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Resumen

Objetivo: Determinar la calidad de la coloracion de las secciones de tejidos hidratados y
deshidratados con aguardiente de cafia de azGcar en comparacién con las secciones de tejido
tratados con alcoholes de 96% y 100% en el método de coloracién hematoxilina — eosina. Método:
Estudio no experimental, transversal y descriptivo — comparativo, se analiz6 la informacién
estadistica de forma estructurada con la finalidad de cuantificar el problema de investigacion.
Resultados: La prueba de hipétesis de Wilcoxon determind que no se encontraron diferencias
significativas de los puntajes de calidad de la coloracion entre el Etanol y el Aguardiente, tanto
para el aspecto global (p=0.083), asi como también como para el nicleo y el citoplasma (p=0.157
y p=0.371, respectivamente). No obstante, para el medio extracelular, el puntaje de calidad de
coloracion del etanol fue significativamente mayor (p=0.025) en comparacion con el aguardiente.
Conclusién: La calidad de la coloracién generada en el nlcleo y citoplasma por el aguardiente fue
comparable con el etanol en secciones de tejidos hidratados y deshidratados. La calidad de la
coloracion generada en el medio extracelular por el aguardiente fue menor en comparacion con el
etanol. La calidad de la imagen histolégica global generada por el aguardiente fue comparable con
el etanol. Lo que implicaria que pueda utilizarse esta alternativa ecoldgica en los laboratorios de

Histotecnologia sin inconvenientes en el diagnéstico general.

Palabras clave: Aguardiente, alcohol, coloracion, hematoxilina y eosina



Abstract

Objective: To determine the coloring quality of sections of tissues hydrated and
dehydrated with sugarcane brandy compared to tissue sections treated with 96% and 100%
alcohols in the hematoxylin — eosin coloring method. Method: Non-experimental, cross-sectional
and descriptive — comparative study, statistical information was analyzed in a structured way in
order to quantify the research problem. Results: Wilcoxon's hypothesis test determined that no
significant differences were found in coloration quality scores between Ethanol and Brandy, both
for the overall appearance (p=0.083), as well as for the nucleus and cytoplasm (p=0.157 and
p=0.371, respectively). However, for the extracellular medium, the coloration quality score of
ethanol was significantly higher (p=0.025) compared to brandy. Conclusion: The quality of the
coloration generated in the nucleus and cytoplasm by the brandy was comparable with ethanol in
sections of hydrated and dehydrated tissues. The quality of the coloration generated in the
extracellular medium by the spirit was lower compared to ethanol. The quality of the overall
histological image generated by the spirit was comparable to ethanol. This would imply that this
ecological alternative can be used in Histotechnology laboratories without inconvenience in the
general diagnosis.

Key Words: Aguardiente, alcohol, dye, hematoxylin and eosin



l. Introduccién

Al examinarse con el microscopio, los cortes finos de tejidos no tefiidos tienen mas o menos
el mismo indice de refraccion, por lo cual es dificil reconocerlos, cuando iluminamos una
preparacion sin tefiir no se producen cambios apreciables en la longitud de onda de la luz que lo
traspasa, no permitiendo esencialmente distinguir los diferentes componentes del tejido. Es asi que
las diferentes estructuras que componen una seccion histolégica coloreada, permiten crear
artificialmente un contraste de los distintos elementos o aspectos del tejido (Montuenga et al.,
2014). El propésito de la tincidn es poder facilitar visualmente las diferentes estructuras y mejorar
el contraste de los componentes celulares y tisulares bajo el microscopio de luz (Sepulveda, 2014).
Por lo cual, la demostracion de varios productos, inclusiones o microorganismos celulares exige
fundamentalmente el uso de procedimientos de tincién especializados.

Existen una serie de técnicas tincion, utilizadas con frecuencia variable en los laboratorios
de patologia, por lo que podemos subdividirlas ficticiamente en tenciones de uso frecuente o rutina
y tinciones de uso poco frecuente. Como tales, constituyen uno de los pilares importantes del
trabajo diario del histotecnologo, que incluyen conocimientos tedricos y practicos imprescindibles
y necesarios. La tincidn de rutina por excelencia es la coloracion con hematoxilina y eosina, es la
mas empleada en todos los hospitales del mundo por poseer gran poder de resolucion, por ser una
técnica econdmica, eficiente y facil de realizar (Torres et al., 2011).

La tecnica de coloracion de hematoxilina eosina, es un procedimiento de coloracion de
rutina en el laboratorio de anatomia patologica y que estd constituido por alcoholes de 96% y
100%, estos alcoholes tienen como fundamento ayudar en el proceso de hidratar y deshidratar de
los tejidos. Estos alcoholes son relativamente caros para un laboratorio de anatomia patologica, en

comparacion con el aguardiente de cafia de azlcar, que es producto mas economico. El



aguardiente de cafia de azlcar es un producto mas comercializado y comuln en la sierra y selva de
nuestro territorio, por la accesibilidad que se tiene a la materia prima, la cafia de azUcar, al cual es
maés factible de destilar y comercializar. El alcohol industrial es muy escaso en estas zonas por el
dificil acceso y mucho menos se cuenta con material y reactivos para su elaboracion.

Por lo anterior mencionado, la presente investigacion tiene como propdsito demostrar que
la calidad de la coloracion en las secciones de tejidos hidratados y deshidratados con aguardiente
de cafia de azucar serdn comparables a las secciones de tejido tratado con alcoholes de 96% y
100% en el método de coloracién hematoxilina — eosina.

1.1. Descripcion y formulacion del problema

La técnica de coloracién hematoxilina-eosina, Gil (2021) indica que es la unién de dos
colorantes, siendo un colorante basico la hematoxilina y colorante acido la eosina y que permite
distinguir efectivamente los ndcleos y citoplasmas. Mientras que el Portal Quimica (2021) hacen
mencién que la hematoxilina — eosina, es esencialmente una prueba de rutina histolégica y que
tiene como finalidad tefiir los tejidos y hacerles observables a través de un microscopio, la
hematoxilina ayuda a colorear los ndcleos de color morado o azul, mientras la eosina colorea de
color rosado el citoplasma y otras las fibras de colageno de color rojo.

