P. -~ 31.685
Docket 10.842

JELOR I DESCRIPTIVA
que se presenta para unir a la solicitud
de
PATENTS DE INVENCION
formulada el 27 de Abril de 1966, con el nfm. 326.044
' en
ESEALLA
por VEINTE afios
& nombre de INTERNATIONAL BUSINESS MACHINZES COHPORATION,
entidad norteamericesna, establecida en Armonk, Nueva York,
Estados Unidos de América, vor:
"ON METODO PARA DETECTAR CANIIDADES ANORIALES DE ACIDO NU
CLEICO BN CELULAS BIOQLOGICAS".-

La presente invencién se refiere en general a un
sparato y un método para efectuar mediciones de gran ve-=
locidad en eélulas biollgicas, y mAs especialmente & un -
gperato y un método para detecter y presentar la cantidad
de 4cido nucléico por unidad de volumen para cada célula
individual en una muestra de un fldido corporal gue pueda
conbener células anormales.

Los estudios recientemente realizados han indica
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do que es posible detectar la presencia del cdncer por me
dicidén de cambios quimicos en células especificas halla--
das en el cuerpo, que pueden obltenerse del donante o pe--
ciente por biopsia, por irrigacidn de dérganos corporsles

tales como el Gtero, o por exploracidn con esponja de ni-
las en 6rganos tales como, por ejemplo, el cuello uberi-=
no., Los citados estudios han puesto de relieve que un au-
mento en el dcido nlcléico (bNﬁ 0 RNA) de una muestra res
pecto a las cantidedes normles de algunas células indica
la presencia de cdncer en el b6rgano del donenbe examinado.
Un gran avwento en la cantidad de dcidos nucléicos de -=-
ciertas células de una muestra se ha propuesto como indi-
cativo del céncer, por lo que recientemente se han venido
desarrollando téenicas de medicibn del aumento de dcido -
nucléico respecto a la cantidad normslmente esperads en -
c¢élulas individuales. En tales mediciones se aprovecha el
hecho de que los &cidos nucléicos tienen un miximo de abe
sorcibn cerca de la longitud de onda de 2537 &. Por lo ge
neral, la muestra celular del donante se coloca en un por
taobjetos y se tifie de manera ya conocide, de modo que, -
mediente el uso de un método de exploracién es posible 8o
meter a radiaciones y medir la absorcidn en cada célula -
individual, gue esté sobre el portacbjetos, para determi-
nsr si los dcidos nucléicos estdn o no presentes en canti
dades normales o anormales. iEn una solicitud de patente -
americana nimero 355.030 presentacda el 26 de Mayo de 1964
afin titulade "Método y aparato de clasificacién de célu-
las", a nombre de T. Kementsky ¥y cedida al mismo cesiona-
rio de la presente, se describe dicho método de medida de

ebsorcidn. En otro procedimiento, expuesto en otra solicl
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tud de patente americane nimero 301l.265 presentada el 1.2
de agosto de 1963 afin titulada "Reconocimiento de célu=
las cancerosas", btambién & nombre de . Xamentsky y cedi
da 8l mismo cesiomario de la presente se utiliza un méto
do de reconocimiento de una pauta para diferenciar entre
células normales y enormales, utilizando como criterio -
las variaciones de formm de una caracter{stica de absor-
cién cuando se comparan células normales y anormales. £3
tos métodos han venido teniendo un relativo éxito, pero

s6lo pueden splicarse cuenco el nimero de muestras o tra
tar ha de ser forzosamente linitado. f£n cambio, cuando -
se desee gplicar métodos de clasificacidén en masa o en -
grandes cantidades, haste lleger a tratar 100.006 célu-~
las o mfs por muestra, las mediciones efectuadas del mo=-
do Gltimsmente indicado serian demasiado laboriosas y --
costosas. Bl tiempo y los fuctores econdmicos que mili--
ten en contra del empleo de los métodos citados, en que

es necesaria la clasificacidén en masa, provienen del he-
cho de que, si bien éstos son epreciablemente mis répi--
dos e los métodos de clasificacién menuales, la dismi-
nucibn del tiempo de tratamiento no es lo bastante gran-
de pars que resulte factible su empleo en el campo de la
clasificacién en masa. Otro factor que milita en contra

de los métodos arriba citados estd en el hecho de que, -
ain en una muestra anormal, las células cancerosas spare
cen con poca frecuencim, haciendo necesario verificar o

comprobar atentemente cada célula individual. A cause de
esto, el ensayo automético, de gran velocidad y preci---
sién, de cada célula eparece como (nico camino para supe

rar los factores econémicos, de tiempo y de personal, --
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que limitan del uso de la clasificacién en masa.

