cancerosas utilizando
TCPP

En este ejemplo se describe la utilizacién de la tincion con TCPP en conjunto con citometria de flujo de fluorescencia
en combinaciéon con microscopia de portaobjetos citomorfologica para determinar la anormalidad de células que se
encuentran en las muestras de esputo. En virtud de la especificidad de la tincion con TCPP, la combinacion de la
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citometria de flujo seguida por microscopia de portaobjetos es particularmente potente, proporcionando un control
interno para las comparaciones de diapositivas citomorfoldgico.

Métodos

Procedimientos de procesado de esputos utilizados e n la preparacion de suspensiones y portaobjetos de
monocapa. Todas las suspensiones y los portaobjetos de monocapa se prepararon a partir de muestras de esputo
recogidas de pacientes que realizaron la técnica de tos espontanea por la mafiana temprano. Especificamente, se
instruy6 a los pacientes para expectorar cualquier material al toser lo largo de tres mafianas consecutivas en un
recipiente lleno con un fijador que consistié en Carbowax al 2% en alcohol al 50% /fluido Saccomanno al 50% con
0,03-0,05 mg/ml de rifampicina. Se afadié rifampicina a la solucién fijadora para servir como profilactico contra
pacientes portadores de M. tuberculosis o aquellos pacientes que pueden ser portadores asintomaticos de N.
meningitis.

La solucion de Carbowax al 2% se preparé mediante la adicion de 2 ml Carbowax (150) fundido a 98 ml de etanol al
50% y se mezclé durante 30 minutos. La cristaleria utilizada para preparar la solucién se mantuvo caliente para
prevenir el endurecimiento de la cera sobre la superficie durante la preparacion, lo cual puede causar mediciones
inexactas. Se separ6 Carbowax antes de la exposicion a la solucion de trabajo de TCPP por inmersion en alcohol al
95% durante, como minimo, 15 minutos.

La solucién de rifampicina (3 mg/ml) se preparé disolviendo 300 mg de capsulas de rifampicina en 100 ml de alcohol
etilico y se mezclé en una mezcladora Waring a alta velocidad. Un ml de esta solucion se afiadié a cada 30 ml de
solucion Saccomano o 20 ml por litro de solucion Saccomano y se mezclé vigorosamente. La preparacion de la
solucion Saccomano se llevé a cabo mediante métodos estandar bien conocidos por los expertos en la técnica de la
citologia.

La muestra de esputo se vertié en un tubo de centrifuga de 50 ml de plastico y se afiadio solucion de alcohol etilico
al 50% adicional para llevar el volumen a 50 ml si es necesario. El contenido del tubo de centrifuga se vertié en un
recipiente de semi-microlicuadora Eberbach de 250 ml y se homogeneiz6 durante 10 a 60 segundos, dependiendo
del examen visual de la muestra y del contenido de mucosa. Las muestras con mucosa espesa requirieron a veces
mayores tiempos de licuaciéon. La muestra se vertié de nuevo en el tubo de centrifuga y se centrifugé a velocidad
lenta durante 10 minutos. Se decantd el sobrenadante, dejando de 1 a 2 ml en el tubo de centrifuga para mezclar
con el sedimento celular. El tubo se agité en un mezclador durante aproximadamente 10 segundos. La mezcla se
resuspendio en 100 ml de tamp6n MES, pH ~6,15. Las células se centrifugaron y se lavaron dos veces mas con 100
ml de tampén MES, dejando la Ultima vez ~1 ml en el tubo de centrifuga en el que se resuspendieron las células. A
continuacion, las células se resuspendieron en 15 ml de etanol al 95% (5% de tamp6n MES 100 mM) a temperatura
ambiente (~ 20°C) durante 30 minutos, con agitacion suave. A continuacion, el tubo de centrifuga se centrifugé a
velocidad lenta durante 10 minutos. Se elimin6 todo el sobrenadante excepto 1-2 ml.

Solucion madre de TCPP . Se afiadieron 400 mg de bicarbonato de sodio aproximadamente a 90 ml de isopropanol
al 50% (50 mM de bicarbonato de sodio) y se mezclaron hasta su completa disoluciéon para preparar base de
isopropanol al 50%. Se afadieron lentamente cien miligramos de TCPP a la base de isopropanol al 50% (50 mM de
bicarbonato de sodio) y se mezclé durante 3 a 5 minutos hasta que se disolvio. La solucién de TCPP se llevo hasta
100 ml volumétricamente con la base de isopropanol al 50%, se mezcl6 bien y se almacen6 en una botella de
reactivo de color &mbar cubierta con papel de aluminio en un area refrigerada. La concentracion final de TCPP en la
solucion madre fue de 1 mg/ml.

