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DESCRIPCION
Aparato y método de manipulacién de muestras bioldgicas
Campo

La invencion se refiere a la inclusion de tejidos para examen histologico y, mas particularmente, se refiere a aparatos
y a métodos mejorados para incluir muestras tisulares en cera o similares en la preparaciéon para seccionamiento
con microtomo y examen microscopico.

Antecedentes

Los procedimientos convencionales para preparar muestras tisulares para examen microscopico implican multiples
procesos que finalizan con la muestra infiltrada con parafina, la inclusion de la muestra tisular en cera de parafina 'y
el seccionamiento de la muestra tisular incluida en parafina de forma muy delgada con un microtomo. Tipicamente,
antes de la inclusién, la muestra tisular se trata para fijar, deshidratar, limpiar y saturar la muestra tisular con
diversos fluidos, incluyendo formaldehido y agua, etanol, xileno.

Inicialmente, un material de inclusién fundido, tal como un compuesto de cera de parafina, se vierte en una cavidad
de un molde para rellenar parcialmente la cavidad del molde. El molde se mueve hasta una estacion de refrigeracion
donde una pared inferior de la cavidad del molde se coloca en un riel de refrigeracion para solidificar o gelificar la
parafina en la cavidad del molde. A continuacion, la muestra tisular preparada se coloca sobre la parafina gelificada
en la cavidad del molde. La colocacion de la muestra tisular sobre la parafina gelificada implica orientar la muestra
tisular para presentar mejor la muestra a la hoja de corte de un instrumento de microtomo. La muestra tisular se
orienta de modo que secciones transversales consecutivas producidas a partir de la muestra tisular muestren
caracteristicas de la muestra tisular en toda la muestra tisular. Por ejemplo, una muestra tisular relativamente larga y
delgada puede orientarse para prolongarse sustancialmente normal a la pared inferior de la cavidad del molde de
modo que un profesional sanitario pueda visualizar las secciones transversales secuenciales y entender las
caracteristicas de la muestra tisular a lo largo de su longitud.

La parafina fundida entonces se vierte sobre la muestra tisular. Se coloca un casete o capsula que tiene parafina
sobre la misma sobre la cavidad en el molde y se vierte parafina fundida adicional sobre el casete. Después de que
la parafina solidifique, se forma un bloque moldeado que incluye una parte de base del casete o capsula y una parte
de bloque de parafina que tiene la muestra tisular dispuesta dentro de la parte de bloque. De acuerdo con el
procedimiento convencional, el tamafio de diversos casetes y capsulas se ha desarrollado para procesar muestras
tisulares, y ha llegado a normalizarse relativamente de modo que las partes de base de los casetes y las capsulas
sean los vehiculos de las muestras a colocar dentro de un mandril en un dispositivo de seccionamiento con
microtomo.

Un problema habitual con el uso de cera de parafina para incluir una muestra tisular dentro de un molde es que la
cera se pega a las superficies interiores del molde después de enfriarse y resiste la retirada de la muestra incluida
que se moldea desde el molde. Una solucion a este problema es tratar el molde con una solucién de liberacién, tal
como una solucion de tipo jabdn, pulverizando el molde con el agente de liberacion antes de verter la parafina en el
molde. Como se apreciara, la preparacion de varias muestras tisulares implica pulverizar cada molde con la solucién
de liberacion, lo que complica y ralentiza el proceso de preparacion de las muestras tisulares. La complicacion
causada por la pulverizacion de cada molde es especialmente aguda en el contexto de las necesidades de
produccion, para la eficacia cuando tienen que preparase docenas o cientos de muestras tisulares incluidas.
Ademas, con los moldes reutilizables, la solucién de liberacion tipicamente se aplica cada vez que se usa el molde.
El uso continuo de solucion de liberacion aumenta el coste y la dificultad de preparar muestras tisulares y afecta de
forma adversa a los beneficios financieros y ambientales de la utilizacion de moldes reutilizables.

En el documento US 7 234 308 se describe un molde reutilizable metalico con uno o mas pocillos. El molde se
mantiene dentro de un criostato a baja temperatura. El molde se retira de criostato y en un pocillo dentro del molde
se coloca una muestra tisular. Se afiade un medio de inclusién al pocillo alrededor de la muestra tisular. Después se
coloca un mandril previamente refrigerado contra la abertura del pocillo. El molde con la muestra tisular, el medio de
inclusion y el mandril se devuelven al criostato y la muestra se congela en un bloque. El molde y los contenidos se
retiran y se vierte agua caliente al molde liberando el bloque con el mandril adherido del pocillo. EI mandril con el
molde adherido entonces esta disponible para el seccionamiento u otro procesamiento.

Por el contrario, en el documento EP 0 142 575 se describe un recipiente de incubaciéon que consiste en un marco
de conformacion perforado y un canal exterior que se perfora en la base y que tiene lineas de rotura
predeterminadas para abrirlo por rasgado y salientes para evitar un acoplamiento demasiado profundo del marco de
conformacién. El ultimo se ancla al canal exterior mediante cuentas que acoplan en las perforaciones del canal
exterior, de tal manera que se evita una abertura inintencionada. En un procedimiento alternativo de inclusion y
conformacién, se usa un recipiente de incubaciéon con un canal exterior que no tiene perforaciones sobre la base
pero que tiene, en el lado opuesto de la base, varias barras espaciadoras que se extienden en una direccion y que,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2637420 T3

tras el estrecho apilamiento de los recipientes de incubacion, sirven como elementos espaciadores con respecto al
siguiente recipiente de incubacion. Los recipientes de incubacion se usan erguidos sobre el borde tras completarse
el proceso de infiltracion del tejido bioldgico y se devuelven a la posicidon horizontal antes de la solidificacion de la
parafina, evitando esta posicion que la parafina fluya del canal exterior cuando la parafina se vacia de la propia
camara de incubacion.

Sumario

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un molde de inclusion de tejido que tiene las caracteristicas
de la reivindicacion 1.

Se proporciona un molde para recibir una muestra tisular y material de inclusion fundido que solidifica en el molde
con la muestra tisular incluida en el mismo con el molde configurado para facilitar la extraccion del material
solidificado que incluye la muestra tisular incluida del molde.

En una realizacion, se proporciona un molde para recibir una muestra tisular y material de inclusion fundido que esta
configurado para modificar una configuracion del material de inclusion solidificado en comparacion con el material de
inclusién solidificado producido usando moldes convencionales. El seccionamiento del material de inclusion
solidificado producido usando moldes convencionales produce bordes del material de inclusién seccionado que
impiden la soldadura por impacto de las secciones segun caen de una maquina de microtomo que ha realizado el
seccionamiento. Para abordar este problema, se describe un molde que tiene paredes laterales de la cavidad con un
angulo de desmoldeo en el intervalo de aproximadamente cero a aproximadamente 2 grados que son mas agresivos
que los moldes convencionales. El molde produce una parte de bloque del material de inclusién endurecido (con la
muestra tisular en el mismo) con una seccion transversal mas uniforme a lo largo de la profundidad de la cavidad del
molde. La seccidn transversal mas uniforme de la parte de bloque de material de inclusién endurecido produce
bordes exteriores mas cuadrados de secciones de la parte de bloque una vez que la parte de bloque se ha
seccionado usando un instrumento de microtomo. Los bordes mas cuadrados son ventajosos porque dichos bordes
permiten soldaduras por impacto de mayor resistencia entre las secciones de la parte de bloque segun caen del
instrumento del microtomo y de ese modo mejoran la formacién de ristras de las secciones de parte de bloque.

