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DESCRIPCION

Accesorio para inmunohistoquimica en secciones por flotacién

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencién pertenece al campo de la biomedicina en general, y en particular al

campo de la inmunohistoquimica.

El objeto de la presente invencion es un nuevo accesorio particularmente disefiado para evitar
dafios en las secciones de tejido durante las operaciones de pipeteo directo en los pocillos

que las contienen.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La inmunohistoquimica realizada en secciones en flotacion (en adelante inmunohistoquimica
por flotacion) constituye un procedimiento habitual en los laboratorios de investigacién que
procesan muestras bioldgicas en forma de seccién procedentes de diversos tejidos, tales
como tejido hepatico, cardiaco y nervioso entre otros. La inmunohistoquimica por flotacién
ofrece ciertas ventajas para el estudio de los tejidos en comparacién con la
inmunohistoquimica realizada directamente sobre portaobjetos de vidrio, siendo la principal
ventaja el uso de secciones histologicas mas gruesas (por encima de los 40-50 micrémetros)

que, a su vez, garantizan una mejor penetracion de los anticuerpos empleados en la seccién.

Generalmente, el desarrollo de la inmunohistoquimica por flotaciéon se realiza en placas de
multiples pocillos no tratadas, que han sido disefiadas para el crecimiento de células (placas
de cultivo celular). Estas placas disponen de un numero variable de pocillos de diferente
tamafio y forma generalmente redonda (aunque también se pueden encontrar
comercializadas placas con pocillos con otras formas geométricas, principalmente cuadradas
o rectangulares). En otras ocasiones, los propios investigadores desarrollan sistemas
personalizados de forma y tamafno variable. En cualquier caso, la inmunohistoquimica en
flotacion normalmente se realiza introduciendo directamente las secciones de tejido a
procesar en cada uno de los pocillos de la placa, y requiere la adicion y aspiracién repetitiva

de diferentes soluciones acuosas mediante micropipetas o pipetas de tipo Pasteur.

Un problema habitual, que surge al verter o aspirar la solucién acuosa directamente en el
2
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pocillo que contiene las secciones de tejido, es el riesgo de deteriorar, fracturar o incluso
perder definitivamente alguna de las secciones de las muestras bioldgicas que se van a
analizar. Desafortunadamente, no existen soluciones a este problema disponibles
comercialmente, lo que hace que la pericia para pipetear que tenga el investigador sea un

factor clave para solventar este problema.

En la actualidad, existen accesorios particularmente disefados para el cultivo de células que
resuelven parcialmente este problema. En particular, estos accesorios presentan forma de
cestillas o canastillas insertables en las placas de multiples pocillos y que disponen de una
membrana microporosa en su superficie inferior que sirve como sustrato para el cultivo de
células. El documento US7598076B2 constituye un ejemplo de este tipo de accesorios. Como
se puede apreciar, el accesorio (100) esta encajado en el interior de un pocillo (200) de una
placa de pocillos (no mostrada en su totalidad). La superficie inferior (110) del accesorio es
porosa, de manera que la solucion del pocillo entra en el accesorio (100) y bana la muestra

alojada en su interior.

Este tipo de accesorios, aplicados al procesamiento de tejidos biologicos mediante
inmunohistoquimica por flotacion, permite introducir y extraer las secciones de las muestras
en los pocillos de la placa de manera mas segura. Sin embargo, no solucionan el problema

del deterioro de las secciones de tejido debido al uso de una pipeta o micropipeta.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente solicitud resuelve el problema anterior mediante un nuevo accesorio para
inmunohistoquimica donde el espacio en que se encuentra la muestra en forma de seccién
esta fisicamente separado de una cavidad adicional a través de la cual se realizan las
operaciones de pipeteo. Gracias a esta configuracion, se evita completamente la posibilidad
de que la seccion sufra cualquier tipo de deterioro debido a posibles golpes recibidos a causa

de la repetida introduccién y retirada de la punta de la pipeta.

Ademas, este nuevo accesorio no solo es util para su uso en el campo de la
inmunohistoquimica, sino que también puede utilizarse en cualquier tipo de técnica o
procedimiento que requiera la adicion o retirada de fluidos en secciones en flotaciéon. Por
ejemplo, para exponer al tejido a soluciones colorantes para tinciones, o para afiadir o retirar

soluciones de lavado o conservante (por ejemplo, tampodn fosfato con azida sddica).
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El accesorio para inmunohistoquimica en secciones por flotacion comprende un alojamiento

de forma esencialmente prismatica que es insertable en el pocillo de una placa de pocillos.