Una de las principasles razones por las cuales -
ha venido disminuyendo en los (ltimos afios la mortalidad
debida al céncer es la insistencia puesta por la profe--
gién médica en una deteccidn precoz. El reciente informe
de la QJomisidn de la Fresidencia sobre enfermedades del
corazén, céncer y apoplejia, en su comunicacifn a la Tre
sidencia de los EE.UU. de Norteamérica, vol. 1, pég. 1E,
dicienbre 1964, indica cue, respecto al cédncer del cue--
1lo uterino, existe casi un 100 de supervivencia y cura
para aquellas personas que reciben un disgnbéstico y tra-
taniento precoces. TLa precocidad en el descubrimiento y
la cura del céncer del cuello uberino se ha hecho posible
mediante el uso del conocido ensayo de frotis de Papani-~
colaou. Este ensayo tiene la ventaja de que las muestras
para efectuarlo pueden ser obtenidas fdcilmente por un -
médico o por el propio paciente y, & consecuencia de «-=-
ello, el reconociniento de comprobacidn anual del céncer
de cuello uterino se ha convertido en un hecho lozrado -
en muchas areas locales. =n muchas esferas se cree uue -
este tipo de cédncer dejard de ser causa de nortalidad en
los 88.UU. ¥y, en realidad, en todo el mundo, en cuanto =
puecan examinarse anualmente muesbras procedentes de la
poblacidén total femenina. Como se ha dicho, los actuales
nétodos de examen y clasificacidn de células, tanto wma~-
nuales como autowdticos, son relativamente laboriosos ¥y
costogos, Ademds, los métodos disponibles adolecen de --
cierta inexactitud porque, en el caso de la redicién de
méximos de absorcidén de &cidos nucléicos, en que Se ex--

ploran los portaobjetos por medio de un haz luminoso, la
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presencis de células de grean tamafio o arracimadas puede
dar lugar a una indicacién de cantidades anormales de =
&dcido nucléico cuando en realidad la densidad o presen~
cia de foido nucléico sea normal.

De lo e entecede, por consigulente, nuede ==
verse que existe la necesidad de un método pars desGu--~
brir o detectar el cdncer, método que sea adecuado pars
el ecxamen en masa de muestras, que sea rdpido y precisc
7 que tenga en cuenta factorss tales cowo el tamiio y -
el contenido de doido nucléico de las células que se =-
estdn midiendo.

Por todo ello, es objeto de esta invencidn un
gparato v un método para detectar el cédncer, adapbablss
péra el examen en [@SAa.

Otro objeto es un aparato y un método que son
superiores a los ya conocidos, tanto en velocided como
en precisién o exactibud.

Otro objeto reside en un aparato y un método -
rmenos costosos y de manipulacidn menos laboriosa que los
ya conocidos.

_ Otro objeto reside en un aparato y un método ~
en los gue se tiene en cuenta el bameiio de las células,
¥ se eliminan los efectos debidos al tamafio de las cé;g
las.

Obtro objeto consiste en un aparato y un método
con 1os que se opera a base del principio de detectar -
la presencia de cantidades anorazles de 4cidos nucléi--
cos por unidad de voluuen, en uns célula sospechosa.

Otro objeto consiste en un aparato y un método

que indicen la presencia de células anormsles mediante
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debeccidn de 4cidos nucléicos en una célula, en cantida-
des nayores de lo normal.

Otro objeto mis reside en unos medios para pre-
sentar las mediciones hechas en una nmuestra, medios cue
indican claramente la presencia o ausencia de células «-
anormales.

Otro objeto mis consiste en un método y un apa-
rato que, debido a que la capacidad de absorcién de Sci-
dos nucléicos viene reforzada por el uso de soluciones ~
isotdénicas de acebtato sbdico y dcido acdtico a un pH de
2,1 permiten la deteccidn de células cancerosas en mues=
tras sospechosas.

s caracteristico de esta invencidn un método -
pare detectar cantidades anormales de fcidos nucléicos -
en celulas bioldgicas, que comprende las etapas de prepa
ror una muestre celular reforzando la diferencia de ab--
sorcifn de energfa radiante entre células de grande y pe
quefia cantidad de dcido nucléico, y someter dicha mues--
tra a las radiaciones de una fuente de enerzia radiante.
También se incluye la etapa de medir la pérdida de ener-
#{a radiante incidente de cada célula de la muestra en -
por lo menos dos longitudes, de onda, hasta obtener una
salida eléctrica discontinua relativa a cada lonzitud de
onda.

Otra caracteristica del invento es la ubiliza-~
cidén de un método que incluye ademds la etapa de propor-
cionar une salida, basada en la suma vectorial de las sa
lidas eléetricas discontinuas, para determinar las resul
tantes de las pérdidas medidas.

Otra caracteristica estd en la utilizacién de un
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nétodo que incluye ademds la etapa de proporcionar ung =
galida, basada en la suma vectorial de las salidas eléc=
tricas disconbinuas, para determinar las resultantes de
las pérdidas medidas.