Mientras que El Instituto de Investigacion Médica Mercedes y Marti Ferreyra — INMEC
(2021) manifiestan que es una coloracion topografica rutinaria que permite esencialmente poder
distinguir la morfologia de las células y tejidos, donde principalmente existen una serie de
variantes respecto al tipo de eosina y hematoxilina. Esto es respaldado por La Sociedad Argentina
de Citologia — SAC (2019) informan que la coloracion de hematoxilina — eosina es una técnica de

excelencia de la citologia que es fundamental para la recoleccion del material correspondiente y



adecuada para el proceso de coloracién, lo cual requiere de una serie de procedimientos bajo la
utilizacion del alcohol de 96% y 100%.

En la coloracién hematoxilina — eosina se emplea los alcoholes de 96% y 100%, el cual es
utilizado en el laboratorio de anatomia patologica desde hace mucho tiempo de forma regular,
dichos alcoholes tienen la finalidad de hidratar y deshidratar los tejidos de dicha coloracion. Este
producto es elaborado de manera industrial por el mecanismo de destilacidn y para alcanzar mayor
concentracion usan quimicos que son dafinos para el personal que lo elabora y los personales que
lo emplean de manera prolongada, dicho producto no es amigable con el medio ambiente. El
alcohol industrial fue creado como disolventes de pinturas, entre ellas lacas y barnices. Asi mismo,
el alcohol industrial por su efecto provoca irritacion y llega a dafiar la piel, irritacion de los ojos y
la inhalacién, provocando nauseas y mareos.

El alcohol industrial es un producto que es caro y poco accesible en las zonas mas alejadas
del territorio peruano. En cambio, el aguardiente de cafia de azicar es un producto natural y es
amigable con el medio ambiente y es un producto mas comun por estas zonas de la sierra y selva
del Perd. Proponiendo el aguardiente de cafia de azlcar como alternativa en la coloracion
hematoxilina - eosina como medio de hidratacion y deshidratacion, con esta propuesta se
encontraria una solucién a la problematica del desabastecimiento del alcohol en los centros de
salud y hospitales y crear un precedente para su utilizacion para el desarrollo efectivo de la
coloracion hematoxilina — eosina.

Por lo cual esta tesis, se centra en encontrar una alternativa en la hidratacion vy
deshidratacion de la coloracion hematoxilina- eosina y que no cuenta con precedentes de estudio
claras, planteando el siguiente problema principal.

Por los motivos mencionados, esta tesis formulo el siguiente problema:



¢ Cudl sera la calidad de la coloracion de las secciones de tejidos hidratados y deshidratados
con aguardiente de cafia de azlcar en comparacion con las secciones de tejido tratados con
alcoholes de 96% y 100% en el método de coloracion hematoxilina - eosina?

1.2. Antecedentes

La busqueda de referencias bibliograficas no ha permitido encontrar ningin articulo
cientifico relacionado con el tema (aguardiente como medio hidratante y deshidratante en método
de coloracién hematoxilina — eosina y en otros métodos de coloracion). Lo cual hace que esta tesis
sea considerada como inédita.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general
Determinar la calidad de la coloracion de las secciones de tejidos hidratados Yy
deshidratados con aguardiente de cafia de azlcar en comparaciéon con las secciones de tejido
tratados con alcoholes de 96% y 100% en el método de coloracion hematoxilina — eosina.
1.3.2. Objetivos especificos
Determinar la calidad de la coloracion del nicleo de las secciones de tejidos hidratados y
deshidratados con aguardiente de cafia de azlcar en comparaciéon con las secciones de tejido
tratados con alcoholes de 96% y 100% en el método de coloracion hematoxilina — eosina.
Establecer la calidad de la coloracion del citoplasma de las secciones de tejidos hidratados
y deshidratados con aguardiente de cafia de azicar en comparacion con las secciones de tejido
tratados con alcoholes de 96% y 100% en el método de coloracion hematoxilina — eosina.
Precisar la calidad de la coloracion del medio extracelular de las secciones de tejidos
hidratados y deshidratados con aguardiente de cafia de azticar en comparacion con las secciones

de tejido tratados con alcoholes de 96% y 100% en el método de coloracion hematoxilina — eosina.



1.4. Justificacién

La presente investigacion involucra una justificacion practica, debido a que trata de
remplazo de los alcoholes de 96% y 100% que es habitual en el laboratorio de anatomia patolégica,
la exposicidn a estos productos conlleva problemas a la salud de los profesionales, produciéndose
irritacion a la piel, ojos y mareos. Es por este motivo que se propone usar el aguardiente de cafia
de azlcar en la coloracion hematoxilina - eosina, estableciendo una serie de acciones y
procedimiento que validen su utilizacion a diferencia del alcohol tradicional o estandar.

Como se mencion6 en el péarrafo anterior, en este trabajo de investigacion se busca
encontrar una alternativa de hidratacion y deshidratacion utilizando el aguardiente de cafia de
azucar en la coloracion hematoxilina - eosina. Al finalizar esta tesis, se tendra claro en emplear el
aguardiente de cafia de azGcar como hidratante y deshidratante en la coloracion de hematoxilina
— eosina. El aguardiente de cafia de azlcar seria una excelente alternativa en casos de no contar
con alcohol 96% y 100% industrial, debido a la poca accesibilidad a los pueblos y bajo presupuest6
de los hospitales.

En la sierra y selva de nuestro territorio, el aguardiente de cafia de azlcar es un producto
de facil de conseguir y que ayudaria a reducir el atraso de resultados de los pacientes,
procedimientos médicos y tener un diagnostico preciso y oportuno. Ademas, que el estudio, servira
como referencia para futuros especialistas en histologia y tecnélogo médico, siendo de relevancia
e importancia.

1.5. Hipotesis principal

La calidad de la coloracion en las secciones de tejidos hidratados y deshidratados con
aguardiente de cafia de azUcar seran iguales a las secciones de tejido tratados con alcoholes de

96% y 100% en el método de coloracion hematoxilina — eosina



I1. Marco teérico

2.1. Bases tedricas sobre el tema de investigacion
2.1.1. En relacion del aguardiente

La historia hace referencia que el aguardiente se difundio por los territorios de Persia, Siria,
Egipto y Sicilia. En Europa el aguardiente comienza en el siglo XIl1, en el pais de Italia, en donde
buscaban encontrar el elixir, asi extrayendo del espiritu magico presente en el vino y aseguraran
su vida eterna. Dando origen a agua de vida y asi empezando la destilacion en todo Europa (ldict,
2019).

