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DESCRIPCION
Procedimiento y dispositivo para recoger y preservar las células para su analisis

La presente invencion se refiere a un procedimiento de preparacion y uso para estabilizar una muestra de sangre
completa, células epiteliales o células del liquido cefalorraquideo.

En analisis bioldgicos y bioquimicos, y las técnicas relacionadas, es frecuentemente necesario recoger y preservar
tejidos bioldgicos (es decir, células y componentes celulares), durante periodos de tiempo utiles. Las células recogidas
y preservadas se utilizan a menudo en una amplia variedad de aplicaciones, incluyendo, aunque no de forma limitativa
como material pedagdgico y para el diagnostico y tratamiento de enfermedades. Por ejemplo, dichas células se utilizan
en estudios histolégicos, citolégicos, inmunitarios y proteinicos, y similares.

Se conocen en la técnica diversos procedimientos para analizar materiales histologicos, citolégicos, inmunitarios y
proteinicos. Por ejemplo, el analisis de marcadores superficiales se ha desarrollado como herramienta de laboratorio,
que es particularmente util para el diagndstico clinico para la investigacion de patologias inmunodeficitarias,
diferenciacion de tipos celulares y etapas de desarrollo, y otros procesos celulares. La expansion de usos para el
analisis de marcadores superficiales ha dado como resultado el uso de la citometria de flujo y las sondas de
anticuerpos para evaluar las propiedades celulares. Aunque existen otros medios para evaluar el analisis de
marcadores superficiales, la citometria de flujo proporciona evaluaciones rapidas, objetivas y cuantitativas de los
marcadores superficiales. Asimismo, incluso aunque el microscopio sigue siendo el medio convencional para examinar
los materiales biolégicos preservados y tefiidos, los materiales bioldégicos pueden también examinarse con un
citometro de flujo. El citometro de flujo es un importante procedimiento para examinar una pluralidad de células en un
tiempo breve.

La citometria de flujo y los citdmetros de flujo se describen generalmente en el texto de Keran, Flow cytometry in
Clinical Diagnosis (1989). Los citdémetros de flujo funcionan en principio mediante un analisis multiparamétrico de
poblaciones de células heterogéneas (o componentes celulares) célula por célula. La citometria de flujo permite
determinar las propiedades bioldgicas vy fisicas de las células y los componentes celulares. En la citometria de flujo,
las células en suspensién se fuerzan a pasar en fila, mediante focalizacion hidrodinamica, a través de la ruta de un
haz laser. La interaccion de las células con el haz laser dispersa algo de la luz y produce excitacion y emision de
moléculas fluorescentes presentes sobre la superficie o el interior de la célula. Una serie de lentes recoge la luz
dispersa o emitida y la pasa a un fotomultiplicador. Cada fotomultiplicador mide un parametro diferente. Los parametros
medidos incluyen: la dispersion de luz hacia delante, que mide el tamafio de particulas relativo; la dispersion de luz
lateral, que mide la granularidad relativa de diferentes estructuras internas; y la emisién de fluorescencia. Las sefiales
opticas se convierten informaticamente en una presentacion de datos para su analisis y la interpretacion. Las células
recogidas y preservadas usando procedimientos e instrumentos convencionales requieren generalmente dilucion y/o
tratamiento adicional antes de que se puedan analizar mediante citometria de flujo. Por tanto, es deseable en la técnica
obtener un procedimiento y un dispositivo de recogida que permita que las células sen analicen directamente mediante
citometria de flujo sin dilucién y/o tratamiento adicional. (Se necesita un procedimiento para recoger y transportar
especimenes de sangre humana para el analisis de citometria de flujo. Los procedimientos actuales son poco
adecuados ya que las muestras han de analizarse poco después de la recogida).

El objetivo primario de la preservacion del tejido es proporcionar tanto detalle estructural de las células y componentes
de las mismas como sea posible. Para hacer esto, es necesario mantener las células en su morfologia original
inalterada de forma que se pueda observar un detalle celular maximo. Con la aplicacién quimica de la inmunotincién,
existe también el requisito de que los antigenos no se alteren por el procedimiento de preservacion. Por tanto, es
deseable en la técnica obtener un procedimiento y un dispositivo de recogida que mantenga las células en su
morfologia original sin alterar y que preserve sus sitios antigénicos.

