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El presente invento se refiere a un proce-
dimiento para la obtencidn de un fijador histoldgico para
el uso en la preparacidn de muestras de tejidos para aximen
microscdpico. En el estudio microscdpico e histoquimico de
los tejidos, es una préctica comdn fijar el tejido antes de
someter el mismo al seccionamisnto por microtomia. Haﬁ Si-
do smpleados varios métodos de fijacidn, depsndiendo de la
knvestigacidn particular, que se esté efsctuando. La conge-
lacidn del tejide o la inclusidn del mismo en cera, ss fre-
cuentements suficiente, pero los materiales son susceptibles
de perderse, alterarse o moverse dentro de los tejidos. Se
han usado para evitar estas dificultades varias msjoras, ta-
les como la desscacidn por congelacidn utilizando un vacio
o sustitucifn de hielo an la célula congelada por alcohol,
pero con frecusncia son complicadas a gran escala. La uti-
lizacidn de técnicas quimicas de Pijacidn puede aplicarse en
cisrtos casos, pero carscen de amplia aplicabilidad.

El presente invento se relaciona con la ob-
tencidn de un nuevo fijador histoldgico, que causa un dafio
minimo a las células del tejido, s&s convsniente en sl uso
efectivo y puede emplearse con una amplia variedad de tipos
de tesjidos. En particular, el presente invento se refisre
a una solucidn de 4cido tricloroacético, cloruro de zinc y
formaldsghida, an un alcanol inferior acuocso. El alcanol in-
ferior puede ser alguno de los bisn conocidos alcoholes te=
niendo de 1 a 4 4dtomos de carbono, como por sjemplo, meta=

nol, etanol, n-propancl, isopropanol, n-butanol y los varios

butanoles ramificados. Metanol s altamente satisfactorio
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y preferido desde el punto de vista econfmico y de poder di=-
solvente. Aungue las cantidades, a las que se hard referen-
cia aquf estdn basadas en alcanol puro, es evidente gque pue=
den emplearse alcanoles conteniendo varias cantidades de agug
en la formulacidn del presente fijadar, haciendo ajustes aprd=-
piados en los voldmenes del mlcanol y se afiade agua adicio-
nal.

El alcanol inferior acuose tendrd una pro-
porcidn de voldmen de alcanol raspecto al agua total desde
alrededor 1:1 hasta alrededor de 1:3. Una proporcidn prefe-
rida es de alrededor de l:1,) hasta alrededor de 1:5.

Disuelta en el alcanol acuoso estd una mez-
cla de 4cido triclorodcetico, cloruro de zinc y formaldehido
Una proporcidn de cloruro de zinc al 4cido tricloroacdtico,
en ‘un fundamento de peso, es desds alrededor de 2:1 hasta al-
rededor de 4:1. Una proporcidn de 3:1 es altamente satisfacH
toria. La proporcidn de formaldshido respecto al dcido tri-
cloroacético es de alradedor de 8:1 hasta alrededor de 10:1,
siendo una proporcidn tipica de 9:1l.

El dcido tricloroacético, cloruro de zinc y
formaldehido, estdn combinados en la mezcla y después ge di-
suslven en el alcanol inferior acuosc para procurar una so=-
lucidn final desde alrededor de 8 hasta alredador de 20% de
peso/volumen de la mezcla en el alcanol inferior acuoso. En
el caso del formaldehido, es conveniente utilizar 8na solu-
cidn de formaldehido, como por ejemplo, la solucién conven-
cional de 37% de formaldehido y hacer ajustes apropados en

la cantidad del agua, que se affade. Una concentracidn final

prefsrida es de alrededor de 10% de peso /Voldmen del 4cido
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tricloroacético, cloruroc de zinc y formaldshide en sl alca-

nol infsrior acuoso.

Aunque sl orden de mezclado de los componen
tes individuales no es critico, aste mezclado va acompafiado
de una reaccién exotérmica y, por lo tanto, deber{a aplicar-
se algdn cuidado en esta preparacidn. Ademds, puesto dua
puede observarsse sn la solucidn final una psquefia cantidad
de material insoluble, 8s dessable filtrar la solucidn una
vez que se hayan mezclado los componantss.