El aguardiente es una bebida alcohdlica destilada de un fermentado alcoholico. Existe gran
variedad de sustancias orgénicas agricolas cuya pasta o zumo fermentado es usado para su
extraccion, dentro de lo que son: frutas, cereales, hortalizas y granos. Provenientes de multitud de
plantas ricas en sacarosa, que es elemento esencial en la elaboracion de la bebida, ya que a partir
de esta surge el etanol, siendo en principio el aguardiente, alcohol diluido en agua. Asi mismo, el
aguardiente puede referirse practicamente a cualquier bebida alcohélica obtenida por destilacion,
pero se les aplica mayoritariamente a aquellas que poseen entre 28% y 60% de grado o volumen
de alcohol (Idict, 2019).

Mientras que la fabricacion de bebidas destiladas se esparcid por toda Europa y el mundo,
dando paso a una gran variedad de sabores, colores y aromas, que se dan en funcion del tipo de
destilacion, de materia prima destilada y de aditivos. Estas propiedades cambian de una cultura a
otra de acuerdo a las costumbres, asi como el uso mismo del término aguardiente. Los aguardientes
también se clasifican de acuerdo con su afiejamiento o0 aroma y son cuatro tipos diferentes: Los
jovenes: Se podra distinguir estos aguardientes porque presentan un color claro o cristalino. Los

afiejos: Estos se colocan en toneles de roble durante algin tiempo, por lo que sabras que son


https://es.wikipedia.org/wiki/Org%C3%A1nico

afiejados al ver que cuentan con un color amarillento. Los arométicos: Tienen un aroma producto
a uvas, tales como moscatel o malvasia. Los Aromatizados: Para la elaboracion se maceran hierbas
medicinales, como el mirto, y se caracterizan por tener un color rojo o violeta (Ortiz, 2013).

La cafia de azucar tiene como nombre cientifico Saccharum Officinarum, es una planta que
crece con tallos gruesos y fibrosos que llegan a crecer 3 a 5 metros de alto, que contienen una gran
cantidad de sacarosa para la obtencion de azdcar, se adaptan a casi todo tipo de suelo y los favorece
los suelos francos, profundos y bien drenados, requieren gran cantidad de agua para su crecimiento
y crece en climas tropicales y subtropicales (Ramirez, 2008).

La germinacién es un proceso importante que se da entre 7 a 10 dias después de la siembra
y es un crecimiento lento. El macollamiento comienza alrededor de los 35 a 40 dias después del
platén, y se caracteriza por el brote de los tallos, siendo de gran importancia para el rendimiento.
Rapido crecimiento es la etapa de formacién y elongacion, alcanzando su méaxima area foliar en
donde presenta gran material, de hoja seca. Maduracion es la etapa donde la cafia de azUcar
sintetiza y acumula gran cantidad de sacarosa en los tallos, este desarrollo tiene como maximo 2 a
3 meses. Cosecha es la actividad de la recoleccion de la cafia en donde ha dejado de crecer y las
hojas se marchitan y caen, esto sucede entre los once y los dieciséis meses después de la plantacion
y se quema para facilitar la cosecha (EI Comité Nacional para el Desarrollo Sustentable de la Cafa
de Azucar, 2015).

Las cafas de azucar son lavadas y cortadas en pequefios pedazos que pasan por unos
molinos para la extraccion del jugo, al terminar el procesamiento se agrega una cierta cantidad de
agua para asi facilitar la extraccion del jugo. La destilacion mas comun es en alambiques en donde

se vierte el mosto y se aplica calor, para después de un tiempo el alcohol comienza a evaporarse y



este llega al condensador, y se obtiene un producto con mayor grado de alcohol. Afiejamiento se
realiza en recipientes de madera que le permite un aguardiente méas potente (Pinterest, s.f.).
2.1.2. En relacion del alcohol

El etanol, también conocido como alcohol etilico, es un tipo de compuesto quimico que se
obtiene por presion y temperatura en un punto de ebullicion de 78°, que tiene como caracteristica
ser un liquido incoloro e inflamable, cuando se disuelve en agua se suele utilizar para bebidas
alcoholicas, su olor, color y sabor se debe a las diferentes sustancias quimicas que se agregan
(Cornejo, 2016).

El alcohol etilico tiene la siguiente férmula C2H50H o més conocido como etanol, que es
una fuente de energia renovable y biodegradable, que es un liquido incoloro y de aroma agradable.
Por destilacion fraccionada el alcohol un puede llegar a mas de 96° debido a que se mezcla con
agua durante la evaporacion. Para la obtencion de grandes cantidades de alcohol se mezcla con un
tipo de hongos llamado Sacaromicetos o también llamado levadura de cerveza que producen
alcohol méas didxido de carbono. Para la industria de produccién de alcohol no solo emplean la
cafa de azucar, también material rico en almidon de maiz (Alvarez, 2011).

Hay dos formas de preparar alcohol etilico o etanol, un gran porcentaje de fabricacion
proviene de sacarosa de la cafia de azUcar o también material rico en almidon y madera de arboles
citricos. En la preparacion industrial, mediante hidratacion catalitica de etileno proveniente del
petrdleo, que es gas incoloro y mezclado con &cido sulfdrico que funciona como catalizador, se
produce alcohol etilico. El siguiente a la levadura de cerveza se le afiade &cido sulfurico, penicilina,
fosfatos de amonio, sulfato de zinc, sulfato de magnesio, para asi obtener 4 moléculas de alcohol

(Alvarez, 2011).



2.1.3. En relacion con el método de coloracion de hematoxilina-eosina

En funcién a la coloracion de hematoxilina — eosina, esta es una de las técnicas méas
frecuentes y mayormente empleadas no solo con base en la citologia, sino también en la histologia,
la cual comprende dos aspectos o partes relevantes en funcion a la tincién celular y citoplasmatica.
De esta manera, la hematoxilina — eosina, es una técnica con procedimientos que permite la
aplicacion en la coloracion de nucleos, que se pueden visualizar a través del microscopio fotonico.
Existen una serie de variantes, en funcién a la hematoxilina que se requiera o utilice:

2.1.3.1. Hematoxilina. Existen varios tipos de hematoxilina, pero la mas empleada son la
de Harris, que se emplea para determinar que, si la muestra se seca en el aire, asi también la de
Carazzi, que se emplea si la muestra se fija a través del alcohol de 96°, donde se colorea en el
nucleo celular permitiendo una visualizacion de color azul o azul oscuro.

