2-1!71

! Po" 4‘60318
|
| OLP 997
t
i

H

‘Memoria descriptiva

5 SECCION TECNTA

f QA=ACACION S, P G 2/
cLrse (= /{ B / ’
SUBCLY M g
para solicitar PATENTE DE INVENCION por 20 afios

{0 nombre de CORNELL AERONAUTICAL IABORATORY, INC.

entidad | deweeishilidad norteamericana
i

‘con domicilio en 4455 CGenesee Street, Buffalo, Nueva York,

’ Lstados Unidos de América.

; .
! |
; . i
por: "UN APARATO PARA IDEFTIPICAR PARTICULAS ESPECIFICAS DE|
IKICROESTRUCTURAS DIVERSAS DENTRO DE UN FTLUIDO®

(Clase Internacional GO1n)




10

15

29

25

30

2.7.71

Bl presente invento se reilere en general o un
aparsto para identificar particulas especificas de micio-
estructuras diversas dentro de un fluido. kds concretzmens—
te, el invento se refiere a un aparszto capaz de difersn~
ciar, contar, clasificar y recoger particulas de uns mues—
tra de fluido.

Por cuanto el invenio es de la maxima utilidad
para el anslisis de muestras de sangre, en la descripeidn
que sigue se expondré el uso del aparsto en relacidn con
la sangre como la muestra de fluido, aunque serd facilmen-
te evidente para los expertos en la téenica cue ¢l invento
tiene un mayor campo de aplicacidn y que puede ser utili-~
zado como por ejemplo, cuando se desea, identificar y/o
clasificar particulas de microestructuras.

La préctica clinica corriente implica el andli-
sis de muestras de la sangre de un paciente para determi-
nar el tipo, la cantidad y las caracteristicas de los di-
versos clementos formados de la mismaj; los cuales, como
es blen sabldo, comprenden: gloébulos rojos o hematics, -
cinco variecdedes principales de gldbulos blancos.o leuco~
citos, y plaguetas. La técnica corriente consiste en depo-
sitar una pequeila cantidad de sangre completa sobre una -
platina de microscopio, tenirla y observar fisicamente, -
diferenciar y contar log corpisculos gue contienen la son
gre. -

Se conocen actualmente varlos dispositivos con
los que se trata de automatizar el recuento de la sangre.
Estos, en su mayor parte, son capaces de comtar zlbébulos
rojos y, nor tratamiento por descomposioién gquimica, el
total de gldbulos blancos. Kinguno de estos dispositivos
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gconocidos puede diferenciar en tiempo real las cinco va=-
i ;
riedades basicas de gldébulos blancos, ni sirven para todas
!las células, incluidas las plaquetas, sin procedimientos

' secundarios, y ninguno de ellos sirve pera clasificar y -

5 ‘reservar la célula mucstreada.
; De acuerdo con unz de las practicas actualmente
'conocidas, se diluye una muestra de sangre y, para contar
“los gloébulos blancos o leﬁcocitos, ge descompone una par-
Vte de la muestra para destruir los hematies y se impulsa
10 con bomba a través de una cémara de oObservacion iluminada
en campo oscuro. Al pasar cada particula a través de la -
- camara un perceptor fotogratico registra la dispersidon de
luz hacia adelante originada por los leucocitos. Para con
tar los hematies, la muestra que gqueda sin descowponer se
15 diluye mas y se impulsa con bomba a través de la camara.
Hste dispositivo no puede direrenciar entre tivos de ce-
lwdlas, y la nuestra es destruida en el ensayo.
En otra préctica conocida se utiliza un £luido
conductor gcara diluir la nuestra. Al pasar el rluido a -
20~ través de la camara de muestrieo, cambia la conductividad
del fluido debido a la presencia de las células. Is posi-
ble la diferenciacibn“entreHhematies y leucocitos debido
al tamafio relativo de las dos clases de celulas y a la -
consiguiente diferencia de conductividad de las'oé;ulas.
25 Egte sistema no es fdable para el recuento de plaguetas,
y tambidn se destruye la muestrs en el proceso.
Teniendo presente 10 expuesto en 1o gue antece-
de, hemos proporcionado en lineas generales un aparato de
acuerdo con el invento para identificar particulas espe~

30 cificas de microestructuras diversas dentro de un fluido,
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caracterizado por medios de conduccidn que contienen ung
muestra de dicho fluido con dichas particulas en el mismo,

" . 2 e .
medios de explorsciOn que exploran eficazmente la microes—

. tructura de las particulas individuales en dicho Fluido -

como consecuencia del paso de dicho fluido por ums regidn

- definida, medios detectores gue responden s dichoc medios

de exploracidn para desarrollar una sefial de salide eldow-

trica, y medios para analizar y trater dichs sefial de sa-

‘lida para obtener de la misma una pluralidad de seiisles -

~de salida que cada una corresponde a un constituyente en

perticulas especifico de dicha muesira.
Cuando la muestra de Fluido comprende sangre ¥y
las particulas que hay en el fluido constituyen los elemen

tos formados de la sangre, el aparato del invento vuede -

. @iferenciar entre todos los tipos de células de la £8n.re

sin necesidad de telildo ni de tretamiento de (GeBC 0L OSL~

4 7 . - ’ ’ e )
cion gquimica. Ademas, las células no son destruidas Ledisn

~fe su identificacibn y, si se desea, pucden clasificarse

¥ recogerse las células para posterior andlisis,

lids concretamente, el invento se refiere a un
eparato para uso con fluidos de muestra que contiencn Ler—
ticulas que tienen microestruciuras que afectan al reco-
rrido de la iluminacidn desde una Tuente de iluminccidn.
Una mucstra del fluldo puede ser diluids e impulsada con
bombe & través de una cdmara de observacidn microceciler
pare flujo sustancialmente sucesivo de las particulas in-
dividusles dentro del fluido. La microestructura de cadsn
particula puede ser observada medignte un sistema Gphico
para fase transiluminads. Un Gispositivo fotosensible res-

ponde & las varicciones de recorrido Sptico dentro de une
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varte de cada particula observada, y geners una sefial de
salida variable indicadore de egas variaciones. La sgelial

de salida puede ser analizada mediante un circuito Ldégico

., convenientemente programado el cual desarrolla sellales de -
. control que son aplicadas a controladores de flujo para -

- clagificar y recoger las diferentes particulas sobre la -

base de sus diversas microestructuras.

