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DESCRIPCION

Un método de fijacidn-deshidratacién-eliminacién de grasa-impregnacion de tejidos de produccién continua, de
alta calidad.

Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencion

La presente invencién se refiere al tratamiento de flujo continuo, rapido de tejido para el examen microscépico,
desde la fijacion hasta la impregnacidon.

2. Descripcion de la técnica relacionada

Los métodos convencionales preparan los tejidos para histologia mediante incubacién en disoluciones separadas
de formaldehido al 10% tamponado con fosfato para la fijacién, una serie de concentraciones en aumento de etanol
para la deshidratacion y xileno para aclarar el tejido del agente de deshidratacidn, antes de la impregnacién. Debido al
tiempo requerido para este procedimiento, normalmente 8 horas o mas, es habitual completar estas etapas separadas
(fijacion, deshidratacion, aclarado e impregnacién) durante la noche en instrumentos mecanicos automatizados disefia-
dos para estas tareas (véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses nimeros 3.892.197, 4.141.312 y 5.049.510).
Un procesador automatizado de tejido (TISSUE-TEK) tipico requiere més de ocho horas y estd programado para tratar

lotes de muestras de tejido tal como sigue

Fase | Disolucidn | Concen. | Tiempo | Temp. P/V ** | Agitacidn vol.
fijado | fijada de
{(min.) disol.
1 Formalina 10% 50 40°C |Activade| Activado | 2,2-3,2
tamponada litros
2 Formalina 10% 50 40°C |Activado| Activado 2,2-3,2
tamponada litros
3 Alcohol* 80% 50 40°C |Activado| Activado 2’2i3’2
4 Alcohol 95% 50 40°C JActivado| Activado 2,2-3,2
» 1
5 Alcchol 95% 50 40°C |Activado| Activado 2,2-3,2
1
6 Alcohol 100% 50 40°C [Activado| Activado | 2,2-3,2
1
7 Alcochol 100% 50 40°C |Activado{ Activado 2,2-3,2
1
8 Alcohol 100% 50 40°C |Activado| Activado 2,2-3,2
1
9 Xileno 100% 50 40°C |Activado| Activado | 2,2-3,2
1
10 Xileno 100% 50 40°C I|Activado| Activado 2,2-3,2
1
11 Parafina 50 60°C |Activado| Activado 4
12 Parafina 50 60°C |Activado| Activado 4
13 Parafina 50 60°C |Activado| Activado 4
14 Parafina 50 60°C |Activado| Activado 4
- ciclo de presidén / vacio
* - el alcohol usado en la mayoria de los laboratorios es una mezcla
de alcohol etilico al 90%, metilico al 5% e isopropilico al 5%.
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La patente estadounidense US-A-4 656 047 ensefia un método para el tratamiento asistido por microondas de una
muestra de tejido inferior a 3 mm de espesor que incluye las etapas de fijacion y deshidratacién en composiciones no
acuosas. Cada composicién de disolvente representa multiples etapas a la vez por ejemplo la etapa de deshidratacion-
impregnacién, que elimina la necesidad de aclarar.

Tal metodologia convencional requiere que las muestras de tejido se envien desde la sala de operaciones, consulta
médica u otros lugares, a un laboratorio de anatomia patolégica en un dia; que las muestras de tejido se preparen
durante la noche; y que el anatomopatélogo dé un diagndstico basdndose en el examen microscépico de secciones
de tejido al dia siguiente a primera hora, casi 24 horas tras enviar la muestra al laboratorio (figura 1). Ademds del
retraso minimo de un dia en proporcionar al cirujano el beneficio de un informe del anatomopat6logo, también existen
problemas asociados con el flujo de trabajo limitado en el laboratorio de anatomia patolégica exigido por el tratamiento
en lotes necesario de las muestras, las preocupaciones de seguridad que suponen los instrumentos que funcionan
durante la noche, el riesgo de posibles fallos instrumentales y la necesidad de monitorizar los instrumentos, y el
desperdicio de usar grandes volimenes de reactivos para tal tratamiento cuando se automatiza. Ademas, se necesitan
medidas caras para evitar la exposicién del personal de laboratorio a humos y sustancias téxicas asociadas con los
reactivos usados en este procedimiento. Ademads, el desperdicio de grandes volimenes de disolvente y el residuo de
parafina producidos por la metodologia convencional contaminan el medioambiente.

La fijacién y el tratamiento convencionales producen un dafio irreversible a la estructura del ADN y particularmente
del ARN que limita la aplicacion de técnicas genéticas para el diagndstico y la bisqueda. Por consiguiente, la mayoria
de los andlisis de ADN y por supuesto de ARN requieren precauciones especiales con el manejo del material, tal como
congelacién inmediata de tejidos frescos, porque el anélisis genético retrospectivo se ve afectado por las técnicas de
tratamiento de tejido convencionales.

El diagnéstico histolégico de una seccion congelada presenta multiples desventajas en comparacién con las seccio-
nes preparadas a partir de bloques de paraﬁna el portaobjetos preparado a partlr de una secciéon congelada no posee...
uniformidad de calidad”; “es técnicamente mads dificil que se examinen secciones en serie de la misma muestra”; “debe
procederse con extrema precaucion para cortar la muestra con el fin de asegurar una seccién suficientemente fina y
para evitar la posibilidad de dafar detalles de la muestra”; y todos los portaobjetos deben prepararse “mientras el tejido
estd en el estado congelado inicial” porque, “[si] el tejido se descongela y se vuelve a congelar para su seccionamiento,
se dafia gravemente” (patente estadounidense nimero 3.961.097).

Existe un interés siempre presente en acelerar el tratamiento del tejido y el andlisis para fines de diagndstico. Ade-
mads, un enfoque en asistencia sanitaria reciente se ha referido a la disminucién del coste de diversos procedimientos
que incluyen el tratamiento del tejido. Los costes del tratamiento del tejido se refieren al tiempo, al espacio requerido
para la preparacién y el andlisis, a los reactivos (tanto la cantidad requerida para el tratamiento como descartar el
manejo) y al nimero de personal requerido. De manera mds importante, los pacientes y sus médicos dependen de la
evaluacién y del diagnéstico por el anatomopatélogo para que dirija el tratamiento. La reduccién de la cantidad de
tiempo necesaria para completar el tratamiento del tejido reducird la ansiedad experimentada durante el periodo entre
la obtencién de la muestra y la emisién del informe del anatomopatélogo al cirujano.

Otros han reconocido la necesidad de acortar el tiempo requerido para el tratamiento del tejido, pero sélo han
efectuado mejoras modestas en los métodos convencionales. Para acelerar el tratamiento del tejido, las patentes es-
tadounidenses niimeros 4.656.047, 4.839.194, y 5.244.787 usan energia de microondas; las patentes estadounidenses
nimeros 3.961.097 y 5.089.288 usan energia ultrasénica; y la patente estadounidense nimero 5.023.187 usa ener-
gia de infrarrojos. La patente estadounidense nimero 5.104.640 daba a conocer una composicién no acuosa de un
fijador, un agente estabilizador y un agente de solubilizacién que adhiere un frotis de sangre a un portaobjetos. Sin
embargo, las patentes mencionadas no ensefian ni sugieren que el procedimiento total de preparar portaobjetos de
tejido de diagndstico pueda llevarse a cabo en menos de dos horas, comenzando con la fijacién y terminando con
la impregnacidén, con produccién continua de las muestras. La presente invencién proporciona un procedimiento de
este tipo.

Sumario de la invencion

Es un objeto de la invencién proporcionar un método y composiciones para el tratamiento del tejido que reduce
el tiempo requerido para el tratamiento del tejido y el andlisis, y que reduce el coste de los mismos reduciendo el
tiempo requerido. Esto permite la conversion de la practica existente a la histopatologia quirdrgica de rdpida respuesta
para el paciente que se somete a una operacion, e incluso puede permitir el andlisis de diagndstico inmediato por el
anatomopatdlogo en las inmediaciones de la sala de operaciones.

Con respecto al tratamiento y al andlisis de tejido sé6lido, un portaobjetos de tejido debe ser del orden de 4 a 6
micrémetros para examinarse bajo un microscopio, mientras que el corte mds delgado de tejido fresco que puede
obtenerse cortando es aproximadamente de 1 mm siendo el corte tipico del orden de 3 mm. Con el fin de producir un
corte suficientemente fino para el examen microscopico, es necesario endurecer el tejido de modo que pueda obtenerse
un corte mds delgado, por ejemplo, seccionando con un micrétomo. La presente invencion acelera enormemente el
procedimiento de endurecimiento del tejido y por tanto convierte el tratamiento durante la noche convencional en un
procedimiento en total del orden de 40 minutos. Por tanto, se ha desarrollado un método sencillo, seguro, de bajo coste,
rapido y fiable que permite la preparacion de bloques de tejido impregnado adecuados para el seccionamiento con
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micrétomo en menos de dos horas desde el momento en que se recibe el tejido en el laboratorio de anatomia patoldgica.
Este método permite el flujo continuo de muestras, puede adaptarse a la automatizacion, descarta la necesidad de
formalina y xileno con sus humos nocivos, permite la normalizacién del tratamiento del tejido y requiere volimenes
de reactivos considerablemente mds pequefios que los métodos convencionales. Mediante la presente invencion pueden
procesarse tejidos tanto frescos como previamente fijados.

Ademads de la reduccién en el tiempo requerido para el tratamiento del tejido, la rapida preparacion de tejido por
la presente invencion puede conservar las estructuras de tejido y la morfologia que se perdian con métodos convencio-
nales.

Ademds, estudios con tejidos tratados con la invenciéon dada a conocer en el presente documento indican la mejor
conservacion de la extraccién de ADN y particularmente de ARN que con métodos de tratamiento convencionales.
Por tanto, los tejidos obtenidos en hospitales y otros entornos pueden tratarse tanto para estudios histolégicos como
genéticos poco después de enviar al laboratorio, y material de archivo puede estar disponible para investigacién futura
y otras aplicaciones. Pueden esperarse mejoras en el campo del material genético, la estabilidad del material genético
en forma de archivo, el tamafio y la integridad del material genético y la reduccién de la modificacién quimica del
material genético en comparacion con la técnica anterior.

Un objeto de la invencién es proporcionar un método y un aparato para el tratamiento rdpido del tejido para histolo-
gia con produccidén continua. “Produccién continua”, significa el acceso al sistema con muestras adicionales, minutos
después. Por lo tanto, en cualquier momento dado hay muestras de tejido en diferentes fases de tratamiento. En otras
palabras, con este método, hay produccién continua y flujo de muestras a lo largo de diversas etapas del tratamiento
del tejido. En contraste con este método, actualmente se requiere el tratamiento en lotes porque la metodologia con-
vencional tarda ocho horas o mds. Las muestras se colocan en instrumentos automatizados, a los que no se puede
acceder con muestras adicionales hasta que se completa todo el ciclo de instrumentos. Todas estas muestras de tejido
estdn en la misma fase del tratamiento en cualquier etapa dada del ciclo de instrumentos.

Aln otro objeto de la invencidn es proporcionar reactivos no acuosos para el tratamiento rapido, de flujo continuo
de tejidos para histologia.

Un objeto adicional de la invencidn es eliminar la necesidad de sustancias toxicas tales como formalina y xileno
en el tratamiento de tejidos.