2.1.3.2. Eosina. Es principalmente el colorante que se emplea para su contraste, donde se
colorea el citoplasma celular, para su visualizacion a través de tonos rosaceos o0 anaranjados. Asi
mismo, la coloracion de hematoxilina — eosina, consiste en la tincion: a) Los nlcleos a través de
una hematoxilina, en funcién previamente oxidada y transformada respecto a hemateina, por lo
cual se le aflade una sustancia mordiente para la formacion de una laca, donde los nicleos son
coloreados en azul, azul morado, violeta, pardo oscuro o negro, permitiendo de los agentes
oxidantes y mordientes que se emplean. b) El citoplasma y material extracelular, esencialmente
se utiliza la eosina basada en conferir los diferentes grados de color rosado (Velasco et al.,
2012).

De acuerdo al procedimiento para lograr la coloracion hematoxilina — eosina, se tienen en
cuenta las siguientes fases y procesos: La toma de la muestra: Es la calidad en la que una célula o

principalmente un tejido refleja una imagen con las caracteristicas morfologicas para su
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procesamiento. La fijacion: Es un proceso que tiene como proposito de mantener la estructura
morfoldgica de las células y tejidos sin generar algunos cambios considerables. La inclusién: Son
los tejidos que se han fijado para poder establecer cierta consistencia y dureza, los tejidos se
infiltrardn a través de sustancias de inclusion para que adquieran una mayor dureza para ser
sometido a cortes o ldminas delgadas y transparentes. La microtomia o conocido como obtencion
de los cortes: Se basa en los tejidos y parafinas que se basa en la integracion de un bloque, la cual
dispone de la consistencia y dureza necesaria para la obtencion de secciones delgadas y
transparentes (Gorodner, 2013).

La coloracion o tincion: Es el proceso que consiste en la coloracion de la célula o tejido
tisular, la cual mantienen un color a través de una sustancia colorante, siendo coloreado al ser
lavada con un liquido que permita la disolucion del colorante, en cuanto a este procedimiento se
dispone de los siguientes criterios: desparafinar los cortes, hidratar los cortes en bafios decrecientes
de alcohol, colorear con la solucion de hematoxilina, lavado en agua destilada, diferenciar, para
eliminar el exceso de colorante, virar al color azul, empleando soluciones, colorear con una
solucién alcohdlica o acuosa de eosina, deshidratar en bafios crecientes de alcohol etilico y
diafanizar o aclarar empleando xilol. EI Montaje: Es un proceso relacionado con la tincion de
cortes que se centra en aquellas condiciones de proteccion para poder ser utilizados las veces
necesarias sin que estos muestren un deterioro (Gorodner, 2013).

2.1.4. En relacion con la hidratacion en el método de coloracion de hematoxilina-eosina

En funcion a la hidratacion con respecto al metodo de coloracion, se basa principalmente
en que la muestra debe ser sumergida mediante bafios continuos de xilol y etanol para la
concentracion de manera descendente de 100° hasta los 70° para finalmente emplear el recurso de

agua. En esta parte se sumerge la muestra en hematoxilina, comprendiendo un tiempo de 10
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minutos. Posteriormente de unas lavadas con agua y alcohol para la eliminacion de la hematoxilina,
se tifie esencialmente en 30 segundos en eosina. Finalmente, se efectuardn bafios con alcohol a
través de la concentracion creciente, permitiendo deshidratar la muestra, estableciendo una fijacion
respecto a la observacion de la muestra a través del microscopio (Montalvo, 2010).
2.1.5. En relacion con la deshidratacion en el método de coloracién de hematoxilina-eosina
Se basa en la extraccion del agua respecto al tejido para que la parafina pueda ocupar un
espacio en funcion a que el material no se deshidrate lo suficientemente, asi mismo se debe emplear
una variedad de alcoholes en concentracion de manera creciente de 70°, 80°, 96°, 100°. En la cual
las piezas se dejan en una serie de crecientes de alcohol, permitiendo adaptar el tiempo que
corresponda en el contenido de agua basado en la pieza, tamafio y fundamentalmente de la pureza
de los alcoholes. Por lo tanto, la pieza debe permanecer en capas superiores, en la cual el tiempo,
varia respecto a las caracteristicas del tamafio, que puede comprender de 1 a 2 horas en alcohol
(Montalvo, 2010).
2.1.6. Tipos de enlace con el tejido
La union del colorante y el tejido no es diferente a otro enlace quimico y los mecanismos
dependen de las mismas fuerzas que ocurren en los compuestos organicos. Las clases principales
de interacciones (enlaces) son idnicas, covalentes e hidréfobas (Tabla 1). Cada tipo de enlace tiene

sus propias caracteristicas y fuerzas de enlace.
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Tabla 1

Comparacion de la fuerza relativa de los enlaces entre el tinte y los componentes del tejido

Tipo de enlace Fuerza (kcal mol-1)
- Enlace idnico 40 - 100
- Enlace covalente 32-212
- Interacciones hidrofobicas 4-8
- Enlace hidrégeno 2-7
- Fuerzas de Van der Waals 1-2

Fuente: Clases principales de interacciones

El enlace i6nico: El enlace ionico es la forma de enlace mas importante en la mayoria de
los tintes de histologia, implicando interacciones electrostaticas entre iones de carga opuesta. Uno
de los iones es un ion fijado a la seccion del tejido y el otro, al colorante. Las interacciones idnicas
son fuerzas de largo alcance y los tintes pueden ser atraidos a los tejidos a distancias relativamente
largas. El enlace covalente: Los enlaces covalentes son enlaces fuertes y no son faciles de romper
una vez formados. No parecen ser relevantes en muchas de las reacciones de tincion. La interaccion
hidrofébica: Las interacciones hidrofébicas no son enlaces quimicos debido a que sostienen los
colorantes en los tejidos por la exclusién de agua de las regiones con grupos hidrofébicos. La
exclusion de agua estabiliza los dos grupos involucrados en los cambios de entalpia y entropia. El
enlace de hidrégeno: Es una fuerza de atraccion entre un &tomo hidrégeno de una molécula y un
atomo pequefio con alta electronegatividad de otra molécula. Tienen un limitado rango y solo se
formaran si los dos grupos que interaccionan estan lo suficientemente juntos para ser atraidos. Las
fuerzas van der Waals: Son fuerzas intermoleculares de corto alcance y tienen efecto si los dos

atomos implicados estan entre 0.12 y 0.2 nm de distancia (Santos, 2017).
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I11. Método