Cuando se usa sangre como fluido de muestra, el

- invento se basa en el hecho de gue cada tipo de células -
de la sangre presents una mnicroestructura gue tiene su -

- propia configuracidn arbitrsris espacial, lo cual no va-

riz con el tamafio ni con la madurez de la célula. E&s decir
gue la distribucidn espacial de las densidades dpticas pa-
ra cada una de las configuraclones de microestiructura es
especifica para cada tipo de célula. Asi, los tipos de cé
lulas individuales pueden identificarse por las diferen-
cizs en sus microestructuras. Hemos llegado a determinar
gue no es necesario observar ni explorar la microestructuy
ra completa de cualquier célula dada para poder llegar a
identificarla, pudiendo obtencrse informacidn suficiente
para la identificacidn de la célula explorando u observan—
do solamente la parte de la microestructura contenida den
tro dGe una estrecha rebanada a través de una célula orien
tada arbitrariamente, mientras ésta pasa a través de los

medios de conduccidn, los cuales pueden comprender un tu-

"o microcapilar.

Puesto gue la c¢élula y su microestructura pre—
genten suctancislmente el mismo color y el mismo contras-~
te, el uso de iluminzcidn no coherente no permitird usual-

mente ver la microestructura. No obstante, puesto que exig
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P o s o s e it e nTE

i
¢

- ten pequellas diferencias de recorrido Optico dentro de la

i

P . -
;microestructura de la célula, es posible utilizar unos me-

dios detectores que respondan a tales diferencias de reco-
rridos. s seilal desarrollada por tales medios detectores,

convenlentemente analizada y tratada, puede ser trodueida

para identificacidn del tipo de céluls particular que ze-—

nerd tal sefial., De esta manera el aparato puede funcionar

en tiempo real para diferenciar, contar, clasificar y re-
: coger los elementos formg?os de la sangre completa.

; Una vez identificada la particula cue pasa a -
trevés de los medios de conduccidn, el presente invento

. permite segregarla mediante la provisidn de medios adecua-
édos gue controlan el flujo de partioﬁlas, por nedio de -

s una pluralided de tubos flexibles, a una pluralidad de -
?reoipientes 0 vasos de recogida separados. Log tubos pue~

den ser controlados por elementos piezoceldéctricos, elecw—
X b ’

troestrictivos o magnetoestrictivos conectados a ellos,
flos cuales producen movimiento de los tubos preselecceiona—
idos para alinearse con el flujo que sale del tubo microca-
~pilar en respuesta a la sefial de control.

Los objetos y ventajas del invento sexén eviden—
. tes de la descripeidn detallada que sigue, considerzda -
. Juntamente con log dibujos que se acompafian, en los que:

La figura 1 es una representacién esquemitica

. el aparato de acuerdo con el presente invento; con partes
del miswo representadas en forma de blogues;
la figura 2 es una vista en cordte tomada a tra-
vés de la linea 2-2 de la figura 1;

le figura 3 es una vista en corte tomada a tra-

vés de la linea 3-3 de la Ffigura 1;

385591
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lizador de seilal de la figura 1, en gue se ilustran los -

i componentes usuales del mismo en forma de blogues; ;

la figura 5 es una reypresentacidn grifica gque

i sirve de ejemplo del espectro de emergis relativa en fun-|
1

b t
i cibén de la frecuencia para los diversos tipos de leucoci—i
i
|

" tos de la sangre;

i

la figura 6 es un diagrama funcional eSQueméti—§
i
|

co del clasificador ilustrado en la figura 1;
la figura 7 es una vista en corte del clasifica-

. dor ilustrado en la figura 1; ¥

la figura 8 es una vista similar a la de la fi-

gura 1 que ilustra una modificacidn.

Como anteriormente se ha indicado, aunque la deg

cripeidn que se hace es de gplicacidn en el campo del and-

. lisis de la sangre, se hace resaltar también que ello se

- ha hecho Unicamente con fines ilustrativos, y no debe en-—

i

_tenderse como una limitacién de los conceptos del invento:

- 8 egte campo particular.

En la sangre humana normpal hay siete elementos

formados, los cuales estdn en formz de células o de frag-.

“mentos de células que son vertidos en la sangre y que son

;producidos por la médula de.los huescs y por otras fuentes.

- Los elementos formados estdn en suspensién en una solucidn

. de plasma salina. lLas células ocupan aproximaedamente el —:

H

" 50% del volumen totel de la sangre en circulacidn. Los -

: glébulos blancos o leucocitos son verdaderas células con

- nicleos y con movilidad activa; son los mayores de los =

' elementos formados y su tamafio varia entre 12 micras y 20

- micras. Hay cinco tipos de gldbulos blancos; a saber: neu~

..385501
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trdfilos, eogindfilos, basgdfilos, linfocitos y monocitos.

Los otrog elementos formados de lg saugre son los hematie

w

‘0 eritrocitos (gldébulos rojos) y log trombocitos (plaque-
‘tas). Bl ndmero medio de elementos formados por milimetro

iclbico de sangre e¢s el siguiente:

TIPO_DE "CELULAM NUMERO
Eritrocitos 5,40 x 106
Heutrdfilos - 4,40 x 103
Eosinbfilos L e 0,20 x 103
Basdfilos 0,04 x 103
Tinfocitos 2,50 x 103
lonocitos 0,30 x 103
Trombocitos (plaquetas) 250 x 103

Los leucocitos tienen una densidad dptica neu~-

"tra y son bastantes flexibles y de fdcil modificacidn de

“gu forma, en general esférica. Los eritrocitos (hematies

.o gldébulos rojos) son fragmentos de células que no contig

nen micleo. Todos los hematies tienen aproximadamente el

-mismo tamafio y la misma forma, y son discos bicdncavos de

'7,2 micras de didmetro por 2,4 micras de grueso. Son bas-

tante flexibles y bastante densos dpticamente debido al

contenido en hemoglobina. Los trombocitos o plaquetas son

' los elementos formados mds pequefios. Tienen aproximademen~

te 2 micras de didmetro y contienen un granulo bastante -
denso.
Con referencia ahora e los dibujos, y mig con-

cretamente a la figura 1, se ha representado esquemdtica-

~mente un recipiente pars muestra en 10, con una psrte in-

" ferior de forma cdénica alrededor de la cual estdn situa-

dos una pluralidad de hilos eléctricos que forman bobinas

385591
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11 para cooperar con un agitador 12 montado interiormente.