En este contexto, la expresion “de forma prismatica’ hace referencia a una forma obtenida a
partir de cualquier figura plana mediante la prolongacién en paralelo de todo el perimetro de
dicha figura plana en una direccion perpendicular a la misma. Por tanto, dicha expresion
incluye no solo prismas propiamente dichos, es decir, aquellos que tienen una base poligonal,
sino también figuras tales como cilindros o similares, que se obtienen a partir de la
prolongacion de un circulo u otra figura plana no poligonal. Por tanto, el alojamiento
esencialmente prismatico de la presente invencién puede adaptarse a la forma especifica del
pocillo en el que se va a instalar, ya sea este circular, cuadrado, rectangular, u otros. Ademas,
el término “esencialmente” se refiere a que es posible que el prisma en cuestion tenga una
cierta conicidad de pequefio valor, por ejemplo de manera que tiene un lado superior mas
ancho que su fondo. Esta configuracion puede observarse, por ejemplo, en el accesorio

perteneciente a la técnica anterior mostrado en la Fig. 1.

Pues bien, el alojamiento prismatico del accesorio de la invencion comprende

fundamentalmente dos porciones diferenciadas.

a) Primera porcién de pared lateral no porosa

Se trata de una porcion de pared lateral cuya forma es complementaria con la forma
de la pared lateral del pocillo de la placa. En este contexto, el término “porciéon” hace
referencia a una porcién del alojamiento prismatico que abarca la totalidad de la altura
del alojamiento a lo largo de un determinado angulo de giro alrededor del eje principal
del prisma. Por ejemplo, la primera porcion de pared lateral no porosa puede abarcar

un angulo de entre 70° y 80° del alojamiento prismatico.

En general, la forma de la primera porcidon de pared lateral no porosa se elegira en
funcion de la forma de la pared lateral del pocillo en el que se va a insertar y tendra
unas dimensiones adecuadas para su insercién en uno de tales pocillos. Por ejemplo,
para pocillos de forma cuadrada, la primera porcion de pared lateral no porosa sera
también cuadrada, es decir, tendra forma de prisma cuadrado. Alternativamente, y de
acuerdo con una realizacion particularmente preferida de la invencion, la primera
porcion de pared lateral no porosa tiene una forma esencialmente cilindrica, es decir,

forma de prisma circular o cilindro. Esta forma es complementaria con la pared lateral
4
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de un pocillo circular, permitiendo asi que el alojamiento encaje en el interior del pocillo.

b) Segunda porcién de pared lateral porosa

Se trata de una porcién de pared lateral que esta rehundida esencialmente en direccion
al eje central del alojamiento con relacién a la primera porcion de pared lateral. La
segunda porcién de pared lateral no porosa abarcara el angulo restante de entre 20°

y 10° del alojamiento prismatico.

Por tanto, la segunda porcién de pared lateral del accesorio esta separada de la pared
lateral del pocillo en el que se introduce el accesorio en cuestién. Gracias a esta
configuracion, entre la segunda porcién de pared lateral porosa del alojamiento y la
pared lateral del pocillo se genera una cavidad vertical adecuada para la introduccién

de una pipeta para introducir o aspirar una solucion del pocillo.

La segunda porcion de pared lateral puede en principio tener cualquier forma
independientemente de la forma del pocillo y de la primera porcion de pared lateral,
Unicamente es necesario que esté suficientemente separada de la pared lateral del
pocillo como para permitir la entrada de la punta de una pipeta. Por ejemplo, de
acuerdo con una realizacién particularmente preferida de la invencién, la segunda
porcion de pared lateral porosa tiene una forma esencialmente cilindrica, aunque

también podria tener forma de prisma cuadrado, rectangular, u otras.

Ademas, la segunda porcion de pared lateral del accesorio es porosa, de manera que
la solucién presente en el pocillo en cuestion pueda pasar al interior del alojamiento
del accesorio de la presente invencion para entrar en contacto con la seccion de
muestra que se esta analizando. El tamafio de los microporos puede en principio ser
cualquiera siempre que permita el paso de la soluciéon, aunque en una realizacion
particularmente preferida de la invencion los microporos tienen entre 0,3 mmy 0,5 mm

de diametro, aun mas preferentemente 0,4 mm de diametro.

Asi, el accesorio de la presente invencidn se encaja en el pocillo de una placa de pocillos. La
solucién presente en el interior del pocillo entra en el interior del alojamiento del accesorio a
través de la segunda porcion de pared lateral porosa. A continuacion, se introduce en el
interior del alojamiento la seccion de muestra que se va a analizar. A partir de este momento,

para vaciar y volver a llenar el pocillo con la solucion necesaria en cada momento basta con

5



10

15

20

25

30

35

ES1263814U

introducir la punta de la pipeta en la solucién haciéndola pasar a través de la cavidad creada
entre la segunda porcion de pared lateral porosa y la pared lateral del pocillo. Puesto que la
seccidn de la muestra se encuentra en el interior del alojamiento del accesorio, al otro lado de
la segunda porcion de pared lateral porosa, se evita el peligro de contactos indeseados entre

la seccion de la muestra y la pipeta.

En una realizacién preferida adicional, el alojamiento del accesorio de la presente invencion
carece de pared inferior, o bien comprende una pared inferior porosa. Por un lado, esta
caracteristica facilita la entrada de la solucion del pocillo en el interior del alojamiento. Por otro
lado, segun si el alojamiento tiene o no pared inferior, es posible seleccionar si la seccion de
la muestra que se esta analizando queda en el pocillo cuando se extrae el accesorio o,

alternativamente, si es arrastrada con el accesorio cuando éste se retira.