3.1. Tipo de investigacion

Estudio es experimental, transversal y descriptivo — comparativo, se analizo la
informacion estadistica de forma estructurada con la finalidad de cuantificar el problema de
investigacion.
3.2. Ambito temporal y espacial

De acuerdo con la temporalidad para el desarrollo de la investigacion, esta se llevara a cabo
en 90 dias despues de la aprobacién del proyecto del afio 2021. Siendo donde se efectuara la
investigacion, el area de Anatomia Patoldgica del Hospital General de Jaén Il — 1 de Enero —
Diciembre 2021, perteneciente al departamento de Cajamarca, Provincia de Jaén, Distrito de Jaén.
3.3. Variables

Sus definiciones, dimensiones e indicadores a evaluar entre otras caracteristicas de las
variables (Anexo B).
3.3.1. Calidad de la coloracion (Variable Dependiente)

3.3.1.1. Definicién operacional.

Medido mediante la valoracion de enunciados provistos por una encuesta propia de esta
investigacion, y la cual se encuentra dividida en 3 secciones.

3.3.1.2. Dimensiones

Evaluacion de la calidad de la imagen de los nucleos de las secciones de tejidos.

Evaluacion de la calidad de la imagen de los citoplasmas de las secciones de tejidos.

Evaluacion de la calidad de la imagen del medio extracelular de las secciones de tejidos.

3.3.1.3. Indicador

Escala de evaluacion: Pobre, Regular, Bueno.
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3.3.2. Agente hidrante y deshidratante empleado en la coloracion de hematoxilina-eosina
(Variable Independiente)

3.3.2.1. Definicion operacional

Medido segun la observacion del registro (codigo) que se utilizaré para el proceso de
aleatorizacion y apuntado mediante una ficha de recoleccion de datos.

3.3.2.2. Dimensiones

No presenta dimensiones, dado que no es una variable compleja convencional
hematoxilina — eosina.

3.3.2.3. Indicador

Caodigo asignado durante el proceso de aleatorizacion, que identifica qué laminas
histoldgicas fueron hidratadas y deshidratadas por el agente utilizado.

3.4. Poblacién y muestra

La poblacion estuvo conformada por todos los bloques de parafina de biopsias biopsias y
piezas quirurgicas provenientes del 2021, y almacenados en el servicio de anatomia patologica del
Hospital General de Jaén 11-1. Esta fue una cantidad de 4881 bloques.

Al ser el primer estudio en evaluar este agente hidratante y deshidratante en el método de
coloracion de Hematoxilina-Eosina (por ende, sin los datos necesario para poder realizar el célculo
de tamafio de muestra), primero, se realizé una prueba piloto con 50 muestras asignadas mediante
un muestreo aleatorio simple a partir de la poblacion de estudio. Se elaboraron dos laminas
histologicas por cada bloque de parafina, estas fueron entregadas al experto y posterior a las
lecturas correspondientes, se ingresaron los datos correspondientes para realizar el calculo de
tamafo de muestra para esta investigacion basado en la comparacion de dos medias emparejadas,

dando como resultado 108 muestras (Anexo C).
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Posterior a la obtencion de este tamafio de muestra final, se realiz6 también un muestreo
aleatorio simple a partir de la poblacion de estudio. Se escogié el muestreo aleatorio simple debido
a que se analizaron datos recolectados que se encontraron adecuadamente enlistados (software del
laboratorio), de tal manera, que cada bloque tuvo la misma probabilidad de ser escogido. Este
calculo de tamafio de muestra y muestreos se realizaron mediante el software EPIDAT versién 4.2.
Criterios de inclusion

- Bloques de parafina registrados en el software del servicio durante el 2021.

Criterios de exclusion

- Bloques de parafina que no se encuentren presentes en el archivador del servicio.

- Bloques de parafina deteriorados o que no cuenten con tejido remanente, es decir, no
aptos para realizar las nuevas secciones a estudiar.

- Bloques de parafina con identificacion dudosa o inadecuada (rétulo no coincide con el
registro virtual del software del laboratorio o no es legible).

- Mas de un bloque de parafina de la misma persona y del mismo 6rgano (se consideraria
la primera dada por el muestro aleatorio para evitar la repeticion de informacion).

3.5. Instrumentos

Se utilizé una guia de recoleccién de datos para esta investigacion (anexo D). Esta fue
validada por tres jueces expertos (anexo E).

3.6. Procedimientos

Esta investigacion, previo a recolectar los datos, fue aprobado por la Facultad de
Tecnologia Médica de la Universidad Nacional Federico Villareal y por el Hospital General de

Jaén (anexo F).
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Este proceso consistio, primero, en la ejecucion de una prueba piloto mediante 50 muestras como
se comento en la seccion de poblacién y muestra. Se elaboraron dos ldminas histoldgicas por cada
blogue de parafina, y en cada una se aplicd un solo método de hidratacion y deshidratacion
(aguardiente de cafia de azlcar, alcohol de 96 y 100%). Los protocolos realizados se encuentran
en el anexo G.

Un par de dias previo a la lectura de las ld&minas para la prueba piloto, el investigador
principal entregd al observador (medico anatomopatdlogo, solicitud de participacion en el anexo
H) diversos casos con el método de hidratacion y deshidratacion utilizando el aguardiente de cafia
de azucar y el alcohol de 96% y 100%, los cuales utilizaron para un entrenamiento previo. Esta
accion se realizé con el fin de disminuir la probabilidad de reporte de falsos positivos o negativos,
principalmente, por el riesgo de no saber reconocer la calidad de la imagen bajo este método nuevo
coloracion.

Luego de estos dias, se retiraron las laminas controles, y se procedié con la lectura oficial.
Se entregaron al azar estas laminas al médico anatomopatologo, el cual, las observaron de forma
independiente, y llenaron la informacion sobre los codigos de las laminas y las caracteristicas
histologicas (calidad de la coloracion en el ndcleo, calidad de la coloracion del citoplasma, calidad
de la coloracion del medio extracelular.) en la ficha de recoleccién de datos.

