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DESCRIPCIoN 

Uso de halOgeno-cianoacetamidas para la fijacion y conservacion de muestras biologicas. 

La presente invencion versa sobre el uso de una solucion que comprende una halogeno-acetamida o mezclas de la 

misma para fijar y conservar materiales biologicos, segCin se define en la reivindicacion 1. 

5 Con esto, la muestra queda intacta y fijada hasta un procesamiento ulterior, y las proteinas y otros componentes de 

la muestra no son fuertemente alterados por la soluciOn, permitiendo la detecci6n de factores bioquimicos que se 

destruirian en una soluciOn fijadora convencional. 

Para el formaldehido, el acid° cromico, el acid° osmico y otros componentes acoplables, es normal la 

desnaturalizacion irreversible de las proteinas, que tiene una influencia decisiva en la composiciOn de las proteinas 

10 de la muestra. 

En la determinaci6n bioquimica de las enzimas, las proteinas y los examenes inmunologicos y otros especificos a 

las proteinas, no se pueden usar estas sustancias fijadoras convencionales. 

Hasta el dia de hoy, el formaldehido (formol) es la sustancia fijadora mas usada, que tiene excelentes propiedades 

fijadoras incluso durante periodos de tiempo mayores. 

15 Se considera que los aldehidos, especialmente el formaldehido, son sumamente toxicos. 

Fue clasificado justificadamente como un producto quimico carcinogen° potencial y puede causar alergias e 

irritaciones dermicas, respiratorias y oculares. En caso de exposicion a dosis elevadas, puede resultar incluso en 

peligro de muerte. Tambien tiene un olor picante y desagradable caracteristico. 

Por razones de protecci6n medioambiental y de seguridad en el trabajo, el uso de formol esta legalmente restringido. 

20 Tecnica anterior 

Las soluciones fijadoras sin formaldehido son conocidas por las patentes EP 1 455 174 B1, US 6 531 317 B2, WO 

03/029 783 Al, DE 699 17 779 12, US 5 422 277 A, US 2005/0084924 Al y DE 26 30 823 Al. 

Hay varias ideas para crear una solucion fijadora sin formaldehido, segun se describe en el documento DE 38 22 

183 Al, en el que se sugiere el acid° tanico como componente principal de la soluciOn. Para obtener una fijacion 

25 rapida, la patente DE 38 24 936 Al sugiere la utilizaciOn de la acci6n del agua caliente, con la ayuda de acid° tanico 

y un bialcohol en el agua. La patente DE 44 04 544 Al rechaza por completo los medios quimicos de fijaciOn, tales 

como el formol, sugiriendo una desnaturalizacion de las proteinas de la muestra por la acci6n del calor mediante 

batios de agua caliente. Sin embargo, este procedimiento tiene la desventaja de que las estructuras del material que 

se esta fijando pueden sufrir cambios morfologicos. Las proteinas, por ejemplo, pueden coagularse. Por esta raz6n, 

30 este procedimiento no es adecuado para todos los tipos de materiales. 

En la bibliografia se conocen otras soluciones fijadoras. Casi todas ellas, con pocas excepciones, contienen 

sustancias muy peligrosas y son un gran riesgo potencial a los seres vivos y al entorno. 

Entre los mas conocidos podemos incluir: 

el fijador de Schaudinn (contiene sales de mercurio), SAF (contiene formaldehido), MIF (contiene formaldehido y 

35 sales de mercurio), acid° osmico (es carcinogen°, t6xico y caustico), acid° cr6mico (carcinogen°, toxic° y caustico), 

FA (formaldehido y alcohol) y otros que se mencionan en la bibliografia. 