El molde también reduce la adhesién del material de inclusién a las superficies interiores del molde. Esta reduccion
en la adhesioén produce una estructura cristalina mas pequefia del material de inclusién endurecido de modo que las
superficies exteriores tienen una textura suave de tipo vitreo y son mas traslicidas que las superficies exteriores del
material de inclusiéon endurecido producido usando moldes tradicionales. Ademas, la traslucidez aumentada de las
superficies exteriores del material de inclusion endurecido permite que las caracteristicas de un objeto incluido, tal
como una muestra tisular, se observen visualmente de forma mas clara que un objeto incluido dentro de material de
inclusién endurecido producido usando un molde convencional. Esto es de beneficio en la determinacion visual de la
totalidad de la infiltracion del material de inclusion en la muestra tisular, asi como la determinacién visual del tamaino
y la forma de la muestra tisular que se presentara al borde de corte del instrumento de microtomo.

El molde tiene un recubrimiento de barrera unido de forma intima y permanente a una o mas superficies del molde
que repele la atraccion del material de inclusiéon a la una o mas, superficies de molde. El recubrimiento de barrera
unido de forma permanente permite de ese modo que el molde se reutilice sin, por ejemplo, necesitar la reaplicacion
manual de un agente de liberacion al molde antes de reutilizar el molde. Esto simplifica el proceso de reutilizacion
del molde y elimina el coste y las complicaciones de tener que pulverizar cada molde antes de su uso con un agente
de liberacion.

En una forma, el recubrimiento de barrera tiene propiedades oledfobas e hidréfobas que resisten las fuerzas
capilares o la accién que estarian presentes de lo contrario entre el material de inclusién y el material metalico del
molde no recubierto. El recubrimiento de barrera es un material de nanocapa que esta molecularmente unido a una
o0 mas superficies del molde. El recubrimiento de barrera es particularmente muy adecuado para mejorar el uso de la
cera de parafina como material de inclusiéon, que muestra una afinidad por muchos tipos diferentes de materiales
habitualmente usados para fabricar los moldes. Ademas, el recubrimiento de barrera resiste la adhesién del material
de inclusién al molde, lo que reduce las imperfecciones en las superficies exteriores del material de inclusiéon
endurecido. A causa de la reduccién de las imperfecciones, las superficies exteriores del material de inclusiéon
endurecido tienen una textura suave, de tipo vitreo y son mas traslucidas que las superficies exteriores del material
de inclusion endurecido producido usando moldes convencionales. Esto es de beneficio en la determinacioén visual
de la totalidad de la infiltracion del material de inclusion en la muestra tisular, asi como la determinacién visual del
tamafio y la forma de la muestra tisular que se presentara al borde de corte del instrumento de microtomo.

El molde tiene una cavidad con una pared inferior, paredes laterales y el recubrimiento de barrera unido de forma
intima a las superficies interiores de la pared inferior y las paredes laterales. Las paredes laterales del molde estan
orientadas en un angulo respecto a la pared inferior, a veces mencionado como angulo de desmoldeo para hacer
que sea mas facil retirar la muestra tisular incluida una vez se ha endurecido el material de inclusion.
Convencionalmente, se us6 un angulo de desmoldeo mayor (por ejemplo, cinco grados) para asegurar la liberacion
apropiada del material de inclusidon después de haberse endurecido y contraido. Sin embargo, el recubrimiento de
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barrera de la presente solicitud permite el uso de angulos de desmoldeo mas agresivos (por ejemplo,
aproximadamente cero, uno y dos grados) que los moldes convencionales reduciendo el coeficiente de friccion entre
el material de inclusién y las superficies de la cavidad del molde, lo que minimiza la adhesién del material de
inclusion a las superficies de la cavidad de molde. El coeficiente reducido de friccion hace que el proceso de retirar
el material de inclusién endurecido y la muestra tisular en el mismo dependa menos del angulo de desmoldeo y
permite el uso de formas de molde que son impracticables con los moldes convencionales, que requieren un angulo
de desmoldeo para las paredes laterales del molde.

Los angulos de desmoldeo mas agresivos son beneficiosos en algunas aplicaciones porque el bloque endurecido de
material de inclusion puede tener una seccion transversal a lo largo de las paredes laterales del molde con un
angulo de margen formado por el angulo de desmoldeo del molde que es mas cercano a cero grados que los moldes
convencionales, lo que tipicamente produce angulos de margen de seccion transversal de varios grados. El angulo
de margen de seccion transversal de cero grados del bloque endurecido del material de inclusiéon produce secciones
del bloque endurecido que tienen un angulo de margen de seccion transversal de casi cero grados desde una
seccion hasta la siguiente segun pasa el bloque a través del microtomo. Indicado de forma diferente, un angulo de
desmoldeo de pared lateral de molde menos agresivo, convencional, puede producir una forma piramidal del
material de inclusion endurecido (y la muestra tisular en el mismo) con una seccion transversal mas grande cerca del
casete y una seccion transversal mas pequefia cerca de la pared inferior de la cavidad de molde. Por el contrario, un
bloque de material de inclusion endurecido de acuerdo con un ejemplo descrito en este documento puede tener una
forma mas parecida a una caja con una seccion transversal que es sustancialmente igual cerca del casete que cerca
de la pared inferior de la cavidad de molde. Esta seccién transversal mas uniforme puede hacer que la posterior
manipulacion de las secciones consecutivas de corte de las muestras tisulares cortadas sea mas facil y mas precisa,
lo que es especialmente beneficioso y ayudara a que las secciones consecutivas se adhieran entre si y formen una
ristra. El efecto de ristra es importante en algunas estrategias para preparar secciones en serie consecutivas que
son un requisito rutinario y la mejor practica.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un método que comprende las etapas de la
reivindicacion 6.

En una realizacion, el método incluye proporcionar un molde que tiene un recubrimiento de barrera unido al mismo,
verter un material de inclusién fundido en el molde y en contacto con el recubrimiento de barrera y colocar una
muestra tisular en el material de inclusién. Después se vierte material de inclusiéon fundido adicional sobre la muestra
tisular para rellenar una cavidad del molde. El recubrimiento de barrera tiene una propiedad oleéfoba que resiste las
fuerzas capilares presentes en el material de inclusion. Como el recubrimiento resiste las fuerzas capilares del
material de inclusion vertido en el molde, las fuerzas capilares se redirigen de vuelta al material de inclusiéon que
eleva un menisco del material de inclusion que se ha vertido sobre el tejido en el molde. Indicado de forma diferente,
la resistencia del recubrimiento de barrera a las fuerzas capilares del material de inclusiéon produce un menisco
positivo que generalmente es convexo y puede coronar hacia fuera por encima de la cavidad del molde. Por el
contrario, la parafina vertida en un molde convencional tiene un menisco negativo que se arquea hacia abajo en la
cavidad del molde.

A continuacién, un casete calentado hasta una temperatura en o por encima del punto de fusiéon del material de
inclusion se introduce en el molde y en contacto con el menisco de coronacién hacia fuera del material de inclusion.
En la mayoria de los casos, el menisco de coronacion hacia fuera proporciona suficiente volumen para llenar las
perforaciones en la parte inferior del casete y soldar el casete a la muestra tisular dentro del material de inclusion
solidificado después de que el casete se haya introducido en el molde. Esto proporciona un aumento significativo en
la eficacia porque el operario o la maquina que realiza la inclusiéon puede que no necesite verter posteriormente
material de inclusién adicional sobre el casete para soldar la muestra tisular al casete. Otra ventaja del menisco de
coronacion hacia fuera es que el nivel de llenado del molde puede determinarse visualmente mas facilmente por el
técnico que con los moldes convencionales, cuyas paredes laterales oscurecen visualmente el menisco negativo de
arqueo hacia dentro de los mismos.