Ademas, preferentemente el alojamiento del accesorio de la invencion es de color oscuro,
mas preferentemente de color negro. Esta coloracion facilita que los cortes puedan apreciarse
mas facilmente.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Fig. 1 muestra un ejemplo de accesorio de acuerdo con la técnica anterior.

La Fig. 2 muestra una vista en perspectiva de un ejemplo de accesorio segun la presente

invencion.

La Fig. 3 muestra otra vista en perspectiva de un ejemplo de accesorio segun la presente

invencion.

La Fig. 4 muestra una vista de alzado de un ejemplo de accesorio segun la presente invencion.

La Fig. 5 muestra una vista en planta de un ejemplo de accesorio segun la presente invencion.

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

Se describe a continuacion un ejemplo particular de accesorio de acuerdo con la presente

invencion haciendo referencia a las figuras adjuntas.
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Las Figs. 2 y 3 muestran el accesorio de la invencion formado por un alojamiento (1) con forma
esencialmente de prisma circular, es decir, con forma esencialmente cilindrica, que esta
pensado para encajar en el interior de un pocillo cilindrico de una placa de pocillos. Mas
concretamente, el alojamiento (1) tiene una primera porcion de pared lateral no porosa (11) y

una segunda porcion de pared lateral porosa (12).

La primera porcién de pared lateral no porosa (11) tiene una forma cilindrica complementaria
con la forma cilindrica de la pared lateral del pocillo en cuestion. En este contexto, el término
“‘complementario” se refiere a que la primera porcion de pared lateral no porosa (11) tiene la
misma forma que la pared lateral del pocillo pero con unas dimensiones ligeramente menores.
Como se puede apreciar en las figuras, esta primera porcién (11) abarca la totalidad de la
altura del alojamiento (1) a lo largo de aproximadamente un angulo de 70°. Asi, cuando el
accesorio se introduce en el pocillo, la primera porcion de pared lateral no porosa (11) esta

situada en paralelo a la pared lateral del pocillo y muy cerca de ésta.

La segunda porcion de pared lateral porosa (12) tiene también una forma cilindrica, aunque
en este caso la forma cilindrica esta rehundida hacia el centro del alojamiento (1) con relacion
a la primera porcién de pared lateral no porosa (11), y abarca un angulo de unos 20°. Es decir,
la segunda porcién de pared lateral porosa (12) esta sensiblemente mas separada de la pared
lateral del pocillo en el que se inserta el accesorio que la primera porcion de pared lateral no
porosa (11). Esta separacion genera una cavidad (2) separada de aquella en la que esta la
seccion de la muestra en la que el usuario puede introducir la pipeta para extraer o introducir

una solucién en el pocillo.

Las Figs. 4 y 5 muestran también sendas vistas del accesorio de la presente invencion donde
se han representado las dimensiones que pueden adoptar las diferentes partes del
alojamiento (1). En cualquier caso, notese que estas dimensiones corresponden a una
realizacion particularmente preferida de la invencion, y que es posible modificarlas en funcion

de las necesidades de cada aplicacion.
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REIVINDICACIONES

1. Accesorio para inmunohistoquimica en secciones por flotacién, que comprende un
alojamiento (1) de forma esencialmente prismatica que es insertable en el pocillo de una placa
de pocillos, caracterizado por que el alojamiento (1) comprende:

- una primera porcién de pared lateral (11) no porosa cuya forma es complementaria
con la forma de la pared lateral del pocillo de la placa, y

- una segunda porcién de pared lateral (12) porosa que esta rehundida esencialmente
en direccion a un eje central del alojamiento (1) con relacién a la primera porciéon de pared
lateral (11) no porosa,
de modo que entre dicha segunda porcion de pared lateral (12) porosa del alojamiento (1) y
la pared lateral del pocillo se genera una cavidad vertical (2) adecuada para la introduccion

de una pipeta para introducir o aspirar una solucion del pocillo.

2. Accesorio de acuerdo con la reivindicacién 1, donde la primera porcion de pared lateral
(11) no porosa tiene una forma esencialmente cilindrica complementaria con la pared lateral

de un pocillo circular.

3. Accesorio de acuerdo con la reivindicacién 2, donde la segunda porcién de pared

lateral (12) porosa tiene una forma esencialmente cilindrica.

4, Accesorio de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el

alojamiento (1) carece de pared inferior.

5. Accesorio de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde el alojamiento

(1) comprende una pared inferior porosa.

6. Accesorio de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la
segunda porcion de pared lateral (12) porosa comprende una pluralidad de microporos de

entre 0,3 mm y 0,5 mm de diametro.

7. Accesorio de acuerdo con la reivindicacién 6, donde la segunda porcion de pared

lateral (12) porosa comprende una pluralidad de microporos 0,4 mm de diametro.

8. Accesorio de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el

alojamiento (1) es de color oscuro.

9. Accesorio de acuerdo con la reivindicacién 8, donde el alojamiento (1) es negro.

8
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