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DESCRIPCION

Composiciones y métodos para detectar afecciones precancerosas en muestras celulares y de tejidos mediante 5,
10, 15, 20-tetrakis (carboxifenil) porfina

Sector de la invencion

La presente invencion se refiere a la utilizacion de ciertas porfirinas para detectar la presencia de células cancerosas,
precancerosas Yy displasicas en varias muestras de tejido in vitro.

Antecedentes de la invencion

En el presente documento se hace referencia entre paréntesis a varios articulos cientificos y académicos.

Los patdlogos, expertos que examinan la progresion de la enfermedad y analizan muestras de tejido en busca de
anomalias, entre ellas el cancer, han determinado que una afeccion celular que se conoce como displasia, que
consiste en una formacion o maduracion anormal de las células, puede identificar potencialmente células en
afecciones precancerosas. Si no se trata, la displasia puede avanzar del estado, leve, moderado hasta grave, y en
ocasiones puede llevar a la aparicién del cancer. Aproximadamente uno de cada siete casos moderados de displasia
llega a provocar cancer, y hasta un 83% de casos de displasia grave han llevado sus enfermos a desarrollar cancer,
en funcién de las células implicadas en el proceso. Sin embargo, la eliminacion de células displasicas en estado leve
y moderado reduce significativamente el desarrollo de cancer. En el caso concreto de los pulmones, la eliminacion
de células displasicas no solamente disminuye notablemente la formacién de células cancerosas, sino que ademas
en algunos casos el tejido pulmonar recupera su morfologia normal.

En general, cuanto antes se detecta un cancer, mas probabilidades tendra el paciente de sobrevivir. Si el cancer de
mama se detecta de forma temprana cuando todavia se encuentra en una Unica masa, la tasa de supervivencia a 5
afos es del 96%. Cuando este cancer se ha extendido a una ubicacion mas alejada, dicha tasa es inferior al 20%.
En el caso del cancer de pulmén cuando se detecta una Unica masa la tasa de supervivencia a 5 afios es superior al
46%. Cuando dicho cancer se ha extendido, la tasa pasa a ser inferior al 14%. En lo que se refiere al cancer de
cérvix la tasa de supervivencia aumenta cuando se detectan cambios precancerosos y se tratan antes de llegar a un
estado mas grave (Boring y Squires 1993, CA Cancer J Clin 43:7-26 and Ferguson 1990, Hematol Oncol Clin N Am
4:1053-1168).

Actualmente el carcinoma pulmonar es la principal causa de mortalidad debida al cancer en hombres y mujeres en
los Estados Unidos (Wingo y otros 1995, CA Clinical J Clin 45:8-30). En 1997 murieron aproximadamente 160.000
personas a causa del cancer de pulmon, cifra que representa el 12% de todas las muertes debidas al cancer en
Estados Unidos en hombres y el 2% en mujeres (Boring y Squires 1993, supra). El cancer de pulmén también es
uno de los canceres mas letales, tal y como se desprende de la tasa de supervivencia a 5 afios de tan solo el 14%.
El mal prondstico de los pacientes de cancer de pulmén, en comparacién con otros tipos de cancer que afectan al
ser humano, se debe en gran medida a la falta de métodos de deteccion en sus primeros estadios. Cuando se
presentan sintomas clinicos, mas de dos tercios de los pacientes tiene afectacion de los ganglios regionales o
metastasis distantes, y habitualmente ambos casos son incurables. Sin embargo, en estudios realizados en
pacientes con cancer de pulmén localizado (Estadio O o 1), las tasas de supervivencia a 5 afios oscilaban entre el 40
y el 70% (Boring y Squires, 1993, supra; Ferguson 1990, supra).

Histéricamente, la Unica prueba de diagnostico que se utilizaba para detectar el cancer de pulmén antes de la
apariciéon de sus sintomas era la citologia de esputo y radiografias de térax. Como consecuencia se ha evaluado
mucho la eficacia de dichas pruebas, realizando estudios durante las Ultimas décadas. Ambas pruebas eran capaces
de detectar carcinomas presintomaticos en los primeros estadios de desarrollo, en especial el carcinoma de células
escamosas.

Las mejoras en los métodos de control se han centrado especialmente en la mejora de la utilizacion de la citologia
de esputo gracias a los avances tecnologicos en microscopia. Para realizar la citologia de esputo se precisa de un
andlisis visual de la muestra celular en el que se utilizan el tamafio, forma, organizacion de la célula, y relacion entre
el tamafio del ndcleo celular y su citoplasma, para determinar la morfologia de la célula. Teniendo en cuenta que
para esta evaluacién de la morfologia celular se precisa de una inspeccion y clasificacion visual, el encargado de la
observacion clinica que desempafia esta técnica debe disponer de un alto grado de experiencia. Se han realizado
diversas investigaciones cuyos resultados sugieren que un método de analisis de imagenes de alta resolucion
asistido por ordenador permite la deteccién de cambios subvisuales en nucleos de apariencia normal en varios tipos
de tejido (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). Los andlisis asistidos por ordenador de
distribucion del ADN en muestras celulares clasificaron correctamente el 74% de los ndcleos segun su morfologia
sin necesidad de que un experto revisara el material y sin la presencia de nacleos visualmente anormales cuando se
compar6 con el test citolégico estandar.
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La evaluacién morfolégica de las muestras citoloégicas también ha mejorado gracias a los avances realizados en la
comprension del cancer de pulmén. Gran parte de este trabajo se ha centrado en la identificaciéon de los
“biomarcadores”. Los biomarcadores son una amplia gama de anomalias genéticas y fenotipicas progresivas de la
mucosa respiratoria que se pueden utilizar para determinar el potencial del epitelio bronquial para convertirse en su
totalidad en un tumor maligno. Los marcadores se han clasificado de forma amplia como cambios morfolégicos,
marcadores imunohistoquimicos de varias proteinas expresadas, marcadores de inestabilidad gendmica,
marcadores de cambios epigenéticos (por ejemplo, metilacion anormal), y mutaciones genéticas (Hirsch y otros 1997,
Lung Cancer 17:163-174).

Actualmente se estan evaluando los niveles de expresién de dichos marcadores en muestras de tejido
cito/histologico displasico y neoplasico procedentes de poblaciones de riesgo elevado. De entre estas muestras,
actualmente se ha seleccionado el esputo para realizar andlisis de marcadores. El interés que suscitan las muestras
de esputo en la investigacion de biomarcadores procede de la antigua creencia de que las células exfoliadas que se
recuperan en el esputo pueden ser la indicacién mas temprana de un carcinoma incipiente, ya que en la mayoria de
los casos el cancer de pulmon se desarrolla en el epitelio bronquial. Mediante el uso de sofisticadas técnicas de
genética molecular (por ejemplo, ensayos basados en PCR), los resultados de ciertos estudios demuestran que los
biomarcadores seleccionados se pueden detectar en esputo. (Mao y otros 1994, Cancer Res 54:1634-1637, Mao y
otros 1994, Proc Natl Acad Scl 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 control y deteccion del cancer disponibles en el mercado se fundamentan en pruebas basadas en
diagnésticos citomorfolégicos realizados por médicos expertos que observan cada una de las muestras y determinan
la extension e identifican los tipos de células anormales. Este proceso no tan solo es costoso y lento, sino que
ademas incluye el criterio de un experto y por lo tanto un factor de error en el procedimiento. Recientemente se ha
desarrollado un método para detectar células cancerosas en el pulmén mediante la utilizaciéon de 5, 10, 15, 20-
tetrakis (carboxifenil)-porfina (TCPP) (patente de los Estados Unidos 5.162.231 a Cole y otros). Dicho método se
basa en la tendencia de las células cancerosas a acumular una mayor cantidad de TCPP procedente de su entorno
que las células no cancerosas. Tras incubar una muestra celular durante 6-24 horas con 200 pug/ml de TCPP, dicha
TCPP entré en las células y se uni6 a la membrana perinuclear y las mitocondrias de las células neoplésicas. La
TCPP es fluorescente con luz ultravioleta, y por lo tanto se pueden identificar las células cancerosas simplemente
por su intensidad de fluorescencia, sin necesidad de observar la morfologia. La utilizacion mas amplia de este
compuesto para identificar afecciones de tejido precanceroso (por ejemplo, células displasicas) permitiria el control
en poblaciones de alto riesgo para identificar aquellos individuos cuyos tejidos se dirijan a una afeccién de tipo
cancer invasivo, y por lo tanto permitir la deteccion del cancer o la displasia en un estadio donde se pueda tratar. Las
caracteristicas que se esperan de tal método de control serian que se tratara de un procedimiento rapido, econémico,
y que precise de un conocimiento minimo de la técnica.

Debido a las razones anteriores, se necesita una técnica y metodologia capaces de detectar células displasicas en
los primeros estadios de desarrollo. Ademads, se necesita una técnica que proporcione resultados para elaborar
diagnésticos altamente fiables y que no se base en un andlisis subjetivo del médico que lleve a cabo el diagnéstico.

Caracteristicas de la invencién

La presente invencion se deriva del hallazgo segun el que la TCPP se puede utilizar para detectar células
displasicas y precancerosas, asi como células cancerosas, juntamente con un nuevo método de solubilizacion de
TCPP mas eficiente, técnicas de tincién mejoradas, y varias estrategias de clasificacion de células. La TCPP es un
compuesto fluorescente y recientemente se ha descubierto que dicho compuesto se une a componentes de células
cancerosas asi como a células precancerosas vivas o fijadas, de manera que permite categorizar el estado de las
células y del tejido del que proceden en una progresion continua de la enfermedad. Este método de deteccion de
tejidos precancerosos se adapta bien al diagnéstico in vitro de muestras de tejidos o de células asi como al
diagnéstico in situ.