En una estrategia alternativa, puede usarse un procedimiento de llenado de un vertido para llenar la cavidad del
molde en lugar de llenar parcialmente la cavidad con material de inclusion y colocar la muestra tisular en el material
de inclusion. Especificamente, el material de inclusién fundido se vierte en el molde hasta que el menisco positivo
del material de inclusién corona hacia fuera desde la cavidad del molde. A continuacién, la pared inferior de la
cavidad del molde se enfria (tal como usando un riel de refrigeracion) para que empiece a solidificar el material de
inclusién cerca de la pared inferior de la cavidad. La muestra tisular puede hacerse avanzar en el menisco de
coronacion hacia arriba a través del material de inclusion aun fundido en el mismo, y colocado sobre el material de
inclusién endurecido cerca de la pared inferior de la cavidad. Por tanto, un Unico vertido del material de inclusién
puede ser suficiente para llenar la cavidad y proporcionar suficiente material de inclusiéon para soldar el casete al
material de inclusion.

El método incluye adicionalmente solidificar o endurecer el material de inclusion alrededor de la muestra tisular y su
casete acoplado. El material de inclusién solidificado o endurecido se suelda al casete y la muestra tisular incluida
en el molde, después se retiran como uno del molde de inclusién. Algunos materiales de inclusion, tales como cera
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de parafina, son adherentes o pegajosos cuando se funden y se vuelven menos adherentes seguin se enfrian y
endurecen. El recubrimiento de barrea del molde, como se describe en este documento, inhibe el acoplamiento por
friccion del material de inclusién a las superficies del molde desde el momento en que el material de inclusion se
vierte en el molde. El recubrimiento ole6fobo del molde resiste el material de inclusion adherente y, por lo tanto,
reduce el coeficiente de friccion entre el material de inclusion y la cavidad del molde cuando se funde el material de
inclusion, se endurece parcialmente y se endurece completamente. Como hay menos acoplamiento por friccion
entre el material de inclusion y el molde, un usuario puede extraer el casete soldado en unién a la muestra tisular
incluida del molde antes de que el material de inclusién cristalice o se endurezca completamente. Esto proporciona
una mejora significativa en la eficacia ya que el usuario no tiene que esperar que el material de inclusion cristalice
completamente antes de extraer el casete y la muestra tisular incluida asociada del molde. Por ejemplo, se ha
descubierto que este método reduce el tiempo implicado en la preparacion de una muestra tisular incluida en
aproximadamente un 5 % hasta aproximadamente un 25 % sobre las estrategias tradicionales. Esta mejora acelera
el proceso de conseguir un diagnéstico prematuro de la muestra tisular y puede acelerar el tratamiento de un
paciente. La eficacia mejorada también es ventajosa en el contexto de maquinas automatizadas para producir
muestras tisulares incluidas, donde la reduccién del tiempo empleado en endurecer el material de inclusién puede
aumentar el rendimiento de la maquina.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una vista en perspectiva desde arriba de un casete y molde de inclusién para su uso con el
casete;

La figura 2A es una vista lateral esquematica de un molde tradicional con una muestra tisular distribuida en cera
de parafina dentro del molde y un menisco negativo de arqueo hacia dentro de la cera de parafina;

La figura 2B es una vista lateral esquematica de un molde que tiene una parte interior con un recubrimiento de
barrera unido al mismo, una muestra tisular distribuida en el material de inclusién dentro del molde y un menisco
positivo de coronacién hacia fuera del material de inclusion;

La figura 2C es una vista en perspectiva desde arriba de un molde que tiene un recubrimiento de barrera similar
al molde de la figura 2B y muestra un menisco de coronacion hacia fuera del material de inclusion;

La figura 2D es una vista lateral esquematica del molde la figura 2B que muestra un casete que se introduce en
el molde;

La figura 2E es na vista lateral esquematica del molde de la figura 2B que muestra el casete en contacto con el
material de inclusion;

La figura 3 es una vista lateral esquematica del molde de la figura 2B que muestra el material de inclusion que
se ha contraido para estar fuera de contacto con las paredes laterales del molde;

La figura 4 es una vista lateral esquematica del molde de la figura 2B que muestra el casete y la muestra tisular
incluida extraidos del molde;

La figura 5 es una vista lateral esquematica de otra realizacion de un molde similar al molde de la figura 2B
excepto que el molde de la figura 5 tiene paredes laterales sustancialmente verticales;

La figura 6 es una vista lateral esquematica del molde de la figura 5 que muestra el casete y la muestra tisular
incluida, extraidos del molde antes de que el material de inclusidon se haya contraido;

La figura 7A es una vista lateral en perspectiva desde arriba de una muestra tisular incluida y la construccién de
casete que muestra una parte con forma parcialmente piramidal del material de inclusién endurecido;

La figura 7B es una vista en planta general desde arriba de una muestra tisular incluida y la construccion de
casete similar a la figura 7A formada usando un molde que tiene un recubrimiento de barrera;

La figura 7C es una vista en planta general desde arriba de una muestra tisular incluida y la construccion de
casete similar a la figura 7B pero formada usando un molde tradicional, la construccion de la figura 7C que tiene
una superficie exterior mas rugosa y que es menos traslicida que la construccion de la figura 7B;

La figura 8 es una vista en perspectiva desde arriba de una muestra tisular incluida y la construccion de casete
que muestra una parte con forma generalmente en caja del material de inclusiéon endurecido;

La figura 9 es una vista en perspectiva lateral de la muestra tisular incluida y la construccion de casete de la
figura 8 sujetada en un mandril y que se esta cortando por una hoja de microtomo para formar una ristra de
secciones tisulares incluidas;

La figura 10 es un diagrama de flujo de un método para preparar muestras tisulares para examen histologico;

La figura 11 es un diagrama de flujo de un método de procesamiento de muestras tisulares; y

La figura 12 es una vista en perspectiva de una maquina para realizar al menos una parte del método de la
figura 11.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

Con referencia a la figura 1, se divulga un dispositivo 10 de manipulacion de muestras tisulares que tiene un casete
12 y un molde 14 configurado para recibir el casete 12. El molde 14 tiene una cavidad 16 en que se introduce (por
ejemplo, se vierte) un material de inclusion fundido, tal como cera de parafina 20 y se inserta una muestra tisular 22
véase la figura 2B). La cavidad 16 tiene paredes laterales 30 y una pared inferior 32 con un recubrimiento de
barrera, tal como el recubrimiento 40, unido a las mismas que repele la atraccion de la cera de parafina 20 a las
paredes laterales 30 y la pared inferior 32. Con referencia a la ilustracion esquematica de la figura 2B, el molde 14
tiene una parte interior 42 y una parte exterior 44, estando el recubrimiento 40 intimamente unido con el material del
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molde 14 en la parte interior 42. Como el recubrimiento 40 esta intimamente unido a la parte interior 42 del molde, el
molde 14 puede usarse para preparar una muestra tisular incluida sin la necesidad de pulverizar un agente de
liberacion en el molde 14 antes de cada uso (como se hacia en algunas estrategias anteriores). En una forma, el
recubrimiento 40 se une tanto a la parte interior como a la parte exterior 42, 44 del molde 14 a través de un proceso
que implica pulverizar el molde 14 con el recubrimiento 40 o sumergir el molde 14 en el recubrimiento 40.