En general, una soluciOn fijadora debe mantener materiales biolOgicos tales como tejidos biologicos, celulas, 

agregaciones de celulas, virus, bacterias, parasitos, levaduras, heces y otros en un estado estable durante un 

periodo de tiempo relativamente largo tras la toma de la muestra. El estado original de la muestra inmediatamente 

40 despues de la recogida deberia ser fijado para un examen ulterior en el laboratorio (por ejemplo, un examen 

microscOpico) para que pueda encontrarse el estado morfologico presente en la recogida de la muestra. Cabe 

destacar que debe conservarse la estructura morfolOgica de la muestra. No habra ningun proceso quimico, fisico o 

microbiologico, ni proliferaciOn de bacterias, levaduras ni procesos de fermentacion o descomposicion ni otros 

procesos de degradacion que puedan afectar de manera adversa a la muestra. 

45 En definitiva, la solucion fijadora deberia mantener cualquier tipo de material biologic° en un estado estable 

adecuado para la preparaciOn o fines analiticos. 

Las ideas anteriormente descritas que representan el estado actual de la tecnica estan orientadas para evitar por 

completo el uso de formol, sustituyendolo con una sustancia no toxica o con sustancias menos peligrosas, aunque 

tengan en la medida de lo posible las mismas caracteristicas que el formol. 
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La fijacion se base en diferentes mecanismos quimicos, algunos de los cuales no ester) aim plenamente aclarados. 

Un mecanismo fundamental es lo que se denomina "entrecruzamiento". En este proceso, hay un enlace quimico de 

la molecule en el fijador que puede ser de tipo covalente, una interacci6n de van der Weals o incluso ionic° en una 

correspondiente posici6n en una molecule de proteina de una muestra. Es posible que haya diferentes tipos de 

5 enlace al mismo tiempo. Con el incremento de enlaces quimicos en el material biolOgico hay un aumento en la 

estabilidad mecanica de las estructuras biologicas y, a la vez, se destruyen los microorganismos de la muestra. 

Hasta ahora, las soluciones fijadoras eran diseriadas para maximizar estos procesos. Con esto, siempre hay un 

exceso de sustancia fijadora en la solucion, lo que no siempre es necesario ni tan siquiera conveniente. (Si hay 

exceso de sustancias t6xicas en el lugar de trabajo, habra una reaccion excesiva con la muestra). 

10 DescripciOn detallada de la invencion 

En la presente invencion se usan halogeno-acetamidas para la fijaci6n y la conservacion de materiales biologicos. 

Las halogeno-acetamidas, per se, no son parte de la presente invencion. 

– Segim normativas validas (en este caso, las normativas de la Comunidad Europea), la solucion no es peligrosa 

ni simplemente algo peligrosa para el usuario y el medioambiente. (En cualquier caso menos peligrosa que las 

15 soluciones de fijaciOn tradicionales). 

– No presenta otras formas de peligro (inflamabilidad, explosion, corrosion, acumulabilidad en el medioambiente o 

gran volatilidad). 

20 – Reacciona moderadamente con la muestra y las proteinas de la muestra, sin causar tension alguna en la 

estructura morfologica de la muestra ("contraccion") y mantiene intactos mas parametros biolOgicos y bioquimicos 

que las soluciones tradicionales. 

– No altera significativamente los procesos que tiene que sufrir la muestra tras la flied& (tales como reacciones no 

25 deseadas, evitacion de su tinciOn y otros). 

Se eligieron dos sustancias basicas para producir el efecto deseado: 

– halogeno-cianoacetamidas, 

– 2,2-dibromo-2-cianoacetamida o 2,2-dibromo-3-nitrilopropionamida  o, abreviadamente, DBNPA. 

30 Para simplificar, Ilemaremos a la mencionada sustancia DBNPA. 

Se eligieron estas sustancias debido a lo siguiente: 

Las halOgeno-cianoacetamidas y la DBNPA tienen intensas propiedades biocidas e interrumpen por completo las 

actividades biologicas y microbiolOgicas de la muestra. 