Otra carscheristica estd en la utilizacidn de -
un método en el que la etapa de proporcionar una salids
incluye ademds la de generar una presentacién visual de
las resultantes de las pérdidas medidas.

Otra caracteristica mis reside en el empleo Ge
un método en el que la etapa de generar una presenbacidn
visual incluye ademés la de presentar, en una superficie
de presentacidn, por lo menos parte de una traza genera-
da por la accidn mubtua ortogonal de las sefiales con un =
medio de escritura o inscripncidn; la posicidn de la tra-
z8 en la superficie indica diferentes cantidades de &ci-
do nucléico por unidad de voluwen.

Otra caracteristica wds reside en la utiliza---
cibén de un método en el gue la ebapa de preparar ung =--
muestra celular reforzando la diferencia de absorcidn de
energia radiante entre células incluye la etapa de poner
en suspensidn la muestra celular en una solucién que ten
ga un pH préximo a 2.

Otra caracteristica de este invento reside en =
el empleo de un sistema para detectar la cantidad de dci
dos nucléicos por unidad de volumen de cuerpos celulares,
sistema que consta de una fuente de energfa radiante des-
tinada a proyectar radiacidn de una amplia gama de longi
tudes de onda en un trayecto dado, y medios para inberpo
ner una pluralidaed de cuerpos celulares uno tras otro en

dicho trayecto de la enerzia radiante. También se inclu-
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yen medios para detectar simulbténeamente las variaciones
de intensidad de la energia radiante debidas a la absor-
cidn y diseminacidén de la luz producidas por dichos cuer
pos celulares en un nimero de lonzitudes de onda.

Otra caracteristica mis reside en el empleo de
unos medios de presentacidén adecuados para dar un regis-
tro visual de la absorcidn de la enerzia radiante por --
unidad de volumen de los cuerpos celulares.

Otra caracteristica mfs de este invento reside
en el eapleo de un miembro o elemento transparente dota-
do de un canal que posee un taladro ¢ agujero de tamaiio
suficiente para dejar pasar las células solamente de una
en una, & fin de interponer los cuerpos celulares uno =--
tras otro, en el trayecto de la energis radiante.

Los precedentes y otros objetos, caracteristicas
y ventajas de la invencildn se irédn desprendiendo de la -
sigulente descripeidn pormenorizada de una forms preferi
de de realizacidn de la misma, tal como se ilustra en «-
los dibujos adjuntos, en los cuales:

- la figura 1 es un esquema en parte victérico
y en parte funcional o por bloques del aparato utilizado
para efectuar mediciones de gran velocidad en las célu--
las biolégicas;

- la figura 2 es una vista ampliade de la dispo
sicién de canal y wiembro transparente, que permite efec
tuar mediciones de absorcién y diseminacidén de la luz en
células individuales de una muesbra bioldgica; y

- la fizura 3 representa grédficamente la absor-
¢idén de radiaciones ultravioleta de une frecuencia dada,

por unidad de volumen de unos cuentos tipos de cuerpos -
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celulares. La repressenbacibn gréafica muestra en silueta -
la distribueibn de cusrpos celulares csperada 0 que sabe
esperar, con arreglo a su tipo o condicién. La gréfica -
realmente obtenida en una presentacibén osciloclpica con-
sistiria en una pluralidad de puntos gue caerian dentro
de una de las reziones indicadas en silueta, de acuerdo
con el contenido de &cido nucléico por unidad de volumen
de cada célula.

Jonforme al presente invento, se han desarroila
do un método y un aparato pare exeminar rdpidamente pobla
ciones del orden de 100.000 células, en dos o tres minu-
tos. La poblacién de células se obtiene en una mezcla a
411 de solucién salina isotdnica y etanol. Pueden usarse
otras soluciones fijativas, asi como soluciones salinas
no fijativas; pero la citade mezcla a 4:1 de solucién sa
lina v etanol did los mejores resultados. Las muestras =
pueden ser cbbtenidas por un médico o por los propios pa-
cientes, utilizéndose, por ejemplo, en ¢l caso de mues--
tras cervicales, el ajuar fécilmente obtenible de 1og =~
hospitales o de empresas farmacéubicas. Al preparar las
muestras para ensayo, con el fin de evitar gue se pier--
dan por lixiviacidn los constituyentes de las células, y
de normelizar el grado de desnaturalizacién proteinica,
sin destruir las caracteristicas de absorcién de radia=-
ciones ultravioleta por los dcidos nucléicos, se volvie-
ron & poner en suspensidn las muestras, a las dos semg--
nas Ge tomadas, en una solucidn de etanol al 50r y dcido
acético al Z.. Segin se ha visto, utilizendo este fijati
vo, las muestras pueden zuardarse durante hasta tres me=