Un aspecto de la presente invencion es un método de deteccion de células precancerosas, que en su forma mas
simple comprende la incubacién de células vivas o fijadas (es decir, muertas) en una solucion de TCPP durante el
tiempo necesario para que este compuesto se una a los componentes celulares, y detectar la uniéon con TCPP
mediante fluorometria. Se pueden realizar muchas variaciones a este método de base. Segun una de dichas
modificaciones las células se fijan sobre una superficie, preferentemente un portaobjetos de microscopio, y mas
preferentemente en forma de monocapa. En otra modificacion las células se tratan con formalina u otra solucion de
fijacion adecuada, se mantienen en suspension y se tratan con TCPP, posteriormente se separan de la TCPP que
no se haya unido a sus componentes, y finalmente se analiza y clasifica mediante citometria de flujo.

Las realizaciones preferentes de la etapa de incubacion comprenden la utilizacion de una solucion de TCPP con
aproximadamente de 4 pg/ml a 400 pg/ml de TCPP, a una temperatura de aproximadamente 23°C a
aproximadamente 42°C, y durante aproximadamente de 0,2 minutos a 2 horas. La TCPP que no se haya unido a los
componentes celulares se elimina, y la TCPP restante se puede detectar mediante fluorometria. En una realizacion
preferente, se detecta la TCPP entre aproximadamente 1 y 24 horas después de realizar en ensayo.
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En otra realizacion de la presente invencion, se calcula el porcentaje de células fluorescentes de la muestra celular.
Las realizaciones preferentes comprenden analisis de las células fluorescentes para analizar la intensidad de su
fluorescencia y otras caracteristicas citomorfologicas. En una realizacion particularmente preferente, las células
fluorescentes se clasifican segin una serie de intensidades de fluorescencia y caracteristicas citomorfoldgicas
predeterminadas, lo que permite clasificar las células a lo largo de una progresién continua que va desde célula
normal hasta metaplasica, displasica (de leve a grave) y carcindmica (de leve a grave), y aumenta la eficacia y
fiabilidad de los diagnésticos realizados por los métodos de la presente invencidn. Otras realizaciones de la presente
invencion comprenden la separacion de las células normales o metaplasicas de las displasicas o carcinémicas en
una muestra, mediante criterios de intensidad de fluorescencia (es decir, mediante la utilizacién de la citometria de
flujo por fluorescencia).

Para facilitar la utilizacién del método de deteccién citado previamente, otro aspecto de la presente invencion se
refiere a un método para preparar una solucién de TCPP en el que se disuelve TCPP en aproximadamente del 50%
hasta aproximadamente el 90% de alcohol a un pH superior a aproximadamente 8,5 e inferior a aproximadamente
12,5. En una realizacién preferente, dicho alcohol es isopropanol, y en otra realizaciéon preferente el pH de la
solucion se ajusta con bicarbonato sddico o hidroxido de amonio.

Otro aspecto de la presente invencion es una composicion que comprende TCPP disuelta en aproximadamente
desde el 50% hasta aproximadamente el 90% de alcohol a un pH superior a aproximadamente 8,5 e inferior a
aproximadamente 12. En una realizacion preferente, dicho alcohol es isopropanol, y en otra realizacion preferente el
pH de la solucién se ajusta con bicarbonato sddico o hidroxido de amonio. En una realizacion preferente, la
composicion se realiza mediante el método de elaboracion de la solucion de TCPP. En una realizacion relacionada,
se diluye la solucion de TCPP que se utiliza en el método de deteccion.

En otro aspecto de la presente invencion, las células se encuentran in situ en un mamifero. Dichas células se
exponen a una solucion de TCPP y se detecta su fluorescencia mediante la utilizacién de técnicas endoscopicas.

Otro aspecto de la presente invencién es un kit para detectar células precancerosas, que comprende la composicién
de la presente invencion en un recipiente. En otra realizacion, el kit comprende uno o mas componentes adicionales,
tales como instrucciones y reactivos para realizar el método de deteccién descrito en la presente invencion, o
controles positivos y negativos.

Gracias a las ilustraciones, la descripcion detallada y los ejemplos que se encuentran a continuacion, se podran
comprender mas facilmente otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién comprende composiciones y métodos para detectar afecciones precancerosas en células
humanas mediante la utilizacion de 5, 10, 15, 20-tetrakis (carboxifenil) porfina (TCPP). La presente invencion se
deriva del hallazgo segun el que la TCPP se une especificamente a células anormales precancerosas asi como a las
células cancerosas, pero no se une a las células normales (no cancerosas). Ademas, dicha union diferencial se
puede observar tanto en células fijadas como en células vivas. Ademas de esta nueva y Util caracteristica de la
TCPP, la presente invencion también incorpora un método mejorado para solubilizar TCPP que permite que este
compuesto conserve su actividad durante un plazo de tiempo més largo, asi como diversos aspectos novedosos que
hacen que este método esté mejor adaptado a los métodos control y la automatizacion. Si se utilizan los métodos de
la presente invencion las células se enlazan con la TCPP mas rapidamente que en el método descrito en la patente
de Estados Unidos No 5.162.231 (por ejemplo, 0,2 minutos-2 horas frente a 24 horas), y se necesita una menor
concentracion de TCPP (por ejemplo, 40 pug/ml frente a 200 pg/ml). Ademas, se puede utilizar una monocapa de
células en lugar de una solucion de células, a pesar de que también se puede utilizar una solucion de células.

El factor clave de la adecuacion y eficacia de deteccidén del método de la presente invencion es el nuevo método de
solubilizacion de la TCPP. En los métodos anteriores se utilizaba NaOH 1M para disolver la porfirina. En dichos
métodos de tenia que valorar con HCI 1M, que es poco preciso, y en cada solucién se debia comprobar la presencia
de TCPP no disuelta. Ademas con el método de NaOH la porfirina se encontraba en un medio oxidante con un pH
de hasta 13, con lo que habia un elevado riesgo de degradacion de la porfirina. En el método de solubilizacion de la
presente invencion el pH es de 9,1 conjuntamente con la nueva adicidn de alcohol al 90% para que la solubilizacion
sea mas fiable. En dltimo lugar, el método de la presente invencion utiliza un tampén para estabilizar el pH de la
solucion de TCPP de trabajo final en un intervalo preferente de 5,8 a 6,8.

La presente invencion comprende la deteccion de células cancerosas y precancerosas en muestras de tejido

humano utilizando la tendencia Unica de dichas células de unirse a TCPP en mayor grado que las células sanas. Tal

como se utiliza en el presente documento los términos “precanceroso” y “precanceroso anormal” se refieren a

células que presentan signos de leves a graves de displasia, y el término “canceroso” se refiere a células que

presentan signos de leves a graves de carcinoma. Dichos estadios citoldgicos se definen morfoldgicamente en el

presente documento mediante los criterios que se utilizan para determinar la morfologia celular en citologia mediante
4
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tincion de Papanicalou (“tincion PAP”"). También se pueden definir mediante otros indicadores habituales en la
técnica para definir una célula o tejido particular (por ejemplo indicadores de inflamacion pulmonar en el pulmén o
muestras de esputo). De “normal” a “gravemente carcindmico” en el presente documento los estadios de la célula se
clasifican de la forma siguiente (1) normal (sin anomalias significativas), (2) metaplasia (metaplasia escamosa), (3)
displasia leve (atipia escamosa), (4) displasia moderada (atipia escamosa), (5) displasia grave (atipia escamosa
intensa), (6) carcinoma escamoso in situ (CIS, no invasivo) (también se conoce como carcinoma de leve a severo), y
(7) carcinoma celular escamoso (queratinizaciéon bien diferenciada de tipo invasivo) (también se conoce como
carcinoma de moderado a severo). Segun la presente invencion se ha determinado que tras la exposicion a TCPP,
las células displasicas y carcinémicas muestran fluorescencia por TCPP, mientras que en las células normales dicha
fluorescencia es muy reducida o inexistente. Algunas células metaplasicas pueden mostrar una fluorescencia por
TCPP entre baja y moderada, pero muy en la mayoria de ocasiones no es asi; por consiguiente, la fluorescencia por
TCPP no es un indicador de metaplasia tan fiable como lo es para displasia y carcinoma.

El método comprende (1) la incubacion de una muestra de células fijadas o vivas en TCPP durante el tiempo
suficiente para que la TCPP pueda unirse a los componentes celulares de células cancerosas o precancerosas
anormales, si estan presentes en la muestra, (2) la eliminacion de la TCPP que no se haya incorporado a las células,
(3) la determinacion de la cantidad de TCPP restante en la muestra mediante fluorometria, si se encuentra en la
muestra; y, opcionalmente en funcion del resultado de la etapa (3), (4) la evaluacion de las células fluorescentes por
TCPP para conocer su derivacion hacia el cancer respecto al estado normal (0o anormal metaplasica, pero no
displasica). Especificamente, tal y como se ha descrito anteriormente, el método de la presente invencidon permite
determinar si una muestra celular contiene células displasicas (de leve a grave) o carcinémicas (de leve a grave).

En una realizacion a modo de ejemplo, pero no limitante, el método de deteccion comprende las etapas siguientes:
1. fijar las células formando una monocapa en un portaobjetos de microscopio;

2. exponer las células a una solucion de TCPP de aproximadamente 40 pg/ml en una soluciéon tamponada a
aproximadamente un pH de 6,1 (por ejemplo, sumergiendo los portaobjetos en la solucién o poniendo gotas de la
solucion en los portaobjetos) a aproximadamente 36°C durante un tiempo especifico, tal y como se describe a
continuacion;

3. lavar los portaobjetos con una soluciéon tamponada a aproximadamente un pH de 6,1;

4. esperar 1 hora como minimo, pero no mas de 24 horas; y

5. cuantificar la fluorescencia de las células a aproximadamente 610-740 nm al excitar con luz de 380-450 nm.
A continuacioén se detallan mas ampliamente las variaciones de este método de ejemplo.