Segtin un aspecto de la invencidn, una muestra de tejido se fija, se deshidrata y se le elimina la grasa. Una mezcla
adecuada para su uso es una disolucién no acuosa que comprende agentes fijadores y de deshidratacién, preferiblemen-
te una cetona y un alcohol; la razén en volumen de alcohol con respecto a cetona puede estar entre aproximadamente
1:1 y aproximadamente 3:1. La muestra de tejido se incuba durante aproximadamente 25 minutos o menos, mas pre-
feriblemente durante aproximadamente 15 minutos o menos e incluso mds preferiblemente durante aproximadamente
5 minutos o menos. La incubacién es preferiblemente entre aproximadamente 30°C y 65°C, mds preferiblemente entre
aproximadamente 40°C y 55°C, y lo mds preferiblemente entre aproximadamente 45°C y 50°C.

Otro aspecto de la invencion es la fijacion, la deshidratacién, la eliminacién de grasa y el aclarado de una muestra de
tejido. Una disolucién preferida en este aspecto de la invencion es alcohol y un agente de aclarado. Este procedimiento
puede llevarse a cabo aproximadamente en 5 minutos 0 menos.

Aln en otro aspecto de la invencidén, una muestra de tejido se aclara y se impregna en una disolucién tnica que
comprende un agente de aclarado y un agente de impregnacion. Preferiblemente, este procedimiento puede llevarse
a cabo aproximadamente en 5 minutos o menos. Antes del seccionamiento, la muestra de tejido impregnada puede
incrustarse en el agente de impregnacion.

Una muestra de tejido que se ha fijado, deshidratado y desgrasado puede impregnarse entonces en una disolucién
de cera. Consecuente con la deshidratacion de la muestra de tejido, la disolucion de cera tiene preferiblemente el
contenido en agua mds bajo posible. Por tanto, la disolucién de cera puede prepararse antes de la impregnacién
calentando la cera para evaporar cualquier agua disuelta y desgasificando a presion reducida. La impregnacién de
la muestra de tejido puede tener lugar a menos de la presion atmosférica del lugar y a temperatura elevada para
eliminar cualquier disolvente de 1la muestra de tejido y extraer la disolucidn de cera en la muestra de tejido. El vacio
disminuye el tiempo de impregnacién acelerando la difusién y reduciendo la temperatura de evaporacion de cualquier
disolvente que pueda estar presente en la muestra. La disolucidn de cera puede comprender aceite mineral y/o parafina
desgasificada. La impregnacion de la muestra de tejido puede completarse en aproximadamente 15 minutos o menos;
preferiblemente, completarse en aproximadamente 10 minutos o menos. Antes del seccionamiento, la muestra de
tejido impregnada puede incrustarse en el agente de impregnacién para formar un bloque de tejido.

Otra realizacion de la invencion es el tratamiento de una muestra de tejido desde la fijacién hasta la impregnacion
en una serie de disoluciones, al menos algunas de las cuales son mezclas que realizan méds de una tarea al mismo
tiempo: fijacidn, deshidratacion, eliminacion de grasa e impregnacion. La mezcla puede incluir un fijador, un agente
deshidratante y un disolvente de grasa (por ejemplo, cetona y alcohol). Otra disolucién puede incluir fijador, agente
deshidratante, disolvente de grasa y agente de aclarado. Aun otra disolucién puede incluir un agente de aclarado y un
agente de impregnacion. La muestra de tejido puede impregnarse en una disolucién de cera compuesta por una mezcla
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de diferentes longitudes de cadena (por ejemplo, a temperatura ambiente, aceite mineral que es liquido y parafina
que es solida). Preferiblemente, una mezcla contiene al menos dos productos quimicos diferentes (por ejemplo, dos
alcoholes).

El tiempo de tratamiento puede reducirse mediante una mezcla no acuosa (por ejemplo, fijador-agente deshidratan-
te-disolvente de grasa, fijador-agente deshidratante-disolvente de grasa-agente de aclarado, agente de aclarado-agente
de impregnacién), energia de microondas como fuente para lograr un calentamiento uniforme dentro de la muestra de
tejido y la reduccién de la presién usando una fuente de vacio. La difusion de la disolucién en la muestra de tejido y
el intercambio quimico pueden favorecerse mediante agitacién mecdnica, calor, presioén reducida o una combinacién
de los mismos.

Las etapas anteriores pueden acelerarse afiadiendo un potenciador de la fijacién, un tensioactivo o ambos a las
disoluciones usadas en el procedimiento. El potenciador de la fijacién pueden ser polietilenglicol (PEG), mono y di-
metilenglicol, propilenglicol, polivinilpirrolidona o similares; el polimero usado puede tener un peso molecular prome-
dio de entre aproximadamente 100 y aproximadamente 500, preferiblemente un peso molecular de aproximadamente
300. El tensioactivo puede ser dimetilsulféxido (DMSO), ésteres de polioxietilensorbitano (por ejemplo, TWEEN 80),
dimetilsulfosuccinato de sodio, detergentes domésticos suaves o similares.

El fijador puede ser una cetona (por ejemplo, acetona, metil etil cetona), aldehido (por ejemplo, acetilaldehido,
formaldehido, glutaraldehido, glioxal), alcohol (por ejemplo, metanol, etanol, isopropanol), dcido acético, citrato y
acetatos de plomo, sales merctricas, dcido cromico y sus sales, dcido picrico, tetréxido de osmio o similares.

La muestra de tejido puede deshidratarse con alcohol metilico, alcohol isopropilico, alcohol etilico, alcohol propi-
lico, butanol, isobutanol, etilbutanol, dioxano, etilenglicol, acetona, alcohol amilico o similares.

Puede eliminarse grasa de la muestra de tejido con un disolvente orgdnico tal como, por ejemplo, acetona o cloro-
formo.

El agente de aclarado puede ser limoneno, benceno, tolueno, cloroformo, éter de petréleo, bisulfuro de carbono,
tetracloruro de carbono, dioxano, aceite de clavo, aceite de cedro o similares.

La muestra de tejido puede impregnarse y/o incrustarse en parafina, aceite mineral, ceras no solubles en agua, celoi-
dina, polietilenglicoles, alcohol polivinilico, agar, gelatina, nitrocelulosas, resinas de metacrilato, resinas epoxidicas,
otros medios de plastico o similares.

En el contexto de la invencidn, una “muestra de tejido” es un trozo de tejido que puede tratarse mediante los
métodos dados a conocer en el presente documento. También puede referirse a células individuales de cualquier
liquido biolégico (por ejemplo, ascitis, sangre, exudado pleural), o suspensiones celulares obtenidas de la aspiracién de
organos sélidos o el lavado de cavidades corporales. Pueden sedimentarse células individuales mediante sedimentacién
o centrifugacion flotante antes del tratamiento.

Los métodos de la invencion son especialmente adecuados para muestras de tejido en las que debe conservarse el
contacto célula-célula, la organizacion tisular, la estructura de 6érgano o una combinacién de los mismos. Una muestra
de este tipo es un corte de tejido preferiblemente de aproximadamente 3 mm o menos en su dimensién mds pequeiia,
m4s preferiblemente de aproximadamente 2 mm o menos, incluso mds preferiblemente de aproximadamente 1,5 mm
o menos y lo mds preferiblemente de aproximadamente 1 mm o menos.

La muestra de tejido puede ser fresca, parcialmente fijada (por ejemplo, fijacién en formalina al 10% durante 2-
3 horas) o fijada (por ejemplo, fijacién durante la noche en formalina al 10% o cualquier otro fijador). La inven-
cién anterior permite el tratamiento de una muestra de tejido desde la fijacién hasta la impregnacién en menos de
aproximadamente dos horas, preferiblemente menos de aproximadamente 90 minutos, mds preferiblemente menos de
aproximadamente una hora, incluso mds preferiblemente menos de aproximadamente 45 minutos y lo mas preferi-
blemente menos de aproximadamente 30 minutos. Si la muestra de tejido esta fijada o parcialmente fijada, entonces
el tiempo de tratamiento puede acortarse en consecuencia. El tejido puede transportarse desde la sala de operaciones
hasta el laboratorio de patologia en una disolucién acuosa; tal disolucién de transporte puede consistir en volimenes
iguales de un tampdn acuoso y la mezcla no acuosa descrita en el presente documento.

Tras la impregnacién, la muestra de tejido puede incrustarse para producir un bloque. El agente usado para in-
crustar la muestra de tejido es preferiblemente el mismo que el material usado para la impregnacién, pero también
puede usarse un agente de impregnacion diferente. La muestra de tejido bloqueada puede montarse sobre un micré-
tomo para producir secciones de tejido de entre aproximadamente 1 micrémetro y aproximadamente 50 micrémetros,
preferiblemente entre aproximadamente 2 micrometros y aproximadamente 10 micrémetros. Las secciones de tejido
pueden tratarse adicionalmente para la tincién histoquimica, unién a anticuerpo, hibridaciéon/amplificacién de acido
nucleico in situ 0 una combinacidn de las mismas. Entonces se examinan normalmente las muestras de tejido mediante
microscopia, pero pueden usarse otras técnicas para detectar propiedades celulares para examinar la muestra de tejido
tratada (por ejemplo, citometria automatizada, autorradiografia, electroforesis de 4cido nucleico).
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Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un diagrama de flujo que muestra que transcurren casi 24 horas entre el momento en el que se obtiene
una muestra de tejido por un cirujano y el momento en el que un patdlogo puede preparar un diagndstico a partir del
examen microscopico de secciones del tejido;

la figura 2 es un diagrama de flujo que muestra que, con la presente invencion, puede estar disponible el diagndstico
del patdlogo para el cirujano que proporciond la muestra de tejido en aproximadamente 2 horas o menos;

la figura 3 es una vista en planta esquematica de una instalacion de tratamiento de tejidos para su uso en la invencién
la figura 4 muestra un bafio con agitador a modo de ejemplo para su uso en la invencién

la figura 5 muestra un horno microondas a modo de ejemplo para su uso en la invencién

la figura 6 muestra un bafio de parafina a modo de ejemplo para su uso en la invencion;

la figura 7 es una ilustracién esquemadtica de una unidad de microondas/impregnacién para su uso en la invencidn;
la figura 8 es una ilustracidon esquemadtica de una guia de corte proporcionada para su uso en la invencién

la figura 9 es una vista en corte de una pinza de tejido y un montaje de corte para su uso en la invencion;

la figura 10 es una ilustracién esquemadtica de un soporte de tejido para su uso en la invencién

la figura 11 es una ilustracién esquemadtica de un portatejidos

la figura 12 muestra un recipiente que aloja y transporta tejido con el portatejidos para su uso en la invencidn; y
las figuras 13A-13B muestran electroforesis en gel de agarosa de ADN y ARN, respectivamente, preparadas a partir
de muestras de tejido tratadas. En la figura 13A, el carril 1 contiene patrones de peso molecular, el carril 2 contiene
una muestra diluida de una muestra de tejido tratada segun la presente invencion, los carriles 3-4 contienen muestras
de ADN de muestras de tejido tratadas segun la presente invencion y los carriles 5-6 contienen muestras de ADN
de muestras de tejido tratadas segtin un método convencional. En la figura 13B: los carriles 1,4 y 6 son blancos, los
carriles 2-3 son muestras de muestras de tejido tratadas segtin un método convencional, el carril 5 contiene una muestra
de ARN de una muestra de tejido tratada segun la presente invencion y el carril 7 contiene ARN control.