ses sin que haya apenas o ninguna desviacidén entre los -
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resultados obtenidos al comienzo de este periodo y los =
obtenidos al final del mismo. in la preparacidn de las -
muestras para enszyo se ha visto tawbién que la diferen-
cia de absorcidén entre células de grande v pequeiia canbi
dad de dcido nucléico se hace resaltar si se vuelven a =--
poner en suspensidn las células en una solucidn acuosa de
acetato sddico y dcido acético que tengza un pH préximo a
% (concretamente, de 8,1) y una molaridad en sodio de &l
rededer de 0,15. Gon indices de pH y molaridades aparta-
dos de estos valores, no hay homogeneidad ni consecuen-~
cia en los resultados obtenidos. Zsta inconsecuenclea pug
de explicarse de una parte por el aumento de la absorcién
producicda por los dcidos nucléicos a consecuencic de su
desnsturalizacibén para reducidos valores dsl pH. Sezlin -
se ha visto, para un pI distinto de 2,1, una ruestra que
conbenze células cancerosas puede aparecer co.:0 normal.
Zn uno de los experimentos reslizados, una muestra gue -
contenia células cancerosas en una solucidén de acetato -
sbdica y decido acbtico de un pIl igual a 3,8 no pudo dife
renciarse de una muestra que contenia células normales -
en una solucidn de un pH izual a £,1. Otros ensayos rea-
lizados con diferentes células cancerosas y con solucio-
nes de cdiferente pII mostraron una tendencia semejante. -
Lo absorcién Ge radisciones por el DNA y el RNA auzenta-
ba en un factor de casi 2 utilizando soluciones de un pH
préximo a 2, Segin se cree, las soluciones que tienen es
e valor de pE originan un desenrollamiento de la estruc
tura molecular de los 4cidos nucléicos, reforzando asi -
la capacidad de absoreién de csda célula. 31 bien este -

fenbmono del desenrollamiento de las moléculas de los dei
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dos nucléicos se ha puesto de manifiesto en otras par--
tes, se tiene la creencia de que el método y el aparato
del presente invento son los primeros en aplicar este -
fenbmenos para reforzar la cepacidad de absorcidn de ra
diaciones de las células individuales y obtener asi una
medicidn significativa acerca de la presencia o ausencia
de células cancerosas en una muestra somctida a ensayo.

Las cdlulas a estudiar se filtran utilizando un
tamiz de malla micrométrica de 3Buckbee lears con 100 1i-
neas por centimetro colocado en un £iltro de Swinny, des
pués de 1o cual las células se ponen en suspensibén en 2
ml de una solucidn acuosa de acetato sddico y &cido acé~
tico a un pH préximo a &. Después de filtrar y poner en
suspensién en la solucidn, la nmuestra se sigue tratando
en el aparato de la figura 1.

En la figure 1, la muestra a tratar se pasa fi-
nalmente a un tubo de ensayo u otre recipiente 1 conecta
do medisnte una tuberfs 2 a uno de los lados de un canal
de circulacibn 8. 31 otro lado de este canal de circula-
cidn 3 va conectado a un serpentin de slmmcenaje 4 hecho
de tubo de Teflon, 7y una jeringa 5 conectada al serpentin
4 controla la circulaciln de fldido por la tuberia y el
cenal 3. Bl serpentin de tubo de Teflon 4 puede ir monte-
do en un sacudidor o agitador de pipeta (no representado
en el dibujo) para mnbtener las oélulas en suspensidn. -~
La muestra a ensayar se coloca inicialmente y se mantiene
en el serpentin 4, hasta el comienzo del ensayo. A conti
nuacién, la muestra puede hacerse pasar al canal de cir=
culacibén & & una velocidad o con un gastc dado, con el -

suxilio, por ejemplo, de una bomba de infusidn/extraccidn
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de Harvard Apparatus. Una velocidad de infusidn convenien
te es, segln se ha visto, la de 0,5 ml por minuto. Un de
tector de burbujas de aire que consta de una fotocélula
6 detecta la presencia de unas burbujas de aire coloca--
das al comienzo y &l final de la muestra y que inician -
unas sefizles que ponen en marcha y detienen una presenta
cifn. La muestra sc hace pasar por un estrechamienbo de
100 por 100 micras intercelado en el canal de circula---
cidn 3, y se descarga en el recipiente 1 para ulterior -
ugo. La figura 2 muestra los detalles del canal de ciroy
lacidn 3 a través del cual se hace pasar la muestra. El
cangl de circulacidén & tiene forma de “nudo de corbata",
obtenida mediante cortes practicados en un portaohjetoé
de cuarzo 7 de microscopio, utilizando un cortador ultra
sbnico. Despuds de practicado el corte, el surco formado
puede pulimenbarse. ©n el portaobjetos se hicieron unos
taladros 8 cerca de los exbremos del canal de circula--=-
cibén 3. A continuascién se puso sobre el canal 3 una cu--
bhierta de cuarzo 9, y se calentd el portaobjetos 7 ha---
ciendo que fluyese cera por accidn capilar hasta llenar
el 4rea de debajo de la cubierta 9 en conbacto con el --
vortaobjetos 7. La tuberia 2 de polietileno descarga la
muestra en el recipiente 1, en tanto gue la tuberia 10 -
la lleva desde el serpentin de almacenaje 4 por aedio de
un adaptadorX de Touhy-Borst (no representado en el dibujo).
La cubierta 9 y el portaobjetos 7 de cuarzo que
contiene el canal de circulacidén 3 y sus tuberias de po-
lietileno asociadas &, 10 se montan luego en la platina
de un microscopio 11 dotado de un objetivo 12 de ultra--