Cuando se utiliza para describir los componentes de mezclas de ensayo u otros parametros de la presente invencion,
el término “aproximadamente” se refiere a dentro de los limites de error que se aceptan habitualmente para la
determinacion que se realiza, utilizando los métodos estandar.

La primera etapa, la incubacion de las células con una solucién fijadora, es opcional, pero preferente, ya que se ha
demostrado que dicha solucién reduce el tiempo de incubacion, asi como la concentracion de TCPP en la solucién
de trabajo, en esta realizacion de ejemplo y en el resto.

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

Los métodos de la presente invencion se pueden utilizar en varios tipos de células, tal como se describe a
continuacién y ademas se pueden utilizar en aplicaciones de diagnéstico veterinario ademas de en el ser humano.
Por este motivo los términos “paciente” o “sujeto” tanto se pueden referir al ser humano como a animales.

El método de deteccion se puede utilizar para detectar células precancerosas 0 cancerosas en muestras celulares in
vitro. Dichas muestras se pueden obtener mediante cualquiera de los métodos utilizados actualmente en
citopatologia. Por ejemplo, las células se pueden obtener de muestras de esputo (véase ejemplo 1), hisopos
cervicales, lavados bronquiales, aspiracién con aguja fina y biopsias de nicleo de tiroides y de mama, lavados de
vejiga, orina, lavados bucales, enemas y otros tipos de biopsia conocidos en la materia. Otras fuentes de muestras
celulares puede ser la sangre o fracciones de la misma, es decir, linfa, fluido cerebroespinal, hueso o médula 6sea,
por nombrar algunos ejemplos. El método de la presente invencién se puede utilizar con cualquier muestra celular
de cualquier tejido u 6rgano del organismo.

De forma opcional, las células se pueden fijar mediante procedimientos estandar antes de exponerlas a TCPP,
incluyendo pero sin limitarse a las mismas, soluciones que contengan formaldehido, metanol, etanol o isopropanol.
En una realizacion, las células se fijan con etanol al 95%.
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Este ensayo se puede realizar en solucion midiendo la fluorescencia total en funciéon de la densidad celular, o
adhiriendo las células a una superficie. No es necesario tratar las células con un agente fijador, pero en ciertas
realizaciones es preferente fijar las células, especialmente en aquellas en las que las células se adhieren a un
soporte sélido. En una realizacion, las células se adhieren a un portaobjetos en forma de monocapa. En otras
realizaciones, se utiliza el sistema de preparacion de portaobjetos de base liquida MonoPrep2 o MonoPrepG
(MonoGen Inc., Herndon, Va) o el Thinprep Processor (Cytyc Corporation, Marlborough, MA).

El método de la presente invencién también se puede utilizar para detectar células precancerosas y cancerosas in
situ asi como un soporte en la cirugia de reseccion. Por ejemplo, el método se puede utilizar para detectar células
displasicas en el pulmon in situ si se inyecta TCPP en el medio adecuado y a continuaciéon se realiza una
broncoscopia de fluorescencia. También se puede utilizar un método similar para detectar células con anomalias por
escision durante la realizacion de cirugia. Las aplicaciones in situ se pueden utilizar con cualquier 6rgano del cuerpo,
incluyendo, pero sin limitarse a las mismas, mama, prostata, pulmones, cérvix, garganta, vejiga, orofaringe, piel y
tracto gastrointestinal mediante la utilizacion de un dispositivo endoscopico similar. La cantidad de TCPP preferente
para utilizar en esta realizacion se determina en funciéon del modo de administracion y del 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 solucién salina o sangre (por ejemplo, aproximadamente 100 ug/ml). Si esta solucion se
inyecta directamente en el tejido afectado, la cantidad eficaz de TCPP dependera del tejido diana y de la proximidad
de la inyeccién a dicho tejido (por ejemplo, aproximadamente de 1-20 mg). En el pulmdn, si se suministra en aerosol,
por ejemplo, de 5 a 10 ml, a una concentracion de 20-50 pg/ml, deberian ser adecuados. Los médicos quimicos y
otros expertos en la materia conocen bien los métodos para determinar las cantidades de TCPP que se deben
administrar como agente de diagnaéstico.

La concentracion de TCPP en la solucién de trabajo y el tiempo durante el cual se exponen las células a dicha
solucion son dos variables que se pueden modificar de forma coordinada. La concentracion de TCPP es
preferentemente 4-100 pg/ml, mas preferentemente 4-40 pug/ml, y de la forma mas preferente 20-40 pg/ml. El tiempo
de exposicion puede variar de entre aproximadamente 0,2 minutos hasta aproximadamente 2 horas en una
realizacioén, y entre 10 y 60 minutos en una realizacion mas preferente. Cuando se utilizan bajas concentraciones de
TCPP, es adecuado que el tiempo de exposicion sea prolongado, y cuando se utilizan altas concentraciones de
TCPP, es adecuado que el tiempo de exposicion sea breve. Por ejemplo, en realizaciones preferentes, los
portaobjetos se exponen durante 10 minutos a TCPP a una concentracién de 40 pg/ml, y de forma alternativa
durante 60 minutos a una concentracion de 4 pg/ml. Los expertos en citologia conocen el método para optimizar la
concentracion de TCPP en la solucién de trabajo y el tiempo de exposicion, y su objetivo es el de conseguir el
méaximo de union especifica entre la TCPP y los componentes celulares a la vez que se minimiza fluorescencia de
fondo y captacion y fluorescencia no especificas.

La solucién de TCPP consta de TCPP en un medio acuoso tamponado a aproximadamente 36°C. En una realizacion,
la capacidad tamponadora procede de 100 mM de MES; sin embargo, en este método se puede utilizar un intervalo
de concentracion que oscile entre 20 y 200 mM, conservando la misma eficacia. En una realizacion, la solucién tiene
un pH de aproximadamente 6,1; sin embargo, en este método se puede utilizar un intervalo de pH de 5,8 a 6,7,
conservando la misma eficacia. También se pueden utilizar otros compuestos tampon que son eficaces en el
intervalo de pH 5,8-6,7. Mientras que la etapa de exposicidon no es especialmente sensible a la temperatura, para
optimizar dicho proceso es preferente una temperatura superior a la temperatura ambiente. El intervalo de
temperatura adecuada para la etapa de exposicion es de aproximadamente 23°C a aproximadamente 42°C en una
realizacién preferente y de aproximadamente 30°C a aproximadamente 40°C en una realizacién mas preferente.

Se pueden afadir otros compuestos a la solucién de trabajo para reducir la fluorescencia de fondo, aumentar la
estabilidad o reducir la autofluorescencia o quenching. Por ejemplo, se pueden utilizar detergentes para disminuir la
fluorescencia de fondo y se pueden utilizar agentes reductores, antioxidantes, y otros inhibidores de la generacion o
difusion de especies de oxigeno activo para evitar la oxidacion de la TCPP o reducir el fotoblanqueo. Entre los
compuestos de interés se incluyen, pero sin limitarse a los mismos, polietilenglicoles, tritones, ditiotreitol, 2-
mercaptoetanol, o los kits “Antifade” de Molecular Probes Inc. (Eugene, OR, P-7481, S-2828, S-7461). Ademas, se
puede afadir hematoxilina a la TCPP, como colorante de contraste y asi facilitar la microscopia de luz blanca.

La solucion de lavado generalmente es similar a la solucion acuosa que se utiliza en la solucion de trabajo de TCPP
pero sin dicho compuesto. Si se utilizan portaobjetos, dichos portaobjetos se deben lavar una vez, como minimo,
preferentemente tres veces y preferentemente con agitacion en solucion de lavado en exceso. Si el ensayo se
realiza en solucién, la TCPP no unida se puede eliminar mediante centrifugacion de las células, decantacion del
sobrenadante y resuspension de las células en una nueva solucién tampdén. Se puede repetir esta etapa si es
necesario. También se pueden utilizar medios alternativos para separar las células de la solucién de tincion, tales
como filtracion con captura de las células sobre una membrana o dialisis rapida (incluida didlisis giratoria). Las
condiciones adecuadas de lavado se pueden determinar mediante el control de la fluorescencia de las células. El
lavado debe ser suficientemente eficaz como para eliminar el material de fondo y otras uniones no especificas, pero
no demasiado excesivo como para eliminar la TCPP con uniones especificas con los componentes celulares. Los
expertos en citologia conocen ampliamente la optimizacién de la etapa de lavado. Las composiciones que se
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pueden afiadir a la solucion de lavado para mejorar su eficacia o estabilidad incluyen, sin limitarse a los mismos,
alcoholes, detergentes o soluciones salinas de baja molaridad.

Una etapa importante del método de deteccion es dejar mas de 1 hora pero menos de 24 horas entre el momento en
que el portaobjetos se expone a la solucion de trabajo de TCPP y el momento en que se lee el portaobjetos. Si el
portaobjetos se lee tras 24 horas, el deterioro puede ser demasiado importante como para obtener un resultado
preciso. Si las células se observan antes de 1 hora, el nivel de fluorescencia de fondo puede ser excesivamente alto.