Descripcion detallada de la invencion

Se da conocer un procedimiento y un aparato para el tratamiento histolégico continuo, rapido de tejidos. Pueden
realizarse las etapas de fijacion, deshidratacién, eliminacién de grasa e impregnacién en menos de aproximadamente
dos horas; esto permite a un anatomopatélogo evaluar muestras poco después de recibirlas, tal vez mientras el paciente
todavia estd en la sala de operacién o de recuperacién. Puede reducirse la ansiedad del paciente reduciendo el tiempo
requerido para el diagndstico anatomopatoldgico. Se lleva a cabo el tratamiento rdpido y continuo mediante la dismi-
nucién del espesor de las muestras de tejido, uso de disoluciones no acuosas compuestas por mezclas, intercambio de
disolucidn a temperatura elevada y con agitacion, calentamiento uniforme de tejidos y disoluciones con radiacién de
microondas, impregnacién en presién de vacio, o una combinacién de los mismos.

Se requieren la fijacion, la deshidratacién y la eliminacién de grasa para la preparacién de tejido antes de la
impregnacion. Se facilitan estas etapas recortando el tejido hasta un tamafio adecuado antes del tratamiento y usar
soportes que contienen tales bloques de tejido y permite su facil transferencia entre disoluciones para la fijacién,
deshidratacion, eliminacion de grasa e impregnacion.

La fijacién inicia el endurecimiento de la muestra de tejido y puede conservar la morfologia celular reticulando
proteinas y deteniendo la degradacién celular. Sin la fijacién quimica, las enzimas endégenas catabolizardn y lisardn la
célula y la microanatomia del tejido se alterara. Tales fijadores pueden ser una cetona, un aldehido, un alcohol, un 4cido
acético, metales pesados, dcido cromico, dcido picrico, o tetréxido de osmio. Indicaciones de que la fijacién fue inade-
cuada pueden incluir: disociacion de estructuras de tejido, burbujas en las secciones de tejido, tincién mala e irregular,
células contraidas, citoplasma amontonado, condensacién y cromatina nuclear menos definida, y autélisis/hemolisis
de eritrocitos.

La deshidratacién elimina el agua de la muestra de tejido para promover el endurecimiento. La sustitucién de
agua en la muestra de tejido por un agente de deshidratacion también facilita la sustitucion posterior del agente de
deshidratacién por el material usado para la impregnacion. Se potencia este intercambio de disolucién usando un
disolvente volatil para la deshidratacién. El agente de deshidratacién pueden ser alcoholes de bajo peso molecular,
cetonas, dioxano, alquilenglicoles o polialquilenglicoles. El no lograr la deshidratacién de la muestra puede conducir
a la impregnacion inadecuada, mala formacion de cinta durante el seccionado, hendiduras en secciones de tejido,
disociacion de estructuras, cristales de agua en secciones de tejido y mala tincién.
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Se elimina la grasa en la muestra de tejido con un disolvente porque la grasa perjudica el aclarado y la impregna-
cién. La eliminacién de grasa inadecuada puede dar como resultado la extension de artefactos de secciones de tejido,
arrugamiento de las secciones de tejido y mala tincién.

Opcionalmente, se aclara la muestra de tejido. El agente de aclarado extrae el agente de deshidratacion de la
muestra de tejido y reduce su opacidad. Los ejemplos de agentes de aclarado incluyen limoneno, benceno, tolueno,
cloroformo, éter de petréleo, bisulfuro de carbono, tetracloruro de carbono, dioxano, aceite de clavo o aceite de cedro.

Finalmente, una vez que la muestra de tejido estd fijada y deshidratada de manera adecuada, se endurece mediante
impregnacién con un agente tal como cera, celoidina, polialquilenglicoles, poli(alcoholes vinilicos), agar, gelatina,
nitrocelulosas, resinas de metacrilato, resinas epoxidicas u otros plasticos. Se requiere el endurecimiento apropiado
de la muestra de tejido con la conservacién adecuada de la morfologia celular antes de colocar la muestra impregnada
en un bloque y obtener secciones de diez micrometros o mas delgadas con un cuchillo de micrétomo. Los materiales
de impregnacidn preferidos son férmulas de cera comerciales, mezclas de ceras de diferentes puntos de fusién (por
ejemplo, aceite mineral liquido y parafina sélida), Paraplast, Bioloid, Embedol, plasticos y similares. Se ha elegido la
parafina para su uso en los ejemplos en el presente documento porque es barata, facil de manejar y el seccionado de
cintas se facilita por la coherencia de estructuras proporcionada por este material.

Si el tratamiento de la muestra de tejido estd incompleto, los cortes de secciones por el cuchillo del micrétomo
apareceran partidos o “fragmentados”. El tratamiento de tejidos se considera que no logra cuando se encuentra uno
o més de los siguientes problemas: los bloques de tejido incrustado son demasiado blandos o demasiando duros, las
secciones caen o muestran una cantidad de compresion diferente del agente de incrustacion, las secciones parecen
blandas, no logran formarse cintas de tejido o estan torcidas, las secciones se desmenuzan o se rompen, los eritrocitos
estan lisados o se amontona el citoplasma, condensacidn de cromatina, tincién baséfila del nucléolo, células contraidas,
extension de artefactos y efecto apolillado.

Para las secciones impregnadas con cera sobre portaobjetos de vidrio, debe fundirse la cera y eliminarse antes de
la tincién o inmunohistoquimica. Se vuelve a hidratar la seccidn de tejido y se analiza entonces tal como se describe a
continuacién con tintes o anticuerpos. Tras completar la tincién o desarrollar la reaccidn histoquimica, puede cubrirse
con un cubreobjetos el portaobjetos y verse en un microscopio. Alternativamente, puede estudiarse la muestra tefiida
o marcada con anticuerpo con un instrumento para citometria. Pueden almacenarse los bloques de tejido para fines de
archivo o estudios retrospectivos.

La presente invencion es compatible con la preparaciéon de dcidos nucleicos, ADN o ARN, a partir de tejidos
tratados. Por tanto, es posible el estudio genético de muestras recogidas de manera rutinaria en el laboratorio de
anatomia patoldgica clinica. El poder combinado de estas tecnologias serd importante. Pueden correlacionarse obser-
vaciones histoldgicas con genéticas analizando una seccién mediante tincién o inmunohistoquimica, y preparando los
acidos nucleicos a partir de una seccién adyacente para el andlisis genético. Por ejemplo, pueden compararse regio-
nes enfermas y normales de la misma seccion para detectar diferencias genéticas (por ejemplo, mutaciones, niveles
de transcripcién), puede caracterizarse la progresion de la enfermedad comparando diferencias genéticas en muestras
tomadas en varios puntos de tiempo, y puede evaluarse la evolucién del tumor siguiendo el acumulo de diferencias
genéticas desde un cancer primario hasta la metdastasis.

Muchas caracteristicas distinguen la presente invencion: (a) corte fino de los tejidos antes del tratamiento; (b) entra-
da continua de muestras de tejido y flujo continuo a través del sistema; (c) eliminacion del agua de las disoluciones (es
decir, disoluciones no acuosas); (d) fijacién, deshidratacién, eliminacién de grasa, aclarado e impregnacién de tejido
realizadas con calentamiento uniforme (por ejemplo, energia de microondas); (e) disoluciones de mezclas para fijar-
deshidratar-eliminar la grasa, fijar-deshidratar-eliminar la grasa-aclarar y aclarar-impregnar; y (f) impregnacién de
tejido en presion reducida con agente de impregnacion desgasificado. Estas caracteristicas hacen la presente invencién
simple, practica, facil de poner en practica y susceptible de automatizacion.

Se usa la tincién de hematoxilina-eosina para estudio histolégico y puede considerarse un patrén para la com-
paracién por anatomopat6logos. Ademads, se ha encontrado que la presente invencién es compatible con otros tintes
incluyendo tintes de tricromo, reticulina, mucicarmina y elasticos tal como se describen en referencias generales tales
como Thompson (Selected Histochemical and Histopathological Methods, C.C. Thomas, Springfield, Illinois, 1966),
Sheehan y Hrapchak (Theory and Practice of Histotechnology, C.V. Mosby, St. Louis, Missouri, 1973), y Bancroft
y Stevens (Theory and Practice of Histological Techniques, Churchill Livingstone, Nueva York, Nueva York, 1982).
Tales procedimientos de tincion llevardn entre 30 minutos y varias horas para completarse, aunque procedimientos de
tincién rdapida estdn disponibles de Fisher Scientific que requieren solamente cinco minutos para llevarse a cabo.

Puede obtenerse tejido a partir de una autopsia, una biopsia (por ejemplo, biopsia por endoscopia), o a partir de una
cirugia. Para cirugia de céncer, la capacidad de proporcionar un diagndstico anatomopatoldgico a partir de una seccién
de tejido tefiida proporcionard al cirujano informacion que puede usarse antes de la salida del paciente de la sala de
operacion. Por ejemplo, una indicacién del anatomopat6logo de que el cdncer estd limitado al tejido resecado puede
permitir al cirujano hacer un tratamiento conservador y conservar el tejido sano vecino. Alternativamente, un hallazgo
por el anatomopat6logo de que el cancer no estd limitado al 6rgano resecado permitiria un tratamiento quirirgico mas
agresivo mientras que el paciente todavia estd en la sala de operacidn.
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Se han tratado mas de 20.000 muestras de tejido con éxito mediante la presente invencidn, incluyendo: cerebro,
mama, carcinoma (por ejemplo, intestino, nasofaringe, mama, pulmon, estomago), cartilago, corazén, rifién, higado,
linfoma, meningioma, placenta, préstata, timo, amigdala, cordén umbilical y ttero. El tejido mineralizado (por ejem-
plo, hueso, diente) requeriria descalcificacion antes del tratamiento mediante la presente invencion. Por ejemplo, puede
descalcificarse el tejido con una disolucién de 4cido clorhidrico/dcido etilendiaminotetraacético (EDTA) de Stephens
Scientific (Allegiance Healthcare Supply, n® de catalogo 1209-1A) segtin las instrucciones del fabricante.

También pueden usarse las secciones de tejido tratadas mediante la presente invencién en inmunohistoquimica. La
presente invencidn proporciona muestras de tejido en las que se recupera un antigeno y se conserva, puede optimizarse
la eleccion del fijador para la recuperacion y la conservacion de antigenos particulares. Se bloquean los sitios de unién
no especificos, se une el antigeno mediante anticuerpo especifico (es decir, el anticuerpo primario) y se elimina el anti-
cuerpo no unido. Si se marca con una sonda o un resto generador de sefial, puede detectarse el anticuerpo primario di-
rectamente pero se prefiere unir la sonda a una proteina (por ejemplo, un anticuerpo secundario) que se une especifica-
mente al anticuerpo primario. Puede llevarse el anticuerpo secundario frente a la region constante de la cadena pesada
o ligera del anticuerpo primario. Esto amplifica la sefial generada mediante un conjugado antigeno-anticuerpo porque
cada anticuerpo primario se unird a muchos anticuerpos secundarios. Alternativamente, puede producirse la amplifi-
cacion a través de otras interacciones especificas tales como biotina-estreptavidina. Se realiza la unién de anticuerpo
en un pequeflo volumen para reducir la utilizacién de reactivos caros y mantener una buena tasa de unién; se reduce la
evaporacion de este pequefio volumen mediante incubacion en una camera de humedad. El resto generador de sefial es
preferiblemente una enzima que no esta presente en el tejido de otra manera. Por ejemplo, pueden unirse fosfatasa al-
calina y peroxidasa de rdbano al anticuerpo secundario o conjugarse a estreptavidina. Estdn disponibles sustratos para
estas enzimas que generan un producto cromogénico, fluorescente o luminiscente que pueden detectarse visualmente.