El algoritmo de codificacion de las laminas fue creado por el investigador de este estudio,
y consistio en un nimero que representa el tipo de método utilizado (pobre como 0, regular como
1 bueno como 2) multiplicado por 2; seguido del orden del blogue proveniente de lista de los
seleccionados, y finalmente, seguido de la suma de 0, 1, y 2 a estos nimeros anteriores,
respectivamente. Esto se realizo de tal forma que el observador no logre identificar qué caso

corresponde a un determinado método de coloracion, y asi, disminuir la influencia de corroborar
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lecturas por métodos distintos. Por ejemplo, el caso 1 presentd los codigos de 21PQ-026-3; 21PQ-
050; 21PQ-248-4 para los métodos de hidratacion y deshidratacion utilizando el aguardiente de
cafia de azucar y el alcohol de 96% y 100%, respectivamente.

El observador, es un médico anatomopatélogo con afios de experiencia, por estas
condiciones de experto fueron consideradas para los calculos de la capacidad diagndstica
(sensibilidad, especificidad, valores predictivos y razones de verosimilitud). Finalmente, la
informacion provista en las fichas de recoleccion de datos fue tipeada en una base de datos en
Excel, e importada posteriormente al software estadistico.

3.7. Andlisis de datos

Se utiliz6 el software estadistico STATA 17.0 (licencia: 301709027730), y los valores p
menores a 0.05 se consideraron como estadisticamente significativos. Para la descripcion de las
variables cualitativas, se utilizaron las frecuencias relativas y absolutas; y para las variables
cuantitativas, se utilizaron la media y la desviacion estandar.

Para evaluar las diferencias significativas entre el puntaje de calidad de coloracion y el
agente hidratante/deshidratante se utiliz6 la prueba de Wilcoxon debido a que esta permite evaluar
ello tomando en cuenta que la data fue pareada (dos laminas provenientes del mismo bloque de
parafina y cuya entrega de laminas fue por cada par) y que estos datos no siguieron una curva de
distribucion normal (prueba no paramétrica).

3.8. Consideraciones éticas

El presente proyecto de investigacion no utilizé consentimientos informados debido a que
no necesitara la participacion de sujetos humanos. La recoleccion de los datos solo abarcéd
informacion relevante a las variables involucradas en este estudio, esto mediante el uso de la ficha

de recoleccion de datos. Por lo tanto, el esquema de esta ficha evito incluir datos personales que
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puedan afectar la confidencialidad, como: nombres del paciente, direccidn, teléfonos o algin otro

tipo de informacidn personal que permita identificar al paciente.
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IV. Resultados

4.1. Flujograma de los muestreos

Durante la ejecucién del muestreo para la prueba piloto (n=50), a partir de la poblacion de
estudio (N=4881), se excluyeron 7 bloques de parafina en total: 5 muestras repetidas (mas de un
bloque de parafina de la misma persona y del mismo érgano), 1 muestra que no se encontré en el
archivador, y 1 muestra muy desgastada (no apta para nuevos cortes). No hubo exclusion de
bloques de parafina por el criterio sobre identificacion dudosa o inadecuada.

Durante la ejecucion del muestreo final de este estudio (n=108), a partir de la poblacion de
estudio (N=4881), se excluyeron 9 bloques de parafina en total: 3 muestras que no se encontraron
en el archivador, y 1 muestra muy desgastada (no apta para nuevos cortes), y 5 muestras repetidas
(mas de un bloque de parafina de la misma persona y del mismo 6rgano). No hubo exclusién de
bloques de parafina por el criterio sobre identificacion dudosa o inadecuada.

4.2. Descripcion de los resultados

Mediante la tabla 2, se puede observar que la media de los puntajes de la calidad de la
coloracion para el aguardiente en relacion con el aspecto general, nicleo, citoplasma y medio
extracelular fueron 5.7, 1.9, 1.8 y 1.8, respectivamente. Por otro lado, la media de los puntajes de
la calidad de la coloracion para el etanol en relacion con el aspecto general, ndcleo, citoplasma y
medio extracelular fueron 5.8, 2.0, 1.9 y 1.9, respectivamente

Ademas, los tipos de muestra mas frecuentes fueron los provenientes de préstata (17.6%),
utero (14.8%) y apéndice cecal (13.5%). Finalmente, la comparacion visual de estos métodos se

puede observar en la figura 1.



Tabla 2

Caracteristicas de la muestra estudiada (n=108).

Calidad de la coloracion (puntaje) Media + Desviacion estandar

Aguardiente

Global 57+0.7
En el ndcleo 19+13
En el citoplasma 1.8+04
En el medio extracelular 1.8+0.1
Etanol
Global 58+04
En el ndcleo 2000
En el citoplasma 19+£03
En el medio extracelular 1.9+0.7
N (%)

Tipo de muestra

Prostata 19 (17.6)
Utero 16 (14.8)
Apéndice cecal 14 (13.5)
Vesicula biliar 10 (9.3)
Biopsia de cérvix 11 (10.2)
Restos endouterinos 9(8.7)
Trompa uterina 5(4.6)
Ovario 2 (1.9
Cono de cérvix 3(2.8)
Epiplon 2(1.9)

Miembro inferior (amputacién) 2 (1.9)
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Tumor de partes blandas 1(0.9)
Rifion 2(1.9)
Biopsia de piel 2 (1.9
ileon terminal 1 (0.9)
Biopsia de rodilla 1(0.9)
Piel queloide 1(0.9)
Mama 1(0.9)
Colon 1(0.9)
Quiste axilar 1(0.9)
Quiste hepatico 1(0.9)
Biopsia de tibia 1(0.9)
Endometrio 1(0.9)
Placenta 1(0.9)
Figura 1.

Comparacion entre los agentes hidratantes y deshidratantes.




Nota. A: Etanol. B: Aguardiente. Tejido prostatico (40x).

4.3. Andlisis entre los puntajes de la calidad de la coloracion segun el agente utilizado
La prueba de hipotesis de Wilcoxon determind que no se encontraron diferencias
significativas de los puntajes de calidad de la coloracion entre el Etanol y el Aguardiente, tanto

para el aspecto global (p=0.083), asi como también como para el nicleo y el citoplasma (p=0.157

y p=0.371, respectivamente).

No obstante, para el medio extracelular, el puntaje de calidad de coloracién del etanol fue

significativamente mayor (p=0.025) en comparacion con el aguardiente.

Tabla 3

Tabla de contingencia entre el agente hidratante y deshidratante utilizado y las calidades de la

coloracion emitidas (n=108).