Las formulaciones usuales para la preservacion de células contienen uno o mas agentes, que reaccionan
intensamente con las proteinas de las células para desnaturalizar e insolubilizar los componentes de la célula. Un
agente tipico de este tipo es el acido picrico, los iones mercuricos, el formaldehido y el glutaraldehido. Ademas, se
pueden utilizar también algunos compuestos menos tdxicos que desnaturalizan y estabilizan las proteinas tales como
el acido acético y el acido férmico. Desafortunadamente, la toxicidad asociada con dichos compuestos hace que su
uso sea menos que satisfactorio. Por ejemplo, una solucién de formaldehido al 37 %, el mas comun de estos fijadores,
€s un gas nocivo que es también téxico, inflamable y carcinégeno. Aunque cuando se utiliza este producto quimico se
realizan esfuerzos para proteger a los operarios y para evitar la contaminacion del sistema de drenaje cuando se
deshecha, estos esfuerzos son normalmente caros e incomodos, y los fijadores tales como el formaldehido siguen
presentando un peligro para los operarios de laboratorio y los profesionales de la atencidn sanitaria. Por tanto, es muy
deseable desarrollar un procedimiento y un dispositivo de recogida, que pueda preservar las células con baja toxicidad
y un entorno no inflamable de forma que se puedan utilizar con seguridad, eficacia y de manera comoda en estudios
histoldgicos y en otros estudios.

En el documento US5849517 A se proporciona un procedimiento y una composicion para fijar y estabilizar tejidos,
células y componentes celulares de forma que se preserven sitios antigénicos y acidos nucleicos. El fijador se
selecciona entre el grupo que consiste en imidazolidinil urea, diazolidinil urea, y las mezclas de los mismos.
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Para una manipulacion incluso mas facil, es también deseable desarrollar un procedimiento y un dispositivo de
recogida que permita el transporte (por ejemplo, desde el sitio de recogida hasta el sitio del analisis) de las células a
temperatura ambiente. Este problema se resuelve mediante la materia sujeto de las reivindicaciones 1-5.

La presente solicitud aborda muchos de los desafios que se encuentran cuando se usan procedimientos
convencionales para recoger y preservar células proporcionando un procedimiento y un dispositivo de recogida que
pueden mantener las células en su morfologia original sin alterar; preservando los sitios antigénicos celulares; y
permitiendo transportar las células a temperatura ambiente, para manipularlas en un entorno de baja toxicidad y no
inflamable, y analizarse directamente mediante citometria de flujo sin dilucion y/o tratamiento adicional. La materia
objeto reivindicada se refiere mas especificamente a un procedimiento y un dispositivo que permite que las células
(por ejemplo, sangre completa, células epiteliales, liquido cefalorraquideo, y similares) se recojan y preserven para su
analisis y aborda muchos de los desafios que aparecen cuando se usan procedimientos e instrumentos
convencionales. De manera especifica, la materia objeto reivindicada describe un procedimiento y un dispositivo de
recogida que (1) utiliza un reactivo menos téxico y no inflamable para fijar y estabilizar células; (2) permite que las
células permanezcan con su morfologia original sin alterar; (3) permite preservar los sitios antigénicos durante un
periodo de tiempo util; (4) permite que las células se transporten a temperatura ambiente; y/o (5) permite analizar las
células directamente mediante citometria de flujo sin dilucion y/o tratamiento adicional.

La presente solicitud incluye un dispositivo para recoger y preservar las células que comprende: (1) un recipiente de
recogida comprendido por un tubo que tiene un extremo abierto y un extremo cerrado, un cierre en el extremo abierto
del tubo, un vacio aplicado hasta un nivel predeterminado en el interior del recipiente; y (2) compuestos que incluyen
un agente anticoagulante y un agente fijador seleccionado entre el grupo que consiste en: diazolidinil urea,
imidazolidinil urea, dimetoilol-5,5-dimetilhidantoina, dimetilol urea, 2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol, oxazolidinas,
hidroximetil glicinato de sodio, 5-hidroximetoximetil-1-laza-3, 7-dioxabiciclo[3.3.0]octano, 5-hidroximetil-1-laza-3,7-
dioxabiciclo[3.3.0]octano, 5-hidroxipoliimetileno-oxi]metil-1-laza-3,7-dioxabiciclo[3.3.0]octano, adamantina cuaternaria
y combinaciones de los mismos. La materia objeto reivindicada puede incluir opcionalmente poli(acido acrilico) o un
acido adecuado que tiene un pH comprendido de aproximadamente uno a aproximadamente siete en el interior del
tubo. Los compuestos del dispositivo deben estar en cantidad suficiente para preservar la morfologia original de las
células recogidas y los sitios antigénicos sin dilucién significativa de las células (es decir, en un volumen que no sea
clinicamente significativo), y permitir que las células, almacenadas junto con los compuestos, se analicen directamente
en un citémetro de flujo.