Solucion de trabajo de TCPP . Se prepar6 solucién de trabajo de TCCP fresca cada dia. Aproximadamente 10 ml
de solucion madre de TCPP con una concentracion de 1 mg/ml se llevé a temperatura ambiente. Se colocaron ocho
mililitros de la solucién madre de TCPP (1 mg/ml) en un matraz aforado de 200 ml y se afiadieron lentamente
aproximadamente 100 ml de tampén MES. La solucién se mezclé suavemente. Se afiadié tampén MES adicional
para llevar la solucidon a 200 ml volumétricamente. La solucion se mezclé durante 3 a 5 minutos y se almacené a 2-
4°C en un frasco de color ambar. La concentracion final de TCPP en la solucion de trabajo fue 40 pg/ml.

Procedimiento de exposicién a TCPP . Las suspensiones celulares previamente expuestas a alcohol al 95%
durante 30 minutos a temperatura ambiente, se expusieron a TCPP inmediatamente después de la fijacion o hasta 3
dias después. Las células se resuspendieron en 10 ml de la solucion de TCPP a 40 pg/ml durante 10 minutos a
36°C con agitacion suave, a continuacion se lavaron tres veces con 20 ml de tampén MES 100 mM, utilizando
centrifugacion a minima velocidad para sedimentar las células durante 10 minutos. El precipitado celular lavado se
resuspendio en 15-10 ml de tampén MES. Estas suspensiones, o alicuotas de las mismas, se pasan a través de un
aparato de citometria de flujo por fluorescencia.

Citometria de flujo por fluorescencia.  Primer Pase. Un minimo de 10.000 células se hacen pasar a través de un
citdbmetro de flujo con capacidad de clasificacién de células. El citémetro de flujo debe estar equipado con una fuente
de luz que proporcione radiacion aproximadamente a 415 nm, con filtros que permiten el paso de la luz entre
aproximadamente 390 nm y 490 nm. La emisién de fluorescencia se debe controlar entre aproximadamente 630 nm
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y 730 nm (emisién maxima a 645 nm y 706 nm). Un filtro de barrera que deja pasar luz por encima de 500 nm es
satisfactorio. En el primer pase, se cuentan las células individuales y se mide su fluorescencia especifica. Se calcula
la fluorescencia media y se calcula la desviacion estandar de esa media. Ademas, se determina el valor de la
mediana (el valor de fluorescencia especifica que es menor que la mitad de los valores y mayor que la mitad de los
valores).

Citometria de flujo por fluorescencia con clasifica cion de células. Segundo pase. Un minimo de 100.000 células
se hacen pasar a través del citometro de flujo de fluorescencia con capacidad de clasificacion de células, equipado
de la misma forma que para el primer pase. Las células con menos fluorescencia que la fluorescencia mediana + 1,3
desviaciones estandar de la media (aproximadamente un 90% de las células) se definen funcionalmente como que
tienen baja fluorescencia, y se guardan en un tubo de ensayo, y las células con fluorescencia especifica mayor o
igual a la fluorescencia mediana + 1,3 desviaciones estandar de la media (aproximadamente un 10% de las células)
se definen funcionalmente como que tienen alta fluorescencia y se guardan en otro tubo de ensayo.
Alternativamente, las células se pueden clasificar en tubos de acuerdo con su fluorescencia relativa a la
fluorescencia mediana especifica que se obtiene en el primer pase. Las celdas con menos de dos veces la
fluorescencia especifica mediana serian "normales” o de fluorescencia baja, y a continuacion las células se pueden
combinar con 2-4x la fluorescencia mediana, 4-6x y mayor que 6x la fluorescencia mediana. Cada uno de los
conjuntos de fluorescencia con intensidad mayor se espera que estén mas enriquecidos en células anormales. Si
hay mas de un 2-3% de células que poseen mas de 3 veces la fluorescencia mediana, habria soporte para presumir,
como minimo, una condicion precancerosa avanzada.