El recubrimiento 40 reduce el coeficiente de friccion entre la parafina 20 y la cavidad 16 y permite que el casete 12 'y
la muestra tisular incluida 22 se extraigan de la cavidad 16 antes de que la parafina 20 se haya endurecido
completamente, lo que reduce el tiempo de inactividad durante la producciéon de la muestra tisular incluida 22.
Ademas, como el coeficiente de friccion se reduce, el recubrimiento 40 reduce la dependencia del uso de angulos de
desmoldeo mas grandes para conseguir la liberacién de la parafina endurecida 20 del molde 14. El recubrimiento 40,
por lo tanto, permite el uso de angulos de desmoldeo mas agresivos y una mayor diversidad de formas de molde.

El recubrimiento 40 se configura para resistir la accion capilar de la parafina 20 una vez que la parafina 20 se ha
vertido en el molde 14, como se muestra en la figura 2B. Las fuerzas capilares se redirigen de vuelta a la parafina
20 lo que aumenta el menisco 21 de la parafina 20 que se ha vertido sobre la muestra tisular 22 en el molde 14. El
menisco 21 corona hacia fuera desde la cavidad 16 del molde y tiene un aspecto generalmente convexo, como se
muestra en la figura 2B. Por el contrario, un molde tradicional 14A (véase la figura 2A) sin el recubrimiento de
barrera 40 produce un menisco negativo arqueado hacia dentro de la parafina 20 porque las fuerzas capilares entre
la parafina 20 y las superficies del molde 14 tiran de la parafina 20 hacia arriba a lo largo de las superficies interiores
del molde 14.

El menisco de coronacion hacia fuera 21 produce una parte elevada 23 de la parafina 20 (elevada, en un ejemplo,
por encima de la cavidad 16 del molde). El menisco de coronacion hacia fuera 21 con la parte elevada 23 de la
parafina 20 se sitla para entrar en contacto y llenar las perforaciones 25 en el casete 12 (véase la figura 1) segun
se introduce el casete 12 en la direccion 27 en el molde 14, como se muestra en las figuras 2D y 2E. Por tanto,
vertiendo parafina 20 en el molde 14 para elevar la parte 23 de menisco coronado hacia fuera hasta una altura
predeterminada dentro del molde 14, el casete 12 puede introducirse en el molde 14 y soldarse a la parafina 20 que
se esta endureciendo sin la necesidad de verter parafina 20 adicional sobre el casete 12. Esto proporciona un
aumento en la eficacia de la preparacion de muestras tisulares de inclusiéon porque el usuario o la maquina que
realiza el proceso, puede fijar el casete 12 a la parafina 20 con menos vertidos de parafina 20.

Otra ventaja del molde 14 es que proporciona una captacion mejorada de la parafina 20 en el casete 12 cuando el
casete 12 se desciende en el molde 14. Mas especificamente, el molde 14 tiene una parte de bandeja superior 41 y
paredes exteriores 43 rectas de la parte de bandeja superior 41 que forman una cavidad superior 45 con el tamafo
adecuado para recibir el casete 12, como se muestra en las figuras 2B y 2D. La parte de bandeja superior 41 y las
paredes exteriores 43 incluyen la parte interior 42 que tiene el recubrimiento de barrera 40 unido a la misma. Como
el recubrimiento de barrea 40 resiste las fuerzas capilares de la parafina 20, las paredes exteriores 43 producen una
fuerza de repulsion sobre la parafina 20 en una direccion hacia el centro de la cavidad superior 45 y la parte de
bandeja superior 41 produce una fuerza de repulsion sobre la parafina 20 en una direccion hacia arriba desde el
molde 14. Estas fuerzas de repulsion se combinan para dirigir la parafina 20 generalmente en la direccién 47 hacia
el centro del casete 12, como se muestra en la figura 2E. Esto mejora la captacién de la parafina 20 dirigiendo la
parafina 20 hacia las perforaciones 25 en el centro del casete 12 y desde el area entre las paredes exteriores rectas
43 del molde y las secciones de pared lateral 49 no perforadas del casete 12 (véase la figura 1).

El molde 14 también proporciona resistencia mejorada a derrame de la parafina 20 cuando el casete 12 se introduce
en el molde 14. Con referencia a las figuras 2D y 2E, la insercion del casete 12 descendiéndolo en el molde 14
aumenta la presion hidraulica sobre la parafina 20. La parafina 20 tiende a tomar una trayectoria de minima
resistencia en repuesta al aumento en la presion hidraulica. Por ejemplo, la parafina 20 puede fluir hacia las areas
del casete 12 y el molde 14 donde las fuerzas capilares entre la parafina 20 y el casete 12 o el molde 14 son
maximas. Por tanto, las perforaciones relativamente pequefas 25 del casete 12 y el material del casete 12 producen
fuerzas capilares con la parafina 20 que extrae la parafina 20 hacia arriba en las perforaciones 25 del casete.

El aumento en la presién hidraulica causado por el descenso del casete 12 en el molde 14 también tiende a dirigir la
parafina 20 cerca de las paredes exteriores 43 hacia arriba en un hueco 51 (véase la figura 2E) entre el casete 12y
las paredes exteriores 43. En moldes convencionales tales como el molde 14A, esta presion hidraulica dirige la
parafina 20 hacia arriba a través del hueco 51 y causa que la parafina 20 se derrame de los laterales del molde 14A
si hay suficiente parafina 20 presente en el molde 14. Un aumento en la presion hidraulica en la parafina 20 causado
por el descenso del casete 12 en el molde 14, en combinacién con las fuerzas capilares entre el casete 12, el molde
14 y la parafina 20 en el hueco 51, extrae la parafina 20 hacia arriba en el hueco 51 en el molde convencional 14A y
causa que la parafina 20 se derrame de los laterales del molde 14A.

Sin embargo, el molde 14 como se describe en este documento que tiene paredes exteriores 43 y el recubrimiento
de barrera 40 posee propiedades oledfobas y/o hidréfobas que aplican una fuerza de repulsion sobre la parafina 20
hacia el centro de la cavidad superior 45, como se analiza anteriormente. Esta accion resiste el flujo de la parafina
20 en y a lo largo del hueco 51 y en su lugar dirige el flujo hacia dentro hacia las perforaciones 25 del casete.
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Ademas, el recubrimiento de barrera 40 reduce las fuerzas capilares producidas entre el molde 14 y la parafina 20
dentro del hueco 51. Esto aumenta la resistencia la parafina 20 que viaja hacia arriba a través del hueco 51
(reduciendo las fuerzas capilares) y derramando hacia fuera del molde 14 tras descender el casete 12 en el molde
14 de modo que la parafina 20 en su lugar se extraiga en las perforaciones 25 del casete 12. Por tanto, el molde 14
resiste el derrame de la parafina 20 cuando el casete 12 se introduce en el molde 14 y mejora la facilidad de uso del
molde 14.

Otra ventaja mas del menisco de coronacion 21 hacia fuera o positivo es que mejora la facilidad y precision de
juzgar visualmente cuando el molde 14 se ha llenado suficientemente con parafina 20. Esto es contrario a los
moldes convencionales 14A, donde las paredes del molde pueden oscurecer visualmente el menisco de arqueo
hacia dentro de la parafina 20.