Las bobinas 11 estdn conectadas a una fuente adecusds de

,
i
i
.
i
i
!
,
:

energia eléetrica (no ilustrada).

Situado junto al recipiente 10 de muestra hay
un vaso 13 para entregar una cantidad medida de sangre no,
diluida a2l recipiente 10. Para este fin, un miembro de - ;

pistén 14 se aplica = deslizamiento a la pared cilindrica ;

.interior del vaso 13, para entregar la sangre no diluida

 desde una entrada 16 a una salida 18, la cual comunica con

el recipiente 10.

Junto al recipiente 10 se ha dispuesto un vaso

20 de suministro de diluyente para suministrar una canti-

dad medida de fluido diluyente, tal como una solucidn sa-

:1ina, a un recipiente 10 de muestra. Un pistén 22 desliza

"dentro de la pared cilindrica del vaso 20 y controle la -

- entrega de diluyente desde una entrada 24 a una salida 26,

la cual estd en comunicacidn de fluido con el recipiente

" 10.

Un pistdén 28 estd recibido a deslizamiento en
el recipiente 10 para entregar la mezcla de sangre y di- |

luyente a través de la parte cénica inferior 30 del mismo,

‘g una conduccidn 32 ¢ilindrica enteriza ¢ convenientemen~.

fte acoplada. Pueden hacerse funcionar pistones, 14, 22 y

|

- 28 para proporcionar un caudal constante, mediante cual-

. quier nimero de actuadores usuales adecuados (no ilustra-.

t
H

dos). Alternativamente puede proveerse cualquier estruc-—

 tura adecuada para mezclar y entregar la sangre y el di-

luyente con un caudal constante.
Ia conduccidn 32 comunica con un paso 33 micro-

capilar de didmetro reducido, el cual, como se ha llusira-

385591
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513 ';;:T

do en la figura 2, es de seccidn transversal rectangular

aplastada. Bl tamafio del paso 33 debe ser suficientemente

: o . Iy U4
; pequetio para permitir gue las particulas pasen a su tra=-

vés en sustancialmente una sola fila. Cuando las particu=-

las son los elementos formados de la sansre completa, se

ha comprobado gue es apropiado un tamafio del orden de 8

"por 10 micres. El paso microcapilar 33 convenientemente

¢ dimensionado, ilustrado en las figuras 1 y 2, puede fabri-

: . R Fd N -
i carse a partir de un par de placas Opticamente transparen-

tes, tales como de vidrio, 330 y 332, que tienen empare~

- dada entre ellas una capa 334 que puede haberse deposita-
;do en vaclo y haberse tratado con una proteccidn o mdsca—
ra apropiada para evitar que se efectliie el depdsito de esa
i capa en una tira central de la placs de vidrio. Cuando se
- combinan las placas 330 y 332, esa tira central en que no
se ha efectuado el depdsito formard entonces el paso capi-

“lar 33. Bs de sefialar gue puede emplearse cualquier oira

téenica adecuada para consegulr un paso capilar de las di-

mensiones requeridas. La conduccidn 32 se acopla auna par-

- te 336 de boca de forma de embudo Gel emparedado de vidrio,

por medio de un tapbn eldstico 338 4 similar.

Junto al paso microcapilar 33 se dlspone un sis-

 tema Optico de fase para ampliar y observer el flujo de -
- particulas a su través, cuyo sisteme comprende: une fuen-
te de iluminecidn 34, un diafragma 36 que tiene una aber-

~tura central 38, lentes condensadoras 40, lentes de obje—

tivo 42 y una placa de fase o de difracciln 44. Tl siste-
me dptico proporciona indgenes de las muestras gue pasan
a través del paso microcapilar 33 sobre un plano de ime-

gen 46, en el cual hay situado un dispositivo fotosensible

385501
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‘adecuado 48, ilustrado a escala considerazblemente amplia~

;da para mayor claridad, el cual puede comprender tipicameg
~te un fotodetector planar de silicio NPW. El tawmaiio del - .
gdispositivo fotosensible o detector 48 es tal, con respec-—
"to al temafio de la muestra de la que se obtiene la imagen,
'un leucocito por ejemplo, gque solamente una rebanads de -

' seccidn transversal delgada de la imagen de la célula atra

5
viesa el detector al pasar a través del paso microcapilar :

-33, cuya imagen se ha representado en 331 en la figura 3. .

jLa sefial procedente del detector 48 es alimentada a tra-

vés de le linea 49 a un ampliiicador de sefial 4 en el cual

es convenientemente ampliada, y la salida del mismo es con

ducida por la linea 49.
Como se ha ilustrado en ls figura 3, un segundo
fotodetector 50 estd situado juntec al detector 48 y res-
N o e . o ~ N
ponde a la iluminacidn que incide fuera de la imagen pro-
vectada 331 para compensar los cambios en losg niveless de
iluminacidn desde la fuente de iluminacidn 34, como es —

corriente. La sefial de ilvminacidn de referenciz.es con-—

' ducida por la linea 51, la cuzl va al amplificador A.

Ia sefial procedente del detector 48 es alimenta-

da a un analizador de sefial:52 por la linea 49'. Como se

i ha ilustrado en la figura 4, el analizador de sefial com-
- brende una pluraliaad de filtros de banda estrecha 520,

: 522 y 524, los cuales entregan sefiales respectivamente a
- una pluralidad de detectores o filtros de paso bajo 526,

528 y 530 a través de lineas 532, 534 y 536. Los detecto-

res 526, 528 y 530 entregan seflales a los circuitos 538,
540 y 542, respectivamente, a través de las lineas 544;

546 y 548. Los circuitos 538 v 042 son circuitos de um-

38559 1

- 11 -



10

15

2G

25

30

2.7.71

“bral, los cusles podrizn comprender tipicamente circuitos
%de béscula de Schmidt, mientras gue el circuito 540 e¢g un
circuito de umbral variable, el cual podria comprender +i-
. plcamente un comparador electrdénico usval. La salida del

detector 526 es también alimentada al comparador 540 & tra

.vés de una bifurcaciln de la 1ines 544, como se ha ilus-
- trado.
Con refeérencia nuevemente a la figura 1, las ce-

finles de salida de los cireuitos 538, 540 y 542 son entre-
gadas a un circuito légico 54 a través de lineas 56, 58 v
60, recpectivamente. Como se estudiard con mayor detalle
~en lo que sigue, el circuito 54 podria comprender tipica-
mente un circuito légico binario de tres bitios, el cual
puede producir hasta ocho salidas de decisibn en respues—
ta a tres entradas. Les sefiales de salida del circuito 54
son entregadas a un contador 62 por las lineas 64, 66, 68,
70, 72, T4 y T6. Sefiales remirticadas de las lincas 64, 66,
66, 70, 72 y T4 son entregadas respectivamente para el con
trol de un clasificador 78 por 1ineas 80, 82, 84, 86, 88
¥ 90. Las sefiales del contador 62 pueden ser alimentadas

a indicadores y/o registradores adecuados por 1ineas 92,
94, 96, 98, 100, 102 y 104.