Preparacion de portaobjetos monocapa . Las muestras de células de baja y alta fluorescencia se centrifugaron
durante 10 minutos a bajas rpm para sedimentar las células. El sobrenadante se retir6, dejando 1-2 ml en el tubo de
centrifuga para mezclar con el sedimento celular. El tubo se agit6 en un mezclador rotatorio durante
aproximadamente 10 segundos. Se colocaron de una a tres gotas del sedimento en un vial PreservCyt (Cytyc
Corporation, Marlborough, MA). La muestra se incubd durante 5 minutos para desactivar todos los organismos
microbianos y virales.

Las capas monocelulares de las muestras se fijaron en portaobjetos utilizando el Thinprep Processor (Cytyc
Corporation, Malborough, MA) segln las instrucciones del fabricante. En el ThinPrep Processor, las células se
recogen en un filtro de policarbonato (tamafio de poro de 0,5 mm) y se transfieren a un portaobjetos de vidrio. El
ThinPrep Processor a continuacion deposita inmediatamente los portaobjetos en un bafio fijador que contiene etanol
al 95% (se mantiene durante 30 minutos).

Procedimientos de tincion portaobjetos de esputo me diante técnica de tincion PAP modificada . Secuencia de
procedimiento (nUm.), reactivo y el tiempo (min.: seg.) fueron los siguientes: (1) alcohol al 95% 15:00, (2) agua de
grifo 1:00, (3) Gil-i hemotox 2:30, (4) agua del grifo 1:00; (5) reactivo azulado :30; (6) agua del grifo 1:00; (7) alcohol
al 95% :10; (8) 0g-6 1:30; (9) alcohol al 95 % :10; (10) alcohol al 95% :10; (11) EA-50 1:15; (12) alcohol al 95% :20;
(13) alcohol al 95% :30; (14) alcohol al 100% 1:00; (15) alcohol al 100% 1:00; (16) alcohol al 100% 1:30; (17) xileno
1:00; (18) xileno 1:00; y (19) xileno 1:00.

Métodos de andlisis citopatoldgico de rutina de por taobjetos con tincion de Papanicolaou. Los portaobjetos
con tincién se sometieron a evaluacion citomorfoldgico semicuantitativa. (1) las células displasicas y neoplasicas
fueron identificadas mediante la utilizaciéon de criterios morfolégicos tradicionales, y (2) se cuantificaron los niveles
de expresion de siete indicadores fundamentales de inflamacion pulmonar (macréfagos alveolares, neutrdfilos,
células columnares, moco, espirales mucosas, macréfagos pigmentados, células metaplasicas). La metodologia
para la cuantificacion de estos indicadores de inflamacion ha sido previamente discutida en la literatura (Roby y
otros, 1989, Acta Cytol 34: 147-154; Roby y otros, 1990, Acta Cytol 34: 140-146; Schumann y otros, 1989, Am Rev
Respr Dis 139: 601-603). Los criterios utilizados para determinar la morfologia de las células utilizando citologia por
tincién PAP se discuten a continuacion.

No hay anomalias significativas . Las células se identificaron sin alteraciones significativas si se cumplen los
siguientes requisitos:

1. células ciliadas epiteliales basofilicas mezcladas con macréfagos con pigmento grado 1-2 junto con células
inflamatorias;

2. nacleos redondos del epitelio orientado basalmente;
3. cromatina uniformemente dispersa;
4. membranas nucleares apenas visibles;

5. nucléolos apenas visibles; y no estan presentes células metaplasicas ni displasicas.
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Metaplasia escamosa (sin displasia). Las células se identificaron como metaplasicas escamosas sin displasia si
se cumplen los siguientes requisitos:

1. grupos de células basdfilas sin cilios;

2. célula'y tamafio nuclear uniforme;

3. baja relacion nicleo / citoplasma (N/C);

4. cromatina nuclear finamente granular; y

5. pueden estar presentes pequefios nucleolos redondeados (por lo general solos).

Displasia leve (atipia escamosa) . Las células se identificaron como displasia leve si se cumplen los siguientes
requisitos:

1. mas pequefias que las células metaplasicas;

2. se ven en grupos cohesivos, o singularmente;

3. las células parecen planas (hojas) tanto los nicleos como el citoplasma en el enfoque;
4. las células varian ligeramente en tamarfio;

5. el citoplasma puede ser eosinofilico o basofilico;

6. bordes citoplasmaticos finos;

7. los nucleos varian ligeramente en tamafio, generalmente de redondos a ovalados, si se dividen en 2 mitades de
nucleo son imagenes especulares, la relacion N/C puede variar ligeramente;

8. membrana nuclear lisa;

9. cromatina nuclear finamente granular (ligeramente aumentada), cromocentro ocasional;

10. células en forma de fibras, células alargadas con citoplasma y nucleo alargados membrana nuclear diferente -
citoplasma reticular fino a granular por lo general de color amarillo naranja brillante -queratinizante simple, pueden

formar remolinos alrededor del nucleo central de queratina para hacer perlas epiteliales.