El molde 14 se fabrica preferiblemente de un material de acero inoxidable pulido, aunque pueden usarse otros
materiales, tales como uno o mas metales, aleaciones, ceramicas y plasticos. El recubrimiento 40 se une
permanentemente al molde 14, tiene propiedades oledfobas y/o hidréfobas y retiene sus propiedades resistentes a
la parafina a través de muchos usos del molde 14. El recubrimiento 40 tiene una energia superficial que resiste las
fuerzas capilares en la parafina 20, redirige las fuerzas capilares de vuelta a la parafina 20 e inhibe que la parafina
20 se una con el material del molde 14. La energia superficial del recubrimiento 40 se consigue mediante la
aplicacion de una molécula a nanoescala que crea una unién molecular permanente al molde 14.

El recubrimiento 40 puede producirse con varias formulaciones diferentes, incluyendo diferentes composiciones y
tamafios de nanoparticula. El recubrimiento 40 puede incluir vidriado fusionado (por ejemplo, silice/vidrio),
fluorocarbonos organicos fusionados vy liquidos (es decir, silicona y teflon) y materiales ole6fobos que poseen una
energia superficial que rechaza una diversidad de moléculas de materiales animales, vegetales, quimicos organicos
y de hidrocarburos petroquimicos.

El recubrimiento 40 puede aplicarse al molde 14 pulverizando una o mas superficies del molde 14 con el
recubrimiento 40. En otra estrategia el molde 14 se sumerge en un recipiente en el que se ha distribuido el
recubrimiento de barrera 40 liquido. Cuando se realiza la inmersion, el material de recubrimiento se ve atraido por
union molecular al molde 14 y el exceso de material de recubrimiento, es decir, el material que no se ha unido al
molde 14, cae del molde 14 segun se extrae del material de recubrimiento. El molde completo 14 puede sumergirse
en el material de recubrimiento liquido de modo que todas las superficies del mismo se cubran con el material de
recubrimiento.

En una forma, el recubrimiento 40 es un tratamiento a nanoescala proporcionado por Aculon, Inc. El tratamiento a
nanoescala utiliza peliculas de nanoescala muy ordenadas llamada monocapas autoensambladas de fosfatos
(SAMP). El recubrimiento 40 puede incluir uno o mas componentes, tales como un primer material que proporciona
las propiedades oledfobas y/o hidréfobas y un segundo material que ceba el molde 14 para la unién con el primer
material.

Con referencia a la figura 2E, el dispositivo 10 de manipulacion de muestras tisulares se muestra inmediatamente
después de haber colocado la muestra tisular 22 en la cavidad 16, de haber vertido la parafina 20 fundida sobre la
muestra tisular 22 y de haber colocado el casete 12 en el molde 14.

Las paredes laterales 30 de la cavidad del molde se prolongan a un angulo de desmoldeo 50 respecto a una
proyeccion perpendicular desde una pared inferior de la cavidad 16 (como se ilustra, un eje vertical 52 de la cavidad
16). Segun se enfria la parafina 20, se endurece en una parte 60 con forma generalmente de bloque y el volumen de
la parafina 20 disminuye en aproximadamente un 8 %, como se muestra en la figura 3. La disminucion en el
volumen de la parafina 20 causa que las superficies laterales 62 de la parte 60 de bloque de cera endurecida se
separen de las superficies interiores 64 de las paredes laterales 30 de la cavidad hasta una orientacion en la que
hay un angulo de separaciéon 66 entre las superficies laterales 62 de la parte de bloque de cera y las superficies
interiores 64 de la pared lateral de la cavidad, como se muestra en la figura 3.

El casete 12, entonces puede elevarse en la direccion 70 desde el molde 14 lo que extrae la parte 60 de bloque de
cera endurecida y la muestra tisular 22 incluida en el mismo desde la cavidad 16, como se muestra en la figura 4.
Como el recubrimiento 40 esta intimamente unido a la parte interior 42 del molde 14, el molde 14 puede reutilizarse
para preparar otra muestra tisular 22 incluida sin la necesidad de aplicar un agente de liberacion, como en algunas
estrategias anteriores.

Con referencia a las figuras 5 y 6, se muestra otro dispositivo 100 de manipulacién de muestras tisulares que es
sustancialmente similar al dispositivo 10 de manipulacion de muestras tisulares analizado anteriormente. El
dispositivo 100 incluye un casete 102 y un molde 104 para recibir una muestra tisular 106 y la cera de parafina 20. El
molde 104 tiene una pared inferior 110 y paredes laterales 112 rectas desde la pared inferior 110 a un angulo
incluido 113 respecto a la pared inferior 110. El angulo 113 puede estar en el intervalo de por ejemplo,
aproximadamente noventa a aproximadamente noventa y dos grados. Estas orientaciones de las paredes laterales
112 proporcionan angulos de desmoldeo del molde en el intervalo de aproximadamente cero a aproximadamente
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dos grados, que son mas agresivos que los disefios convencionales. Como el molde 14, el molde 104 tiene una
parte interior 120 con el recubrimiento 40 unido intimamente al material del molde 104. El molde 104 también tiene
una parte exterior 122 opuesta a la parte interior 120, estando unido el recubrimiento 40 a la parte exterior 122 en
algunas estrategias.

Como se muestra en la figura 6, el molde 104 tiene las paredes laterales 112 orientadas a un angulo de desmoldeo
mas agresivo que las paredes laterales 30 del molde 14, que tienen angulos de desmoldeo similares a los moldes
convencionales. Las paredes laterales 112 producen una orientaciéon mas perpendicular de las superficies laterales e
inferior 130, 132 de una parte 134 con forma de bloque de la parafina 20 endurecida. Esto causa que la parte 134 de
bloque tenga una forma mas parecida a una caja que la parte 60 de bloque formada por el molde 14 (y moldes
convencionales que tienen angulos de desmoldeo similares), como se muestra en las figuras 7A y 8. El angulo de
desmoldeo mas agresivo del molde 104, y la forma cubica resultante de la parte 134 de bloque, proporciona una
seccion transversal mas uniforme de la parte 134 de bloque a lo largo de una longitud 140 de la parte 134 de bloque
(o que se mide a lo largo de la pared lateral 112 del molde). La seccion transversal mas uniforme de la parte de
bloque 134 produce secciones 142 de bloque de muestras tisulares incluidas de tamafio mas uniforme segun la
parte 134 de bloque se corta por un microtomo 145 en secciones consecutivas 142, como se muestra en la figura 9.
Estas secciones 142 de bloque de muestras tisulares incluidas de tamafio mas uniforme pueden manipularse mas
facilmente que las partes de muestra tisular incluidas producidas por el seccionamiento de la parte 60 de bloque de
parafina producida por el molde 14.

Mas especificamente, las superficies laterales 130 de la parte 134 de bloque de parafina producidas por el molde
104 generalmente son ortogonales a una superficie inferior 150 del casete 102, mientras que las paredes laterales
62 de la parte 60 de bloque de parafina producidas por el molde 104 estan orientadas de forma mas oblicua a su
superficie inferior 152 del casete respectivo, como se muestra en las figuras 7A y 8. Por tanto, cuando la parte 60
de bloque (o partes de bloque de material de inclusiéon producido usando un molde convencional) se secciona, las
secciones del bloque cortado desde una parte 160 final anterior tendran un area de seccion transversal mas grande
que las secciones del bloque cortado a partir de una parte final posterior 162 (véase la figura 7A). Por el contrario,
las secciones 142 de bloque de muestras tisulares incluidas producidas usando el molde 104 tendran un area de
seccion transversal sustancialmente uniforme en toda la parte 134 de bloque, como se muestra en la figura 9. El
area de secciodn transversal mas uniforme de las secciones 142 de bloque de muestras tisulares incluidas permite
que una maquinaria automatizada manipule las secciones 142 para utilizar tolerancias mas ajustadas porque la
maquinaria tiene que acomodar menos variacion en las secciones 142. Por tanto, la combinacién del recubrimiento
40 que se une intimamente con la parte interior 120 del molde 104 y el uso de angulos de desmoldeo mas agresivos,
que pueden usarse a causa del recubrimiento 40, mejora la uniformidad de las secciones 142 de muestras tisulares
incluidas seccionadas y puede mejorar las tolerancias en todo el procesamiento posterior de las secciones de
muestras tisulares incluidas.