Puede usarse el patrén de tincion para el antigeno para localizar la expresion del antigeno en el contexto de es-
tructuras celulares reveladas mediante la contratincién. La expresion de antigeno puede identificar el tipo de célula
o tejido, la fase de desarrollo, los marcadores de prondstico de tumores, los procesos metabdlicos degenerativos, o
infeccién por un patégeno.

También puede visualizarse la unién antigeno-anticuerpo con sondas radioactivas, fluorescentes o de metal coloi-
dal mediante autorradiografia, microscopia epifluorescente o microscopia electronica, respectivamente. Pueden usarse
sondas similares para detectar dcido nucleico en la seccidn de tejido mediante hibridacién in sifu para identificar muta-
ciones genéticas o transcriptos; alternativamente, puede extraerse el d4cido nucleico (ADN o ARN) a partir de secciones
de tejido y analizarse directamente mediante inmunotransferencia, o amplificarse antes del andlisis genético adicional.

Las mutaciones pueden ser germinales y usarse para trazar la predisposicién genética a la enfermedad, o las mu-
taciones pueden ser somadticas y usarse para determinar alteraciones genéticas en la patogénesis de la enfermedad. La
enfermedad puede ser un trastorno metabdlico o neuroldgico, tumor maligno, defecto de desarrollo o provocada por
un agente infeccioso. La presente invencion conserva el material para el andlisis genético mediante un procedimiento
simple y almacenamiento a temperatura ambiente.

Se prevé que la presente invencion conservard el tejido que dard mayores cantidades de dcido nucleico con un peso
molecular promedio superior que los tejidos tratados mediante procedimientos convencionales.

Segtin un sistema a modo de ejemplo para el tratamiento de tejidos proporcionado segtn la presente invencion,
puede proporcionarse una serie estaciones de tratamiento de tejidos, por ejemplo, en una dnica zona o unidad de
tratamiento de tejidos. Se ilustra una instalacién adecuada de tratamiento de tejidos a modo de ejemplo no limitativo
en la figura 3.

La primera etapa en el procedimiento, que puede llevarse a cabo en la instalacién de tratamiento de tejidos u otro
lugar, es para preparar una muestra de tejido adecuada para el endurecimiento y el examen final. Normalmente, se
prepara un corte del tejido de interés. Se obtiene el corte mas fino posible, de aproximadamente 1 a 3 mm y preferible-
mente de 1 a 2 mm de espesor. El tiempo de tratamiento es proporcional al tamafio del tejido muestra que va a tratarse.
Se coloca el corte de tejido en un portatejidos en el que el tejido estd contenido durante las etapas de tratamiento
inmediatamente siguientes. A continuacién se coloca el portatejidos en una primera disolucién proporcionada segtin
la presente invencion.

A modo de ejemplo, puede colocarse el soporte 10 en un vaso 12 de precipitados convencional, que tiene la primera
disolucién 14 en el mismo, preferiblemente por si ya que el tratamiento descrito es uno sustancialmente continuo,
0 junto con un nimero limitado de otros, portatejidos similares. Entonces se coloca el vaso 12 de precipitados en
un bafio 16 con agitador, tal como se ilustra en la figura 4, para agitar suavemente y calentar el mismo. Se usé
para este fin un bafio con incubador-agitador LAB-LINE/DUBNOFF. En lugar de agua, ya que es nuestro objetivo
minimizar la humedad a la que las muestras de tejido estdn expuestas y, de hecho, en dltima instancia para deshidratar
la misma, se ha proporcionado glicerina como el fluido 18 conductor de temperatura en el bafio 16 con agitador. La
glicerina tiene la ventaja de ser un conductor eficaz de energia térmica, pero no se evapora. La evaporaciéon aumentaria
de modo no deseado la humedad del entorno en el que se trata el tejido, y requeriria reabastecimiento periédico.
Porque la glicerina no necesita reabastecimiento ni afiade humedad al entorno, es la mas preferida. Para esta fase del
procedimiento, la muestra de tejido (en el soporte 10) se dispone en la primera disolucién, en el bafio 18 con agitador
durante aproximadamente de 3-15 minutos.
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De manera deseable también se proporciona agitacidon suplementaria durante la etapa de bafio con agitador. Ac-
tualmente, se proporciona una bomba (A) externa (figura 3) con un tubo (no mostrado) desde la misma insertado en
el vaso 12 de precipitados de disolucién u otro recipiente para burbujear y por tanto agitar su contenido. Puede pro-
porcionarse una placa o boquilla de difusién de aeracion para proporcionar una agitacién de disolucién mds uniforme
segun se considere necesario o deseable.

Para garantizar que el portatejidos 10 y los vasos 12 de precipitados que contienen la primera disolucién permanez-
can erguidos y en una disposicién deseada, hemos modificado el bafio con agitador convencional para proporcionar
alambres o soportes 20 transversales, por ejemplo, cuatro alambres, que definen, por ejemplo, cinco canales longi-
tudinales en los que pueden disponerse vasos 12 de precipitados que contienen portatejidos. Por tanto, por ejemplo,
pueden afiadirse regularmente vasos 12 de precipitados que contienen muestra al bafio 18 con agitador y retirarse a su
vez del mismo muestras de tejido tratadas de manera suficiente para un tratamiento adicional tal como se describe a
continuacidn en el presente documento, afiadiendo nuevas muestras en el extremo izquierdo del bafio con agitador y
retirando las muestras tratadas de manera suficiente del extremo derecho del mismo.

A continuacién se expone el portamuestras 10 de tejido a una serie de fluidos mientras se agita simultdneamen-
te y se somete a radiacién por microondas. En la realizacién propuesta actualmente, se proporcionan tres unidades
de microondas, tal como se muestra en la figura 3, teniendo cada una una disolucién diferente en la que el soporte
que contiene muestra de tejido se sumerge durante un periodo recomendado. En la alternativa, puede proporcionarse
una unica fuente de energia de microondas. Sin embargo, esto requeriria la colocacién secuencial de las disoluciones
respectivas para recibir el portatejidos. Aunque para una tnica muestra de tejido tal colocacion y sustitucién de diso-
lucién no aumentaria significativamente la duracién del ciclo de tratamiento de tejido, puede apreciarse que el uso de
un tnico microondas que recibe mdltiples disoluciones, puede impedir la continuidad del procedimiento con respecto
a las muestras posteriores. De hecho, cuando se proporciona una serie de unidades de microondas, a medida que una
muestra de tejido dada se mueve de un microondas al siguiente que tiene la siguiente disolucién, entonces puede re-
cibirse una muestra de tejido posterior en la primera unidad de microondas. Por tanto, proporcionar una unidad para
cada una de las disoluciones respectivas significa que no es necesario mantener en espera una muestra de tejido poste-
rior mientras se han completado todas las etapas de tratamiento por microondas de la muestra anterior. Sin embargo,
debe entenderse que con el impedimento de continuidad observado, las tres unidades de microondas ilustradas puede
reducirse a dos o incluso una. Igualmente, pueden combinarse o subcombinarse otras etapas en el procedimiento se-
gun se considere necesario o deseable desde un punto de vista de equilibro de continuidad del procedimiento frente a
posible reduccién en mano de obra, equipo, requisitos de espacio, etc. Una unidad mds compacta de este tipo a modo
de ejemplo se trata con mas detalle a continuacion, con referencia a la figura 7.

Con referencia ahora a la figura 5, se ilustra una unidad 22 de microondas a modo de ejemplo para el tratamiento
del tejido. Para aplicar radiaciéon de microondas, se usan actualmente hornos microondas de laboratorio obtenidos
de Energy Beam Sciences, Inc. Se han usado dos modelos de procesador de microondas, H-2800 y H-2500. Puede
utilizarse cualquiera de los modelos u otro sistema similar de este tipo. A modo de ejemplo, se utiliza Pyrex u otro
recipiente 24 de fluido transparente que puede someterse a microondas para contener respectivamente las disoluciones
segunda, tercera y cuarta proporcionadas segun la invencion en cada una de las tres unidades de microondas (figura
3). Se coloca una sonda 26 de temperatura en la disolucién para garantizar que la temperatura del bafio respectivo esta
dentro del intervalo deseado. Ademads, para proporcionar la agitacion, que acelera el tratamiento del tejido, se propor-
ciona aeracion. Las unidades microondas que se han usado incluyen un tubo 28 para la aeracion. Puede insertarse un
unico tubo en el bafio, pero para una agitaciéon mas uniforme y completa, lo que mds se prefiere es proporcionar una
placa de difusion o cabeza de boquilla (no mostrada en detalle) en colaboracién con el tubo 28 de gas para difundir las
burbujas de agitacién, por ejemplo, a través de una parte sustancial del didmetro del recipiente de disolucién para la
agitacion uniforme de todo el volumen de disolucién. Tales boquillas y placas de difusién se conocen bien y pueden
proporcionarse, por ejemplo, en la base del recipiente de disolucién.

Convencionalmente, se desgasifica parafina como parte del procedimiento de tratamiento del tejido. La desgasifi-
cacion elimina los disolventes organicos de la parafina. Para potenciar este procedimiento, y para volver a utilizar la
parafina en el sistema se propone una desgasificacién continua. Esto se logra manteniendo el vacio dentro del Pyrex
32 cubierto a 640 mm de Hg.

Tras las tres etapas secuenciales que emplean radiacién por microondas, se coloca(n) el/los portamuestras de tejido
en un bafo de parafina, tal como se muestra en la figura 6. Actualmente, se proporciona un bafio de parafina que
comprende tres estaciones (vasos de precipitados) 30 de bafio de parafina dentro de un recipiente 32 Pyrex cubierto.
Para los fines de control de la temperatura, el recipiente 32 Pyrex se coloca, por ejemplo, en un bafio 34 de agua de
marca Poly Science. Aplicando una grasa o similar a los bordes interiores de los flancos tanto en la tapa como en
el recipiente, puede proporcionarse un acoplamiento estanco al aire entre la tapa y el recipiente y por tanto puede
extraerse un vacio a través de un conector 36 de manguito mecanizado proporcionado en la tapa. Hay recipientes de la
marca Pyrex de este tipo adecuadas disponibles de Fisher Scientific. Se usé el modelo nimero 01-092-25. Para crear
un vacio en el recipiente 32 Pyrex, se acopla una bomba 38 de presién/vacio convencional a un tubo 40 que a su vez
se acopla a un conector 36. Existe una bomba motorizada adecuada de este tipo disponible de Fisher Scientific y tiene
por ejemplo un maximo de 100 psi. Preferiblemente se proporciona agitacion durante la etapa de bafio de parafina, ya
sea mediante agitacién por vibracién, ultrasonidos o potencialmente mediante aeracion.
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A continuacion debe incrustarse la muestra de tejido. Con ese fin se usa un sistema (I) de consola de incrustacién
Tissue-Tek convencional (figura 3) disponible de Miles/Sakura, por ejemplo modelo niimero 4708.