Debido a la estructura molecular de estas sustancias, puede ocurrir el efecto de entrecruzamiento porque estos 

35 atomos halOgenos producen polarizaciOn molecular necesaria para la incidencia de interacciones de van del Weals 

entre la molecule del fijador y las molecules de proteinas de la muestra, garantizando con ello la estabilizaciOn de la 

estructura y, asi, la fijaci6n. Debido a las intensas propiedades biocidas de la sustancia, puede aplicarse una 

concentracion minima, evitando excesos innecesarios. La actividad biolOgica de la muestra cesa rapidamente, 

evitando la degeneraciOn microbiologica de la muestra. 

40 La awl& Optima de la soluciOn ocurre con un pH acid° o en tomb al punto neutral, pero, dependiendo de otros 

componentes de la solucion y de los resultados deseados, puede requerirse el ajuste del pH a un intervalo de 3-9. 

La solucion fijadora que se usa en la presente invencion puede prepararse en forma liquida lista para su uso. Sin 

embargo, tambien es posible presentarla en forma concentrada que proporcione una solucion lista para su uso tras 

la adicion de un disolvente apropiado que, en el caso mas simple, es agua. Este concentrado puede ser una 

45 solucion concentrada, una mezcla en polvo, un gel soluble, un comprimido, una capsule soluble, un barniz soluble 

que cubra el recipiente con la soluciOn u otra forma similar. 

Con esto pueden reducirse los costes de transporte, almacenamiento y envasado, edemas de otras ventajas de 

orden econOrnico y de logistica, ya que el disolvente —agua en la mayoria de los casos— puede ser arladido por el 

usuario en el destino final. 

50 Un ejemplo concreto es una solucion que use un 2% en peso de DBNPA, y otras sustancias, como un acid° 

adicional para ajustar el pH a ligeramente acid°. Pueden utilizarse acidos organicos o inorganicos, tales como el 

acid° citrico. A continuaci6n, puede afiedirse un humectante, tal como etilenglicol, glicerina, propilenglicol, sorbitol, 

eritritol o similares, que tambien hacen de mediadores de la fase lipidica de la muestra, facilitando su dispersion. 

Otto componente para set anadido seria un tensioactivo iOnico o anionic°, o una mezcla de ambos, para disminuir la 

3 

ES 2 537 173 T3

 



tension superficial de la solucion, mejorando las caracteristicas de dispersion. De estas sustancias podemos 

enumerar el polietilenglicol etoxilado, los sorbatos etoxilados (comercialmente, TVVEEN), el dodecil sulfato de sodio, 

el benceno sulfonato de sodio y otros sulfatos y sulfonatos alquilicos, asi como productos comerciales de las series 

TRITON, ETHOMEEN y otras similares. Pueden aplicarse alcoholes grasos (N> 8), tales como los mono o los 

5 polialcoholes, lineales o ramificados, como adyuvantes de proceso y mediadores de los tensioactivos usados. 

Para la mejora de la soluciOn para fines de comercializacion, se afiadiran aromas y colorantes que no sean 
incompatibles con otros componentes. 

Con fines de ajuste isotonic°, pueden afiadirse sales de metales alcalinos y alcalino-terreos, tales como cloruros, 
sulfatos, nitratos, citratos, acetatos de litio, sodio, potasio, magnesio, calcio, estroncio y otros. 

10 Con fines de ajuste del pH en ciertas aplicaciones, puede ser necesaria la utilizacion de soluciones tampon tales 
como tampon de citrato, de acetato u otros conocidos en la bibliografia. 

Aditivos de estabilizacion de la solucion 

Se sabe por la bibliografia que las halogeno-cianoacetamidas, especialmente la DBPNA, experimentan hidrolisis 
alcalina cuando se encuentran en soluciOn. Para que la solucion garantice un mayor periodo de operaci6n, deberian 

15 afiadirse pequenas cantidades de antioxidantes especificos a la solucion para evitar un deterioro precoz. La solucion 
asi tratada mantiene su actividad durante un periodo de aproximadamente dos arios. La degradabilidad de la 
soluciOn cuando se desecha no se ve afectada, manteniendo su caracteristica ecologica. 