Otra ventaja proporcionada por el molde 104 es la "formacion de ristras" mejorada o la adhesion por impacto de las
secciones 142 una vez que las secciones 142 han salido de la maquina de microtomo 145, como se muestra en la
figura 9. Indicado de manera diferente el molde 104 mejora la capacidad de las secciones 142 de adherirse entre si
después del seccionamiento. Se ha descubierto que la adhesion de una secciéon 142 a la siguiente es una funcion
del impacto y las geometrias superficiales de la superficie cortada exterior de una secciéon 142 contra la siguiente
seccién 142. Cuanto mas perpendicular o cuadrada sea la orientacién relativa de las superficies laterales e inferior
130, 132 de la parte 134 de bloque, mayor sera el area de contacto y mas perfecta sera la soldadura por impacto de
las superficies planas de acoplamiento 172, 174 de las secciones 142 después de que las secciones 142 hayan
salido de la maquina de microtomo 145 (véase la figura 9). Esto proporciona la geometria 6ptima para que las
superficies 172, 174 se adhieran juntas y las secciones 142 formen una ristra 147 después del seccionamiento de la
parte 134 de bloque.

Una ventaja compartida por ambos moldes 14, 104 es que las esquinas 144, 161 de las partes 60, 134 de bloque de
parafina pueden hacerse con radios mas pequefios de curvatura que los moldes convencionales (véanse las figuras
7A y 8). Mientras que los moldes convencionales pueden usar radios en el intervalo de 5-10 mm para facilitar la
liberacién de la cera de parafina, los moldes 14,104 pueden utilizar esquinas que tienen radios en el intervalo de
aproximadamente 2-3 mm porque el recubrimiento de barrera 40 hace que la liberacion de la parafina 20 endurecida
dependa menos del rendimiento de la parafina 20. Los radios mas pequeios de la curvatura de esquinas permitidos
por los moldes 14, 104 también hace que la manipulacién posterior al microtomo de las muestras tisulares incluidas
sea mas facil porque la parafina 170 endurecida adyacente (véase la figura 9) es mas rectangular y tiene esquinas
mas cuadradas que las estrategias convencionales.

Otro beneficio de los moldes 14, 104 es que el recubrimiento de barrera 40 resiste la adhesion de la parafina 20 a
los moldes 14, 104. Esta reduccién en la adhesion produce una estructura cristalina mas pequefia de la parafina 20
endurecida de modo que las superficies exteriores tienen una textura suave de tipo vitreo y son mas traslicidas que
las superficies exteriores de la parafina 20 producida usando moldes tradicionales. Por ejemplo y con referencia a
las figuras 7B y 7C, se muestran dos muestras de parafina endurecida 180, 182. La muestra endurecida 180 se
formé usando un molde que tiene un recubrimiento de barrera de acuerdo con la divulgacion de este documento
mientras que la muestra endurecida 182 se formé usando un molde tradicional. Como se muestra en la figura 7B, la
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muestra endurecida 180 tiene superficies exteriores 184 con una textura mas suave que las superficies exteriores
186 de la muestra endurecida 182. Ademas, como las superficies exteriores 184 tienen menos imperfecciones, las
superficies exteriores 184 son mas trasllcidas que las superficies exteriores 186. La traslucidez aumentada de las
superficies exteriores 184 permite que las caracteristicas de un objeto incluido 188, tal como una muestra tisular, se
observen visualmente mas claramente que un objeto incluido 190 en la muestra endurecida 182. Esto es de
beneficio en la determinacioén visual de la totalidad de la infiltracidon del material de inclusion en la muestra tisular, asi
como la determinacion visual del tamafio y la forma de la muestra tisular que se presentara al borde de corte de la
magquina de microtomo 145 (véase la figura 9).

Con referencia a la figura 10, se proporciona un método 200 de preparacion de una muestra tisular para examen
histolégico con referencia al dispositivo 10 de las figuras 1-4. El método 200 empieza proporcionando al molde 14 el
recubrimiento 40 (bloque 202). EI molde 14 con el recubrimiento 40 puede fabricarse de forma externa y
transportarse a un laboratorio de modo que el molde 14 simplemente se retire del almacenamiento y se use en el
método 200.

El material de inclusiéon fundido, tal como cera de parafina 20, se vierte en el molde 14 y en contacto con el
recubrimiento 40 unido a la parte interior 42 del molde 14 (bloque 204). En una estrategia, el vertido implica llenar
solamente una parte de la cavidad 16, tal como un cuarto o un octavo de su volumen para colocar una seccién de la
cera 20 entre la muestra tisular 22 y una superficie interior de la pared inferior 32 del molde (véase la figura 2D). La
parafina 20 puede verterse desde un vaso de precipitados o depdsito de distribucién y en la cavidad 16 por un
técnico de laboratorio. En otra estrategia, puede usarse un dispositivo de distribuciéon para distribuir una cantidad
medida de parafina 20 fundida en el molde 14.

La parafina 20 que se ha vertido en el molde 14 opcionalmente se endurece (bloque 206). El endurecimiento puede
conseguirse simplemente esperando a que la cera de parafina 20 se enfrie hasta la temperatura ambiente. Como
alternativa, puede usarse otro mecanismo tal como un riel o placa de refrigeracion dispuesta por debajo de la pared
inferior 32 del molde para enfriar la parafina 20.

El método 200 incluye adicionalmente proporcionar la muestra tisular 22 y el casete 12 (bloque 212). Proporcionar la
muestra tisular 22 puede implicar el tratamiento del tejido con uno o mas fluidos incluyendo etanol, sileno,
formaldehido y agua para preparar la muestra tisular 20 para su procesamiento posterior. El casete 12
proporcionado se selecciona preferiblemente para que coopere con el molde 14 y sea adecuado para su uso en la
manipulacion de la muestra tisular 22.

A continuacion, la muestra tisular 22 se coloca en la parafina 20 dentro de la cavidad 16 del molde (bloque 220).
Colocar la muestra tisular 22 incluye hacer avanzar la muestra tisular 22 en la cavidad 16 y en la parafina 20
previamente vertida en el bloque 204. Si la parafina 20 se ha enfriado y endurecido parcialmente, la tension
superficial de la parafina 20 aceptara y capturara el peso de la muestra tisular 22. En una estrategia, la muestra
tisular 22 puede colocarse de forma manual, por ejemplo, usando férceps o se ha colocado dentro de casetes Unicos
asociados con un mecanismo automatizado.