La presente solicitud incluye también un procedimiento comprendido por (1) proporcionar un tubo con un extremo
abierto y un extremo cerrado, (2) precargar el tubo con compuestos que incluyen: un agente anticoagulante, un agente
fijador seleccionado entre el grupo que consiste en: diazolidinil urea, imidazolidinil urea, dimetoilol-5,5-
dimetilhidantoina, dimetilol urea, 2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol, oxazolidinas, hidroximetil glicinato de sodio, 5-
hidroximetoximetil-1-laza-3,7-di-oxabiciclo[3.3.0]Joctano, 5-hidroximetil-1-laza-3,7-dioxabiciclo[3.3.0]octano, 5-hidroxi
poliimetilenoxilmetil-1-laza-3,7-dioxabiciclo[3.3.0]Joctano, y adamantina cuaternaria, y opcionalmente un poli(acido
acrilico) o un acido adecuado que tiene un pH comprendido de aproximadamente uno a aproximadamente siete, en el
que los compuestos estan en cantidad suficiente para preservar la morfologia original de las células recogidas y los
sitios antigénicos sin dilucion significativa de las células, y permitir por tanto que las células, almacenadas junto con
los compuestos; se analicen directamente en un citémetro de flujo; insertando un cierre en el extremo abierto del tubo;
y aplicando un vacio a un nivel predeterminado en el interior del tubo.

El procedimiento y el dispositivo de la presente solicitud pueden incluir también opcionalmente otros componentes
desvelados en la técnica usados convencionalmente en la recogida y el analisis de células como una gasa, guante,
torniquete, lanceta, aguja, tira reactiva (por ejemplo, inmunoensayo), hisopo con alcohol, gradilla para tubos, tubos
adicionales de recogida de células (con o sin aditivos convencionales de analisis de células en el interior de estos
tubos), tira adhesiva, jeringa, tira de vidrio o de plastico, medios de empaquetado para almacenar los componentes
deseados y el dispositivo, y medios de empaquetado para transportar al menos las células recogidas y preservadas
almacenadas en el dispositivo. El procedimiento de la materia objeto reivindicada puede incluir también opcionalmente
procedimientos adicionales desvelados en la técnica e instrumentos usados para el analisis de células tales como un
citdbmetro de flujo, un analizador para hematologia y otros instrumentos de hematologia, etc.

Se describiran ahora las realizaciones de la presente invencion, inicamente por medio de ejemplos que se refieren a
los dibujos acompanantes, en los que:

FIG. 1. Una ilustracién de la seccion transversal de una realizacion ilustrativa del dispositivo de recogida de la
materia objeto reivindicada; y

FIG. 2 A Un diagrama de flujo que ilustra un procedimiento para preparar el dispositivo de recogida ilustrado en la
FIG. 1.

Volviendo ahora a los dibujos, La FIG. 1 muestra una ilustracién de la seccion transversal de un dispositivo 100 que
incorpora una realizacién preferida de esta materia objeto reivindicada y que se puede usar para recoger y preservar
tejidos biolégicos tales como células y componentes celulares para su analisis. El dispositivo 100 es especialmente
util en la recogida de sangre completa, pero se puede usar para recoger otros tipos de fluidos corporales y/o tejidos
biolégicos (por ejemplo, células epiteliales, médula ésea, liquido cefalorraquideo y similares) incluyendo, aunque no
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de forma limitativa, muestras de tejidos andmalos tales como leucemias, tejido canceroso y cancer, y similares,
siempre que las muestras de tejido se puedan transformar en una suspension celular.

El dispositivo 100 incluye un recipiente 10 de recogida purgado que comprende (1) un tubo 12 que tiene un extremo
abierto 14 y un extremo cerrado 16; un cierre (por ejemplo, un tapon) 18 en el extremo abierto del tubo 12 y un nivel
predeterminado de vacio (no se muestra) en el interior del recipiente 10. Se prefiere que el tubo 12 esté fabricado de
material transparente tal como vidrio o plastico para una mejor visibilidad. Se prefiere también que el tubo 12 tenga
una superficie interior que sea estéril y resista la adherencia a las células 20 (no se muestra) durante la recogida, el
almacenamiento, y el analisis. El cierre 18 preferentemente se puede perforar con una aguja y se puede volver a cerrar
de forma que permite una transferencia facil de las células 20 (por ejemplo, las células 20 desde de su hospedador al
recipiente 10 y desde el recipiente 10 a otro sustrato si se desea). Se prefiere también que el cierre 18 y el tubo 12
formen conjuntamente un cierre hermético capaz de mantener una presion diferencial entre la presion atmosférica y
una presion menor de la presion atmosférica dentro del tubo 12.