£1 clasificador 78 estd convenlentemente unido

de modo fijo al emparedado Ge vidrio 330, 332, de tal wo-
do que el paso capilar 33 comunica con el interior Gel -
mismo, como se ha ilustrado en la figura 7. Con veferen—
~cla g las figuras 6 ¥ 7, el alojamiento 78 del clszsifico-
dor tiene fijados a la superficie externa inferior del -
misro una pluralidad de vasos de recogida de muesira dis-

puestos circularmente 780, 782, 784, 786, 788, y 790, al-

38550 1
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j

%rededor de un vaso de recoglda central 792. Una pluralidsad
! ge aispositivos motores 794, 796, 798, 800, 802 y 804 es-.
%tén fijados por un extremo al interior del alojamiento 78?
! del clasificador y, respectivamente, por sus otros extre—:
Emos a una plurslidad de tubos de recogida Ilexibles 806,:
1808, 810, 812, 814, y 816, los cuales estdn dispuestos cig
gcularmente en un exiremo alrededor del eje longitudinal ~:
' del paso capilar 33. Los tubos pasan a través de abertu-

" ras en la base del clasificador 78, comunicando los extre-

"mos inferiores de cada uno de ellos, con el interior de su

respectivo vaso de recogida 780, 782, 784, 786, 788 y T790.

. Un tubo central 818 que tiene un extremo superior sbocina—
" do es coaxial con el paso capilar 33 y estd en comunica-

“cibn con el vaso de recogida central 792, como se ha ilus-—

trado en la Figura 7. Ias sefiales procedentes del cireti-.
to légico 54 por las lineas 80, 82, 84, 86, 88 y 90, son
alimentedas respectivamente a dispositivog motores 794,
796, 798, 800, 802 y 804, para la actuacidén de los mismos.
Los dispositivos motores 794, 796, 798, 800, -

802 y 804 pueden ser de los tipos: piezoeléctrico, electroes
. trictivo o magnetoestrictivo, los cuales, como es blen sa-

" bido, se alargan en"respuésta a una sefial aplicada.

Se ha previsto una bombs de circulacidén 820 pa-

ro mantener un flujo dé gas inerte, a través de los tubos

. de recogida, a los vasos de recogida. Para este fin, hay 4

previstos una pluralidad de pasos de entrada (de los cua-~

~ les solamente se ha ilustrado uno) entre cada uno de los

vasos de recogida y la entrada de la bomba.

En el funcionamiento del aparato descrito en 1o

" que antecede, tal como se aplica para el recuento, la iden

385591
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 tificacidn y la clasificacidn de los elementos formados de
éla sangre, se mezcla la muestra de sangre con el diluyen-
fte en el recipiente 10, por medio del agitador 12 magnéti-
:€0 0 de otro tipo adecuado. De preferencia se trata lo julcs}
§cla con un anticosgulante para evitar que se coagule, y -
Epuede mantenerse a una temperaturs comstante por medios -
afecuados, no ilustrados. El diluyente sctis Lurs, Dropor-
.clonar separacidn adecuads de las célules pars asegurar -
que las células individuales pasardn g través del sistens
sucesivamente. Puesto que el tiempo de recpueste del apa-
rato dependera del espaciamiento entre células al 0asar -
éstas a través del pago microcapilar 33, el cuzl depende
@ su vez de la cantidad de diluyente, la proporcidn de di-
‘1uyente empleada puede actuar para mantener el flujo de -
‘células dentro de un tiempo de respuesta razonable para el
'aparato. Por ejemplo, para un régimen de dilucidn de 10:
:1, para observar 1.000 células por segundo seria necesaria
una velocidad de las células 2 través del paso microcapi-
lar de 0,024 metros por segundo.

S1 se observan las células bajo iluminacidn dp-
-tica ordinaria no coherente, no serd posible discernir sus
fmicroestructuras. Ello se debe a que hay solamente uns Gi-
ferencia muy pequeiia en recorrido dptico entre le microes-
tructura y las partes circundantes de las células, sin que
haya diferencia alguns esencial en cuznto = color o 8 con—
traste. Existe solumente una diferencia de fase gue no es
visible bajo la iluminacidn ordinsria. No obstante, con la
iluminacidn de fase del presente invento, la estructura o
nicroestructura de granos sustancislmente invigibles de -

las células, a medida que desfilan a travds del capilar 33

785501
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ésucesivamente, se hace visible en el plano de imagen 46.
% Ia abertura 38 en el diafragma 36 crea sustan—
écialmente una fuente puntual de luz monocromitica que in—;
icide sobre les microestructuras de la célula, asi como so-3
fbre el medio circundsnte aue hay entre ellas. Puesto que
ilas microestructuras tienen Indices de refraccidn que se

traducen en recorridos Opticos que difieren de los corres-

"pondientes al medio circundante, la radiacidén gue pasa a

‘su través experiments un cambio de fase con respecto al

resto de la radiacidén. En otras palabras, las microestruc-—

turas actlan difractando o desviando el conjunto de los -
rayos que inciden sobre ellas, mientras que el resto del
haz luminoso permenece sin desviar o gin difractar. El -
haz desviado se ha ilustrado por las lineas de trazos &,
mientras que el haz no desviado se ha ilustrado por las