Se vierte una cantidad de parafina 20 en el molde 14 sobre la muestra tisular 22, tal como desde un vaso de
precipitados o deposito de distribucion (bloque 222). Como se analiza anteriormente, el recubrimiento de barrera 40
del molde 14 redirige las fuerzas capilares dentro de la parafina 20 de vuelta a la parafina 20 y produce un menisco
positivo de coronacion hacia fuera 21 de la parafina 20 (véase la figura 2A). La cantidad de parafina 20 vertida en el
bloque 222 es preferiblemente una cantidad suficiente para colocar la parte elevada 23 de la parafina 20 a una altura
dentro del molde 14 donde la parte elevada 23 llenara las perforaciones 25 en el casete 12 cuando el casete 12 se
introduce en el molde 14. Por tanto, un Unico vertido en el bloque 222 de parafina 20 puede ser suficiente para
proporcionar suficiente material de parafina 20 para soldar la parafina 20 (y la muestra 22 en la misma) al casete 12,
en lugar de necesitar un vertido posterior de parafina 20 adicional sobre el casete 12 como en las estrategias
tradicionales.

En una estrategia alternativa, se vierte una cantidad suficiente de parafina 20 en la cavidad 16 del molde en la etapa
204 para producir un menisco positivo de coronacién hacia fuera 21. La muestra tisular 22 se coloca 220 haciendo
avanzar la muestra 22 a través de la parafina 20 y sobre una parte de la parafina 20 cerca de la pared inferior 32 de
la cavidad, que se ha endurecido en el bloque 206. El casete 12 después se coloca en el molde 14 y en contacto con
la parafina 20 (bloque 224).

En el bloque 224, el casete 12 se coloca en el molde 14 de modo que el casete 12 entra en contacto con la parafina
20. La parte elevada 23 de coronacion hacia fuera de la parafina 20 llena las perforaciones 25 del casete y empieza
a soldar la parafina 20 al casete 12. En un ejemplo, el menisco 21 tiene un volumen suficiente para iniciar un flujo
lateral de la parafina cuando acopla con un suelo o base de un casete (casete 12) que se calienta opcionalmente
hasta una temperatura por encima del punto de fusiéon de la parafina. El volumen acoplado del menisco, con las
fuerzas capilares entre el suelo exterior del casete calentado, y la atraccion fisica de las aberturas en el suelo del
casete tienden a dirigir la parafina de forma lateral y hacia arriba en las aberturas del suelo del casete. La fuerza
lateral y hacia arriba de atraccion (parafina a parafina) es una accion positiva. Se cree que el volumen de menisco
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que se produce por la energia superficial del recubrimiento/superficie ole6foba del molde proporciona la fuerza para
aproximar el casete aplicado donde multiples aberturas de diametro pequefio llevan el flujo hacia arriba debido a las
fuerzas capilares para llenar el hueco de las aberturas. Opcionalmente, después puede verterse parafina 20
adicional sobre el casete 12 para afiadir parafina 20 adicional y potenciar la conexion de la parafina 20 al casete 12
una vez se ha endurecido la parafina 20.

El método 200 incluye adicionalmente el endurecimiento de la parafina 20 para incluir la muestra tisular 22 en la
parafina 20 y fijar la muestra tisular 22 al casete 12 (bloque 230). El endurecimiento de la parafina 20 forma un tejido
incluido y la construccion de casete (véase la figura 7A) y endurece al menos una parte de la parafina 20. Se
apreciara que el endurecimiento de la parafina 20 puede abarcar el endurecimiento de un intervalo de cantidades de
parafina, incluyendo una pequefia cantidad de parafina 20, una mayoria de la parafina 20 y sustancialmente toda la
parafina 20. Cuando se endurece menos de la totalidad de la parafina 20, algunas de las partes centrales de la
parafina pueden permanecer fundidas durante un corto periodo de tiempo, pero finalmente se endureceran para
permitir el seccionamiento posterior por un microtomo.

El endurecimiento de la parafina 20 puede implicar el enfriamiento de la parafina 20 desde una temperatura elevada
hasta una temperatura inferior. El proceso de endurecimiento puede conseguirse, por ejemplo, permitiendo de forma
pasiva que la parafina 20 se enfrie desde una temperatura elevada hasta una temperatura ambiente. En otra
estrategia, puede realizarse una operacion de refrigeracion activa tal como colocando la pared inferior 32 de la
cavidad del molde en un riel de refrigeracion para enfriar la parafina 22 mediante su conduccion a través de la pared
inferior 32. Cuando se enfria, la parafina capturada dentro del casete aplicado proporciona el elemento de fuerte
retencion de fijacion para que la parafina moldee el casete portador.

A continuacion, la muestra tisular incluida 22 y el casete 12 se extraen del molde 16 (bloque 234). Como se analiza
anteriormente, el recubrimiento 40 reduce el acoplamiento por friccion de la parafina 20 con las superficies
recubiertas interiores de la cavidad 16 del molde de modo que el tejido incluido y la construccion de casete puedan
extraerse de la cavidad 16 del molde antes de que la parafina 20 se haya enfriado completamente y mientras la
parafina 20 es semisolida. El acoplamiento por friccion reducido permite, que la parafina 20, que aun puede ser algo
pegajosa, se retire de la cavidad 16 del molde, aunque la region central de la parafina 20 aun pueda estar fundida.
De esta manera, el tiempo empleado en el endurecimiento de la parafina 20 puede reducirse en aproximadamente
un cinco por ciento hasta aproximadamente un veinticinco por ciento sobre las estrategias convencionales (donde la
cera de parafina se enfria completamente antes de extraer la muestra tisular incluida de la cavidad del molde). El
tiempo reducido empleado en el endurecimiento de la parafina 20 mejora la tasa de produccién de muestras
tisulares incluidas.

La muestra tisular incluida 22 entonces se corta en secciones para montarse en portaobjetos de vidrio y tefiirse para
su posterior examen histolégico (bloque 236). El corte puede realizarse usando un microtomo 145, como se muestra
en la figura 9.

Con referencia a las figuras 11 y 12, se proporciona un método para preparar muestras tisulares incluidas usando
una maquina de procesamiento de muestras tisulares automatizado 400. El método incluye una parte del método
que puede realizarse de una manera sustancialmente automatizada una vez que la maquina 400 se ha configurado
apropiadamente y se le han proporcionado los suministros necesarios. Se apreciara que muchos aspectos del
método 300 son similares a los procesos del método 200 de modo que se omitira por motivos de brevedad un
analisis detallado de estos aspectos.

La maquina 400 recibe muestras tisulares en casetes o capsulas (bloque 304). Hay una gran diversidad de casetes
o capsulas que se han desarrollado para preparar muestras tisulares para examen histolégico, y se contempla que
se selecciona un molde y un casete, tal como el molde 14 y el casete 12, de acuerdo con, por ejemplo, el tamafio de
la muestra tisular, el tipo de muestra tisular, el tipo de ensayo a realizar y el microtomo a usar.

La maquina 400 opcionalmente puede detectar una o mas propiedades de los casetes (0 capsulas si se usan)
(bloque 306). La maquina puede tener un detector interior 404 que esta configurado y dispuesto para detectar los
casetes recibidos por la maquina 400. Como un ejemplo a este respecto, los casetes podrian albergar cada uno un
cédigo optico (tal como, aunque sin limitaciéon, un cédigo de barras o similar) que identifica el casete (tal como su
forma, tamafio, localizacién de la muestra tisular recibida en el mismo, etc.) y el detector 404 puede incluir un lector
de codigos opticos que esta configurado y dispuesto para escanear el cédigo o6ptico del cartucho. Como otro
ejemplo, el detector 404 podria incluir un dispositivo de captura de imagenes, tal como una camara digital, que
funciona con el hardware y el software de la maquina 400 para identificar los casetes que se reciben por la maquina
400. Como una estrategia alternativa, un usuario introduce informacion en la interfaz del usuario 402 (véase la
figura 11) que se refiere a una o mas propiedades de los casetes que se estan cargando en la maquina 400. La
magquina también podria conectarse a una red y recibir informacion respecto a los casetes desde un ordenador
remoto, tal como un puesto de trabajo.