Entonces se corta la muestra de tejido incrustada de una manera convencional con un micrétomo (L) (figura 3) y
se hace flotar (M) para su colocacion, se usa un instrumento Leitz 1512 Microtome, y el Lipshaw Electric Tissue Float
modelo 375.

Tras disponer el corte sobre el portaobjetos, se calienta el portaobjetos para eliminar la parafina. Se usé un instru-
mento Isotemp Oven de la serie 300 disponible de Fisher (K) (figura 3).

A continuacién se tifien los portaobjetos. Para acelerar el procedimiento de tincidn, se propone usar un instrumento
(0) de tincién automatico (figura 3) para reducir el nimero de personal y tiempo requerido. Un procedimiento no
continuo puede usar el instrumento de tincién diversificado de Sakura DRS-601 que tifie los portaobjetos en lotes;
de modo alternativo, un procedimiento continuo puede usar un instrumento de tincién automatico de Leica XL que
contiene una fase de desparafinado de modo que puede omitirse la incubacién separada en un horno. Entonces se
cubre la muestra de tejido fijada y tefiida, por ejemplo con el cubreobjetos Tissue-Tek, fabricante niimero 4764 (R)
(figura 3).

Tal como se describi6 anteriormente, el sistema para llevar a cabo la deshidratacién y la impregnacién segin
la invencién puede ser una serie de unidades diferenciadas. En la alternativa, tal como se observd anteriormente,
pueden llevarse a cabo una o mds etapas en una unica unidad o componente de tratamiento. Tal como también se
trat6 anteriormente, el nimero de unidades proporcionadas y las etapas llevadas a cabo por cada unidad afecta a la
continuidad de la unidad de tratamiento. Por tanto, en entornos de poco volumen, una tinica unidad para llevar a cabo
una pluralidad de etapas del tratamiento del tejido puede ser ventajosa y no afectara significativamente a la continuidad
del tratamiento del tejido. En entornos de sistemas de mayor volumen, pueden preferirse dos o mas unidades.

En la figura 7 se ilustra una unidad 42 combinada a modo de ejemplo. La unidad 42 combinada incluye de hecho
dos subunidades; una unidad 44 de procesador de microondas y una unidad 46 de impregnador. La unidad 44 de
procesador de microondas se proporciona para sumergir secuencialmente el tejido que estd tratdndose en disolucién
A, disolucién B y disolucién C, en cada caso agitando la disolucién y exponiendo el tejido a energfa de microondas.
Por tanto, en la realizacién ilustrada, se proporciona un recipiente 48 para recibir por ejemplo una o mas bandejas
50 sobre las cuales puede colocarse uno o mas portatejidos 10. El recipiente 48 estd acoplado de manera fluida a
una fuente de cada una de las disoluciones para la deshidratacién del tejido. Por tanto, una vez colocado(s) el/los
portatejidos sobre la(s) bandeja(s) 50 respectiva(s), se transporta disolucién A al recipiente 48 y se aplica energia
de microondas al mismo de manera simultdnea a la agitaciéon por medio, por ejemplo, de un tubo de aireacién (no
mostrado en la figura 7). Tras haber transcurrido un tiempo de exposicion suficiente, se drena la disoluciéon A y
preferiblemente se aclaran los portatejidos o bien con disolucién B o bien con una combinacion de disolucién A 'y
disolucién B de manera que se elimina sustancialmente la disolucién A residual. Entonces se alimenta disolucién B al
recipiente 48 tras lo cual vuelven a aplicarse energia de microondas y agitaciéon durante un periodo recomendado. Al
finalizar la administracién de disolucién B, se devuelve la disolucién B al recipiente de almacenamiento para la misma
y se lavan las muestras de tejido o bien con disolucién C o bien con una combinacién de disolucién B y disolucién C.
Posteriormente, se alimenta disolucién C al recipiente 48, se aplican agitacién y energia de microondas, y finalmente
se drena la disolucién C. Entonces las muestras de tejido estén listas para la impregnacion.

En la realizacion ilustrada la impregnacién se lleva a cabo en una segunda subunidad 46 del montaje. Esto permite
que se lleve a cabo la impregnacién mientras que se somete(n) muestra(s) de tejido a aplicacién de energia de microon-
das. Si se proporciona una tinica unidad, entonces el recipiente usado para el tratamiento por microondas puede usarse
para la impregnacidn sin embargo no se aplicard energia de microondas al mismo durante las etapas de impregnacion.

Segtn el procedimiento de impregnacion propuesto, se aplica una serie de disoluciones de parafina, por ejemplo,
3 6 4, a los portatejidos dispuestos por ejemplo sobre bandejas 52 adecuadas en un recipiente 54, para proporcionar
bafios de parafina secuenciales para realizar la impregnacién de la muestra de tejido como una etapa final en el proce-
dimiento de preparacién de tejido. En la subunidad 46 de impregnador, se colocan las muestras de tejido a vacio a una
temperatura elevada controlada. Preferiblemente también se agitan las muestras de tejidos durante esta etapa con un
agitador magnético, ultrasonidos o burbujeador de aire.

Las etapas de incrustacion restantes, etc. de preparacién de portaobjetos se llevan a cabo tal como se expuso
anteriormente con referencia a la figura 3.

Se han desarrollado aparatos e instrumentos especializados para facilitar el tratamiento del tejido en general. Estos
instrumentos y aparatos se describen en el presente documento a continuacién.

Tal como se observo anteriormente, es dificil cortar un corte fino de una muestra de tejido sélida. Por otra parte,
es deseable, en cuanto a la minimizacién del tiempo de deshidratacién y de fijacion, cortar el tejido lo mds finamente
posible antes del procedimiento de deshidratacion. Para facilitar la creacidn de un corte fino se han propuesto tres
instrumentos para ayudar al anatomopatélogo. Uno, denominado por conveniencia en el presente documento como una
guia 60 de corte, tal como se ilustra en la figura 8, estd en forma de una placa 62 de metal fina del orden de, por ejemplo,
1 a 2 mm de espesor, que tiene un recorte 64 con un ancho de, por ejemplo, una ufia de pulgar (aproximadamente 1
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cm?). Se define un tope 66 al final del recorte 0 muesca 64 para servir como tope de cuchillo o cuchilla. Para facilitar
recoger la gufa 60 de corte de una superficie lisa y otra superficie de corte, puede proporcionarse un borde 68 en el
extremo de la placa 62 de metal, alejado de la muesca de corte. Para proporcionar un corte de tejido fino, se coloca
un segmento mayor de tejido sobre el recorte o muesca 64 de modo que se dispone un corte del mismo en la muesca.
Entonces se aplica presion a la superficie expuesta del tejido y se coloca un instrumento de corte contra, y se desliza
horizontalmente a lo largo de, la placa de guia de corte de manera que se corta el tejido dispuesto en la muesca 64 del
resto del tejido. El ajuste de la cuchilla de corte con el tope 66 de cuchilla completa el procedimiento de corte y el
grueso del tejido, dispuesto sobre el corte, se coloca a un lado. Entonces puede colocarse el resto del tejido, dispuesto
en la ranura, en un portatejidos adecuado para la deshidratacién y la impregnacion.

Tal como puede apreciarse, la guia 60 de corte facilita la produccién de un corte fino de tejido de espesor general-
mente uniforme que puede tratarse adicionalmente.

Como otra alternativa para producir un corte fino de tejido, se ha propuesto proporcionar placas o bloques 70 lisos
en el extremo de pinzas 72 por lo demds convencionales, tal como se ilustra esquemdticamente en la figura 9. Los
bloques pueden fijarse permanente o temporalmente a los extremos de las pinzas. Esto proporciona superficies 74 de
apriete lisas, bastante grandes. El tejido que va a cortarse puede colocarse entre los bloques 70 de apriete y una cuchilla
afilada que se hace pasar entre los bloques de apriete para cortar el tejido. Cortando cerca de una de las dos superficies
74 lisas generalmente planas, puede proporcionarse un corte de tejido fino de espesor generalmente uniforme. Las
superficies lisas paralelas bastante grandes proporcionan una distribucién de presién uniforme sujetando asf el tejido
en posicion durante el procedimiento de corte garantizando entonces un corte uniforme que conserva preferiblemente
la integridad del tejido.

Para sujetar el tejido en posicion durante el corte también se ha propuesto un instrumento 92 de tipo tenedor de tres
puas, ilustrado en la figura 10. En la realizacion ilustrada, las pias 94 estdn separadas entre si por aproximadamente
un centimetro y cada una tiene una punta 96 afilada, puntiaguda para facilitar la penetracioén del tejido con una per-
turbacién minima. Al sujetar el tejido en una plancha de cortar con las ptas 94 del instrumento 92, pueden obtenerse
porciones adecuadas de tejido cortando en paralelo a o entre las puas. En la realizacién ilustrada, el instrumento 92
se caracteriza porque las pudas tienen una longitud del orden de 5-10 cm para adaptarse a una variedad de muestras y
un mango de aproximadamente 8 centimetros de longitud, él mismo separado de las puas por 2-4 centimetros, para
facilitar la manipulacién del instrumento y un agarre seguro durante el corte. Se ha encontrado que el instrumento 92
de tipo tenedor es particularmente ventajoso para obtener secciones de 6rganos tales como el intestino y la vesicula
biliar. De hecho, la fijacién de tales muestras con ptas 94 evita que las diversas capas de tejido se deslicen entre si
durante el procedimiento de corte.

También se ha propuesto proporcionar un soporte y una unidad de recepcion de tejido para su uso en la sala de
operaciones, para facilitar el transporte de tejido, particularmente segmentos muy pequeiios de tejido, por ejemplo los
obtenidos mediante biopsia con aguja. Cuando se coloca tal tejido sometido a biopsia directamente, por ejemplo, en
un recipiente de disolucién adecuada, a menudo puede ser dificil para el técnico de laboratorio retirar la muestra de
tejido de un minuto del recipiente y en particular garantizar que se retira todo el tejido sometido a biopsia. Por tanto,
tal como se ilustra en las figuras 11 y 12, se ha propuesto proporcionar portatejidos 10’ para la sala de operaciones
para alojar inmediatamente tales muestras de tejido de un minuto.

Para contener tales muestras de tejido dentro del portatejidos 10, se han proporcionado ldminas finas de material
80 de esponja de biopsia, que es una espuma pldstica de células abiertas, al menos una de las cuales tiene rebajes 82 de
profundidad parcial definidos en la misma para proporcionar, junto con la otra esponja de biopsia un compartimento
para alojar el tejido sometido a biopsia. Por tanto, en la sala de operaciones puede disponerse el tejido sometido a
biopsia inmediatamente en la porcién 82 rebajada de las esponjas 80 de biopsia y cerrarse el portatejidos 10°. Para
mantener la integridad del tejido para el transporte al laboratorio de tratamiento, se coloca el portatejidos 10” dentro del
recipiente de disolucién adecuada. Para facilitar la recuperacion del soporte y garantizar que se mantiene totalmente
sumergido en la disolucidn, se ha proporcionado un recipiente 86 de muestras que tiene un soporte 88 de columna que
sobresale desde la tapa 90 y que tiene una estructura en la punta de la misma 90 para acoplarse con una estructura 84
complementaria en el portatejidos 10’. La figura 12 muestra el portatejidos 10’ fijado por su superficie superior. Sin
embargo, son posibles puntos de fijacion alternativos tales como la superficie inferior o el lado con bisagra del soporte.
Ademads, pueden fijarse dos o mds soportes al soporte 88 de columna.