Las longitudes de onda que se utilizan en la etapa de deteccién se comprenden en amplios intervalos, dentro de los
cuales se encuentran intervalos de picos especificos mas eficientes. El pico de excitacién de TCPP en una solucion
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 emisidon se produce aproximadamente a 706 nm. En general,
se puede detectar la TCPP al iluminar la muestra con luz ultravioleta (UV) y detectar 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 que comprende
aproximadamente de 380 nm a aproximadamente 450 nm, y de forma mas preferente una banda estrecha de
longitudes de onda préxima 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 proximo a aproximadamente 650 nm. En ciertas circunstancias evidentes para
los expertos en la técnica de la microscopia de fluorescencia, puede ser preferente detectar emisiones en un
intervalo estrecho proximo a aproximadamente 706 nm. La seleccién de la longitud de onda se puede conseguir mas
facilmente mediante filtros Opticos. Los conjuntos de filtros para los tintes fluorescentes mas habituales estan
disponibles en Molecular Probes (Eugene, OR), por ejemplo. La seleccién de la longitud de onda adecuada para
excitar y detectar TCPP segun el método de la presente invencién se puede obtener facilmente mediante la
utilizacion de un conjunto de filtros disefiados para la deteccién de isotiocianato de fluoresceina (en adelante "FITC"),
que generalmente tiene un filtro de excitacién de 400 a 490 nm y un filtro de barrera para emision por superior a 500
nm. Los expertos en microscopia conocen bien la seleccion de otros sistemas de filtros.

La fluorescencia se puede detectar de forma visual o0 mecanica, manual o utilizando medios automaticos. Incluso las
células que tienen fluorescencia moderada se pueden distinguir faciimente en comparacion con las células no
fluorescentes a simple vista. Por este motivo, ciertas realizaciones de la presente invencion consisten simplemente
en observar células tratadas con TCPP en un microscopio de fluorescencia y cuantificar el porcentaje de células
fluorescentes en la muestra de forma manual. Sin embargo, las realizaciones preferentes comprenden métodos
automatizados bien conocidos en la materia, y cuantificacion mecénica en la que una célula se cuenta como
fluorescente si su fluorescencia supera un umbral predeterminado programado en el dispositivo de contaje, 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 tenga una fluorescencia predeterminada que tenga significacion estadistica en
comparaciéon con una célula equivalente normal, tal como se determina por métodos estadisticos estandar (dichos
dispositivos también se pueden programar para contar células de una forma especifica, lo que puede representar un
segundo indicador de anomalias precancerosas o cancerosas). De forma alternativa, para realizaciones en las que
los ensayos se basan en soluciones, se pueden analizar muestras de células tefiidas con TCPP y lavadas mediante
la clasificacion de las células activadas por fluorescencia (FACS), en las que dicha FACS esta programada para
separar las células con un nivel predeterminado de fluorescencia, que se puede determinar estadisticamente por
comparacion con células normales.

Se determina el numero total de células presentes en una muestra para calcular qué porcentaje de ese total son
fluorescentes por TCPP. Esta determinacién se puede realizar segun varios métodos bien conocidos en la materia.
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 de contaje fluorescente adecuado (por ejemplo, un colorante que
tifa las membranas externas o internas de una célula) que presenta fluorescencia a una longitud de onda diferente
que la TCPP. En esta ultima realizacion, se cuantifica la relacion de fluorescencia por TCPP con respecto a la
fluorescencia del marcador celular.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, la novedad de los métodos de la presente invencion reside en el
reconocimiento de los presentes inventores de que la tincién con TCPP identifica no solo a las células cancerosas,
tal como se sabia previamente, sino que ademas también identifica células displasicas precancerosas. Por este
motivo, el método descrito anteriormente proporciona mucha mas informacion de lo que previamente se creia
posible. En consecuencia, los resultados de la cuantificacién de fluorescencia de TCPP seran determinantes para
decidir si se llevan a cabo etapas analiticas posteriores y en qué forma.

Por ejemplo, con el método se identificard el porcentaje de células de una muestra fluorescentes por TCPP. Si

aproximadamente un 1-3%, mas especialmente aproximadamente un 2-3%, de las células de la muestra son

fluorescentes, entonces la muestra contiene células que se clasifican, como minimo, como precancerosas

anormales (displasicas) o 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
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muestra se diagnostica como negativa (normal). Si por el contrario se cumple este porcentaje, se recomienda al
paciente realizar pruebas adicionales. En relacién con esta realizacién se debe considerar 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 al paciente. Una
ventaja de la presente invencion, que se describe mas ampliamente a continuacion, es que se puede obtener una
poblacion enriquecida de células fluorescentes del paciente a través de FACS.

Ademaés, se ha demostrado que el nivel de fluorescencia de una célula procedente de una muestra se correlaciona
con el estado asociado al cancer de dicha célula (véase ejemplo 1). En consecuencia, se pueden evaluar las células
aisladas o grupos de células en funcion de la intensidad de su fluorescencia en general y determinar si se necesitan
pruebas adicionales en base, en parte, a esta evaluacion.

Un experto en la materia comprendera los términos de fluorescencia "alta”, "media" y "baja" y términos relacionados
tal y como se utilizan en el presente documento, como términos comparativos en los que la intensidad de
fluorescencia de una sola célula o grupo de células en una muestra de ensayo se comparan, como minimo, con
células procedentes de una fuente equivalente (por ejemplo, esputo) que son normales, es decir, que no presentan
anomalias relacionadas con el cancer (control negativo). Esta comparacion se puede realizar mediante estimacién
visual o con sistemas automatizados, que se pueden programar utilizando parametros estadisticos tales como la
variacion de la fluorescencia media de una poblacién de muestra, tal y como se describe en el ejemplo 2. En
realizaciones preferentes se compara la intensidad de fluorescencia de las células de una muestra de ensayo con
células de control adicionales cuyo estado canceroso ha sido predeterminado y previamente correlacionado con una
intensidad de fluorescencia de TCPP (por ejemplo, tal y 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 "fluorescente"
y "no fluorescente" se utilizan como términos comparativos, en los que la fluorescencia se compara con las células
normales de un origen equivalente, y/o con la fluorescencia de fondo en general procedente de los reactivos o
equipos utilizados en la deteccion de fluorescencia. Por lo tanto, si una célula o muestra de células se determina
como "fluorescente”, significa que la intensidad de la fluorescencia es superior a la fluorescencia de fondo o a
fluorescencia observada en células normales. Si una célula o muestra de células se determina como "no
fluorescente”, entonces la fluorescencia observada no llega a ser superior o lo es minimamente respecto a la
fluorescencia de fondo o a la fluorescencia observada en células normales. Esta comparacién es obvia para un
experto en la materia.

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

En una realizacion particularmente preferente de la presente invencién, se combinan ciertas caracteristicas
citomorfolégicas seleccionadas con la intensidad de fluorescencia para elaborar 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 realizacion, las células fluorescentes por TCPP se asignan a una o mas clases numéricas, en
base a la intensidad de fluorescencia y a caracteristicas morfologicas simples que comprenden la forma y tamafio
celular, el numero 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 citomorfol6gica de las
células fluorescentes por TCPP puede utilizar la clasificacion como una lista de verificacion, es decir, la célula que se
estd examinando se puede marcar como "positiva” 0 "negativa" con respecto a cada una de las clases numéricas.
Tanto el numero de clases numéricas asignadas a una célula en particular como el patrén de clases especificas
asignadas a una célula son informativos de la condicidon cancerosa o precancerosa de esa célula. A modo de
ejemplo, el ejemplo 1 establece un sistema de clasificacion que comprende 14 clases numéricas. Tal y como se
muestra en la tabla 2 de ese ejemplo, que muestra los resultados de 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 de dichas clases. Como ejemplo adicional, las células negativas o
metaplasicas con frecuencia se asignan a la clase 11, mientras que las células moderadamente displasicas a
carcinébmicas no, y las células carcindmicas con frecuencia se asignan a la clase 6, mientras que las células
displasicas o metaplasicas normales no se asignan a dicha clase.

En otra realizacién de la presente invencion, las células tratadas con TCPP en solucidn de un paciente determinadas
como carcindémicas se pueden separar por citometria de flujo en funcion de su nivel de fluorescencia. Las células
8
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gue muestran un mayor nivel de fluorescencia se consideran cancerosas, mientras que las células con un nivel de
fluorescencia de bajo a moderado se consideran displasicas, y las células sin fluorescencia se consideran normales.
Este tipo de separacion permite comparar las células displasicas o cancerosas de un paciente con las células
normales del mismo paciente, proporcionando de esta manera una poblacion de control "interno" ideal.

En otra realizacién, mediante la separacion de las células cancerosas y normales del mismo paciente, se puede
analizar la eficacia de diversos agentes quimioterapéuticos. Las células separadas se colocan en alicuotas. A
continuacién, se puede mezclar la misma concentracion de un agente terapéutico seleccionado con una alicuota de
células altamente fluorescentes y una alicuota de células de bajo nivel de fluorescencia. Esta etapa se puede repetir
con nuevas alicuotas y otro agente terapéutico. Las tasas de muerte celular se pueden evaluar utilizando técnicas
conocidas en la técnica. Entonces se puede determinar el agente terapéutico mas adecuado para el tratamiento
mediante la eleccion del agente quimioterapéutico en el que murieron el mayor nimero de células determinadas
como cancerosas (es decir, células altamente fluorescentes) y se destruyeron el menor nimero de células normales
(es decir, células con poca o ninguna fluorescencia tras el 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 presente método, asi como en otras aplicaciones. Este método
comprende la disolucién de TCPP en desde aproximadamente el 50% hasta aproximadamente el 90% de alcohol
con un pH superior a aproximadamente 8,5 e inferior a aproximadamente 12,5. En la presente invencion se
recomienda preferentemente la utilizacion de alcoholes bajos tales como metanol, etanol, isopropanol y n-propanol.
Mas preferentemente, el alcohol es isopropanol y su pH se ajusta con bicarbonato de sodio o hidroxido de amonio a
un pH superior a 8,5 e inferior a 10,0. La concentracion de isopropanol puede estar entre el 50% y el 90% vy 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 realizacion, la TCPP se disuelve a 1 mg/ml en una solucién
de bicarbonato sodico 50 mM en isopropanol al 50%.

La presente invencion también comprende una composicion Util para su utilizacién en cualquier método que incluya
TCPP, que comprende TCPP en alcohol con un pH superior a 7. Esta solucion preferentemente se prepara mediante
el método de disolucion de TCPP detallado anteriormente. Esta composicion debe almacenarse preferentemente
aproximadamente a 4°C en la oscuridad.