La manera de utilizar este fijador histold-
gico, es idéntica a la anteriormente empleada con fi jadorss
quimicos conocidos. Por lo tanto, el tejido, qus debe exa=-
minarse, simplemente se sumergs sn el fijador durante un brsk
ve perfodo de tiempo, como por ejemplo, una o dos horas y
después se extrae y elabora de la manera usual. El tejido
que estd fijado de esta manera, procura excelentes ejempla=
res al seccionar. Esto es cierto incluso con tejidos, ta-
lgs como el tejido renal y el cesrsbral de los que se sabe
que los ejemplares de muestra son dificiles de preparar.

El sjemplo siguiente demostrard un tipice
fijadar histoldgico de acuerdo con el prasente invento, aprj—
cidndose que las cantidades de los varios componentes pueden
variarse dentro de los alcances expuestos.

EJEMPLD

Cuatrocientos gramos de cloruro de zinc se

combinan con 120 gramos de &cido tricloroacético y 2,64 li-

tros de formaldehido al 37% (correspondients a 1.055 gramos

de formaldehido al 100%) en 7,3 litros de metanol al 95%
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(correspondiente a 7 litros de metanol al 100%) y 7 litros de
agua. Ocurre una ligera reaccidn exotérmica y despufs de ha=
ber alcanzado la solucidn de nuevo la temperatura ambients,

la misma se filtra y sa coloca en un rscipisnte. Esta solu=-

cién, que estd lista para sl uso como fijador de tejido, cornés-

ponde a una solucidn de 9,8% de peso /volumen de &cido triclos
roacético, cloruro de zinc y formaldehido, en que la propor-
cibén de pesc de cloruro de zinc al dcido tricloroacético es
de alrededor de 3,33:1 y la proporcidn de peso de formaldehi-
do al 4cido tridoroacético es de alrededor de 9:1, sn metanol
acuosl, en que la proporcidn de voldmen de alcanol dl agua
total (incluyendo la afiadida separadaments, qus sstaba conte-
nida en el metanal de 954 y aquella contenida en el formal-
dehido al 37%) es de alrededor de 1l:1,3.

Los fijadores histoldgicos del presente in-
vento demusstran excelsntes propiedades de difusidn al efec-
tuar la fijacidn y la lisis y todavia dejan sl tejido fijado,

suave y plsgable.

La presente patente de invencidn, comprends

las siguientes reivindicaciones:

1.~ Procedimiento para la obtencidn de un

fijador histoldégico, caracterizado porque se reune una solu-

cidn ds 8 a 20% de psso/Voldmen de un conjunto de dcido tri-
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cloroacético, cloruroc de zinc y formaldehido en un alcancl in
ferior acuoso, en que la proporcidn ds peso des cloruro de
zinc al 4cido tricloroacético es desde alrededor de 2:1 has-
ta alrededor de 4:1, la proporcidn de peso de formaldshido
al 4cido tricloroacético es desde alrededor de 831 hasta al=
rededor de 10:1, y la proporcidn de vollmen de alcanol infe~
rior al agua total es desde alrededor de l:l hasta alredadoxr

de 1:3.

2.~ Procedimiento, segin la reivindicacidn
1, caracterizado porque la proporcién de cloruro de zinc al
4cido tricloroacédtico es desde alrededor de 3:1 hasta alrade-

dor de 3,5:1.

3.- Procedimiento, segln las reivindicacio-
nes 1 8 2, caracterizado porque la proporcidn de peso de for-

maldehido al &cido triclorpacético es de alrededor de 9:1.

4.~ Procaedimiento, segln las reivindicacio-
nes 1, 2 6§ 3, caracterizado porque el alcanol inferior es

metanol.

S.- Procedimiento, seqgdn la reivindicacidn
4, cagracterizado porque la proporcidn de voldmen de metanol

al agua, @s desde alrededor de l:l,l hasta alrsdedor de 1:1,5

6.~ Procedimiento, segln las reivindicacio-
nes precedentes, caracterizado porque la concentracidn de di=-

cha solucién es desde alrededor de 9 a 11% de peso/voldmen.

7.~ Procedimiento, segin las reivindicacio-

nes precedsntes, caracterizado por una solucién ds 9,8 peso/

voldmen de una mezcla de 3,3 partes de 4cido tricloroacético
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pasando ds 1 de cloruro de zinc y 9 partes de formaldehido en
metanol acuoso, en que la proporcién de voldmen de metanol al

agua total, es de alrededor de 1l:1,3.

8.~ Procedimiento para la obtencidn de un

fijador histoldgico.

Seqlin se describe y reivindica en la pre-
sente memoria descriptiva, la cual consta de seis hojas folia-

das y escritas a mdquina por una sola de sus cargs.

Madrid, a

vaed Francises del Peis
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