fldor Zarl Zeiss 100,1,25, de inmersién en glicerina, que
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sitda lo imegen de la parte estrechada de 100 wmicras del

centro del canal de circulacibén % en una eberbtura. 3n e
montura de condensador del microscopio 11 hay colocados
un menantial de luz 13, ue consiste en una lémpara de -
mercurio Hanovia de baja presién montada en una camiss -
refrizerads con agua, ¥ un condensador de inmersidn 14,
Carl Zeiss, 0,85 MA, que pasa la imagen de la fuente de
luz 13 al canal 3. Bl manantial de luz 1& es wia fuente
de radiaciones ultravioleta, que irradia huena parté de
su enerzfa a una lonzitud Ge onda de 2537 %, préxiza a -
la de méxime absorcibn de radiaciones ultravioleta por -
los dcidos nucléicos (DNA y RIA). Una lente de cuarzo 15
7-un espejo dicroico 16 llevan la luz de longitudes de -
onds myores de 4000 ﬁ desde el plano posterior del obje
tivo 12 & un tubo fotomultiplicador 17 (un tubo TIR 541A)
v reflejan las longlitudes de onda mds cortas con un éngu
lo de 902, de tzl modo que el haz reflejado se wroyecta
en un tubo fobtorultiplicador 18 de tipo de pantella o =
persiana solar (ZIR 541:2) después de pasar por un filtro
de células 19 de cuarzo de 3 mm. que conbiene 1l-4 difenil
butadieno Gisuelto en etanol. E1 filtro 19 y el tubo fo-
tomultiplicador 18 actlan aislando efectivanente la luz
de 2537 %.

Las células, cue circulan a velocidades superig
res a 500 células por se:undo, producen impulsos, de al-
rededor de 200 microsejundos de duracidn, a la salida de
losfotomultiplicadores 17 y 18. &l fotomultiplicador 17
nide la luz diseminade por las células fucra del cono de
aceptacibn del objetivo, de gran abertura nunérica, des-

de el condensudor, de menor abertura numérica. 1 fotomul
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g
tiplicador 18 nide la absorcién de luz de 2537 A por ca~

de. célula, &l pasar ésta por el canal de circulacidn 3.

Bl impulso fGnico resultante o procedente del fotomulti=--
plicador 17, que mide la pérdida de luz por diseminacidn
en las célulac, es 30 veces wmenor que el impulso de ud=--
sorbeibn, a igualdad de energia incidente en ambos fofio-
multiplicadores; vero aln gueda enerzia suficiente para
dar buena relacién de sefial a perturbacidn {sefial; ruido")
en las sefiales procedenbes de ambos fotonultiplicadores.
Las sefiales de diseminacién de este orden de magnitud, -
sezin se ha demostrado por rmedio de experimentos, dan la
mejor estimmcidn del tamafio de las células, de entre va-
rios métodos ensayados entre los que se incluian la medi
¢idén del contenido de proteina de las células por absor=
cibn a 2900 i 0 a 3130 %, v la variacién de conductivi--
dad eléctrica en ¢l canal 3, producida pof el paso de -~
las células.,

Las salidas de los fobomultiplicadorss 17 y 18
se limdtaron en anchura de banda desde 900 ¢;s a H kefs;
sc amplificaron en unos amplificadores 20 cue pueden for
mar narbe del osciloscopio previsto; ¥ se fijaron a ce--
ro. La sciial de salida amplificade procedente del fotomul
tiplicador 18, que puede caracterizarse como sefial de ab
sorcidn, se conecta a las placas de desviacidn vertical
21 de un osciloscopio 22 que, por ejemplo, puede ser el
Telctronix 536. La sefial de salida procedente del fotomul
tiplicedor 17, que nuede caracterizarse como ssiial de ai
seminacibén, se conecta a las plscas de desviacidn hori--
zonbal 25 del osciloscopio 22. Asi, cada céluls, al pasar