Por tanto el portatejidos 10’ con el tejido sometido a biopsia en el mismo puede fijarse temporalmente al extre-
mo distal del soporte 88 de columna e insertarse en una disolucién adecuada para su transporte. En el laboratorio de
tratamiento del tejido, se retira la tapa 90 del recipiente 86 y se retira el portatejidos 10’ de la columna 88. Puede
proporcionarse cualquier elemento de sujecidon adecuado tal como elemento de sujecion de tipo velcro, cierre rdpido
de plastico, conectores de portaobjetos de cola de milano u otra estructura de ajuste cooperativo para fijar el portate-
jidos 10’ a la columna 88 de soporte. La disolucién dentro del recipiente 86 de muestra puede ser una disolucién de
transporte (acuosa) o la primera disolucién (no acuosa). Seria conveniente proporcionar el recipiente de muestra en la
sala de operaciones con el soporte fijado al exterior del recipiente y entonces dar la vuelta a la tapa de modo que el
soporte se sumerge en la disolucién dentro del recipiente tras colocar el tejido dentro del soporte.

La presente invencién tendrd muchas ventajas sobre métodos convencionales en las dreas de la practica de patolo-
gia, atencién al paciente, investigacién biomédica y educacion.
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La disponibilidad de diagndstico microscépico de muestras de tejido en el plazo de aproximadamente 40 minutos
a aproximadamente 2 horas tras la recepcidn permitird una interaccién clinica rdpida, o incluso a tiempo real, entre
la intervencion quirtdrgica y la evaluacién patolégica. Esto puede provocar mejoras significativas en la atencién al
paciente eliminando o reduciendo hasta un minimo la ansiedad del paciente durante la espera del diagndstico de
enfermedad, prondstico y planeamiento de tratamiento.

En consecuencia, habrd una reordenacién dréstica del flujo de trabajo en los laboratorios de patologia. El espacio
de laboratorio clinico, experiencia anatomopatoldgica, y el personal de oficina y técnico se utilizard mas eficazmente.
El flujo de trabajo continuo mejorard la accesibilidad y capacidad de respuesta de anatomopatélogos que tratan y
evaldan muestras, reducira el nimero de anatomopatélogos necesarios para tratar y evaluar muestras, y también puede
mejorar la educacion médica, particularmente la accesibilidad y capacidad de respuesta de programas de residencia.

El volumen menor de reactivos dard como resultado ahorros de coste. La eliminacién de formaldehido y xileno y
la reduccién de requisito de otros productos quimicos peligrosos proporcionaran beneficios para el medioambiente y
aumentard la seguridad en el laboratorio.

La normalizacién de los procedimientos de fijacion y tratamiento de tejido facilitard la comparacién de mues-
tras de diferentes laboratorios. Se eliminaran artefactos en histologia debido al uso de formaldehido y/o tratamiento
prolongado; permitiendo por tanto una evaluacién mds precisa de la morfologia microscépica de tejidos normales y
enfermos. De manera similar, se mejorara la tincion y recuperacion de antigenos. Para el andlisis genético, se elimina-
ran las mutaciones de ADN inducidas por formaldehido y puede potenciarse la extraccién de dcido nucleico a partir
de material de archivo. La viabilidad de estudios de ARN a partir de tejido almacenado, incrustado en parafina, fijado
abre caminos ilimitados para aplicaciones de diagndstico y de investigacion.

Se pretende que los siguientes ejemplos sean ilustrativos de la presente invencidn; sin embargo la practica de la
invencion no se limita de ninguna manera a los mismos.

Ejemplos
Ejemplo 1
De referencia, no segun la presente invencion

Se guardaron cortes de dos mm de espesor o més delgados de tejido fresco o fijado previamente en portatejidos y
se colocaron en una primera disolucién no acuosa de:

alcohol isopropilico al 40%,

acetona al 40%,

polietilenglicol al 20% (peso molecular promedio 300), y

dimetilsulféxido (DMSO) al 1% (es decir, 10 ml por litro de 1a mezcla anterior).

Se incubaron las muestras de tejidos durante 15 min. a una temperatura de bafio de glicerina entre 45°C y 50°C. Se
colocé la disolucién de 400 ml para la fijacién en un vaso de precipitados de 500 ml en un agitador de bafio de agua
(desplazamiento lineal de 5 cm/s). Se proporcioné agitacion adicional de la disolucién de fijacién burbujeando con
una bomba de aire.

Se llevan a cabo la fijacion, deshidratacién, eliminacion de grasa, aclarado e impregnacién mediante exposicién
secuencial de la muestra de tejido a tres disoluciones diferentes (las segunda, tercera y cuarta disoluciones descritas
anteriormente), una en cada uno de los tres hornos microondas de Energy Beam Sciences. Se coloca una disolucién
de un litro de alcohol isopropilico al 70% y polietilenglicol al 30% (peso molecular promedio 300) en el primer horno
(modelo H2800) en un vaso de precipitados de 1500 ml, la disolucién en el segundo horno (modelo H2800) consiste
en un litro de alcohol isopropilico al 70% y de xileno al 30% en un vaso de precipitados de 1500 ml, y el tercer horno
(modelo H2500) contiene una disolucién de 1000 ml de xileno y 300 g de parafina en un vaso de precipitados de
1500 ml. Se afiaden diez ml de DMSO por litro a estas tres disoluciones. Se realiza el calentamiento a 60°C mediante
radiacién de microondas durante 15 minutos en el primer horno, y durante 5 minutos en cada uno de los segundo y
tercer hornos (fijindose al 75% de potencia con un ciclo de 2 segundos).

Para continuar la impregnacién con parafina tras completar las etapas de radiacidon de microondas, se incubaron las
secciones de tejido en cuatro bafios de 500 ml de parafina fundida dentro de un desecador grande cargado con parafina
que estd apoyado en un baflo de glicerina a 75°C. Se transfirieron las secciones de tejido desde un bafio de parafina
hasta el siguiente a intervalos de 3 minutos, durante un tiempo de impregnacién total de 12 minutos. Se midi6 cada
intervalo de 3 minutos a partir del tiempo en el que la lectura de presion era de aproximadamente 640 mm de Hg. No
se uso agitacion durante esta etapa.
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Ejemplo 1
Se llevaron a acabo la fijacion, deshidratacién, eliminacién de grasa e impregnacién con parafina de secciones de
tejido frescas o fijadas, de aproximadamente 1 mm de espesor, en 40 minutos mediante la exposicién de estas secciones
de tejido a cuatro etapas sucesivas tal como sigue.
Etapa 1
En este ejemplo, la primera disolucién consistia en:
alcohol isopropilico al 60%,
acetona al 10%,
polietilenglicol al 30% (peso molecular promedio 300), y
dimetilsulféxido (DMSO) afiadido a una concentracién aproximada del 1% del volumen total. Un litro de
esta disolucién es suficiente para fijar 60 muestras de tejido contenidas en portatejidos. Se incubaron las
muestras a 55°C en un procesador comercial de microondas para tejidos (H2500 o H2800, Energy Beam
Sciences) durante 5 min. en cada una de las series de tres bafios que contenian la primera disolucién (incu-
bacion total de 15 min.); se obtuvo la agitacion de la disolucion burbujeando para acelerar el intercambio
de disolucion.
Etapa 2
Se incubaron las muestras en una disolucién de alcohol isopropilico al 70%, acetona al 30%, y DMSO afiadido
a una concentracién aproximada del 1% a 60°C. Se calentaron las muestras en un procesador de microondas para
tejidos (H2800, Energy Beam Sciences) durante 5 min. en cada uno de los dos vasos de precipitados que contenian la
disolucién (incubacién total de 10 min.), que se agitaron burbujeando.
Etapa 3
Tras la irradiacién de microondas, se inicié la impregnacién mediante incubacién en una disolucién de cera de
aceite mineral al 25% y de parafina fundida al 75% colocada en un desecador grande que estd apoyado en un bafio de
glicerina a 60°C o 70°C, a vacio de aproximadamente 200 mm de Hg, durante 5 min. Se desgasific6 la parafina antes
de su uso tal como se describe en el ejemplo 1.
Etapa 4
Se completd la impregnacién mediante incubacién en cuatro bafios de parafina fundida colocados dentro de un
desecador grande que estd apoyado en un bafio de glicerina a 75°C. Se transfirieron las secciones de tejido desde un
bafio de parafina hasta el siguiente s intervalos de 3 min., durante un tiempo de total de impregnacién de 12 min. Se
midié cada intervalo de tres min. para el tiempo en el que la lectura de presion es de aproximadamente 640 mm de Hg.
En este ejemplo se afladieron 6 ml de una disolucién madre de indicador de color (10 g de azul de metileno en 1000
ml de alcohol isopropilico) a cada una de las disoluciones de alcohol isopropilico y acetona. Las muestras de tejido
adquieren una tincién azul que facilita su manejo durante la impregnacién y manejo; también puede monitorizarse la
penetracién de la muestra de tejido mediante la observacién de un color azul uniforme a lo largo de la muestra de
tejido.
Ejemplo 2

Pueden llevarse a cabo la fijacidn, deshidratacion, eliminacién de grasa e impregnacién con parafina de secciones
de tejido frescas o fijadas, de hasta aproximadamente 1 a 2 mm de espesor, en 65 minutos tal como sigue.

Etapa 1
En este ejemplo, la primera disolucién consiste en:
alcohol isopropilico al 40%,
acetona al 40%,
polietilenglicol al 20% (peso molecular promedio de 300),

acido acético glacial afiadido a una concentracién aproximada del 0,5% del volumen total, y
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dimetilsulf6xido (DMSO) afiadido a una concentracién aproximada del 1% del volumen total. Un litro
de esta disolucioén es suficiente para fijar 60 muestras de tejido contenidas en portatejidos. Se incuban las
muestras a 65°C en un procesador comercial de microondas para tejidos (H2500 o H2800, Energy Beam
Sciences) durante 15 min. en un vaso de precipitados de 1500 ml que contiene la primera disolucién; se
obtiene la agitacién de la disolucién burbujeando para acelerar el intercambio de disolucion.

Etapa 2

Se incuban las muestras en una disolucién de alcohol isopropilico al 55%, acetona al 25%, polietilenglicol al 10%
(peso molecular promedio de 300), aceite mineral de baja viscosidad al 10%, acido acético glacial afiadido a una
concentracion aproximada del 0,5% del volumen total, y DMSO afadido a una concentracién aproximada del 1%. Se
calientan las muestras a 65°C en un procesador comercial de microondas para tejidos (H2800, Energy Beam Sciences)
durante 15 min. en un vaso de precipitados de 1500 ml que contiene la disolucién, que se agita burbujeando.