El tamario del recipiente 10 no es muy critico y es dependiente del volumen de muestra celular que se desea recoger
y preservar. Por ejemplo, un tamafio tipico para el recipiente 10 puede ser un volumen interno entre 100 uly 10 ml. El
recipiente 10 puede construirse usando procedimientos desvelados en la técnica y esta comercialmente disponible
(por ejemplo, Vacutainer Plus Plastic Tubes with Hemogard Closure disponible de Becton Dickinson and Company
situada en Franklin Lakes, Nueva Jersey; el tubo de recogida de la muestra evacuada descrito en la patente de Estados
Unidos n.° 5.860.937, que se ha incorporado por referencia). Como es evidente, debe entenderse que se puede
realizar una amplia gama de cambios y modificaciones en la realizacién preferida descrita anteriormente para el
recipiente 10.

Para la preservacion (por ejemplo, fijacion, estabilizacion y similares) de las células 20, el dispositivo 100 incluye
ademas los compuestos 22 que incluyen un agente anticoagulante 24, un agente fijador 26 seleccionado entre el grupo
que consiste en: diazolidinil urea, imidazolidinil urea, dimetoilol-5,5-dimetilhidantoina, dimetilol urea, 2-bromo-2-
nitropropano-1,3-diol, oxaizolidinas, hidroximetil glicinato de sodio, 5-hidroximetoximetil-1-laza-3,7-
dioxabiciclo[3.3.0]octano, 5-hidroximetil-1-laza-3,7-dioxabiciclo[3.3.0]octano, 5-hidroxi poliimetilenoxilmetil-1-laza-3,7-
dioxabiciclo[3.3.0]octano, y adamantina cuaternaria, y opcionalmente un poli(acido acrilico) 28 o cualquier acido
adecuado que tenga un pH comprendido de aproximadamente uno a aproximadamente siete, en el que los
compuestos estan en cantidad suficiente para preservar la morfologia original de las células recogidas y los sitios
antigénicos sin dilucion significativa de las células 20, y permitir por tanto que las células 20, almacenadas junto con
los compuestos 22, se analicen directamente en un citdmetro de flujo. Se prefiere que los compuestos 22 se hayan
esterilizado (por ejemplo, esterilizando mediante filtracion).

Se puede usar una cantidad adecuada de cualquier agente anticoagulante desvelado en la técnica tal como acido
etilendiaminatetraacético (EDTA) y sus sales, acido etilenglicoltetraacético (EGTA) y sus sales, hirudina, heparina,
acido citrico, sales del acido citrico, acido oxalico, sales del acido oxalico, o sus mezclas. Un agente anticoagulante
24 preferido es KsEDTA. La cantidad adecuada del agente anticoagulante 24 para la materia objeto reivindicada es la
efectiva para prevenir la coagulacion de las células 20 (por ejemplo, sangre completa) sin producir una dilucion
significativa de las células 20 (es decir, no clinicamente significativa) y permitir por tanto almacenar las células 20 con
los compuestos 22, para analizarse directamente por un citémetro de flujo). Por ejemplo, en una realizacion preferida,
KsEDTA es el agente anticoagulante 24 y su concentraciéon en peso/volumen es preferentemente menor de
aproximadamente 0,3 g/ml, mas preferentemente menor de aproximadamente 0,2 g/ml, y lo mas preferentemente
aproximadamente menor de aproximadamente 0,15 g/ml.

El agente fijador 26 preferido es una urea heterociclica (por ejemplo, diazolidinil urea (conocida como DU),
imidazolidinil urea (conocida como IDU) o una mezcla de las mismas). El agente fijador mas preferido es diazolidinil
urea. La cantidad adecuada del agente fijador 26 para la materia objeto reivindicada es la eficaz para fijar o estabilizar
las células 20 sin producir una dilucion significativa de las células 20 (es decir, no clinicamente significativa) y que
permita que las células 20, almacenadas junto con los compuestos 22, se analicen directamente en un citdmetro de
flujo. Por ejemplo, en una realizaciéon preferida, diazolidinil urea es el agente fijador 26 y su concentracion en
peso/volumen es preferentemente de aproximadamente menor de aproximadamente 1 g/ml, mas preferentemente
menor de aproximadamente 0,75 g/ml, y lo mas preferentemente menor de aproximadamente 0,5 g/ml. (concentracion
de la solucién de DU antes de que se afiada la muestra de sangre).