Displasia moderada (atipia escamosa) . Las células se identificaron como moderadamente displasicas si se
cumplen los siguientes requisitos:

1.variacion en el tamafio, generalmente mas grande, pero puede ser menor que en la displasia leve;
2.mas variacion en la forma y la relacion N/C que en la displasia leve;

3. citoplasma denso, predomina acidofilia; aumento del nimero de células atipicas;

4. el nucleo puede tener dos mitades desiguales (no son imagenes especulares);

5. estan presentes lobulaciones nucleares, grietas y nodulos, y

6. el material nuclear puede mostrar hipercromasia con mas patron de la cromatina de tipo punteada.

Displasia grave (atipia escamosa marcada) . Las células se identificaron como displasia grave si se cumplen los

siguientes criterios:

1. las células varian mucho en tamafio y forma;

2. por lo general ligeramente mayor tamafio de la célula que en la displasia moderada;
3. larelacion N/C es alta, pero variable (con extremos);

4. predominan las células individuales, el nlcleo es mas central que en CIS;

5. el nacleo puede seguir la forma del citoplasma; el nicleo muestra menos distorsién que en CIS;
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6. el pleomorfismo nuclear se incrementa con presencia de cromatina gruesa y condensacion a lo largo de la
envoltura nuclear;

7. paracromatina, niicleo grande, membrana nuclear multiagrupada focalmente engrosada, y
8. las células muestran citoplasma acidofilo predominante.

Carcinoma de células escamosas in situ (CIS, no invasivo). Las células se identificaron como carcinoma de
células escamosas in situ si se cumplen los siguientes criterios:

1. células individuales o en agregados (grupos);

2. tamafio de célula variable -puede ser menor o mayor que las células de displasia marcada por lo general mas
pequefios que el carcinoma de células escamosas invasivo;

3. las células son grandes, redondeadas con ndcleo situados simétricamente;
4. puede estar presente degeneracion de las células;

5. escaso citoplasma, distribuido uniformemente puede estar queratinizado o no queratinizado concéntricamente
alrededor del nucleo, (orangiofilico o basofilico);

6. relacion N/C variable -mayor o menor de lo normal;

7. gréanulos de la cromatina nuclear densos gruesos pueden estar interrumpidos por zonas claras;
8. borde cromatinico uniformemente engrosado con ondulacion de la membrana nuclear;

9. se pueden observar lobulaciones de los nicleos;

10. se puede observar canibalismo, pero es inusual;

11. pueden estar presentes células multinucleadas;

12. sin nucléolos en el nacleo, puede estar presente una célula mitética, y

13.fondo claro.

Carcinoma de células escamosas (bien diferenciado q  ueratinizante de tipo invasivo) . Las células se
identificaron como carcinoma de células escamosas si se cumplen los siguientes criterios:

1. células por lo general individuales, orangeofilicas, pero pueden estar en grupos y degeneradas;

2. células grandes o pequefias, angulares, con nucleos bien conservados y bordes celulares bien definidos;

3. células generalmente mas grandes que in situ, y pueden ser pleomorficas, amplia gama de tamafio y forma;

4. se puede observar formacion de perlas (perlas de cancer);

5. moderada cantidad de citoplasma con "cola" anormal (en consonancia con invasion); células extrafias en forma
de renacuajo, estrella, eje, una cromatina nucleara angular, con agrupamiento impredecible con hipercromasia y
compensacion de paracromatina y cromatina claramente definida, interfaz de paracromatina;

6. la cromatina esté grumosa, especialmente a lo largo de la membrana nuclear;

7. los nucleolos son grandes y acidofilicos, si estan presentes;

8. la membrana nuclear en si puede estar engrosada e irregular; irregularidad de espesor del borde de la cromatina
nuclear;

9. larelacion N/C es muy alta;
10. irregularidad nucleolar marcada en forma, tamafio, nimero (nucleolos hijas); mitosis anormales, multinucleacion;

11. es comun el canibalismo y la multinucleacion; y
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12. es comun el material necrético de fondo.