Etapa 3

Se incuban las muestras en una disolucién de alcohol isopropilico al 55%, acetona al 25%, aceite mineral de baja
viscosidad al 20%, 4cido acético glacial afladido a una concentracién aproximada del 0,5% del volumen total y DMSO
afiadido a una concentracién aproximada del 1% del volumen total. Se calientan las muestras a 65°C en un procesador
comercial de microondas para tejidos (H2800, Energy Beam Sciences) durante 5 minutos en un vaso de precipitados
de 1500 ml que contiene la disolucidn, que se agita burbujeando.

Etapa 4

Tras la irradiacién de microondas, se inicia la impregnaciéon mediante incubacién en dos bafios de una disolucién
de cera de aceite mineral de baja viscosidad al 30% y de parafina fundida al 70% colocada en un desecador grande
que estd apoyado en un bafio de glicerina a 60°C, a un vacio de aproximadamente 640 mm de Hg, durante 5 min. en
cada bafio.

Etapa 5

Se completa la impregnacion mediante incubacién en cuatro bafios de parafina fundida colocados dentro de un
desecador grande que estd apoyado en un bailo de glicerina a aproximadamente de 75°C a 80°C y una presion reducida
de aproximadamente 640 mm de Hg, durante 5 min. cada uno. Se transfirieron las secciones de tejido desde un bafio
de parafina hasta el siguiente en intervalos de 5 min., durante un tiempo total de impregnacién de 20 min. Se midié
cada intervalo de 5 min. para el tiempo en el que la lectura de presion es de aproximadamente 640 mm de Hg.

Ejemplo 2 de referencia
Deteccion de antigeno en secciones de tejido

Se cortan secciones de parafina en un micrétomo hasta un espesor de 3 micrémetros, se colocan en un baiio de
agua y se hacen flotar sobre un portaobjetos de vidrio. Se fundi6 la parafina colocando los portaobjetos o bien en un
horno a 58°C durante 30 minutos o bien preferiblemente en un horno a 37°C durante aproximadamente 18 horas o
durante la noche, y entonces se les elimind la cera en un bafio de xileno durante 10 minutos. Se volvieron a hidratar
los portaobjetos en disoluciones de etanol decrecientes durante 1 min. cada una (dos bafios de absoluto, dos bafios al
95% y un bafio al 90%) y se enjuagaron sumergiéndolos en agua corriente durante 2 minutos.

Se bloqued la peroxidasa endégena con una disolucién de peréxido de hidrégeno (H,0,) al 6% y metanol, o 35 ml
de H,O, al 6% con 140 ml de metanol, se incubé durante 15 min. Se enjuagaron los portaobjetos sumergiéndolos en
agua corriente durante 2 min. y en PBS durante 2 min., después se secaron.

Se transfirieron los portaobjetos a una cimara de humedad y se afiadi6 suero de caballo normal (NHS) para bloquear
durante 10 min. Se decant6 el suero de caballo normal en exceso del portaobjetos y se incubd un anticuerpo primario
especifico durante 30 min. sobre la seccién de tejido en una cdmara de humedad a temperatura ambiente. Se lavaron
los portaobjetos con PBS con movimiento hacia atrds y hacia adelante usando un frasco lavador, se sumergieron en un
bafio de PBS durante 2 min., y se eliminé por secado el PBS en exceso de cada portaobjetos. Se afiadié disolucion de
unién (también conocida como anticuerpo secundario o anticuerpo anti-ratén o anti-conejo biotinilado) a cada seccién
de tejido y se incub6 durante 25 min. en una cdmara de humedad. Se lavaron los portaobjetos con PBS usando un
frasco lavador, se sumergieron en un bafio de PBS durante 2 min., y se eliminé por secado el PBS en exceso de cada
portaobjetos.

Se desarroll6 la sefial segin las instrucciones del fabricante (Vector Laboratories). Se afiadié una disolucién de
ABC a la seccién de tejido y se incubd durante 25 min. en una cdmara de humedad. Se lavaron los portaobjetos con
PBS en un frasco lavador y sumergieron en una rejilla en un bafio de PBS durante 2 min. Se sumergié la rejilla en un
bafio de cromdgeno DAB durante 6 min., después se sumergio bajo agua corriente para lavar cuidadosamente durante
4 min. Se contratifieron las secciones de tejido con hematoxilina (el tiempo de tincién dependera de la antigiiedad de
la hematoxilina) durante desde 15 s hasta 90 s. Se lavaron los portaobjetos bajo agua corriente durante 3 min. para
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eliminar la contratincién en exceso, se deshidrataron en bafios de alcohol (durante aproximadamente 10 s en cada uno)
desde el 85% hasta el 100%, se limpiaron en xileno y se cubrieron con cubreobjetos.

Se ha demostrado una mejor reactividad antigénica para el receptor de progesterona, antigeno relacionado con
el factor VIII, CD-31, CD-68, citoqueratina-7, cromogranina y antigeno de musculo liso, probablemente debido a la
mejor conservacion del antigeno.
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Reactivos N° de Fuente
catalogo
Portaocbjetos para microscopic - 00206 Surgipath
snow coat X-TRA
Kit Elite ABC {patrdn) PK-6100 Vector Labs.
IgG anti-ratdn biotinilada (H&L) | BA-2000 Vector Labs.
IgM anti-ratdn biotinilada (H&L) | BA-2020 Vector Labs.
IgG anti«conejo / anti-ratdn BA-6000 Vector Labs.
bictinilada (H&L)
Suero de caballo normal kNHE) S-2000 Vector Labs.
Tetraclorhidrato de K3466 DARO Corp.
diaminobencidina
Fosfato de potasio (monobasico) 7100-500 NY | Baxter
» Scientific
Fosfato de sodio (dibasico) 7917-2,5 NY | Baxter
Scientific
Cloruro de sodio (cristales RA) 7581-2,5 NY | Baxter
Scientific
Perdxide de hidrdgenc al 30% 5240-500 NY | Baxter
Scientific
Xileno 8644-20 NY Baxter
Scientific
Hematoxllina de Harris 5-7735-3 Baxter
Scientific
Alcohol metilico 3016-20 NY Baxter
Scientific
Alcohol al 95% Florida
' Digtillers
Alcohol etilico abscluto Florida
Distillers
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Anticuerpos, diluciones y tiempos de incubacion

Conejo (R) Microondas (M)
Ratén (MigG)  Tripsina (T)

Ratén (MigM)  Proteasa (P)

Incubacion de 30’

Incubacion de 45°

Incubacion de 90’

Cabra (G) Verde rapido (FG, Fast Green)
Abrev. Anticuerpo Procedimiento | Tiempo | Disol.
especial de de
incub. | unidn

(ACTH) Hormona 1: 2000 307 R
adrenocorticotropina

(AACT) Alfa-1- 1: 50000 30 R
antiquimotripsina

(AAT) Alfa-l-antitripsina 1: 2000 307 R

(ADENO) Adenovirus 1: 1000 307 MIgG

{AFP) Alfa-fetoproteina 1: 2500 307 R

(AEI/3) Citoqueratina 1: 200 (M) 457 MIgG

(ALA) Alfa-lactoalbumina 1: 600 307 R

(ACTIN) Actina del mGsculo 1: 200 307 MIgG

(APP-A4) | Anti-proteina A4 1: 500 (M) 45" MIgG
precursora de
Alzheimer

(ASPE) Aspergillus 1: 500 307 R

(AR) Receptor de 1: 20 (M) 457 MIgG
andrégenos (FG)

(BCA) Células B - 17 200 307 MIgG

{(bcl-2) Anti-oncoproteina 1: 100 (M) 457 MIgG
humana

(BerEp4) Antigeno epitelial 1: 25 307 MIgG
humano

(B72,3) Glicoproteina 72 1: 100 307 MIgG
asociada a tumor
TAG72

(BLA36) Antigenoc de 1: 100 307 MIgG
linfocito B

(CMV) Citomegalovirus 1: 50 (P) 307 MIgG

(CHRG) Cromogranina 1: 50 307 MIgG

(CALC) Calcitonina 1: 2000 307 R

(CER) Antigeno 1: 6000 307 R
carcinoembrionario

{CERb’ B2) { Oncogén Mab 1 de c¢- 1: 1500 S0’ R
erbB-2
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Anticuerpos, diluciones y tiempos de incubacion

Abrev. Anticuerpo Procedimiento | Tiempo Disol.
especial de de unidén
incub.

(CATH) Catepsina D 1: 2000 (M) 457 R

(CAM 5,2) Citoqueratina 1: 500 (M) 457 R

(CK 7) Citoqueratina 1: 200 (M) 457 MIgG

(CK 20) Citoqueratina 1: 25 (M) 457 MIgG

(COLL IV) Colageno IV 1: 25 (P) 307 MIgG

(CA 125) Anti-CA 125 humano 1: 20 (M) 457 MIgG
(MII)

(CD 30) Anti-antigeno Ki-1 1: 200 (M) 45’ MIgG
humano (BER-H2)

(ER) Receptor de 1: 50 (M) 457 MIgM
estrdgenos (FG)

(FVIII) Factor de Von 1: 50 (P) 307 MIgM
Willebrand

(FSH) Hormona estimulante 1: 3000 307 R
del foliculo

(5 HT) Serotonina 1: 50 307 MIgM

(FXIIT) Anti-factor de 1: 1200 307 R
coagulacidn

(GAST) Gastrina 1: 2000 307 MIgM

(GFAP) Proteina &acida 1: 1500 307 R
fibrilar de la glia

(GLUC) Glucagdn 1: 10000 307 R

(GH) Hormona del 1: 5000 307
crecimiento

(GCDFP) Proteina fluida de 1: 250 307 MIgM

enfermedad quistica

macroscodpica
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(GRP) Péptido de 1: 1000 307 R
liberacién de
gastrina

(HMWK) Queratina de alto 1: 10 457 MIgM
peso molecular
(34PE12)

(Hbcore) Antigeno del nlcleo 1: 5000 307 R
de la hepatitis B

(HBsAg) Antigeno de 1: 100 307 MIgM
superficie de la
hepatitis B

(HSV I) Herpes Simple Tipo I | 1: 10 307

(HSV II) Herpes Simple Tipo 1: 10 307
IT

(HCG) Gonadotropina 1: 50000 30 R
coriénica humana

(HPL) Lactégeno de 1: 100000 307 R
placenta humana

(HIST) Histoplasma 1: 1000 307

(H.Pyl) Heliobacter pylori 1: 500 (M) 457

(B-HCG) Gonadotropina 1: 10000 307 R
coridnica humana
beta

(IgA) Cadena pesada alfa 1: 400 307 R

(IgG) Cadena pesada gamma 1: 1000 307

(IgAs) Pieza secretora de 1: 200 307
IgA

(IgM) Cadena pesada Mu de 1: 1000 307 R
IgM

(INS) Insulina 1: 100 307 R

(Ki-67) Antigeno nuclear 1: 50 (M) 457 MIgG
MIB-1 (FG)