Se sabe que el acido 28 puede aumentar la relacion entre la sefial y el ruido durante la citometria de flujo; y por tanto,
se puede afadir opcionalmente el acido 28 como uno de los compuestos 22 en el dispositivo 100. El acido 28 preferido
es un poli(acido policarboxilico), y mas preferentemente un poli(acido acrilico) con un peso molecular de 5.000. La
cantidad adecuada del acido 28 para la materia objeto reivindicada es la eficaz para aumentar la relacion entre la sefial
y el ruido durante la citometria de flujo sin producir una dilucién significativa en las células 20 (es decir, no clinicamente
significativa) de manera que las células 20, almacenadas junto con los compuestos 22, se pueden analizar
directamente mediante una citometria de flujo. Por ejemplo, en una realizacion preferida, el poli(acido acrilico) con un
peso molecular de 5.000 esta incluido en el recipiente 10.

Se pueden afadir opcionalmente compuestos adicionales como uno de los compuestos 22 en el dispositivo 100.
Dichos compuestos adicionales y opcionales pueden incluir: agentes permebilizantes de células para conseguir
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sustancialmente acceder a analitos/epitopos intracelulares y/o para lisar glébulos rojos de la sangre; proteinas que
protegen sustancialmente las células durante el procesamiento y/o reducen sustancialmente la union no especifica de
las sondas; suero/lipoproteinas que protegen sustancialmente las células durante el procesamiento y/o reducen
sustancialmente la unién no especifica de las sondas; inhibidores de la ARNasa que inhiben sustancialmente la
digestion del ARN y/o mantienen sustancialmente la integridad del ARN; estabilizantes de acidos nucleicos que inhiben
sustancialmente la degradacion de los acidos nucleicos y compuestos que contienen acidos nucleicos;
aminoacidos/polipéptidos que potencian sustancialmente la uniéon de sondas/anticuerpos a epitopos y/o aumentan
sustancialmente la sefial observable; fijadores que preservan sustancialmente la integridad de las células,
especialmente de los agentes de permeabilizacion y pueden preservar algunos epitopos; anticoagulantes que
disminuyen sustancialmente la coagulacion de los globulos rojos, quelan el calcio y/o pueden ayudar a mantener la
integridad/viabilidad de WBC; inhibidores de las proteasas que disminuyen sustancialmente la degradacion de los
epitopos de proteinas; antioxidantes/agentes reductores que evitan sustancialmente la hemolisis de los glébulos rojos
de la sangre y/o que evitan sustancialmente la oxidacion de los péptidos, y/o mantienen sustancialmente los epitopos;
colorantes de acidos nucleicos que generalmente sirven para marcar/identificar acidos nucleicos; carbohidratos que
mantienen sustancialmente la integridad y/o la osmolalidad celular; y, poli(acidos acrilicos) que potencian
sustancialmente la union de las sondas y/o anticuerpos a epitopos; y/o aumentan sustancialmente la sefial. Un experto
en la materia debe ser capaz de determinar la utilidad y las cantidades de dichos compuestos opcionales mediante
ensayos rutinarios y el conocimiento de la técnica. En las multiples realizaciones especificas, los compuestos
adicionales y opcionales anteriores pueden incluir mas especificamente: Agentes permeabilizantes de las células tales
como: DMSO (Dimetilsulféxido), Etilenglicol, Polietilenglicol, Glicerina, Cellosolves (etilenglicol dimetil éter)
(fenoxietanol), Triton X 100, Triton X 705 (detergentes no idnicos), 1-metil-2-pirrolidinona, Tween 20, Tween 40 (no
idnico), Brij 35 (detergente), Eter de polioxietileno (Poliox), Colato de sodio, Polimeros de 6xido de etileno, Monensina,
Monactina, Pentaclorofenol, 2,4 dinitrofenol, saponina, SDS (dodecilsulfato de sodio); Proteinas tales como: Biotina,
Albuminas (por ejemplo, de bovino), Gelatina, y compuestos similares a los mencionados tal como ya es conocido por
un experto en la materia; inhibidores de la ARNasa tales como: inhibidor de la ARNasa derivado de placenta humana,
y compuestos similares a los mencionados tal como ya es conocido por un experto en la materia; Estabilizantes del
acido nucleico tales como: Clorhidrato de guanidinio, Policationes tales como Polietilenimina), y compuestos similares
a los mencionados tal como ya es conocido por un experto en la materia; Aminoacidos/polipéptidos tales como: Acido
glutamico, Glicina, Acido aspartico, y compuestos similares a los mencionados tal como ya es conocido por un experto
en la materia; Fijadores tales como: Aldehidos(formaldehido y glutaraldehido), Alcoholes (etanol, metanol), y
compuestos similares a los mencionados tal como ya es conocido por un experto en la materia; Anticoagulantes tales
como: EDTA (Acido etilendiaminatetraacético) y compuestos similares a los mencionados tal como ya es conocido por
un experto en la materia; ACD (Citrato dextrosa acida), Heparina; y compuestos similares a los mencionados tal como
ya es conocido por un experto en la materia; inhibidores de las proteasas tales como: EDTA, PMSF (fluoruro de
fenilmetilsulfonilo), AEBSF (fluoruro de 2-aminoetilbencenosulfonilo), y compuestos similares a los mencionados tal
como ya es conocido por un experto en la materia; Agentes antioxidantes/reductores tales como: Trolox, a-tocoferol,
B-mercaptoetanol, y compuestos similares a los mencionados tal como ya es conocido por un experto en la materia;
Colorantes de acidos nucleicos tales como: DAPI (Diamidino 2-fenilindol), Yoduro de propidio, Diacetato de
fluoresceina, y compuestos similares a los mencionados tal como ya es conocido por un experto en la materia;
Carbohidratos tales como: Azlcares (sacarosa), celulosa, y compuestos similares a los mencionados tal como ya es
conocido por un experto en la materia. Debe apreciarse que los listados especificos anteriores de los compuestos
pueden contener una medida del solapamiento, que reconoce la funcién algunas veces solapantes de determinados
compuestos especificos. Un experto en la materia debe comprender y apreciar este aspecto de la divulgacion.