Analisis de citopatologia . Debido a que las muestras de esputo contienen células de muchos lugares en el pulmén,
entremezclados unos con otros, hay poco contexto para juzgar la normalidad o anormalidad de una célula en
particular (a diferencia del caso de la tincion de seccién delgada). La disponibilidad de una recogida de células de
baja fluorescencia proporciona una muestra de control interno de las células del paciente normales o casi normales,
con las que se comparan las células de alta fluorescencia tefiidas con TCPP. Utilizando la tincion PAP estandar, un
citopatélogo experto en la materia puede determinar facilmente el grado de anormalidad de las células de TCPP con
alta fluorescencia, que estan 10 veces enriquecidas de células anormales en comparacion con una monocapa no
fraccionada.

La presente invencion no se limita a las realizaciones descritas y ejemplificadas anteriormente, sino que es posible
hacer variaciones y modificaciones dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Método para determinar si una muestra de células contiene células displasicas o carcindmicas, comprendiendo el
método:

a) poner en contacto la muestra con una solucion de 5, 10, 15, 20-tetrakis (carboxifenil) profina (TCPP) bajo
condiciones que permiten la unién de TCPP a los componentes de las células displasicas o carcinébmicas, si estan
presentes, en el que la solucion de TCPP comprende TCPP disuelto con anterioridad en base de alcohol y diluido en
una solucién acuosa tamponada;

b) eliminar el TCPP no unido de la muestra; y

c) detectar la fluorescencia de TCPP en la muestra, siendo indicativa la presencia de fluorescencia de TCPP de que
la muestra contiene células displasicas o carcinémicas.

2. Método, segun la reivindicacion 1, en el que la muestra se selecciona del grupo que comprende muestras de
esputo, hisopos cervicales, lavados bronquiales, aspiracion con aguja fina o biopsias de nudcleo de tiroides o de
mama, lavados de vejiga y lavados bucales.

3. Método, segun la reivindicacion 1, en el que la muestra se fija en un fijador seleccionado del grupo que comprende
formaldehido, metanol, etanol, isopropanol y cualquier combinacion de los mismos.

4. Método, segun la reivindicacion 3, en el que el fijador es etanol al 95%.

5. Método, segun la reivindicacién 1, en el que la muestra esta adherida a un soporte sélido.

6. Método, segun la reivindicacién 5, en el que el soporte solido es un portaobjetos de microscopio.
7. Método, segun la reivindicacién 1, en el que la muestra se suspende en un medio liquido.

8. Método, segun la reivindicacion 1, en el que la solucidon de TCPP esta tamponada a un pH entre aproximadamente
5,8 y aproximadamente 6,7.

9. Método, segun la reivindicacion 1, en el que la solucion comprende ademdas uno o mas reactivos que reducen la
fluorescencia de fondo, evitan la oxidacion de TCPP o evitan la extincion de la fluorescencia de TCPP.

10. Método, segun la reivindicacion 1, en el que la concentracion de TCPP en la muestra esta entre
aproximadamente 4 y aproximadamente 100 pg/ml.

11. Método, segun la reivindicacion 1, en el que la muestra se pone en contacto con TCPP durante entre
aproximadamente 0,2 minutos y aproximadamente 2 horas.

12. Método, segun la reivindicacion 1, en el que durante la puesta en contacto, la muestra se mantiene a una
temperatura entre aproximadamente 23°C y aproximadamente 42°C.

13. Método, segun la reivindicacion 5, en el que la fluorescencia de TCPP en la muestra se detecta visualmente.

14. Método, segun la reivindicacion 5, en el que la fluorescencia de TCPP en la muestra se detecta con un lector de
portaobjetos.

15. Método, segun la reivindicacion 7, en el que la fluorescencia de TCPP se detecta con un citémetro de flujo
fluorométrico.

16. Método, segun la reivindicacion 1, en el que la etapa de deteccion se lleva a cabo entre aproximadamente 1 hora
y aproximadamente 24 horas después de la etapa de eliminacion.

17. Método, segun la reivindicacién 1, que comprende ademas la etapa de determinacion del porcentaje de células
en la muestra que son fluorescentes con TCPP.

18. Método, segun la reivindicacion 17, en el que las muestras que comprenden mas de aproximadamente un 1% de
células fluorescentes se clasifican como que contiene células anormales precancerosas 0 cancerosas.