Agente hidratante y

) pf
(puntaje)
Etanol? Aguardiente?
Global 58+0.4 57+0.7 0.083
En el nicleo 20+0.0 19+13 0.157
En el citoplasma 19+0.3 1.8+04 0.371
En el medio extracelular 19+0.7 1.8+0.1 0.025

*Media + desviacion estandar. TPrueba de Wilcoxon.
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V. Discusion de resultados

La prueba de hipotesis de Wilcoxon determind que no se encontraron diferencias
significativas de los puntajes de calidad de la coloracion entre el Etanol y el Aguardiente, para las
dimensiones de aspecto global, nlcleo y el citoplasma, pero no para el medio extracelular. Es decir,
el aguardiente podria utilizarse en reemplazo del etanol sin ningun inconveniente para caracterizar
las primeras dimensiones.

Con respecto al nucleo, la composicién de esta, principalmente, a base de cromatina, hace
que este pueda atraer colorantes basicos como la Hematoxilina de Harris. Ademas, con respecto al
citoplasma, la composicion de esta, principalmente, a base de proteinas, hace que este pueda atraer
colorantes acidos como la Eosina. Entonces, para que puedan generarse ambas coloraciones de
calidad, se requiere de fases previas como la hidratacion. En este caso, la composicién del
aguardiente alrededor de 47° demuestra ser mas que suficiente para lograr una calidad de
coloracién adecuada mediante los tres cambios de 15 minutos cada uno que requiere el protocolo.
Esto implicaria ahorro y tramites engorrosos para el laboratorio (especialmente, al evitar comprar
alcohol absoluto).

Ademas, en lo que fue la fase de deshidratacion, el uso de aguardiente se baso en un
protocolo de cuatro cambios de 1 minutos cada uno, que demostro ser compatible también con el
medio de montaje (Entellan), y que tanto para las dimensiones de nucleo y citoplasma, resultd ser
comparable con la calidad de coloracion generada por el etanol. Por otro lado, si se encontraron
diferencias significativas del puntaje de calidad de coloracion entre el etanol y el aguardiente para
el medio extracelular. Esto podria explicarse dado que, a diferencia del citoplasma, que
predominantemente tiene proteinas, el medio extracelular estd compuesto con diversas

biomoléculas (carbohidratos y lipidos), propias del tejido conjuntivo, muscular, entre otros; lo
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cual, estaria influenciando en que la fase de hidratacion generada por el aguardiente no sea
suficiente en base al protocolo generado, para poder cumplir con una adecuada calidad de
coloracion.

No obstante, al tener mas dimensiones consideradas como adecuadas (nUcleo y citoplasma,
en comparacion con el medio extracelular), es entendible porqué la calidad de coloracion a nivel
global fue totalmente comparable con el etanol, lo que significaria que se podria utilizar uno u otro
en un laboratorio de Histotecnologia, a pesar de las ligeras diferencias generadas en la descripcion
de las caracteristicas del medio extracelular.

Como fortalezas del estudio, se tiene que aguardiente de cafia de azUcar, siendo esta una
bebida alcohdlica que contienen una gran cantidad de sacarosa para la obtencién de azUcar
(Ramirez, 2008), puede utilizarse como alternativa eficiente. Mientras que el etanol es un tipo de
compuesto quimico que se obtiene por presion y temperatura en un punto de ebullicién tiene como
caracteristica ser un liquido incoloro e inflamable, el cual, es usualmente utilizado para
procedimientos médicos, quimicos y entre otros (Cornejo, 2016). El aguardiente de cafia de azUcar
es un producto comun y accesible por estas zonas y bajo costo en comparacién con el alcohol
industrial, es amigable con el medio ambiente y para el personal de la salud que lo manipula.

Como potenciales limitaciones, se tiene que el hecho que haber obtenido un puntaje de
calidad de coloracion menor generado por el aguardiente de cafia azdicar en comparacion el etanol
podria haberse dado porque posterior a la deshidratacion con cafia de azUcar, el tiempo de secado
en medio ambiente, previo al montaje, es mucho mas prolongado que el etanol, lo que generaria
que no se estén secas de forma uniforme para todas las laminas presentes en la canastilla. En ese
sentido, se recomienda poder utilizar otra forma de secado que haga este proceso mas uniforme,

como un ventilador, o una estufa.
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V1. Conclusiones

6.1. La calidad de la coloraciéon generada en el ndcleo y citoplasma por el aguardiente fue
comparable con el etanol en secciones de tejidos hidratados y deshidratados.

6.2. La calidad de la coloracion generada en el medio extracelular por el aguardiente fue menor en
comparacion con el etanol.

6.3. La calidad de la imagen histoldgica global generada por el aguardiente fue comparable con el
etanol. Lo que implicaria que pueda utilizarse esta alternativa ecolégica en los laboratorios de

Histotecnologia sin inconvenientes en el diagndstico general.
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VIl. Recomendaciones

7.1. Se recomienda utilizar otras formas de secado posterior a la fase de deshidratacién, como un
secado usando un ventilador o una estufa.

7.2. Se recomienda poder replicar lo encontrado en esta tesis, mediante la generacion de nuevos
proyectos de investigacion, y que se prueba esta alternativa ecoldgica, tanto para la coloracién
de rutina, como para otros protocolos especiales (PAS, tricromicas, entre otros). Posterior a
ello, a los hospitales del sector publico como privado, que puedan ampliar el uso de esta

alternativa barata y ecologica.
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Titulo de la Tesis

Problema Principal

Objetivo General

Hipotesis General

Metodologia

“El Aguardiente de
cafia de azlcar
como una

alternativa en el

Método de
coloracion de
Hematoxilina-
Eosina”

¢Cual serd la calidad de la
coloracion de las secciones de
tejidos hidratados y deshidratados
con aguardiente de cafia de azucar
en comparacion con las secciones
de tejido tratados con alcoholes de
96% y 100% en el método de

coloracion hematoxilina - eosina?

Demostrar que la calidad
de la coloracion de las secciones
de tejidos hidratados vy
deshidratados con aguardiente de
cafia de azUcar seran comparables
a las secciones de tejido tratados
con alcoholes de 96% y 100% en
el método de coloracion

hematoxilina — eosina.