Segun puede verse en el siguiente diagrama, los productos finales de la descomposici6n de la DBPNA no son 
acumulativos en el medioambiente: 

pH 5,4  Hidrolisis  

Tgi = -9 horas  

NeCHLtrt + CO2 + NII2 

IpH
 7,4 Tii I= 21 dias  

iBrtClICONH2) 

I 
Brt + CHCO2H • NH3 

pH 7,4 1 ft* a SOO dias  

,,,CCOtil +2 Be 
xr Irapid°  

HO2CCO2H 12-t. 2 co, 

20 La fotodescomposiciOn se demora con el uso de una tinciOn en la soluciOn y siguiendo las recomendaciones de 
almacenamiento en un lugar oscuro y fresco. 

La hidrolisis se reduce muchisimo con el uso de antioxidantes comerciales tales como 4,4-bis(2,6-di-terc-butilfenol) o 
2,6-di-terc-butil-p-cresol o similares, lo cual se practica comercialmente. 

Es importante subrayar que el formaldehido es uno de los productos de descomposici6n de la DBPNA, la cual es 
25 inhibida debido a la estabilizacion de los antioxidantes. Para los usuarios que necesiten que su muestra biologica 

quede fijada para un procesamiento que, por normativa, Ileva solo unas semanas, la solucion no presenta niveles de 
formaldehido que puedan afectar a la fijacion moderada. 

Nucleofilos 

Luz 

N'CCH2CONH2 + 2 Br 

1120 

NOCH2COsii 

1 Hp  

[H,N 
;ucliscoatni 

_ 

HosecHposH 

Las soluciones biocidas comerciales asi estabilizadas de DBPNA usadas en la industria papelera y textil muestran 
una degradaci6n de la DBPNA inferior al 10% en 20 meses, que garantiza una accion Optima del componente. 

30 Ejemplo de formulaciOn simple 
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DBPNA 2% 

Propi leng l icol 5% 

TVVEEN 80 1 % 

Colorante al imentario 0 , 0 1 % 

Mezcla de fragancias 0 ,0 1 % 

Antioxidante 0 ,05% 

Agua hasta completer e l 1 00% 

Esta soluciOn fue sometida a ensayo y evaluada con muestras de heces humanas y animales desde el punto de 

vista parasitologico; se detectaron fundamentalmente huevos de parasitos. Iambi& se fijaron muestras histologicas 

de musculo bovino, mostrando una excelente calidad de flied& y conservaciOn. Durante el periodo de observacion 

de 30 dias, no se observe) ningein cambio en ninguna de las muestras analizadas. En una evaluaciOn subsiguiente, 

5 se encontraron muestras de heces humanas contaminadas con protozoos. Se adjunta a este documento el informe 

de esta evaluacion. Los protozoos en las heces son sumamente susceptibles de degradaci6n y pueden degenerar 

en unas horas. En los ensayos se demostre una conservaciOn y una fijaciOn durante un periodo que super6 los siete 

dias. En comparaciOn con una solucion estandar de formaldehido, la calidad de conservacion fue igual, si no mejor. 

Ejemplo de formulacion simple de un comprimido soluble 

DBPNA 100 g 

Sorbitol en polvo 41 g 

TVVEEN 80 2,5g 

Acido citrico 2,0 g 

Colorante alimentario 1,0 g 

Mezcla de fragancias 1,0 g 

Antioxidante 2,5 g 

Goma arabiga 50 g 

Masa total 200 g 

10 Un comprimido de 40 g de esta masa contiene 20 g de DBPNA usados para producir una solucien de 1 litro al 2% 

lista para su uso. 