La presente invencion comprende, ademas, los kits para la deteccion de células precancerosas y cancerosas que
comprenden TCPP en un recipiente, que pueden contener instrucciones. En una realizacion, el kit esta disefiado
para ser utilizado con el método de deteccion de la presente invencion. En una realizacion, el kit comprende la
composicion de la presente invencion que comprende TCPP solubilizada en alcohol basificado en un recipiente.
Dicha solucién de TCPP puede utilizarse como una solucion patron que se diluye en una solucién acuosa
tamponada para detectar células precancerosas y cancerosas. El kit puede incluir componentes de recogida de
muestras celulares, tal y como el recipiente de recogida de esputos del ejemplo 1, o por el contrario puede incluir
elementos para detectar células precancerosas en muestras ya adquiridas. El kit se puede adaptar para su
utilizacion con sistemas de preparacion de portaobjetos, por ejemplo, MonoPrep2 o MonoPrepG (Monogen, Inc.,
Herndon, VA) o el ThinPrep Processor (Cytyc Corporation, Marlborough, MA), por citar tres ejemplos. Estos kits
también se pueden disefiar para utilizarse con otros formatos diferentes de portaobjetos de microscopio, tales como
placas de microtitulacion o dispositivos de citometria de flujo. En cualquiera de las realizaciones anteriores, el kit
puede incluir controles positivos 0 negativos, o ambos, tal y como lo llevaria a cabo un experto en la materia en la
realizacién de los ensayos de la presente invencion.

Los siguientes ejemplos permiten describir la presente invenciéon con mayor detalle. Estan destinados a ilustrar la
presente invencion y no constituyen una limitacion de la misma.

EJEMPLO 1

Ensayo en un portaobjetos de cristal para detectar células precancerosas y cancerosas por TCPP

En este ejemplo se comparan los resultados de diagnéstico obtenidos mediante un analisis estandar de portaobjetos
de esputo con tincion PAP tratados con TCPP y analizados con un microscopio de fluorescencia. Los resultados
indican que en la técnica de deteccién por TCPP de la presente invencion equivale a la citologia convencional de
esputo en lo que respecta a la deteccion de células neoplasicas (displasia y carcinoma in situ no segun la presente
invencion) y carcinoma franco. Los resultados también indicaron que un experto en la materia podia utilizar el
método, conjuntamente con normas de clasificacion sencillas, para estimar el grado de displasia de una muestra de
tejido.
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Métodos
Procedimientos de procesado de esputo utilizados en la preparacion de portaobjetos con monocapa celula .

Todos los portaobjetos de monocapa seleccionados para este estudio se prepararon a partir de muestras de esputo
recogidas de pacientes que realizaron la técnica de tos espontanea a primera hora de la mafiana. Especificamente,
se ensefid a los pacientes a expectorar cualquier material que extrajeran al toser durante tres mafianas consecutivas
y depositarlo en un recipiente con una sustancia fijadora que consistia en Carbowax al 2% en un liquido compuesto
por alcohol al 50% / Saccomanno al 50% con 0,03-0,05 mg/ml de rifampicina. Se afiadio rifampicina a la solucién
fijadora para que actuara como profilactico en pacientes portadores de M. tuberculosis o portadores asintomaticos
de N. meningitis.

La solucion de Carbowax al 2% se prepar6 afiadiendo de 2 ml de Carbowax (150) fundido a 98 ml de etanol al 50%
y mezclando durante 30 minutos. El recipiente de cristal que contenia la solucién se mantuvo caliente para evitar el
endurecimiento de la cera sobre la superficie durante la preparacién de la solucidn, lo que podria llevar a mediciones
inexactas. El Carbowax se eliminé antes de la exposicién a la solucion de trabajo de TCPP por inmersion en alcohol
al 95% durante, como minimo, 15 minutos.

La solucion de rifampicina (3 mg/ml) se preparé al disolver 300 mg de cépsulas de rifampicina en 100 ml de alcohol
etilico y se mezclé en una mezcladora Waring a alta velocidad. Se afiadié un ml de esta solucion a cada 30 ml de
solucion Saccomano o bien 20 ml por litro de solucion Saccomano y se mezcl6 vigorosamente. La preparacion de la
solucion Saccomano se llevd a cabo mediante métodos estandar bien conocidos por los expertos en citologia.

Se etiquetaron dos portaobjetos de microscopio "thin-prep" (Cytyc Corporation, Marlborough, MA) y un tubo de
centrifugacion de plastico de 50 ml con la informacion del paciente. La muestra de esputo se vertié en un tubo de
centrifugacion de plastico de 50 ml y se afiadié una solucidon de alcohol etilico al 50% adicional para llevar el
volumen a 50 ml si fuera necesario. El contenido del tubo de centrifugacion se vertié en un recipiente de semi-
microbatidora Eberbach de 250 ml y se homogeneizd de 10 a 60 segundos, dependiendo del examen visual de la
muestra y del contenido de mucosa. Las muestras con mucosa espesa a veces requirieron periodos mas largos de
agitacion. La muestra se vertid de nuevo en el tubo de centrifugacion y se centrifugé a 1850 rpm durante 10 minutos.
Se decant6 el sobrenadante, dejando de 1 a 2 ml en el tubo de centrifugaciéon para mezclar con el sedimento
(centrifugado). El tubo se agitdé en un mezclador vortex durante aproximadamente 10 segundos. Se colocaron de
una a tres gotas del sedimento en un vial PreservCyt (Cytyc Corporation, Marlborough, MA). La muestra se incubo
durante 5 minutos para eliminar todos los organismos microbianos y virales.

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

Solucion patrén de TCPP . Se afiadieron 400 mg de bicarbonato de sodio a aproximadamente 90 ml a isopropanol
basificado al 50% (bicarbonato de sodio 50 mM) y se mezcld hasta disolverlo completamente para preparar
isopropanol basificado al 50%. Se afiadieron poco a poco 100 mg de TCPP al isopropanol basificado al 50% (50 mM
de bicarbonato de sodio) y se mezclaron entre 3 y 5 minutos hasta que se disolvieron. La solucion de TCPP se
complet6é a un volumen de 100 ml con isopropanol basificado al 50%, se mezcl6 completamente y se almaceno en
una botella de reactivo @mbar envuelta en papel de aluminio en una zona refrigerada. La concentracion final de
TCPP en la solucion patrén fue de 1 mg/ml.

Solucion de trabajo de TCPP . Cada dia se prepard solucion de trabajo de TCPP. Se llevaron a temperatura
ambiente aproximadamente 10 ml de solucién patron de TCPP a una concentracion de 1 mg/ml. Se afiadieron 8 ml
de la solucion patron de TCPP (1 mg/ml) a un matraz aforado de 200 ml y se afadieron poco a poco
aproximadamente 100 ml del tampon MES. La solucidon se mezcl6 cuidadosamente. Se afiadié de nuevo el tampon
MES hasta llegar al volumen de 200 ml. La solucidon se mezclé de 3 a 5 minutos y se almacené a 2-4°C en una
botella @mbar. La concentracion final de TCPP en la solucion de trabajo fue de 40 pg/ml.

Procedimiento de exposicion a la TCPP . Se fijaron los portaobjetos con alcohol al 95% durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Inmediatamente después de fijar los portaobjetos o hasta tres dias mas tarde se expusieron a
la TCPP. Los portaobjetos se sumergieron en una solucion de TCPP de 40 pg/ml durante 10 minutos a 36°C, y
posteriormente se lavaron 3 veces en tampon MES 100 mM, durante 1 minuto cada vez, a temperatura ambiente
con agitacion. Los portaobjetos se observaron mas de una hora mas tarde pero no al cabo de més de 24 horas.

Informacion sobre el microscopio.  El microscopio utilizado para la observacién 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 lampara de mercurio tiene

lineas de emision primarias a 365 nm, 405 nm, 436 nm y 545 nm. El filtro de fluorescencia incorporado consistia en
10
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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 tincién de esputo en portaobjetos mediante la técnica de tincion PAP modificada . La
secuencia de procedimiento (nim.), el reactivo y el tiempo (min.: s) 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) alcohal 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 citopatolégico de rutina en por taobjetos con tincidon de Papanicolaou. Los portaobjetos
con tincion PAP se sometieron a una evaluacion citomorfolégica semicuantitativa. (1) Las células displasicas y
neoplasicas se identificaron mediante la utilizacion de criterios morfolégicos tradicionales, y (2) se cuantificaron los
niveles de expresion de siete indicadores fundamentales de inflamacién pulmonar (macrofagos alveolares,
neutrdfilos, células columnares, mucosidad, espirales mucosas, macréfagos pigmentados, células metaplasicas). La
metodologia para la cuantificacion de dichos indicadores de inflamacion ya se ha discutido en la bibliografia (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). A continuacion se analizan los criterios utilizados para determinar la morfologia de las
células mediante citologia por tincion PAP.

No hay anomalias significativas. Se considera que las células no tienen anomalias significativas si cumplen los
requisitos siguientes:

1. células epiteliales ciliadas baséfilas combinadas con macréfagos con pigmentacion de grado 1-2 junto con células
inflamatorias;

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

4. membranas nucleares apenas visibles;

5. nucléolos apenas visibles; y

6. no hay células metaplasicas ni displasicas.

Metaplasia escamosa (sin displasia). Se considera que las células son metaplasicas escamosas sin displasia si
cumplen los requisitos siguientes:

1. grupos de células baséfilas sin cilios;

2. tamafio de la célula y de su nucleo uniformes;

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

4. cromatina nuclear ligeramente granular; y

5. pueden aparecer pequefios nucléolos redondeados (generalmente aislados).