La materia objeto reivindicada permite que se transporte la composicion final 30 a temperatura ambiente.
Posteriormente, se prefiere que la composicion final 30 se almacene a temperaturas menores de aproximadamente
40 °C. Las células 20 almacenadas en la composicion final 30 tienen mas de aproximadamente 3 dias,
preferentemente mas de aproximadamente 5 dias, mas preferentemente mas de aproximadamente 7 dias de
estabilidad. La materia objeto reivindicada permite que las células 20 almacenadas en la composicion final 30 se
analicen directamente en un citémetro de flujo sin dilucién y/o tratamiento adicional ya que los compuestos 22 pueden
preservar las células 20 sin diluir significativamente las células 20. Es probable que cualquier dilucién significativa de
las células 20 produzca errores en las mediciones de la citometria de flujo (disminuyendo, por ejemplo, el recuento de
linfocitos). Para evitar una dilucion significativa, los compuestos 22 (que comprenden el agente anticoagulante 24, el
agente fijador 26, y opcionalmente, el acido 28) estan en formas concentradas, preferentemente en una relacion con
la composicion final 30 que es menor de aproximadamente 2:100, mas preferentemente menor de aproximadamente
1,5:100 y lo mas preferente menor de aproximadamente 1:100.

El dispositivo 100 puede estar incluido en un kit de la materia objeto reivindicada que contiene los componentes 32
(no se muestran) convencionalmente utilizados para recoger y analizar las células 20 tal como un hisopo de alcohol,
gasa, gradilla para tubos, torniquete, guante, tubos adicionales de recogida de células (con o sin aditivos
convencionales de analisis de células en el interior de dichos tubos), aguja (con conector, parte de un conjunto de
jeringa que incluye cilindro y émbolo, o con aletas conectadas mediante un conector a otra aguja para el suministro al
dispositivo 100 u otros tubos de recogida), lanceta, tira adhesiva, jeringa, tira reactiva (que permita que las células 20
fluyan directamente sobre una tira de vidrio o plastico que contiene reactivos para el analisis de células), tiras de vidrio
o de plastico que contienen reactivos para el analisis de células (por ejemplo, inmunoensayo), medios de empaquetado
(por ejemplo, bolsas de plastico, cerramiento de plastico compartimentado, y similares) para almacenar los
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componentes 32 deseados y el dispositivo 100 y medios de empaquetado para transportar las células 20 almacenadas
en el dispositivo 100 después de la recogida. Se prefiere que los medios de empaquetado y cualesquiera otros
componentes 32 puedan ponerse en contacto fisico con las células 20 que se van a esterilizar y que los medios de
empaquetado se construyan para mantener este entorno estéril.

A diferencia de los agentes fijadores histoldgicos tipicos, el agente fijador 26 de la materia objeto reivindicada tiene
una toxicidad extremadamente baja. Por ejemplo, los estudios de toxicidad que comparan diazolidinil urea, con el
formaldehido de la técnica anterior muestran lo siguiente:

TOXICIDAD POR TOXICIDAD DL50
INHALACION DERMICA
Formaldehido 500 mg/kg 270 mg/kg 800 mg/kg
Diazolidinil Urea Ninguno 2000 mg/kg 2570 mg/kg

Esta toxicidad reducida hace que la eliminacién y la manipulacién sean menos problematicas. Ademas, como no existe
toxicidad por inhalacién, no existen dispositivos de deteccién en forma de distintivo como los necesarios para el
formaldehido.