por ¢l canal &, vroduce una lines o resulbante en el tu=

- J4 -
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bo indicador del osciloscopio £2, linea cuya hunta o ex-
tramidad tiene unzs coordenadas dzterainadas por las mag
nitudes de ambas sefialas. Pora obbtensr wna vrasentacidn
que btenga significado, la salida del fouomultiplicador -
13 s2 lleva dtaabidén a un circuibo diferenciador 24, de -
tipo ya conocido de las personas versadas en la téenica
de la clectrdnica. #n 61, el impalso o seiial de absorcidn
es difersneiacdo, 7 el puso por cero de esta sefial inicia
un impulso de una duracidén de 1 microsezundo, »rocedent2
de un jenerador de impulsos 25, que esté conectado a un
torninal 26 Ge modulacién de intensidad o de ¢je 2z, que
hace we solaients se intensifigue el extromo de la tra-
za del osciloscopio. Ajusbando la intensidad del haz del
osciloscopio de .@nera cue no sparezca c¢n la pantalla més
que un solo punto por cada célula, en coordenadas deter=
minadas por las mediciones del volwmen de la célula y de
los 4oidos nucléicos, es vosivle obtener pare cade célu-
la una medicién del conteznido de deidos nucléicos por ==
unidad de volumen. fijando una oémara fobogradfica al os-
ciloscopio, es posible obbener un rogistro permansnte de
la disbribueidn de las células en una debterminada mues--
tra particular. De lo que antecede se desprende que las
medidas de absorcidn por unidad de volumen llevardn o co
locardn en la parte izjuierda de la pantalla del oscilos
copio una célula cue tenga un elevado conbenido de 4ci--
dos nucléicos. Asi, recurriendo & enmascarar ¢l oscilos-
copio de manera adecuada, es posible obtencr con la céma
ra un resistro del ndmoro de células que es mfa provable
que sean cemcerosas. Una vez aplicada la mdscara de ocul

tacidn a la cara o pantalla del osciloscopio, las indica
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ciones de células snormmles o cancerosas pueden utilizar
se para activar o disparar una fotocélula colocada junto

al 3rea no enmascarada. La fotocélula, a su vez, puede -
activar un dispositivo de alarma que permite efectuar el
ensayo sin vigilancia hasta que se active la alarma. La

salide prevista no necesita ser visual, sino que puede -
ser una sefial analdgica o numérice susceptible de ser. --
utilizada en combinacidén con un equipo de tratamiento.de
datos. Como se apreciard, también pueden obtenerse obxrcs
pardmetros relativos a la determinacidén de anormalidé;?;
des en las células bioldgicas, simulténeamente con las -
mediciones ya descritas. Por ejemplo, puede medirse, a -
otras longitudes de onda, la absorcién de radiaciones ul
traviolete por la proteina contenida en el citoplasma de
una célula. Asi, las células que presenten una elevada -
absoreidn debida a la proteina en otra lohngitud de onda,
pueden proporcionar otrs medida que, en combinacidén con

las anteriormente descritas, por ejemplo, resulten Gti--
les on una forma dada de presentacidén o en una calculado
re, para dar una informacién mds precisa y exacta de ca=
da célula individual. La figura 3 representa gpéficamen—
te la absorcién de fcidos nucléicos en funcidn del volu~
men, para células de diferentes tipos. Bs significativo

que las células normales de un tipodado adopten en la re
presentacidn grifica una posicidn especifica y concreta,
en tanto que todas las células cancerosas adoptan una po
sicidn que esencialmente es la misma, con independencia

del tipo de célula. Como se apreciard, las diversas re--
giones indicadas en silueta en la figura 3 son en reali-
dad regiones que constan de gran nimero de células indi-
viduales, las cuales se presentan en la pantallas de un -
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osciloscopio en forma de une pluralidad de puntos indivi
duales. Las siluetas designadas con las letras A a D in-
clusive presentan unas regiones en las gue puede esperar
se que caigen los diversos tipos de células normeles, en
tanto que las siluetes E y F indican las regiones en las
que puede esperarse que caigan las células cancerosas y
las dafladas por radiaciones, respectivamente. Le regidn
A muestra en siluete una regibn dentro de la cual puede
esperarse que caigan los glébulos rojos normales de la =
sangre. De los diversos cuerpos celulares ensaysados, los
glébulos rojos dieron la minima absorcidén de radiaciones
ultravioleta por unidad de volumen a una longitud de on-
da de 2537 %. Dos leucocitos vy las células epidermoideas
cayeron en las regiones B y ¢, respectivamente, y dieron
valores de asbsorcidn algo mayores que los obtenidos pare
los glébulos rojos. De las células normales, los linfoci
tos de la regidén D dieron la més alta absorcién por uni-
dad de volumen, debido a la gren cantidad de DNA que hay
en el ndcleo de estas células. Los ensayos realizados --
con estos cuerpos celulares normales adoptan disefios ca-
rocteristicos, haste el punto de gue para un ajuste dado
de la genancia de los amplificadores de los fotomultipli
cadores de la figura 1 es posible identificar los dife--
rentes tipos de células, cuando estén presentes en una =~
miestra dada.