1ineas de trazo lleno 7 en la Figura 1. Puesto que le di-

ferencia de recorrido entre las microesgtructuras y el me-

dio circundante es muy peguefia, es bien sabido que el des-—

plaganiento de fase introducido por las microestructuras

serd igual a un cuarto de longitud de onda. La placa 44

de fase o de difraccidn actia introduciendo un desplaza-

niento de un cuarto de onda, adicional entre el haz desvia~

do y el haz no desviado. De esta manera, cuando los haces

' d y u se combinan o interfieren en el planc de imagen 46,

" habrd entonces una diferencia de contraste entre las micro

estructuras de la muestra y el medio circundante, cuya di-
ferencia puede verse y detectarse. Para un cstudio més de-
tsllado de los fendmenos de sistemas Opticos de fase o de

iluminacidn de fase deberd hacerse referencia a la publi-

. cacibn "Phase Microscopy Principles and Applications' —-

78559 1
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;("Prinoipios ¥ 4plicaciones de la Kicroscopia de Fuse")
%de Bennet, Jupnik, Osterberg y Richards, editada por John
jWiley and Sons, Inc., 1.951. EI paso microcapilar 33 es
%de preferencia de seccidn transversal rectangular aplasito-
icle., como se ha ilustrado, para evitar la nccesidad de com
;rreciones especiales que serian necesarias con pasos de -

seceidn transversal circular

La imagéﬁ de la célula gue pasa a través de la

“parte de cémara de observacidn transiluminads del paso 33

4 amplificada o wmuchos aumentos, a 1.000 zswentos por
-ejemplo, y proyectada sobre la superficie del detcctor 48.

En la Figurse 3 se ha representado el temaiio del Fotodetec—

- tor 48 con respecto a la imagen del paso capilsr 331, a -

escala muy ampliade, para mayor claridad. Realments, el =

drea sensible del detector es bastante pe eguelin en coLparo—

oL

cidn con el tamafio de la imagen proyectada de la cdlula,

¥ pucds ser tipicamente del orden 0,10 x 0,10 micras. De

egta manera los componentes individusles de 1a microestrue

Ctura de la célula producirdn un valor continusmente varis-

ble de la inteneidad de luz que incide sobre el detector
48 al desplazarse la célula mis 2114 del dren seneibic del
Misno.

Las variaciones en la intensidad de la radiscidn

incidente sobre el detector 48 pueden producir uns resige-

tencla u otro camblo adecuado dentro del detector, depen-

diendo de la eleccidn particulor Gel detector, la cual ori
gina una fluctuscidn del voltaje en la 1fnsa de walida 49,
Ise voltaje es amplificado en 4, con modulacidn adecuada
8i es necesarlo desde el detector de referencia 50 por la

1inea 51, y es alimentado como una seflal de entrada en la

385591
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efectia solamente una pasada a través del detector y sola-

imente son detectadas las microestructuras que estin en un

£

plano perpendicular al eje dptico en el punto focal, no -~ .

{

i
|
!
Eobstante, como se verd en lo que sigue, le informacidn cod
ftenida en tal parte de la imagen de la célula, debidamen= '
' te analizada, es suficlente para identificar y diferenciar
‘el ipo de célula.

Se ha comprobado gue el andlisis espectral o de
Fourier de las seilales sin tratar desarrolladas por el de-—
tector producird un espectro de potencia diferente para ca
da tipo de célula; y esto se cuuple independientemente del
tamafio, de la madurez y de la orientacidn de la célula. En

. otras palobras un andlisis de un gran ntmero de células
del mismo tipo proporcionard espectros de potencia sustan-
cislmente idénticos.

Los datos ilustrados por las curvas de la Figu-
ra 5 son ejemplos de espectres de potencia para log cinco
tipos de gldbulos blancos, determinados mediante un andli-
sig de Fourier de un gran numero de seiales sin tratar de
cada tipo de célula..fomo se ha ilustrado en la Figura 5,
‘1as curvas se expresan en términos de niveles de potencia
espectral relativa en funcidn de la frecuencia, en ciclos»
por unidad de longitud. Bs de hacer notar que otras técni-
cas de analisis de la seilal pueden producir curvas gque di-
fieran de las ilustradas en la Figura 5. Estas curvas, sin
embargo, serian también diferentes para cada tipo de célu~
la.

Una vez determinados estos distintivos espectros

38559 1
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"de potencia, es cuestidén relativamente sencilla elegir -
raquellos valores del espectro de potencia relative dentro
. de bandas de frecuencia particulares gque diferencien un ~

tipo de célula de otro. Por cuanto puede haber muchos ve-

Elores diferenciandores de nivel de potencia relativa/banda
%de frecuencia, asi como muchas combinsciones diferentes de
élos nismos que pueden incorporarse por separado o conjun-
itamente en un diseilio particular, los ejemplos que ce dan
‘en lo que sizue hen de considerarse énicamente como ilus-
trativos de un conjunto de valores que se comportan satis-
'factoriamente; pueden usarse otros que se comportorian -
7igualmente bien.

4si, a fin de identificar los gldbulos blancos,
-las sefinles procedentes del amplificador A y aplicadas a
la entrada del analizador de sefial en 48' se analizan por
este para determinar lo sizuiente:

(1) Para un ciclo por unidad de lonzitud ies ma-

yor que 100 la potencia relativa?

(2) Para seis ciclos por unidad de longitud ges
la potencia relativa igual o mayor que la
potencia para un ciclo por unidad de longi=-
tud?

(3) Para diez ciclos por unidad de longitud ses
menor gque 10 la potencia relativa?

De la inspeccidn de la Figura 5 puede verse que:
ung respuesta alfirmativa a la prezgunte (1) combinada con
respuestas negativas a las preguntas (2) y (3) identifica-
rén a un neutrdfilo; una respuesta negativae a las tres Dre-

“guntas identificard a un monocito; respuesias negativas a

las preguntas (1) y (3), combinadas con una respuesta afir

385591
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; mative o la pregunta (2) identificard a un linfocitos res—

H
]
¢
3

B

puestas afirmativas a las preguntas (1) y (3) combinadas

con una respuesta negativa a la pregunta (2) identificaran

S a un eosindfilo; y respuestas negativas a las preguntas |

(1) y (2) combinadas con una respuesta afirmativa a la pre

'

gunta (3) identificardn a un baséfilo. ;
Debido al gran contenido en hemoglobina de los

glébulos rojos y puesto que, a diferencia de los gldbulos

- blancos, los glébulos rojos no contienen nmicleo ni grénu-

los, tienen un espectro de potencia completamente diferen-

te al que tienen los glébulos blancos. Aungue no se ha -
ilustrado en la Figura 5, se ha comprobado que la poten—

cia relativa del gldébulo rojo eg superior a 100 para 1, 6

‘y 10 ciclos por unidad de longitud. Por lo tanto, respues-

- tas afirmetivas a las preguntas (1) y (2) combinadas con

_una respuesta negativa a la pregunta (3) identificardn un

. £1ébulo rojo. Siendo las plaguetas el tnico elemento for-

rado que cueda, pueden identificarse cuando se obdiene una
seffal que no estd comprendida dentro de ninguno de los mdr
genes de valores dados en 1o que antecede.