Otra ventaja ofrecida por el agente fijador 26 es el hecho de que no es inflamable y, por tanto, no presenta no presenta
riesgo de incendio como muchos de los agentes fijadores de la técnica anterior.

El mecanismo por el cual el agente fijador 26 proporciona la estabilizacion del tejido y la membrana celular deseados
no se sabe con certeza. Se cree que el agente fijador se une de alguna manera con la membrana celular o el tejido.
Se ilustra esta hipdtesis ya que muchos elementos del agente activo son conocidos desinfectantes, que destruyen
bacterias uniéndose a la estructura celular. Esto no es una explicacién completa del mecanismo responsable de los
resultados de la materia objeto reivindicada ya que otros muchos desinfectantes tales como KATHON y OMADINE no
consiguen proporcionar efectos estabilizantes al tejido y a las células.

La capacidad del agente fijador 26 para preservar sitios antigénicos tampoco se comprende, pero se debe
probablemente a una diferencia en la reaccién entre las proteinas y el agente fijador 26 en comparacién con los
conservantes de la técnica anterior tales como reticulaciones de formaldehido-formaldehido consigo mismo y las
proteinas para tapar el antigeno. Para determinar si esto es verdadero, se afiadié diazolidinil urea a la proteina,
albumina. Tras la incubacion de mezcla de diazolidinil urea y a proteinas durante 24 horas, la electroforesis en disco-
gel no indicd cambio en la tasa de migracion de la proteina. Cuando se llevd a cabo este experimento con formaldehido,
dio como resultado un gran numero de proteinas insolubles, y se alteré la migracién electroforética.

En referencia a la FIG. 2, el procedimiento para preparar el dispositivo 100 de la materia objeto reivindicada comprende
proporcionar el tubo 12 que tiene el extremo abierto 14 y el extremo cerrado 16 (202). Se prefiere que el tubo 12 sea
estéril. El procedimiento comprende ademas precargar (es decir, introducir) los compuestos 22 que comprenden el
agente anticoagulante 24, el agente fijador 26, y opcionalmente el acido 28 en el tubo 12 usando los procedimientos
desvelados en la técnica (204). Los tipos y las cantidades del agente anticoagulante 24, el agente fijador 26, y
opcionalmente, el acido 28 que incluye la relacién entre los compuestos 22 y la composicion final 30 son los mismos
que se han descrito anteriormente para el dispositivo 100 de la materia objeto reivindicada. Se prefiere que los
compuestos hayan sido esterilizados (por ejemplo, mediante filtracion estéril). El procedimiento para precargar la etapa
204 puede incluir opcionalmente la criodesecacion de los compuestos en el tubo 12. El procedimiento 200 incluye
ademas insertar el cierre 18 en el extremo abierto 14 del tubo 12 (206). El procedimiento 200 incluye ademas aplicar
un vacio en el interior del tubo 12 hasta un nivel predeterminado (208) utilizando los procedimientos desvelados en la
técnica. La cantidad de vacio que se va a aplicar es dependiente de la naturaleza y el volumen de las células que se
desean recoger y preservar. Por ejemplo, para la recogida de sangre completa, el vacio debe aplicarse a un nivel que
permita que la presion de la sangre completa haga que esta fluya hacia el interior y llene el tubo 12 hasta el nivel
deseado. El procedimiento 200 puede incluir opcionalmente proporcionar los componentes 32 convencionalmente
usados para recoger y analizar las células 20. Los componentes 32 son los mismos que para el dispositivo 100 de la
materia objeto reivindicada que se ha descrito anteriormente.