(K) Cadena ligera de 1: 200 (M) 45’ MIgG
kappa

(KERATIN) AEI/ 3 CAM 1: 50/1: 500 457 MIgG

(M)
(LCA) Antigeno comlin de 1: 50 307 MIgG

leucocito
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(Leu M1) Antigeno Leu M1 1: 200 (M) 45 MIgM
(Leu 7) Antigeno Leu 7 1: 50 (M) 457 MIgM
(Lectin) Lectina 1: 4000 USE DE INSTEAD
NHS
(Anti- Antigeno anti- 1: 10000 307 G
Lectin) lectina
(LEA 135) Anti-antigeno 1: 50 307 MIgG
epitelial luminar
humano
(LH) Hormona luteinizante | 1: 3000 307 R
(L) Cadena ligera lambda | 1: 6000 (M) 457 MIgG
(LMK-8) Queratina de bajo 1: 25 (M) 457 MIgG
peso molecular
(LIP-AS Lipasa 1; 400 307 MIgG
105)
(MCA) Antigeno 1: 400 (M) 457 MIgG
histiocitico
mieloide (MAC 387)
(MUR) Muramidasa 1:2000 307 R
(MYOGL) Mioglobina 1:5000 307 R
(MAPH) Macrdfago 1:50 307 MIgG
(MTLT) Metalotioneina 1:50 307 MigG
(MEL) Melanoma HMB 45 1:50 30’ MigG
(MAK 6) Anti-Citogueratina 1:50(T) 907 MigG
(MBP) Mielina 1:500 307 R
(MESO) Antigeno mesotelial 1:500 307 MigM
(MAST-C) Mastocito 1:2000(T) 307 MigG
(MPO) Mieloperoxidasa 1:5000 307 R
(MGN) Miogenina 1:15 457 MigG
(NB) Neuroblastoma 1:200 907 MigG
(N-FIL) N-Filamento (2F11) 1:250 307 MigG
(NSE) Enolasa especifica 1:4000 (M) 457 MigG
de neurona
(PAMYL) Amilasa pancredtica 1:20 307 MigG
(PCP) Pneumocystis carinii | 1:25 307 MigM
(PLAP) Fosfatasa alcalina 1:800 307 R

de placenta
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{PPP) Polipéptido 1:3000 301 R
pancreatico
(PTH) Hormona paratircidea | 1:250 (M) 457 (RAT)
(PROL) Prolactina 1:500 307
{PAPH) Fosfatasa acida 1:4000 307
prostética
(PML) (8V40) | Leucoencefalopatia 1:10000 307 R
multifocal
progresiva
(PR) Receptor de 1:100 (M) 457 R
progesterona
(PR 1A6) Receptor de 1:50 (M) 457 MigG
progesterona
(PSA) Antigeno prostatico 1:750 307 R
especifico
(PCNA) Antigeno nuclear de 1:100 (M) (FG) 457 MigG
proliferacidn
celular
(PS2) Proteina PS2 1:1000 457 R
(P53) Antigeno p53 1:50(M) (FG) 457 MigG
(s 100 A) Proteina S 100 A 1:3000 307 R
(§100) Proteina S 100 1:2000 307 R
(SOMAT) Somatostatina 1:3000 307 R
(SYNAP) Sinaptofisina 1:800 (M) 45’ R
(SMA) Actina del misculo 1:100 307 MigG
liso
(<SR-1) Actina sarcomérica 1:100 30’ MigG
(TESTOS) Testosterona 1:250 307 R
(TGB) Tiroglobulina 1:20000 307 R
(TP-103) Treponema 1:50(T) 307 MigG
(T™M) Trombomodulina 1:50 307 MigG
(TSH) Hormona estimuladora | 1:2000 307 R
de tiroides
(TCR) Antigeno de células 1:800 (M) 457 MigG
T
(TOXO) Toxoplasma 1:1000 307 R
(UBT) Ubiquitina 1:250 307 R
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(VIP) Péptido intestinal 1:1500 307 R
vasoactivo

(VIM) Vimentina 1:800 (M) 45’ MigG

(VVZ) Virus de varicela- 1:100 307 MigG
zbster

(WSKER) Queratina de amplio 1:500 307 R
espectro

Ejemplo 3

Extraccion de ADN a partir de secciones de tejido tratadas

Se colocaron dos secciones de tejido de seis micrémetros en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, se afiadieron
800 ul de xileno y se mezclaron mediante agitacion con vortex, se afiadieron 400 ul de etanol absoluto y se mezclaron
mediante agitacién con vértex, se centrifugé el tubo durante 5 minutos en una microcentrifuga de alta velocidad y se
decant6 el sobrenadante. Al sedimento, se le afiadieron 800 ul de etanol absoluto y se mezclaron mediante agitacién
con vortex.

Se decant6 el sobrenadante tras la centrifugacion tal como anteriormente y se afiadieron 100 ul de una disolucién
de proteinasa K/detergente (NP40 al 1% o Triton X-100, 2,4 ul de proteinasa K 2,5 mg/ml) al sedimento y se incubd
a 55°C durante una hora. Se inactivé la proteinasa K mediante incubacién a 95°C durante 10 min. Se conserva el
sobrenadante que contiene ADN tras la centrifugacion en la microcentrifuga durante 5 min. Este material estd listo
para PCR. Debe precipitarse y extraerse adicionalmente si se planea una transferencia de tipo Southern. Se requerirdn
mads secciones para obtener ADN suficiente para los andlisis de restriccion.

La figura 13A muestra que la cantidad y calidad del ADN amplificado por la reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR), son comparables entre muestras preparadas segin la presente invencion (ejemplo 1) y mediante tratamiento
convencional de tejidos (Tissue-Tek VIP histoprocessor, Miles-Sakura, usado segtin las instrucciones del fabricante).

Ejemplo 4
Extraccion de ARN a partir de secciones de tejido tratadas

Se cortaron diez secciones (de 7 um cada una) de un bloque de parafina usando cuchillas desechables; se prepararon
los bloques segtin la presente invencién y mediante tratamiento convencional de tejidos tal como se describe en el
ejemplo 5. Se colocaron en tubos Falcon de 50 ml, se desparafinaron con 20 ml de xileno y el tejido restante se lavd
entonces dos veces con alcohol absoluto durante 30 minutos. Se suspendi6 el tejido a 0,5 g/ml en una disolucién
que contenia tiocianato de guanidinio 4 M, citrato de Na 25 mM pH 7,0, N-laurilsarcosina al 0,5%, y 0,1 M de 2-
mercaptoetanol. Se mezcl6 la disolucién mediante agitacién con vortex y se fragmenté el ADN mediante pase a través
de una aguja de jeringa de calibre 18 a 22.

Se puso cuidadosamente la disolucién que contenia ARN en 2,8 ml de CsCl 5,7 M en varios tubos de centrifuga de
5 ml (Sorvall), y se sediment6 el ARN mediante centrifugacién en un rotor SW55Ti a 35.000 rpm y 18°C durante 14
horas en una ultracentrifuga Beckman L8-53. Se eliminé cuidadosamente la fraccién superior para dejar un sedimento
de ARN en el fondo del tubo. Se resuspendi6 el sedimento con agua libre de ribonucleasa, y se centrifugé el tubo
Eppendorf a 14.000 rpm durante 10 min. Se conservé el sobrenadante que contenia ARN y se midi6 la absorbancia
de UV: coeficiente de extincion 1 DOyg/cm es 40 ug/ml de ARN, la razén DO, /DO,g, debe estar entre aproxima-
damente 1,8 y aproximadamente 2,0. Se extrajo un total de 45 ug de ARN a partir de muestras de tejido preparadas
segun la presente invencién mientras que no pudo detectarse ARN a partir de muestras de tejido tratadas de manera
convencional (figura 13B).

Aunque la presente invencion se ha descrito en relacién con lo que se considera actualmente que son realizaciones
preferidas y practicas, se entiende que la presente invencidn no ha de limitarse ni restringirse a las realizaciones dadas
a conocer pero, por el contrario, se pretende cubrir diversas modificaciones y disposiciones equivalentes incluidas
dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Por tanto, ha de entenderse que variaciones en la invencién descrita serdn obvias para los expertos en la técnica sin

apartarse de los aspectos novedosos de la presente invencién y se pretende incluir tales variaciones dentro del alcance
de las reivindicaciones a continuacion.
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REIVINDICACIONES
1. Método para el tratamiento continuo de tejidos que comprende
(a) proporcionar una muestra de tejido de hasta 3 mm de espesor;
(b) fijar, deshidratar y eliminar la grasa de dicha muestra de tejido con energia de microondas y disoluciones
no acuosas, siendo al menos una disolucién no acuosa una primera disolucién compuesta por un alcohol y

una cetona en una razén en volumen de alcohol con respecto a cetona entre 1y 3;

(c) impregnar dicha muestra de tejido fijada, deshidratada y desgrasada en presion inferior a la atmosférica
mediante una disolucién de cera compuesta por parafina;

(d) repetir las etapas (a) a (c) con al menos otra muestra de tejido;
mediante lo cual se tratan de manera continua muestras de tejido iniciando la etapa (a) para una muestra de tejido
tratada posteriormente antes que la etapa (c) se haya completado para una muestra de tejido tratada anteriormente de

modo que se trata una muestra de tejido desde la fijacion hasta la impregnacién en menos de dos horas.

2. Método segtn la reivindicacion 1, en el que dicha muestra de tejido se corta hasta un espesor de entre | mm y 2
mm, antes del tratamiento.

3. Método segtin la reivindicacién 2, en el que dicha muestra de tejido se corta hasta un espesor de aproximada-
mente 1,5 mm antes del tratamiento.

4. Método segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademds seccionar dicha muestra de
tejido fijada, deshidratada, desgrasada e impregnada para proporcionar una secciéon de tejido de entre 1 micrometro y
50 micrémetros.

5. Método segtin cualquiera de la reivindicacién 1 a 4, en el que dicha muestra de tejido se incuba en dicha primera
disolucion durante menos de 25 minutos.

6. Método segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicha primera disolucién estd compuesta
ademds por polimeros de peso molecular promedio entre 100 y 500.

7. Método segun la reivindicacién 6, en el que dicha primera disolucién estd compuesta por acetona, alcohol
isopropilico y polietilenglicol.

8. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende ademas aclarar dicha muestra de tejido
en una disolucidn no acuosa compuesta por agente de aclarado.

9. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que se tratan muestras de tejido sin usar formalina.
10. Método segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que se tratan muestras de tejido sin usar xileno.

11. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dicha muestra de tejido fijada, deshidratada
y desgrasada se impregna con ceras de diferentes puntos de fusion.

12. Método segun la reivindicacién 11, en el que dicha muestra de tejido fijada, deshidratada y desgrasada se
impregna con una disolucién de cera compuesta por aceite mineral y parafina.

13. Método segtin la reivindicacién 1, en el que dicha muestra de tejido fijada, deshidratada y desgrasada se
impregna en parafina fundida durante menos de 15 minutos.

14. Método segin la reivindicacion 1, que comprende ademads colocar dicha seccién de tejido sobre un portaobjetos
para histologia y entonces eliminar la cera del portaobjetos.
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FIG. 1
LA PRACTICA DE LA HISTOPATOLOGIA QUIRURGICA

Ruta convencional desde la cirugia hasta el diagnéstico de tejidos

DIA 1
“descripcion clasificacion por lotes de las
Cirugia —» macroscépica’™> las muestas ~» entrada de las
muestras clasificadas por lotes —» tratamiento durante la noche
en el procesador
DIA 2

Salida de las muestras clasificadas por lotes del procesador —ybioqueo-»

microtomia — tincion con -3 diagnostico
HYE

INTERVALO DE TIEMPO DESDE LA CIRUGIA
HASTA EL DIAGNOSTICO: > 22 HORAS
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FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. 5
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Fig. 9 |
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FIG. 8
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FIG. 12
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