De acuerdo con la técnica descrita en lo que an-—

- tecede para identificacién, log filtros de banda estrecha

.

520, 522 y 524 actlan para permltlr gue aquellas seliales

centradas alrecdedor de tres ¢recuencl en la relacibn de

"1, 6 ¥ 10 sean pasadas, respectivamente, a los detectores

526, 528 y 530, los cuales actlan para eliminar las per-

turbaciones transitorias de la sefial, de una manera cono-

cida. El dispositivo dé umbral 538 desarrollard una sefial

en la linea 56 solamente si la potencis de la sefial en la-

.linea 544 es mayor que un valor predetermlaado (mayor que

385501
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100 en el ejemplo dado). Asi, una sefial en inea 56 se-

‘ria eguivalente @ una respuesta afirmetiva a la vresunta

3(1). E1l comparador eldéctrdnico 540 compara la potencia de

Ela sefial procedente del detector 528 (para seis ciclosg por
%unidad de longitud en el ejemplo dado) con la procedente
del detector 526 (para un ciclo por unmidad de longitud en
Zel ejemplo dado), desarrollando una selial en la linea 58
zsolamente si la potencia en la linea 546 es izuel o mayor
gue la de la lineaz544, 1o~ cual equivaldria s uns respues-
to afirmativa o la pregunta (2) anterior. La unidad de um—
bral 542 desarrollarsd una sefinl en la linea 60 solamente
si la potencie de la seflal en la linea 548 es menor que
un valor predeterminado (menor que 10 en el ejemplo dado).
Asi, una sefial en la linea 60 equivaldria a una respuesta
-afirmativa a la pregunta (3) anterior. Serd por tanto evi-
~dente gue la presencia o la ausencia de sefiales en las 11
‘neas 56, 58 y 60, en combinaciones particulares predeter—
‘minadas, indicard los cinco tipos de gldébulos blancos y
blos gldbulos rojos. Las seiiales que no gueden comprendides
en estas combinaciones, por un proceso de eliminacidn, se-
‘rén representativas de las plaguetas.

Las seifinles procedentes de las linea 56, 58 ¥
60 son alimentadas al circuito 1ldégico 54, el cual podria
comprender tipicamente un descodificador binario de tres
‘bitios usual, que actla en respuesta a tres entradas para
proporcionar hasta ocho salidas de decisidn, solamente sis
-te de las cuales se usan como representativas de la iden-
tidad de cada uno de los cinco tipos de gldbulos blancos,
de los gldébulos rojos y de las plaquetas. Asi, una sefial

en la linea de salida 64 podria indicar un neutrdfilo; en

385591
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la linea 66 podria indicar un monocito, en la linea 68 po-
dria indicar un linfocito; en la linea 70 podria indicar
un eosindfilo; en la linea 72 podria indicar un basdfilo;
en la linea 74 podris indicar uns plagqueta; y en la linea
76 podria indicar un g1lébulo rojo. Estas seiiales se apli-
cen a un contador usual o similar 62, el cual lleva la -

cuenta del mimero de veces que cada tipo de célula es iden

tificado en tiempo real al pasar las imdgenes de las mis-

mas més alld del detector. Las sefiales procedentes de los
contadores por las lineas 92, 94, 96 y 98, 100, 102, 104
pucden ser alimentadas a indicadores adecuados y/o regis—
tradores, los cueles podrian indicar o imprimir los siguien
tes datos:

(1) Némero de hematies o glébulos rojos vor mi-

limetro cubico de sangre completa.

(2) Nimero de plagquetas por milimetro clbico de

sangre completa.

(3) Himero de glébulos blancos por milimetro ci-

bico de sangre completa.

(4) Nimero de cada tipo de gldébulos blancos.

(5) Tanto por ciento del total para cada tipo

"~ de glébulos blancos.

Con referencia de nuevo a las figuras 1, 6 y 7,
las sefiales de salida, .indicadoras del tipo de célula, des
de el circuito 1légico 54 pueden emplearse como sefiales de
control por las lineas 80, 82, 84, 86, 88 y 90 que van al
clagificador 78. Una sefial en cualquiera de estas lineas

accionard su correspondiente dispositivo motor 794, 796,

798, 800, 802 u 804, y hard que el mismo se alargue para

mover con ello uno de log tubos dispuestos circularmente

38559 1

-21 -



10

15

20

25

30

2¢7.71

R
o

806, 808, 810, 612, 814 u 816 y se traslade directamente

bajo la parte de salida del paso capllar 33 para recibir
el tipo de célula particular asociado con la seiial de con-
trol. Como se ha ilustrado mediante las lineas de trazos
de la ¥igura T, el tubo 816 ha sido movido por &l disposi-
tivo motor 804 a unz posicidn directamente debajo del pa-—
so capilar 33. Las nuestras de tipos de célulasg particu-
lares son entregadés a través de los fubos a vasgos de ve-
cogida 780, 732, 784, 78637788 y 790. La bombs 820 actia
para mantener un flujo imperativo de gas inerte, tal cowo
de nitrdgeno, desde la boca de cada tubo a su vaso de re-
coglda asociado. De esta manera, las células degositadas
en los tubos de recogida desde el paso microcapilar serdn
introducidas en los vasos de recogida. Cuando no hay seusal
para accionar ninguno de los dispositivos motores, la co-
rriente que sale del paso capilar 33 serd recibida por el
tubo central <18, que conduce el vaso de recogida central
792, el cual puede usarse para recoger los hematies o glé-
bulos rojoé de la sangre, ya que estos son los que estdn
en mayor nimero. Para este fin, la linea 76 procedente del
cireuito 18gico 54, que es la que indica los ¢ébulos ro-
jos de la sangre, no precisa tener conexidn de control con
el clagificador. Asi, en ausencia de una seiial de control,
el clasificador actuard para recoger normalmente los zlé-
bulos rojos de la sangre.