Displasia leve (atipia escamosa). Se considera que las células tienen displasia leve si se cumplen los requisitos
siguientes:

1. de menor tamafio que las células metaplésicas;

2. se unen en grupos cohesivos, o aisladas;

3. las células parecen planas (laminas) tanto los nicleos como el citoplasma en el enfoque;

4. el tamafio de las células varia ligeramente;

5. el citoplasma puede ser eosindfilo o basdfilo;

6. margenes del citoplasma finos;

7. el tamafio de los nicleos varia ligeramente, generalmente de redondos a ovalados, si se dividen en 2 mitades de

nucleo son imagenes especulares, la relacion N/C puede variar ligeramente;
11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2523378 T3

8. membrana nuclear lisa;

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

10. células en forma de fibras, células alargadas con citoplasma y ndcleo 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). Se considera que las células tienen displasia moderada si cumplen los
requisitos siguientes:

1. variacion del tamafio, generalmente mayor, 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, aciddfilo predominante; aumento del nimero de células atipicas;

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

5. hay lobulaciones nucleares, grietas y nodulos; y

6. el material nuclear puede mostrar hipercromasia predominando el disefio de cromatina punteada.

Displasia grave (atipia escamosa intensa) . Se considera que las células tienen displasia grave si cumplen los
siguientes requisitos:

1. el tamafio y la forma de las células varia mucho;

2. el tamafio de la célula es ligeramente superior al de las células con displasia moderada;

3. larelacion N/C es elevada, pero variable (con extremos);

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

5. el niicleo puede tener la misma forma que el citoplasma; el nlicleo muestra menos distorsién que en CIS;

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

7. paracromatina, nucleo grande, membrana nuclear multiagrupada focalmente engrosada; y
8. las células muestran un predominio de citoplasma acidofilo.

Carcinoma de células escamosas in situ (CIS, no invasivo). Se considera que las células tienen carcinoma de
células escamosas in situ si cumplen los criterios siguientes:

1. células aisladas o en agregados (grupos);

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

3. las células son grandes, redondeadas y sus nlcleos estan situados simétricamente;
4. se puede dar degeneracion celular;

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

6. relacion N/C variable, superior o inferior a la 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;
12
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10. se puede dar canibalismo, pero es inusual;

11. se pueden detectar células multinucleadas;

12. no hay nucléolos en el nucleo; puede haber una célula mitética; y
13. fondo claro.

Carcinoma de células escamosas (queratinizante de t  ipo invasivo bien diferenciado).  Se considera que las
células tienen carcinoma de células escamosas si cumplen los criterios siguientes:

1. células habitualmente aisladas, naranjéfilas, pero pueden estar agrupadas y degenerar;

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

3. células generalmente de mayor tamafio que in situ, y pueden ser pleomorficas, amplia gama de tamafios y formas;
4. se puede observar la formacion de perlas (perla de cancer);

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

6. la cromatina es grumosa, especialmente a lo largo de la membrana nuclear;
7. si hay nucléolos, estos son grandes y aciddfilos;

8. la membrana nuclear puede estar engrosada y ser irregular; irregularidad de espesor del borde de la cromatina
nuclear;

9. larelacion N/C es muy alta;

10. elevada irregularidad nucleolar en lo que respecta a forma, tamafio, nimero (nucléolos hijos); mitosis anormales,
multinucleacion;

11. el canibalismo y la multinucleacién son comunes; y
12. el material necrético de fondo es habitual.
Resultados

En un estudio ciego en el que se examinaron 60 muestras, los resultados indican que las células anormales (con
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 tenia una correlacion fiable, como minimo, con el
diagnéstico de células ligeramente displasicas. Cincuenta de las cincuenta muestras de esputo que el procedimiento
de tincion PAP citomorfologico estandar determin6 que eran ligeramente displasicas a cancerosas también fueron
identificadas como anormales mediante la deteccion con TCPP. De las diez muestras clasificadas como normales o
metaplasicas en base al procedimiento de tincién PAP, cuatro muestras demostraron la misma morfologia mediante
el método con TCPP. Las muestras clasificadas como normales tenian una captacién de TCPP minima o nula.

La captacion de TCPP de las células que las pruebas de citomorfologia determinaron como negativas o
metaplasicas tenia una intensidad de fluorescencia caracteristica, y mostraba patrones que eran reconocibles y de
diagnéstico. La tabla 2 muestra una comparacion entre la morfologia celular y la fluorescencia tal como determinan
la citomorfologia de tincion PAP y técnicas de TCPP, respectivamente. En base a la intensidad de fluorescencia y
los patrones en muestras de células tratadas con TCPP, las células se clasificaron con una de las 14 posibles
clasificaciones numéricas relativas a una descripcion morfolégica. Si las células eran de tipo 11 segun la
clasificacion con TCPP y menos del 2-3% de dichas células en el portaobjetos tenian mayor intensidad de
fluorescencia que los niveles de fondo, entonces se determiné 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 tincion 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 de ellas también tenian
fluorescencia de los desechos nucleares (es decir, o bien la clase 13 o la 14), y dos también mostraron una
designacion de clase 10 (fluorescencia solamente del nacleo).
13



10

15

ES 2523378 T3

Otro patron que se muestra en la tabla 2 esta relacionado con la clasificacion numérica 6, células anisoides
irregulares, fluorescencia de baja a media. Se debe destacar que se asignaron relativamente pocas células
displasicas a esta clasificacion, mientras que la mayoria de las células carcinémicas recibieron la clasificacion 6. Por
este motivo, se espera que esta clasificacion sea de especial importancia para distinguir carcinomas de displasias
utilizando los métodos de la presente invencion.

Otra observacion importante que se muestra en la tabla 2 es que, como la morfologia celular se desarrollé de normal
a carcindmica grave, el numero total de las clasificaciones numéricas asignables a cada célula examinada también
aumenté. A modo de ejemplo, a las células que tenian una morfologia negativa o metaplasica se les asigné un
promedio de 2 clasificaciones numéricas, mientras que a 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 logico que se
establezca una correlacion positiva entre el grado de displasia o carcinoma y el nimero de diferentes anomalias
observadas en las células. Sin embargo, hasta el momento no se ha sistematizado esta correlacion ni se ha utilizado
para diagnosticar las condiciones precancerosas y cancerosas en una muestra de células.

Tabla 1. Correlacion entre resultados de TCPP y los resultados citomorfolégicos

N=60
Portaobjetos con morfologia por TCPP/ Portaobjetos con

Descripcion del diagnéstico morfologia mediante citomorfologia
Negativo o metaplasico 4/10
Displasia leve 12/12
Displasia moderada 9/9
Displasia grave 8/8
Carcinoma in situ 11/11
Adenocarcinoma, célula escamosa y pequefia 10/10

Célula del carcinoma

Tabla 2. Descripciones de la célula: caracteristicas citomorfolégicas y fluorescencia por TCPP

NUmero de muestras que contienen células con descripcion numérica por microscopia de
fluorescencia TCPP/NUmero de muestras que contienen células con descripcién por
citomorfologia

Ndmero de Negativas o Displasia Displasia Displasia Carcinoma  Adenocarcinoma,

clasificacion = metaplasicas leve moderada grave in situ carcinoma de

Descripcion de la (n=10) (n=12) (n=9) (n=8) (n=11) célula escamosa

célula y de células
pequefias (n=10)

1 = Nducleo o nucleos 3/10 12/12 9/9 7/8 10/11 6/10

grandes,

fluorescencia de baja

a media

2 = Células 0/10 5/12 5/9 3/8 3/11 2/10

binucleadas

simétricas,

fluorescencia media

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

pequefias ovaladas,
fluorescencia de
media a alta

4 = Células 0/10 0/12 0/9 0/8 0/11 2/10
pequeias

redondeadas,

fluorescencia baja

5 = Células 0/10 0/12 3/9 6/8 9/11 7/10

multinucleadas,
fluorescencia media

6 = Células anisoides 0/10 0/12 1/9 1/8 10/11 7/10
irregulares,

fluorescencia de baja

a media
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(continuacion)

Numero de
clasificacion =
Descripcion de la
célula

NUmero de muestras que contienen células con descripcion numérica por microscopia de
fluorescencia TCPP/NUmero de muestras que contienen células con descripcién por
citomorfologia

Carcinoma
in situ
(n=11)

Adenocarcinoma,
carcinoma de
célula escamosa
y de células
pequefias (n=10)

Negativas o Displasia
metaplasicas leve
(n=10) (n=12)

Displasia Displasia
moderada grave
(n=9) (n=8)

7 = Grupos de
células, fluorescencia
de media a alta

0/10 0/12 1/9 0/8 1/11 3/10

8 = Células aisladas
degeneradas,
fluorescencia de
media a alta

0/10 0/12 0/9 0/8 4/11 7/10

9 = Grupos de
células degeneradas,
fluorescencia de
media a alta

10 = Células de
tamafio uniforme con
un nicleo pequefio y
redondo,
fluorescencia media
(solamente el nicleo)

11 = Membrana
celular apenas
visible, fluorescencia
media

12 = Agrupaciones
de residuos
nucleares, sin
fluorescencia

13 = Residuos
nucleares de fondo,
sin fluorescencia

14 = Residuos
nucleares de fondo,
fluorescencia media

NUmero medio de
descripciones
numeéricas por célula
examinada

0/10 0/12 0/9 0/8 /11 4/10

2/10 2/12 2/9 1/8 /11 2/10

6/10 6/12 2/9 2/8 2/11 0/10

0/10 1/12 0/9 0/8 0/11 0/10

6/10 5/12 8/9 2/8 5/11 3/10

1/10 2/12 2/9 1/8 1/11 0/10

1.80 3.08 4.11 3.13 4.82 4.90

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

EJEMPLO 2

Ensayo en suspension para detectar vy separar célula

S precancerosas y cancerosas por TCPP

Este ejemplo comprende la utilizacion de la tincibn con TCPP conjuntamente con la citometria de flujo por
fluorescencia y la microscopia con portaobjetos para observar la citomorfologia de determinar las anomalias de
células procedentes de muestras de esputo. Gracias a la especificidad de la tincion con TCPP, la combinacion de la
citometria de flujo y a continuacién la microscopia de portaobjetos es especialmente adecuada, proporcionando asi
un control interno para realizar comparaciones citomorfolégicas en portaobjetos.
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Métodos

Procedimientos de procesado de esputo utilizados en la preparacion de suspensiones y portaobjetos con
monocapa celular. 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 a primera hora de la mafiana.
Especificamente, se ensefié a los pacientes a expectorar cualquier material que extrajeran al toser durante tres
mafianas consecutivas y depositarlo en un recipiente con una sustancia fijadora que consistia en Carbowax al 2% en
un liquido compuesto por alcohol al 50% / Saccomanno al 50% con 0,03-0,05 mg/ml de rifampicina. Se afiadio
rifampicina a la solucién fijadora para que actuara como profilactico en pacientes portadores de M. tuberculosis o
portadores asintomaticos de N. meningitis.