En la regién E es donde caen la mayoria de las
células enormales o cancerosas. Bn general, puede decir-
se que las células anormles muestran los miximos valo=-
ros de absorcién por unidad de volumen, con excepcidn de

las células que han sido expuestas a la radiacién, y da-

-17 -
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fladas por ésta. En el transcurso de los experimentos rea
lizados, s6lo uno de los tipos de céncer ensayado, wa --
sarcoma estromftico de la mucosa uberina, presentd una -
distribucidn normal; y en otros casos las células norma-
les presentaron elevados valores de absorcidn indicéti—-

vos de céncer. Ahora bien, tales distribuciones fueron -

rabe obtener puede explicarse por circunstancias poco. ==
frecuentes en cada caso. Por ejemplo, resultd que teles
células excepcionales aparecian en muestras obtenidas de
algunas mujeres postmenopdusicas, o después de tratadas
de un céncer curado. Las excepciones surgidas caian en -
édreas clinicamenbte definidas, de manera gue un paciente
cuyo historial cayera dentro de alguna de estes dreas ==
bien definidas, podia ser considerada como caso aparte v
tomar con 6l medidas especiales, en vista de las circuns
tancias, para llegar a unas prucbas mis significativas.
Ademés del material uterino obtenido por irriga
cibén veginal, se prepararon muestras de suspensiones de
células partiendo de una diversidad de tumores extrafdos
por reseccién quirlrgica, y se establecieron comparacio-
nes, en todo lo posible, utilizando ¢l aparato de la fi-
gura 1 con suspensiones de células de tejidos benignos -
comparables. Bntre los tumores examinados habia carcino-
mas epidermoideos del cuello uterino y del pulmén, carci

nomas escamosos queratinizantes de la boca y de la farin
ge, adenocarcinomas de la mncose uberina, del colon, de

las mamas y de los ovarios, y ciertos linfomas. Se obtuvo
epitelio benigno del cuello uterino y de las mucosas oral

y eblica; y al ser comparado con las suspensiones prepa=-
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radas a base de los tumores, estas Ultimas suspensiones

dieron de maners consecuente y homogénea mayores {ndi--
ces de absorcidn por unided de volumen a 2537 ﬁ que las
suspensiones preparadas partiendo de los tejidos benige-
nos. De igual menera, resultd amds alta la absorcidn por
unidad de volumen para el sarcoma de las células reticu-
lares, el linfosarcomz y el linfoua de Hodglkin, en com-
paracidn con los nodos linféticos benignos. En todos =~
los casos, los disefios de distribucidn obtenidos fueron
homogéneos y consecuentes, y reproducibles con un minimo
de deterioro aun después de un uso repetido. fin todos =-
aquellos casos en que las muestras o suspensiones de cé-

lulas indicaron la presencia de cdncer, se obtuvo confir

macién mediante examen de frotis citoldzicos realizado -
por un patdélogo. Reciprocamente, se prepararon suspensio
nes parbiendo de btejido canceroso, que fueron enssayadas
por el experimentador sin previo conocimiento de la exis
tencia del céncer; y en todos los casos, con ciertas ex-
cepciones como las mencionmdas més arriba, el aparato de
la figura 1 did indicacidn positiva de le existencia de
cdncers,

Las ventajas proporcionadas por el aparato y el
nétodo aqui expuestos, en relacién con los métodos ya co
nocidos, son importantes, Bl tiempo de tratamiento de 2
a 3 minutos por muestra, con registro pemanente de los
resultados por medio de una cémara fobogrdfica colocada
en un osciloscopic o bien por métodos de almacenaje en -
méguinas calculadoras, hace que el aparato de la figura
1 se pueda adapter a técnicas de clasificacién y examen

en mase. Asi, las indicaciones positivas de la existencia
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de cincer en una muestra cualquiera pueden servir pemwa -
que el personal médico inicie nuevas pruebas y explova-=-
ciones detalladas, lo que indudablemente aumentaré la'--
proporcién de curaciones al permitir un precoz descubri-
miento de la presencia del oénocer. N

Si bien la invencidn se ha ilustrado y descrito
en particular con referencia a una forme preferida de -
realizacién de la misma, se sobrentiende para aguellas =
personas versadas en la materia que es posible efectuar
en ella los precedentes y otros cambios de forma y de de
talle sin por eso apartarse del espiritu ni salirse del
dmbito de la invencidn.

Bsta solicitud, que corresponde & la presentada
en los Estados Unidos de América, con fecha 29 de abril
de 1965, bajo el nlmero 451.947, se acoge a los benefi-

cios del articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propie--

dad Industrial.