19. Método, segun la reivindicacion 17, en el que la etapa de determinacién del porcentaje de células en la muestra
que son fluorescentes con TCPP comprende cuantificar la intensidad de fluorescencia de TCPP en la muestra de
una manera que correlaciona la intensidad de fluorescencia con un porcentaje de células en la muestra que contiene
TCPP.
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20. Método, segun la reivindicacion 19, en el que la fluorescencia de TCPP se cuantifica poniendo en contacto la
muestra con un marcador detectable que se une a todas las células en la muestra, eliminando el marcador
detectable no unido y estableciendo una relacion de fluorescencia de TCPP y la cantidad del marcador detectable en
la muestra.

21. Método, segun la reivindicacion 20, en el que el marcador detectable es un compuesto fluorescente.

22. Método, segun la reivindicacion 1, que comprende ademas, tras la deteccidn de la fluorescencia de TCPP en la
muestra, la caracterizacion de las células fluorescentes en metaplasia, displasia o carcinoma.

23. Método, segun la reivindicacion 22, en el que la caracterizacion comprende clasificar la intensidad de
fluorescencia de las células fluorescentes y correlacionar la intensidad de fluorescencia con el estado metaplasico,
displasico o carcindmico de las células.

24. Método, segun la reivindicacion 22, en el que la caracterizacion comprende clasificar las células fluorescentes en
una 0 mas caracteristicas morfologicas seleccionados del grupo que comprende la forma celular, tamafio de la
célula, agrupamiento de las células, cantidad de degeneracion de las células o grupos de células, el numero de
nucleos, el tamafio de los nucleos, visibilidad de la membrana celular y la presencia de residuos nucleares, y
correlacionar las caracteristicas morfolégicas con el estado metaplasico, displasico o carcindmico de las células.

25. Método, segun la reivindicacién 22, en el que la caracterizacion comprende clasificar las células fluorescentes
por la intensidad de fluorescencia y por una o mas caracteristicas morfolégicas seleccionadas del grupo que
comprende la forma celular, tamafio de la célula, agrupamiento de las células, la cantidad de la degeneracién de las
células o grupos de células, el numero de nucleos, el tamafio de los nicleos, visibilidad de la membrana celular y la
presencia de residuos nucleares, y correlacionar la intensidad de fluorescencia y las caracteristicas morfologicas con
el estado metaplasico, displasico o carcinémico de las células.

26. Método, segun la reivindicacion 25, en el que el nimero total de las caracteristicas morfol6gicas y la intensidad
de fluorescencia que muestran las células fluorescentes se utilizan como un factor en la caracterizacién de las
células fluorescentes en metaplasia, displasia o carcinoma.

27. Método, segln la reivindicacion 25, en el que el patrén de las caracteristicas morfolégicas y la intensidad de
fluorescencia se utilizan como un factor en la caracterizacion de las células fluorescentes en metaplasia, displasia o
carcinoma.

28. Método, segun la reivindicacion 22, en el que las células fluorescentes en la muestra se comparan con las
células no fluorescentes de la misma muestra o de una segunda muestra del mismo paciente.

29. Método, segun la reivindicacion 28, en el que las células fluorescentes se separan de las células no
fluorescentes por citometria de flujo fluorométrico.

30. Método de deteccion de cancer en estadio temprano o de una condicion precancerosa de un tejido u 6rgano
seleccionado, comprendiendo el método:

a) determinar si la muestra de células, obtenida a partir del tejido u 6rgano seleccionado, contiene células anormales
precancerosas o cancerosas mediante el método segun la reivindicacion 1, una determinacion positiva de la misma
es indicativo de una deteccion positiva de cancer en etapa temprana o una condicién precancerosa del tejido u
organo seleccionado.

31. Método de deteccién de células displasicas o carcindmicas en un tejido diana seleccionado, comprendiendo el
método:

a) introducir en la muestra de tejido diana una solucion de TCPP bajo condiciones que permiten la union de TCPP a
los componentes de las células displasicas o carcinémicas , si estan presentes, en el que la solucién de TCPP
comprende TCPP disuelto con anterioridad en base de alcohol y diluido en una solucién acuosa tamponada;

b) eliminar TCPP no unido del tejido diana; y

c) detectar la fluorescencia de TCPP en las células del tejido diana, siendo indicativa la presencia de fluorescencia
de TCPP en las mismas de que el tejido diana contiene células displasicas o carcinémicas.

32. Método, segun la reivindicacion 31, en el que el tejido diana se selecciona del grupo que comprende pulmén,
mama, glandula prostatica, cuello del Gtero, garganta, vejiga, orofaringe, piel y tracto gastrointestinal.
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