El procedimiento puede incluir opcionalmente también recoger las células 20 usando los procedimientos desvelados
en la técnica (por ejemplo, venopuncion, uso de una lanceta, etc.). Puede opcionalmente incluir cribar las células 20
usando instrumentos desvelados en la técnica tales como citdmetros de flujo (por ejemplo, FACScan, FACSCalibur de
BD y EPICS de Beckman Coulter), otros instrumentos de hematologia son (por ejemplo, H3 de Bayer Corporation, el
Beckman Coulter STKS o Gen-S Systems, el Abbott Cell-Dyn 4000 Hematology System, Bayer ADVIA 120 System, el
Sysmex XE2100 System, y similares. El cribado de las células puede tener para cualquier fin, incluyendo, aunque no
de forma limitativa, para el VIH, VPH, hepatitis, leucemia, cancer y similares; otros cribados desvelados en la técnica
tales como inmunoensayo, panel del SIDA, y similares; y el cribado mediante los procedimientos desvelados en la
patente de Estados Unidos n.° 4.788.139 de titularidad compartida (Ryan) titulada "Platelet aggregation reagent,
reagent container and method of determining platelet aggregation in EDTA-anticoagulated blood", que se ha
incorporado por referencia al presente documento. Las células 20 recogidas y preservadas usando la materia objeto
reivindicada pueden someterse a estudios histolégicos de cualquier manera convencional conocida, tal como mediante
el uso de equipo de corte de parafina, tincion, montaje en portas, u otras etapas comunes utilizadas antes del
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microscopio u otro examen. La materia objeto reivindicada proporciona una solucién segura, conveniente, y eficaz de
recoger y preservar células para el analisis.

Debe senalarse que los expertos en la materia pueden usar la materia objeto reivindicada para preservar sitios
antigénicos sobre o en o dentro de las células (o componentes de las mismas) derivados de cualquier fuente que
incluya sangre normal, médula 6sea, tejidos linfaticos o soélidos, o pueden derivarse de tejidos anémalos tales como
leucemias o canceres de tejidos soélidos. La materia objeto reivindicada se puede utilizar también con cualquier
componente celular o material bioldgico que tenga al menos un sitio antigénico.

Debe sefalarse que en las realizaciones preferidas de la materia objeto reivindicada se evita el agrupamiento celular,
se preservan las propiedades de dispersion de la luz, se preservan los sitios antigénicos, y se pueden analizar los
acidos nucleicos.
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REIVINDICACIONES

1. El uso para estabilizar dentro de un tubo una muestra de células de sangre completa, epiteliales o del liquido
cefalorraquideo extraidas al interior del tubo para su analisis posterior en no mas de 2 partes de una mezcla de un
anticoagulante y un fijador por 100 partes de la muestra de anticoagulante y el fijador de la muestra, en el que el fijador
(26) es seleccionado entre el grupo que consiste en diazolidinil urea e imidazolidinil urea y el anticoagulante comprende
acido etilendiaminatetraacético o sales del mismo.

2. El uso de acuerdo con la Reivindicacion 1 en el que la cantidad del anticoagulante es tal que proporciona menos de
aproximadamente 0,3 g/ml.

3. El uso de acuerdo con la Reivindicacion 1 o la Reivindicacién 2 en el que la cantidad del fijador es tal que proporciona
menos de aproximadamente 1 g/ml.

4. El uso de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3 en el que la composicién contiene un poli(acido
acrilico).

5. Un procedimiento de preparacion de células de sangre completa, epiteliales o del liquido cefalorraquideo para su
analisis que comprende extraer una muestra de células bajo un vacio al interior de un tubo en el que el tubo contiene
una composicion estabilizante que comprende una mezcla de un fijador y un anticoagulante, en el que el fijador es
seleccionado entre diazolidinil urea e imidazolidinil urea y el anticoagulante es seleccionado entre acido
etilendiaminatetraacético y sales del mismo en el que la cantidad de composicion estabilizante dentro del tubo
proporciona menos de 2 partes por 100 partes del anticoagulante y el fijador de la muestra cuando la muestra es
sumergida en el tubo.

6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que la composicion estabilizante incluye glicina.

7. El procedimiento de la Reivindicacién 5 o la Reivindicacion 6 en el que las células son transportadas para su analisis
a temperatura ambiente.

8. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, que incluye transportar la muestra de
células a temperatura ambiente para su analisis directamente mediante citometria de flujo sin dilucion o tratamiento
adicional.

9. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en el que la concentraciéon de
diazolidinil urea es menor de 1 g/ml.

10. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, en el que el anticoagulante es
KsEDTA y la concentracion de dicho anticoagulante es menor de 0,3 g/ml.

11. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10, en el que el procedimiento incluye
cribar dicha muestra de células para el analisis de canceres de tejidos sdlidos.

12. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, en el que la composicion
estabilizante en el tubo proporciona menos de 1 parte por 100 partes de la muestra, el anticoagulante y el fijador.

13. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 12, que incluye extraer la muestra de
sangre mediante venopuncion.

14. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 13, en el que el tubo es de plastico
transparente.
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FIG. 2

Proporcionar un tubo que tenga un extremo 202
abierto y un extremo cerrado Avd
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Practicar el vacio en el tubo AN
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