NOTA

Los puntos de invencidén, propia y nueva, gue se
presentan para que sean objebto de esba solicitud de Pa--
tente de Invencildn en Bspsiia, por VEINTE afios, son los =
siguientes:

18. - Un método para detectar cantidades anorma
les de dcido nucléico en células biolégicas, gque compren
de las etapas de:; preparar una muestra celular reforzan-
do la diferencia de absorcidn de energia radiante entire

células de grande y pequefia cantidad de deido nucléico;
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someter dicha muestra a las radiaciones de una fuente 4o
energia radiente; y medir la pérdida ce energla radisnte
incidente, de cade célula de la muestra en por 1o menos
dos longitudes de onda, haste obtener una selida eléctri
ca discontinua relativa a cada longitud de onda.

22. - El método del punto 1, que incluye ademis
la etapa de proporcionar una salida, basada en la suma -
vectorial de las salidas eléctricas disconbinuas en pox
lo menos dos longitudes de ondas, para determinar las re-
sultantes de las pérdidas medidas.

38. = E1 método del punto 2, en el cual la eta-
pa de proporcionar una salide incluye ademés la de gene-
rar una presentacidén visual de las resultantes de las pég_
dides medidas.

48, - El método del punto 3, en el que la etapa
de generar una presentacibn visual incluye ademfs la de
presentar, en uns superficie de presentacidn, por lo me-
nos parte de uns traze generada por la accién mutua orto
gonal de dichas sefiales con un medio de escritura o ins-
eripeibn, de modo gue la posicidén de dicha traza en dicha
superficie indica diferentes cantidades de dcido nucléi-
¢co por unidad de volumen.

2. - E1 mbtodo del punto 4, en el cual la eba-
pa de presentar en una superficie por lo menos parte de
una traza generada por la accién mubtua ortogonal de di--
chas sefinles con un medio de escritura o inscripecién in-
cluye las etepas de: amplificar dichas sefiales en un am-
plificador; splicar una primere de dichas sefiales direc-
‘temente & los elementos de deflexién de un dispositivo =

de presentacién; diferenciar simulténeamente dicha prime

- 21 -
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ra sefial pars disparar un generador de impulsos destine-
do a dar una sefial de salida cuando la sefial diferencie-
da cruce por un eje de cero; eplicar la sefial del genera
dor de impulsos para controlar la intensided del haz de.
dicho dispositivo de presentacidn; y aplicar la o‘bra‘ {se
gunda) de dichas seiiales a un elemento de deflexibn, or-
togonalmente dispuesto, de dicho dispositivo de preséntg
cién, proporcionando una presentacidén que da la medide -
de la cantided de dcido nucléico por unided de volumen,

de cada una de dichas células.

62. =~ Bl método del punto 1, en el cual la eta~-
pa de preparar una muestra celular reforzendo la diferen
cia de sbsoroidn de energia radiante entre células de ==
grande y pequefia cantidad de dcido nucléico incluye ade-
més la etapa de poner en suspensidn la muestra celular,
en una solucidén que tenga un pH préximo a2.

72. - Bl método del punto 1, en el que la etapa
de preparar una muestra celular reforzando la diferencia
de absorcidn de energia radiante entre células de grande
v pequefia cantidad de dcido nucléico incluye ademds la -
etapa de poner en suspensidén la muestra celular en una -
solucién acuosa isotdnica de acetato sdédico y dcido acé-
tico que tenga un pH proéxime a 2.

82. -« Bl método del punto 1, en el cusl la eta-
pe de someter dicha muestra a radiaciones incluye las ~=
etapas de: introducir las células de dicha muestra en se
rie en un canal de circulacién estrechado que es someti-
do a las radiaciones de dicha fuente; y somebter cada una
de las células de dicha muestra, individualmente, & las

radiaciones de luz ulbtraviolete.

- 20 -
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92, - El método del punto 8, en el que la etapa
de someter cade célula a las reacciones de luz ulbruvio=-
leta incluye la etapa de someter cada célula a rayos ul=
travioleta de longitudes de onda que incluyen la de R337
ﬂ y las de mfs de 4000 ﬁ.

108. = El método del punto 1, en el que la ela-
pa de medir la pérdida de energia radiante incidente en
por lo menos dos longitudes de onda incluye las etapus =
de: dividir la energia radiante en trayectorias indepexn=
dientes; filtrar la energla radiante recibida por ums ~-
célula individual al ser sometide a la radiacidn; y sumi
nigtrar dichs energia radiante filtrada a unos detecto=-
res de luz destinados a dar una sefial proporcional a la
centidad de energia radiante incidente.

11¢. = El métoco del punto 2, en el gque la eta-
pa de proporcionar una selida incluye la de generar un -
registro permanente de las resultantes de las pérdidas =
medidas.

128. « Un método para detectar cantidades anor-
males de dcido nucléico en células bioldgicas.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que an-
tecede, representado en los dibujos que se acompefian y
con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de veintitrés hojas escri-=
tas a méquins por una sola de sus caras.

Madrid, 17
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