El tamaiio de log gldébulos blancos es en general
mayor que el tamafio del paso microcapilar 33, y al pasar
a través de éste se producird un cierto alargamisnto de
los gldbulos blancos. Por consiguiente, el detector 48 -
"yerd" siempre la imagen de una parte de los gldébulos blan
385591
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cos, la cual, como se ha sefialado en lo gue antecede, es
suficiente para llegar a una identificacidén. No obstante,
por lo que se refiere a los hematies y a las placuetas,

es posible que un pequefio nimero de éstos puedan no ser
"vigtos" por el detector. Al ser las plaquetas menores que

le abertura del capilar, podrian fluir fuera del drea del

detector. Los hematies, por ser muy delgados, podrien evi-

tar el detector al circular en sentido de canto contra las
paredes del paso microcapilar.

Para asegurar que se cuentan todas las células,
en especial todos los hematies y todas las plaquetas, pue-
de modificarse el aparato de la figuras 1 como se ha ilus-
trado en las figuras 8 y 9, en las que se emplean numeros
similares para representar las partes que son simllares.
Un segundo detector 110, el cual puede ser un fotopercep-
tor en forma de tira, estd situado paras abarcar todo el
espacio a través del paso microcapilar y estd aguas arriba
del detector 48, como se ha ilustrado en la figura 9. Pueg
to que el perceptor de tira abarca todo el espacio del mi-
crocgpilar, las pequeﬁas'plaquetas v log hematies en sen-
tido de canto son también observados. EL perceptor de tira
podria ser bastante estrecho, de aproximadanente 0,5 por
10 micras en el 4rea sensible. La seflal procedente del fo-
toperceptor de tira 110, por la linea 111, es convenlente-
mente amplificada por el amplificador A' y alimentada por
la 1inea 111! 2 un detector 112. El amplificador A' puede
ser modulado a partir de la sefial del detector de ilumina~
cidén de referencia por la linea 51, como en la realizacién
anterior.

El detector 112 podria comprender tipicamente un

7185591
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integrador eléetrdnico con circuitos umbral gue actlan pa-
ra clagificar directamente los hematies y las plaquetas
sobre la base de sus caracteristicas clarsmente diferentes,
tanto de cada uno con respecto al otro como con respecto
a los glébulos blancos. Asi, la sefial procedente de una
plagueta seris una cresta brusca en respuesta al pegueiio
digmetro de 2 micras de la misma. Por otra parte, la se—
fial de un glébulo‘fojo, mayor, duraria algo mag y wnroduci-
riaz un mayor cambié de ééi%aje. Bl detector 112 podria te-
ner convenientemente dos umbrales, uno para las snlaguetas
vy otro nara los hematies o gldébulos rojos. Si no se ovser—
va ni una plaqueta ni un gldébulo rojo, se alimenta una se-
fial por la linea 114 a un circuito de activacidn usual 116,
el cual permite gque la salida amplificada del detector 48
sea alimentada al analizador de sefial 52'. Las seiinles pa-—
ra las plaguetas y los gldébulos rojos son alimentadas res—
pectivamente, por las lineas 120 y 122, a un contador 124
de gldbulos rojos y plaguetas, el cual puede estar separa=-
do del contador 62! de gldébulos blancos. ILa sefial de nla-
queta por la linea 122 es alimentads al clasificador 78 -
por 126, para el control del vaso de recogida de muestras
de plaquetas, como en la realizacidn anterior.

Aungue en la exposicidn gue antecede se han des
crito dos realizaciones pnreferidas del invento, a los ex-—
pertos en la téenica se les ocurrirdn otras modificaciones,
sin desviarse Gel espiritu del invento. Se pretende, por
tanto, que el presente invento solamente guede limitado
por el alcance de las reivindicaciones que se acompaian.

La presente solicitud que corresponde a la pre-

sentada en los Zgtados Unidos de América, con fecha 18 de

.. 385591
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_una parte que es transParente

Noviembre de 1969, bajo el nimerc 877.729, se acoge a los

beneficios del arficulo 51 del vigente Estatuto sobre Pro-

piedad Industrial.

REIVINDICACIONES

Los puntos de Invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de la presente solicitud
de Patente de Invencidn, en Espafia por VEINTE afios, son
los siguientes:

12.= Un aparato para identificar particulas es-
pecificas de microestructuras diversas dentro de un fldi-
do, caracterizado por medios de conducto gue contienen uns
nuestre de dicho £ldido con dichas particulas en el mismo,
medios de exploracién que explorsn eficazmente le microes-
tructura de las particulas individuales en dicho fluido =
como consecuencia de pasar dicho fldido por una regidn de-
finida, medios detectores que responden a dichos medios de

exploracidn para desarrollar une sefial de salida eléctri-

ca, v medios para analizar y tratar dicha sefial de salida

para obtener de la misma ung pluralidad de sefiales de sa-~
lida que cada una corresponde a un constituyente especifi-
co en particulas de dicha muestra.

22,~ Un aparato segin la reivindicacidén 1, carac
terizado pofque dichos medios de conducto #fienen el menos
a la radiacidn electromag-

nética, comprendiendo dichos medios de exploracidn ( una

38559
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fuente de iluminacidn para iluminar dicha purie de dichos
medios de conducto y la muestra que hay en los mismos, y
(b) medios de desplazamiento de fase rara desplazar el re-—
~corrido de la radiacidén electromagnética gque pasa = tra-
5 vés de los componentes de la microestructura de dichas par
ticulas con respecto a la radiacidén electromagnética que
basa entre ellog, respondiendo dichos medios detectores a
la radizcidn que pasa a través de dicha parte de dichos -
medios de conducto para ‘desarrollar dicha sedisl de salida
10 “eléctrica.
2.~ Un aparato segin la Reivindicacidn 28, ca-
racterizado porque dicha fuente de iluminacidn coopera con
medios Opticos para ampliar la imagen del Fldido de mues—
tra y de las particulas entes de que incidan sobre dicnos
15 medios detectores.
2.~ Un aparato segin la reivindicacidn 38, ca-
racterizado porgue dichos wedios de conducto estdn dimen-
sionados con relacidn al temaiio de dichas particulas de -
tal modo que las perticulas se distribuyen en dGichos medios
20 de conducto en esencia sucesivamente.
58.~ Un aparato segin las Reivindicaciones 3& o
48, caracterizado porque dichos medios detectores tiecumen
un drea sensible a la radiacidén que es mucho menor que la
imagen de la particula que incide sobre ella, con lo cual
25 solamente una rebvanada de seccidn transverssl delgada de
'//{733 imagen de la particuls atraviesa dicha drea sensible

/ + al moverse dicha particula con respecto a dichos nedios

v

de exploracidn.