Al 2%, la concentracion de DBPNA en la solucion deberia !lever Cinicamente a la frase de riesgo 43, que indica el 

riesgo de sensibilizacion a traves del contacto con la piel. A concentraciones por debajo del 1%, la soluciOn no 

precisa indicaci6n de producto peligroso. 

15 No es inflamable ni corrosive, no produce emanaciones toxicas ni peligrosas, no es teratOgena ni carcin6gena, no es 

perjudicial para el medioambiente y no requiere ninguna precauci6n especial para la seguridad en el trabajo, 

produciendo una extraordinaria mejora en la seguridad en el trabajo para el usuario, asi como una notable 

simplificacion en el proceso de gesti6n medioambiental en el laboratorio en el que este siendo utilizada. 

Deberia sefialarse aqui que, edemas de agua, pueden utilizarse otos disolventes, dependiendo de la aplicacion 

20 deseada. Con los avances en las tecnicas diagn6sticas, se ester) estudiando el alcohol y otros disolventes tales 

como los de metilo, etilo, propilo, butilo, las cetonas, los esteres, los eteres, la glicerina y otros compuestos 

organicos. El fijador descrito puede obtenerse con el uso de disolventes organicos y mezclas de disolventes 

organicos o mezclas de disolventes organicos con agua. 
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REIVINDICACIONES 

1. El uso de una composici6n que comprende una o mas halogeno-cianoacetamidas para la fled& de muestras 

biolOgicas. 

2. El uso segun la reivindicacion 2 en el que la halogeno-acetamida es 2,2-dibromo-2-cianoacetamida.  

5 3. El uso segun las reivindicaciones 1 y 2 en el que la composicion comprende un disolvente seleccionado de agua 

o de disolventes organicos o mezclas de los mismos. 

4. El uso de una composici6n segun las reivindicaciones 1, 2 y 3 que comprende, edemas, un regulador del pH. 

5. El uso de una composicion segOn la reivindicacion 4 en el que el regulador del pH se selecciona del grupo: acid° 

acetic°, acid° fosforico, acid° citrico, acid° formic° y sus correspondientes sistemas tampon. 

10 6. El uso de una composicion segun la reivindicacion 4 que, edemas, comprende el ajuste del pH en un interval° 

entre pH 3,0 y pH 6,0. 

7. El uso de una composicion segun las reivindicaciones 1, 2, 3, 4 que, edemas, comprende: 

— un humectante, 

15 — un tensioactivo, 

— una sal de metales alcalinos o alcalino-terreos, y 

— un antioxidante. 

20 8. El uso de una composici6n segun la reivindicacion 7 en el que el humectante se selecciona del siguiente grupo 

de humectantes: 

— etilenglicol, 

— propilenglicol,  

25 

— glicerina, 

— eritritol, 

30 — sorbitol y mezclas de los mismos. 

9. El uso de una composici6n segun la reivindicacion 7 en el que el tensioactivo se selecciona de TVVEEN 80 o de 

dodecil sulfato de sodio y mezclas de los mismos. 

10. El uso de una composici6n segun la reivindicacion 7 en el que las sales alcalinas y alcalino-terreas se 

seleccionan del siguiente grupo: 

35 citratos, acetatos, fosfatos, cloruros, sulfatos, formatos, nitratos, de litio, sodio, potasio, cesio, magnesio, calcio, 

estroncio y barb o y mezclas de los mismos. 

11. El uso de una composiciOn segiin la reivindicaciOn 7 en el que el antioxidante se selecciona del siguiente grupo: 

— 4,4-bis (2,6-di-terc-butilfenol), 

40 — 4,4-bis (2,6-di-terc-butil-p-cresol) y mezclas de los mismos. 

12. El uso de una composicion concentrada segt:in las reivindicaciones 1-7 en el que los componentes estan 

presentes sin el disolvente en forma de polvo, comprimido, capsule, gel o barniz o con poco disolvente en forma de 

concentrado para producir una soluciOn lista para su uso anadiendo la cantidad requerida de disolvente. 
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