La solucion de Carbowax al 2% se prepar6 afiadiendo 2 ml de Carbowax (150) fundido a 98 ml de etanol al 50% y
mezclando durante 30 minutos. El recipiente de cristal que contenia la solucién se mantuvo caliente para evitar el
endurecimiento de la cera sobre la superficie durante la preparacién de la solucidn, lo que podria llevar a mediciones
inexactas. El Carbowax se eliminé antes de la exposicién a la solucion de trabajo de TCPP por inmersion en alcohol
al 95% durante, como minimo, 15 minutos.

La solucion de rifampicina (3 mg/ml) se preparé al disolver 300 mg de cépsulas de rifampicina en 100 ml de alcohol
etilico y se mezclé en una mezcladora Waring a alta velocidad. Se afiadié un ml de esta solucion a cada 30 ml de
solucion Saccomano o bien 20 ml por litro de solucion Saccomano y se mezcl6 vigorosamente. La preparacion de la
solucion Saccomano se llevd a cabo mediante métodos estandar bien conocidos por los expertos en citologia.

La muestra de esputo se vertioé en un tubo de centrifugacion de plastico de 50 ml y se afiadio una solucién de alcohol
etilico al 50% adicional para llevar el volumen a 50 ml si fuera necesario. El contenido del tubo de centrifugacién se
vertid en un recipiente de semi-microbatidora Eberbach de 250 ml y se homogeneiz6 de 10 a 60 segundos,
dependiendo del examen visual de la muestra y del contenido de mucosa. Las muestras con mucosa espesa a
veces requirieron periodos mas largos de mezcla. La muestra se vertié de nuevo en el tubo de centrifugacion y se
centrifugd a poca velocidad durante 10 minutos. Se decantd el sobrenadante, dejando de 1 a 2 ml en el tubo de
centrifugacion para mezclar con el sedimento de células. El tubo se agité en un mezclador vortex durante
aproximadamente 10 segundos. La muestra se resuspendié en tampén MES 100 mM, a un pH ~ 6,15. Las células
se centrifugan y se enjuagan dos veces mas con tampén MES 100 mM, en la dltima ocasion se deja ~1 ml en el tubo
de centrifugacion para poder resuspender las células. Posteriormente se resuspenden las células en 15 ml de etanol
al 95% (tampon MES 100 mM al 5%) a temperatura ambiente (~20°C) durante 30 minutos, en agitacién suave.
Posteriormente se centrifuga el tubo de centrifugacion a baja velocidad durante 10 minutos. Se retira todo el
sobrenadante salvo 1-2 ml.

Solucion patrén de TCPP . Se afiadieron 400 mg de bicarbonato de sodio a aproximadamente 90 ml de isopropanol
al 50% (50 mM de bicarbonato de sodio) y se mezcl6é hasta disolverlo completamente para preparar isopropanol
basificado al 50%. Se afiadieron poco a poco 100 mg de TCPP al isopropanol basificado al 50% (50 mM de
bicarbonato de sodio) y se mezclaron entre 3 y 5 minutos hasta que se disolvieron. La soluciéon de TCPP se
complet6é a un volumen de 100 ml con isopropanol basificado al 50%, se mezcl6 completamente y se almaceno en
una botella de reactivo @mbar envuelta en papel de aluminio en una zona refrigerada. La concentracion final de
TCPP en la solucion patrén fue de 1 mg/ml.

Solucion de trabajo de TCPP . Cada dia se prepard solucion de trabajo de TCPP. Se llevaron a temperatura
ambiente aproximadamente 10 ml de solucién patron de TCPP a una concentracion de 1 mg/ml. Se afiadieron 8 ml
de la solucion patron de TCPP (1 mg/ml) a un matraz aforado de 200 ml y se afadieron poco a poco
aproximadamente 100 ml del tampon MES. La solucidon se mezcl6 cuidadosamente. Se afiadié de nuevo el tampon
MES hasta llegar al volumen de 200 ml. La solucidon se mezclé de 3 a 5 minutos y se almacené a 2-4°C en una
botella @mbar. La concentracion final de TCPP en la solucion de trabajo fue de 40 pg/ml.

Procedimiento de exposicion a la TCPP . Las células en suspension, previamente expuestas a alcohol al 95%
durante 30 minutos a temperatura ambiente, inmediatamente después de fijarse o hasta tres dias méas tarde se
exponen a la TCPP. Las células se resuspenden en 10 ml de una solucion de TCPP de 40 pg/ml durante 10 minutos
a 36°C mediante agitacion suave, y posteriormente se lavan con 20 ml a temperatura ambiente, tres veces con
tampon MES 100 mM, mediante centrifugacion a velocidad minima para sedimentar las células durante 10 minutos.
El pellet celular lavado se resuspende en 10-15 ml de tamp6n MES. Dichas suspensiones, o alicuotas de las mismas,
se analizan mediante un dispositivo de citometria de flujo por fluorescencia.

Citometria de flujo por fluorescencia. Primer pase. Se hace pasar un minimo de 10.000 células a través de un
citbmetro de flujo capaz de clasificar las células. Dicho citmetro de flujo debe incorporar una fuente de luz que
proporcione radiacién aproximadamente a 415 nm, con filtros que permitan el paso de la luz entre aproximadamente
390 nm y 490 nm. La emisién de fluorescencia se debe controlar entre aproximadamente 630 nm y 730 nm (emision
méaxima a 645 nm y 706 nm). Un filtro de barrera que deja pasar luz por encima de 500 nm es adecuado. En el
primer pase, el dispositivo cuenta las células aisladas y mide su fluorescencia especifica. Se calcula la fluorescencia

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2523378 T3

media y la desviacion estandar de dicha media. Ademas, se determina el valor de la media (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 clasificaciéon de células. Segundo pase. Se hace pasar un minimo de
100.000 células a través del citbmetro de flujo de fluorescencia capaz de clasificar las células, equipado de la misma
forma que para el primer pase. Las células cuya fluorescencia sea inferior a la fluorescencia media + 1,3
desviaciones estandar de la media (aproximadamente el 90% de las células) se definen funcionalmente como de
baja fluorescencia, y se separan en un tubo de ensayo, y las células con fluorescencia especifica mayor o igual a la
fluorescencia media + 1,3 desviaciones estandar de la media (aproximadamente el 10% de las células) se definen
funcionalmente como de alta fluorescencia y se separan en otro tubo de ensayo. De forma alternativa, las células se
pueden clasificar en tubos de ensayo de acuerdo con su fluorescencia en relacion con la fluorescencia especifica
media obtenida en el primer pase. Las células con una fluorescencia especifica inferior al doble de la media serian
"normales” o de fluorescencia baja y, a continuacion, las células se pueden combinar con 2-4x la fluorescencia
media, 4-6x y superior a 6x la fluorescencia media. Se espera que cada uno de los conjuntos con mayor intensidad
de fluorescencia sean mas ricos en células anormales. Si mas del 2-3% de células poseen mas de 3 veces la
fluorescencia media, se podria suponer, como minimo, una afeccion precancerosa avanzada.

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

Las monocapas celulares de las muestras se fijjan en portaobjetos utilizando el ThinPrep Processor (Cytyc
Corporation, Marlborough, MA) segun 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. A
continuacién, el ThinPrep Processor deposita inmediatamente los portaobjetos en un bafio fijador que contiene
etanol al 95% (se mantiene durante 30 minutos).

Procedimientos de tincidn portaobjetos de esputo me diante técnica de tincion PAP modificada. =~ Secuencia de
procedimiento (nim.), reactivo y el tiempo (min.: sec) segln se describe a continuacion: (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) og-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 citopatolégico de rutina de por taobjetos con tincidon de Papanicolaou. Los portaobjetos
con tincion PAP se sometieron a evaluacion citomorfolégica semicuantitativa. (1) se identificaron las células
displasicas y neoplasicas mediante la utilizacion de criterios morfolégicos tradicionales, y (2) se cuantificaron los
niveles de expresion de siete indicadores fundamentales de inflamacién pulmonar (macrofagos alveolares,
neutrdfilos, células columnares, mucosidad, espirales mucosas, macréfagos pigmentados, células metaplasicas). La
metodologia para la cuantificacion de estos indicadores de inflamacién ya se ha discutido en la bibliografia (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). A continuacion se describen los criterios utilizados para determinar la morfologia de las
células utilizando citologia por tincion PAP.

Sin anomalias significativas.  Se considera que las células no tienen anomalias significativas si cumplen los
requisitos siguientes:

1. células epiteliales ciliadas baséfilas combinadas con macréfagos con pigmentacion de grado 1-2 junto con células
inflamatorias;

2. nucleos redondos de epitelio orientado de forma basal;

3. cromatina uniformemente dispersa;

4. membranas nucleares apenas visibles;

5. nucléolos apenas visibles; y no hay células metaplasicas ni displasicas.