Se hayan determinado o no las una o mas propiedades usando el detector 404 de la maquina, la informacion
obtenida de la interfaz del usuario 402, una combinacion de ambas u otra estrategia, el método 300 incluye
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adicionalmente determinar los tipos de casete recibidos por la maquina 400 (bloque 308).

A continuacion, los casetes se asocian con moldes que corresponden a los casetes basandose al menos en parte en
la determinacion de los tipos de casetes presentes en la maquina 400 (bloque 310). Los moldes tienen
recubrimientos de barrera, tales como el recubrimiento 40, unidos intimamente con una o mas superficies de los
moldes. Los recubrimientos de barrera pueden ser diferentes para diferentes tipos de moldes y sus casetes
asociados. Los moldes pueden almacenarse dentro de la maquina 400 o, como otro ejemplo, pueden cargarse en la
maquina 400 simultaneamente con los casetes.

La maquina 400 entonces distribuye el material de inclusion, tal como cera de parafina 20, en los moldes (bloque
312). La cantidad de material de inclusion distribuido puede basarse, en parte, en los tipos de casete determinados y
los moldes asociados con los casetes.

La maquina 400 coloca los casetes en los moldes asociados y el material de inclusidon se endurece (bloque 314 y
bloque 316). Los moldes tienen recubrimientos de barrera, tales como el recubrimiento 40 analizado anteriormente,
que reducen el coeficiente de friccion entre el material de inclusion y los moldes. El endurecimiento del material de
inclusion, por lo tanto, puede abarcar el endurecimiento de menos de la totalidad del material de inclusién para cada
molde, como se analiza anteriormente con respecto al método 200.

El método 300 incluye la extraccion de las muestras tisulares incluidas de los moldes (bloque 318). La extraccion de
las muestras tisulares incluidas puede incluir retirar las muestras tisulares incluidas antes de que el material de
inclusién se hay endurecido completamente. Por ejemplo, las muestras tisulares incluidas dentro de la cera de
parafina pueden retirarse mientras una parte central de la parafina aun estda semifundida y blanda. Los
recubrimientos de barrera de los moldes permiten esta extraccion acelerada de la muestra tisular incluida a causa
del acoplamiento por friccion disminuido entre el material de inclusion y los moldes. Esta disminucién en el tiempo
empleado en el endurecimiento del material de inclusion puede aumentar el rendimiento de la maquina 400
reduciendo el tiempo empleado en el endurecimiento de las muestras tisulares incluidas dentro de los moldes.

Finalmente, el método 300 incluye la salida de las muestras tisulares incluidas (bloque 320). En una forma, las
muestras tisulares incluidas podrian sacarse de la maquina 400 y después extraerse de los moldes. La muestra
tisular incluida entonces puede transferirse a una maquina de microtomo para el seccionamiento.

Aunque se han ilustrado y descrito realizaciones particulares de la presente invencion, se apreciara que a los
expertos en la materia se les pueden ocurrir numerosos cambios y modificaciones, y se pretende que todos esos
cambios y modificaciones estén dentro del alcance de la presente invencion. Por ejemplo, aunque los métodos
detallados anteriormente se describen usando un casete, los métodos pueden usarse con capsulas u otros
dispositivos para contener o mantener muestras tisulares. Como otro ejemplo, las operaciones del método
analizadas anteriormente pueden reordenarse, combinarse, eliminarse y modificarse segiun se desee para una
aplicacion particular.
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REIVINDICACIONES

1. Un molde de inclusion tisular (14, 104) que comprende una pared inferior (32, 110) y paredes laterales (30, 112)
que definen un volumen interior y un recubrimiento de material resistente a parafina (40) sobre una parte de la pared
inferior (32, 110) y las paredes laterales (30, 112), comprendiendo el material resistente a la parafina una monocapa
autoensamblada de fosfatos.

2. El molde de inclusion tisular (14, 104) de la reivindicacion 1, donde el material resistente a la parafina comprende
un material oleéfobo.

3. El molde de inclusién tisular (14, 104) de la reivindicacion 1, donde las paredes laterales (30, 112) comprenden
paredes laterales principales y la pared inferior (32, 110) comprende una pared inferior principal y comprende una
cavidad que incluye paredes laterales secundarias y una pared inferior secundaria que definen un plano diferente a
al plano de la pared inferior principal.

4. El molde de inclusion tisular (14, 104) de la reivindicacién 3, donde las paredes laterales secundarias se
prolongan a un angulo de desmoldeo de 0 grados a 2 grados respecto a la proyeccion perpendicular de la pared
inferior secundaria.

5. El molde de inclusion tisular (14, 104) de la reivindicacion 3, donde el material resistente a la parafina se recubre
sobre las paredes laterales secundarias y la pared inferior secundaria.

6. Un método que comprende:

introducir un material de inclusion (20) en un molde (14, 104) que comprende una pared inferior (32, 110) y
paredes laterales (30, 112) que definen un volumen interior, donde el molde (14, 104) comprende un
recubrimiento de material resistente a la parafina (40) sobre una parte de la pared inferior (32, 110) y las paredes
laterales (30, 112), comprendiendo el material resistente a la parafina una monocapa autoensamblada de
fosfatos; e

insertar una muestra tisular (22, 106) en el material de inclusién (20).

7. El método de la reivindicacion 6, que comprende adicionalmente insertar un casete (12, 102) en el material de
inclusion (20).

8. El método de la reivindicacion 7, donde la inserciéon de un casete (12, 102) sigue a la etapa de insercion de la
muestra tisular (22, 106) y la introduccion del material de inclusién (20) comprende introducir una cantidad de
material de inclusién (20) de modo que el casete (12, 102) se suelde al material de inclusién (20) sin la necesidad de
introducir material de inclusion (20) adicional.

9. El método de la reivindicacion 6, que comprende adicionalmente retirar el material de inclusion (20) del molde (14,
104).

10. El método de la reivindicacion 9, donde el material de inclusion (20) tiene una propiedad de endurecerse hasta
un solido después de su introduccion en el molde (14, 104) y el método comprende retirar el material de inclusion
(20) del molde (14, 104) antes de que se endurezca en un solido.

11. Un método de preparacion de un molde de inclusion tisular (14, 104) que comprende recubrir una parte de una
pared inferior (32, 110) y las paredes laterales (30, 112) que definen un volumen interior con un material resistente a
la parafina, comprendiendo el material resistente a la parafina una monocapa autoensamblada de fosfatos.

12. El método de la reivindicacién 11, donde las paredes laterales (30, 112) comprenden paredes laterales
principales y la pared inferior (32, 110) comprende una pared inferior principal y comprende una cavidad que incluye
las paredes laterales secundarias y una pared inferior secundaria que define un plano diferente al plano de la pared
inferior principal.

13. El método de la reivindicacion 12, donde las paredes laterales secundarias se prolongan a un angulo de
desmoldeo de 0 grados a 2 grados respecto a una proyeccion perpendicular desde la pared inferior secundaria.

14. El método de la reivindicacién 12, donde el material resistente a la parafina se recubre sobre las paredes
laterales secundarias y la pared inferior secundaria.

15. El método de la reivindicacién 11, donde el material resistente a la parafina comprende un material ole6fobo.
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