8,- Un aparato segln cualquiera de las Neivine
& q

dlcaclones 22 a 58, caracterizado porque dichos uwedios de

/ 38550 1
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desplagamiento de fase desplazan el recorrido en sustan—

cialmente una cuarta parte de una longitud de onda.

72.~ Un apurato segin cualquiers de las Reilvin-
dicaciones 28 a 62, caracterizado porqgue dicha fuente de
iluminacidn comprende uns ruente de radiacidn sustancial~
mente monocromatica.

82.~ Un aparato segin cualguiera de las Reivin-
dicaciones ﬁreoedentes, caracterizado por medios de recuen
to que responden a dicha pluralidad de seifiales de salida
obtenidas de dichos medios de andlisis y tratamiento.

99,~ Un aparato segin cualgquiers de las Reivin-
dicaciones 3§ a 32, caracterizado por segundos medios de-
tectores situados adyacentes e dichos medios detectores -
primersmente mencionados, teniendo dichos segundos medios
detectores un 4rea sensible a la radiacidn dimensionada
de tal modo que abarca la imagen del fluido de muestra en
un plano que es sustancialmente perpendicular al eje lon-
zitudinal de los medios de conducto.

102.- Un aparato segin la reivindicacién 98, ca-
racterizado porgue dichos segundos medios detectores es-
tén situados aguaes arriba de dichos medios detectores pri
neranente mencionad6§”boﬁ fésPecto al sentido de movimien-
to del fliido de muestra.

112.~ Un aparato segun las Reivindicaciones 92

0 108, caracterizado por medios de umbral que responden a

/4géﬁales de salide predeterminadas desde dichos segundos -

./l/ s . . . . -
f// medios detectores, para proporcionar salidas indicadoras

de las mismas.
122,- Un aparato segln la Reivindicacitn 118,
caracterizado por medios de recuento gue responden a di-
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chag seiinles de salida predeterminadas desde dichos medios
de umbral Oltimamente citados.

138.~ Un aparato segln las Reivindicaciones 118
0 128, caracterigzado por medios de caﬁacitacién para ali-
mentar la salida de dichos medios detectores primeramente
mencionados a dichos medios de andlisis y trataniento en
respuesta a una sefial de salida obtenida de dichos segun~
dos medios detectores gue dlfiere de la sellal de salida -
desde los mismos qﬁe-da‘pnr resultado dichas sefiales de -
galida predsterminadas.

142.- Un aparato seglin cualquiera de las keivin-
dicaciones pfecedentes, caracterizado por al wenus dos wme-
dios colectores, destinados pars comunicacidn de fldido
con dichos mediog de conducto a2guas abajo de dicha parte
de los mismos, y medios de control gue responden a diches
sefiales de control desarrolladas por dichos medios de and-
lisis y tratamiento para poner medios colectores individua
les predetermingdos en comunicacidn de £léido con dichos
medios de conducto.

152.~ Un aparato segin la Reivindicacidn 142,
ceracterizado porgue el mimero de dichos mediog colectores
corresponde el nlmero de diferentes constituyentes en per-
ticulas en dicho f£liido de muestra.

162.- Un aparato segin las Reivindiceciones 148
o 152, caracterizado porque dichos medios colectores com-
prenden una pluralidad de tubos movibles, cada uno de --
ellos espuciado lateral y longitudinalmente desde un ex-
tremo de dichos medios de conducto, comprendiendo dichos

medios de control dispositivos motores vara mover dichos

&

4

tubos o alineacion axial con dichos medios de conducto.

385501
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172.—~ Un aparato segln la Reivindicacidn 168,
caracterizado porgue dichos dispositivos motores se alar-—
gon en respuesta a dichas selialeg de control.

182.~ Un aparato seglin cualguiera de las Reivin-
dicaclones pfecedentes, caracterizado porgue dichos medios
paera analizar vy tratar dicha seiial de zalida de los medios
detectores comprenden une pluralided de filtros de bands
estrecha ¥ un circuito 1dézico binario.

192.- Un aparato seglin la Reivindicacidn 18e,

eracterizado porque dichos medios de andlisis y tratemien
to incluyen una pluralidad de circuitfos de umbral que resg-
ponden a lg salida desde dichos filtros de banda estrecha,
respondiendo dicho eircuito 1ldégico binario a le salida de
los circuitos de umbral.

20¢,~ Un apsrato segln la Reivindicacidn 198,
caracterizado porgue dichos filtros de banda estrecha res
ponden a las frecuencias contenidas dentro de dicha sefial
de salida desde dichos medios detectores primeramente men-
cionados, sustancialmente en la relacidn de uno, seis y -
diez, siendo dicho circuito 1dégico binario del tipo de -

tres bitios.

212,- Un aparato segtn cualguiera de las Reivin-

dicaciones precedentes, caracterizado porgue dicho fldido

' de muestra comprende sangre y dichas particulas comprenden

los elementos formados de la misma.
222.- Un aparato segln la Reivindicacibn 218,
en cucnto esa Reivindicacidn esté subordinada a la Reivin

dicacibn 118, caracterizada porque dichas sefiales de sa-

. lide predeterminadas son indicadoras de los eritrocitos

y de las placuetas, respectivamente, que hay en la sangre.

385591
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232.- Un aparato segin cualguicre de las
dicaciones 168 a 212, en cuanto las Reivindicaclones 108
? .

;212 egtdn subordinadas & las Reivindgicaciones 168 o 17%

QA

caracterizado porgue log ejes de dichos tubos estin nor-
molmente dispuestos circularmente alrededor del eje de di=-
chos medios de conducto, habiéndose dispuesto un tubo cen—
tral estacionario gue estd alineado axialmente con dickos
nedios de conducto.

249.~ Un aporato-segin la Reivindicacidn 238,
caracterizado porgue dichos dispositivos wotores coupren-—
den cristales piezoeléciricos.

252.— Un aperato pars identificar particulas eg—
pecificas de microestructuras diversas dentro de un {1di-
do.

Tal y como se ha descrito en la memorile cue an-
tecede, reyresentado en el dibujo que se acompalis ¥ para
log fines que se han especiiicado.

Esta liemoria consta de treinte hojas escritas

a miquina por una sola cara.

Madrid,
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