Metaplasia escamosa (sin displasia). Se considera que las células son metaplasicas escamosas sin displasia si
cumplen los requisitos siguientes:

1. grupos de células baséfilas sin cilios;
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2. tamafio de la célula y de su nucleo uniformes;

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

4. cromatina nuclear ligeramente granular; y

5. pueden aparecer pequefios nucléolos redondeados (generalmente aislados).

Displasia leve (atipia escamosa). Se considera que las células tienen displasia leve si se cumplen los requisitos
siguientes:

1. de menor tamafio que las células metaplésicas;

2. se unen en grupos cohesivos, o aisladas;

3. las células parecen planas (laminas) tanto los nicleos como el citoplasma en el enfoque;
4. el tamafio de las células varia ligeramente;

5. el citoplasma puede ser eosindfilo o basdfilo;

6. margenes del citoplasma agudos;

7. el tamafio de los nicleos varia ligeramente, 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 ligeramente granular (ligeramente aumentada), cromocentro ocasional; y

10. células en forma de fibras, células alargadas con citoplasma y nudcleo 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). Se considera que las células tienen displasia moderada si cumplen los
requisitos siguientes:

1. variacion del tamafio, generalmente mayor, 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, aciddfilo predominante; aumento del nimero de células atipicas;

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

5. hay lobulaciones nucleares, grietas y nodulos; y

6. el material nuclear puede mostrar hipercromasia predominando el disefio de cromatina punteada.

Displasia grave (atipia escamosa intensa) . Se considera que las células tienen displasia grave si cumplen los
siguientes requisitos:

1. el tamafio y la forma de las células varia mucho;

2. el tamafio de la célula es ligeramente superior al de las células con displasia moderada;

3. larelacion N/C es elevada, pero variable (con extremos);

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

5. el niicleo puede tener la misma forma que el citoplasma; el nlicleo muestra menos distorsién que en CIS;

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

7. paracromatina, nucleo grande, membrana nuclear multiagrupada focalmente engrosada; y
18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2523378 T3

8. las células muestran un predominio de citoplasma acidofilo.

Carcinoma de células escamosas in situ (CIS, no invasivo). Se considera que las células tienen carcinoma de
células escamosas in situ si cumplen los criterios siguientes:

1. células aisladas o en agregados (grupos);

2. el tamafio de la célula es 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 y sus nlcleos estan situados simétricamente;
4. se puede dar degeneracion celular;

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

6. ratio N/C variable, superior o inferior a la 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;

10. se puede dar canibalismo, pero no es habitual;

11. se pueden detectar células multinucleadas;

12. no hay nucléolos en el nucleo; puede haber una célula mitética; y

13. fondo claro.

Carcinoma de células escamosas (queratinizante de t  ipo invasivo bien diferenciado).  Se considera que las
células tienen carcinoma de células escamosas si cumplen los criterios siguientes:

1. células habitualmente aisladas, orangedfilas, pero pueden estar agrupadas y degenerar;

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

3. células generalmente de mayor tamafio que in situ, y pueden ser pleomorficas, amplia gama de tamafios y formas;
4. se puede observar la formacion de perlas (perla de cancer);

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

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

7. si hay nucléolos, estos son grandes y aciddfilos;

8. la membrana nuclear puede estar engrosada y ser irregular; irregularidad de espesor del borde de la cromatina
nuclear;

9. larelacion N/C es muy alta;

10. elevada irregularidad de los nucleos en lo que respecta a forma, tamafio, nimero (nucléolos hijos); mitosis
anormales, multinucleacion;

11. el canibalismo y la multinucleacién son comunes; y

12. el material necrético de fondo es habitual.
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Analisis citopatolégico. Debido a que las muestras de esputo contienen células de muchos lugares en el pulmon,
mezclados unos con otros, hay poco contexto para juzgar la normalidad o anormalidad de una célula en particular (a
diferencia de lo que sucede con la tincidon de seccion delgada). La disponibilidad de un conjunto de células de baja
fluorescencia proporciona una muestra de control interno de las células del paciente normales o practicamente
normales, con las que se comparan las células de alta fluorescencia tefiidas con TCPP. Mediante la utilizacién de 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 contienen 10 veces mas 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 reivindicaciones incluidas en el presente documento.
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REIVINDICACIONES

1. Método para pronosticar la respuesta de un paciente a un tratamiento contra el cancer, el método comprende:

a) previamente al tratamiento, poner en contacto la muestra de células in vitro del paciente con una solucion de
5, 10, 15, 20-tetrakis (carboxifenil) porfina (TCPP) en condiciones que permitan la unién de TCPP a los
componentes de las células displasicas o carcinémicas, si estan presentes, en el que la solucién de TCPP

comprende

TCPP previamente disuelta en alcohol basificado del 50% al 90% y a un pH entre 8,5y 12,0 y diluido en una

solucion acuosa tamponada;
b) eliminar la TCPP no unida a la muestra;

c) detectar la fluorescencia de TCPP en la muestra, la presencia de dicha fluorescencia indica que la muestra

contiene células displasicas o carcinémicas;

d) realizar los pasos a-c en otra muestra de tejido u 6rgano que se esta tratando contra el cancer del paciente,

a intervalos durante el tratamiento y tras la finalizacion de este; y

e) determinar si el porcentaje de células precancerosas o cancerosas anormales de las muestras que se han
analizado durante el tratamiento y tras la finalizacion de este es inferior al compararlo con la muestra analizada
previamente al tratamiento, dicha reduccion sera un pronéstico de la respuesta del paciente al tratamiento

contra el cancer.

2. Método, segun la reivindicacién 1, que ademas comprende la separacion de células mediante citometria de flujo
por fluorescencia en una poblacién que comprende células normales y una poblacion que comprende células
cancerosas y precancerosas anormales.

3. Método para pronosticar la respuesta de un paciente a un tratamiento contra el cancer, en el que dicho método
comprende los pasos siguientes:

a) poner en contacto las células de una muestra de células no fijadas obtenidas, previamente al tratamiento, de
tejido o un 6rgano que se esta tratando contra el cancer del paciente, in vitro con una solucién de 5, 10, 15, 20-
tetrakis (carboxifenil) porfina (TCPP) en condiciones que permitan la union de TCPP a los componentes de las
células displasicas o carcinémicas, si estan presentes, en el que la solucion de TCPP comprende TCPP
previamente disuelto en alcohol basificado del 50% al 90% y a un pH entre 8,5y 12,0 y diluido en una solucion

acuosa tamponada;
b) eliminar la TCPP no unida a la muestra;

c) detectar la fluorescencia de TCPP en la muestra, la presencia de dicha fluorescencia indica que la muestra

contiene células displasicas o carcinémicas;

d) separar las células en células de baja o nula fluorescencia y células de elevada fluorescencia mediante
citometria de flujo por fluorescencia, siendo las poblaciones de baja o nula fluorescencia normales o

metaplasicas, siendo las poblaciones de elevada fluorescencia displasicas o carcinémicas;
e) tratar las poblaciones de células separadas con un agente terapéutico contra el cancer potencial in vitro; y

f) observar el efecto del agente en cada una de las dos poblaciones de células, siendo deseable observar que
el efecto del agente es negativo en la poblacion de células displasicas o carcinémicas, y que no lo es, o lo es
en menor grado, en la poblacion de células normales, lo que representa un prondstico de la respuesta de un

paciente al tratamiento contra el cancer.

4. Método de deteccion de células displasicas o carcinémicas en un tejido diana especifico del paciente, en el que

dicho método comprende las etapas siguientes:

a) introducir en el tejido diana una solucion in vitro de TCPP en condiciones que permitan la union de TCPP a
los componentes de las células displasicas o carcindmicas, si estan presentes, en el que la solucion de TCPP
comprende TCPP previamente disuelto en alcohol basificado del 50% al 90% y a un pH entre 8,5y 120y

diluido en una solucién acuosa tamponada;
b) eliminar la TCPP no unida del tejido diana;

c¢) detectar la fluorescencia de TCPP en la muestra, la presencia de dicha fluorescencia de TCPP indica que el

tejido diana contiene células displasicas o carcinémicas;

5. Método, segun la reivindicacion 4, en el que el tejido diana se selecciona del grupo que comprenden pulmén,

mama, glandula prostatica, cérvix, garganta, vejiga, orofaringe, piel y tracto gastrointestinal.

6. Método de preparacion de la solucién de TCPP, que comprende la disolucién de TCPP en una solucion alcohdlica

acuosa que comprende alcohol del 50 al 90%, y cuyo pH es de 8,5 a 12.

7. Método, segun la reivindicacion 6, en el que el alcohol es isopropanol.

8. Método, segun la reivindicacion 6, en el que el pH se ajusta mediante bicarbonato de sodio e hidroxido de amonio.
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9. Método, segun la reivindicacion 6, en el que la TCPP disuelta representa 2 mg/ml o menos.

10. Una composicién que comprende TCPP disuelta en una solucion alcohdlica acuosa de alcohol del 50 al 90% a
un pH entre 8,5y 12,0.

11. Composicion, segun la reivindicacion 10, en la que la concentracion de TCPP en la solucion es de 2 mg/ml o
menos.

12. Composicion, segun la reivindicacion 10, en la que el alcohol es isopropanaol.

13. Composicion, segun la reivindicacion 10, en la que el pH se ajusta mediante bicarbonato de sodio e hidréxido de
amonio.

14. Composicién, segun la reivindicacion 10, en la que se incluye 1 mg/ml de isopropanol en isopropanol al 50% y
bicarbonato de sodio 50 nm.

15. Kit de deteccion de células displasicas o carcinbmicas en una muestra, dicho kit comprende TCPP en un
contenedor que comprende la composicién segun la reivindicacion 10.
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