La calidad de Ia
coloracién de las secciones de
tejidos hidratados y deshidratados
con aguardiente de cafia de azUcar
seran iguales a las secciones de
tejido tratados con alcoholes de
96% y 100% en el método de
coloracién hematoxilina - eosina

Problema Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis Especificas

- ¢Cudl sera la calidad de la

coloracién de los nucleos de las
secciones de tejidos hidratados y
deshidratados con aguardiente
de cafia de azlcar en
comparacion con las secciones
de tejido tratados con alcoholes
de 96% y 100% en el método de
coloracion  hematoxilina -

eosina?

- Demostrar que la calidad de la
coloracidn de los nlcleos de las
secciones de tejidos hidratados
y deshidratados con aguardiente
de cafia de azlcar seran

comparables a las secciones de

tejido tratados con alcoholes de

96% y 100% en el método de

coloracion  hematoxilina -

eosina.

- La calidad de la coloracion de
los nlcleos de las secciones de
tejidos hidratados y

deshidratados con aguardiente

de cafia de azlcar seran iguales

a las secciones de tejido tratados

con alcoholes de 96% y 100%

en el método de coloracion
hematoxilina — eosina.

- La calidad de la coloracion del

citoplasma de las secciones de

Segun el enfoque: Cuantitativo.

Nivel de la investigacion: Descriptivo

- comparativo.

Tipo de investigacion: Aplicada

Método: Observacional.

Disefio: Experimental — transversal.

Su disefio se representa de la siguiente

forma

Mi1: Ox- Qy 2 6 =

Poblacidén: 108 casos entre biopsias y

piezas quirlrgicas

Muestra: Representativa.

Técnica: Encuesta.
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¢Cual serd la calidad de la
coloracidn del citoplasma de las
secciones de tejidos hidratados y
deshidratados con aguardiente
de cafia de azlcar en
comparacion con las secciones
de tejido tratados con alcoholes
de 96% y 100% en el método de
coloracién  hematoxilina -
eosina?

¢(Cual serd la calidad de la
coloracion del medio
extracelular de las secciones de
tejidos hidratados y
deshidratados con aguardiente
de cafia de azlcar en
comparacion con las secciones
de tejido tratados con alcoholes
de 96% y 100% en el método de
coloracion  hematoxilina -

eosina?

- Demostrar que la calidad de la

coloracion del citoplasma de las
secciones de tejidos hidratados
y deshidratados con aguardiente
de cafla de azlcar seran
comparables a las secciones de
tejido tratados con alcoholes de
96% y 100% en el método de
coloracion  hematoxilina -
eosina.

Demostrar que la calidad de la
coloracion del medio
extracelular de las secciones de
tejidos hidratados y
deshidratados con aguardiente
de cafia de azlcar seran
comparables a las secciones de
tejido tratados con alcoholes de
96% y 100% en el método de
coloracion  hematoxilina -

eosina.

tejidos hidratados y
deshidratados con aguardiente
de cafia de azUcar seran iguales
a las secciones de tejido tratados
con alcoholes de 96% y 100%
en el método de coloracion
hematoxilina — eosina.

La calidad de la coloracién del
medio extracelular de las
secciones de tejidos hidratados
y deshidratados con aguardiente
de cafia de azlcar seran iguales
a las secciones de tejido tratados
con alcoholes de 96% y 100%
en el método de coloracion

hematoxilina — eosina.

Instrumentos: Cuestionario

Valides: Juicio de expertos.

Andlisis de Datos: Los datos obtenidos
se calculardn y se formarén cuadros,
tablas y graficos utilizado el programa

Excel 2016 y el programa estadistico

software EPIDAT version 4.2.

Elaborado por el autor.
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calidad de la imagen del medio
extracelular de las secciones de

tejidos

Variables Definicion Operacional Dimensiones Tipo de Variable | Escala de indicador
Medicion
Calidad de la Medido mediante la Evaluacion de la | Cuantitativo Ordinal Escala de evaluacién: Pobre,
coloracion valoracion de enunciados | calidad de la imagen de los Regular, Bueno
(Variable provistos por una encuesta | nlcleos de las secciones de
Dependiente) propia de esta investigacion, | tejidos.
y la cual se encuentra Evaluacién de la | Cuantitativo Ordinal Escala de evaluacion:
dividida en 3 secciones. calidad de la imagen de los Pobre, Regular, Bueno
citoplasmas de las secciones de
tejidos
Evaluacion de la | Cuantitativo Ordinal Escala de evaluacion:

Pobre, Regular, Bueno

Agente hidrante vy
deshidratante
empleado en la
coloracion de
hematoxilina-eosina
(\Variable

Independiente)

Medido segin la
observacién del registro
(c6digo) que se utilizara para
el proceso de aleatorizaciony
apuntado mediante una ficha

de recoleccion de datos.

No presenta
dimensiones, dado que no es
una variable compleja
convencional hematoxilina —

eosina.

Cdbdigo asignado

durante el proceso de
aleatorizacion, que identifica
qué laminas histoldgicas
fueron hidratadas y
deshidratadas por el agente

utilizado.

Fuente: Clases principales de interacciones.
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Anexo C: Célculos de tamafios de muestra — Software Epidat 4.2.

[1] Tamaiios de muestra. Comparacion de medias emparejadas:

Datos:

Resultados:

Desviacion estandar esperada:

Poblacidn 1: 0,400
Poblacidn 2: 0,420
Coeficiente de correlacion: 0,600
Diferencia de medias a detectar: 0,100
Mivel de confianza: a5,0%
Potencia (%) Numero de pares

g0o,0 108




Anexo D. Guia de recoleccion de datos.

Grupo “A”. Alcohol de 96% y 100%

UNIVERSIDAD NACIONAL FEDERICO VILLARRE AL

FACULTAD DE TECNOLOGIA MEDICA
UNIDAD DE POSGRADO
SEGUNDA ESPECIALIDAD ENHISTOTECNOL OGIA

Estimado (&) doctor (&) 2sta 2scala presents vna serie de afirmacionss gue hacen referencis a como percites la
coloracion emplesda. Contasta, obesrvando b Bmine histolomica colorsds, por al gque = t2 pre gunts.

“aloracion:

Porejemplo, =i 52 t2 2std preguntando en rzlacion con a coloracion de los detalles del nicleo v quisieras
repondar que 2sta 25 excelents, podiss contastar asit

Bobrz Femular Busno
1] 1 2

Porajemplo, =i 2 te esta prepuntando en relacion con b colomcion de los detatles dal nivclap ¥ quisieras
responder que 2sta 25 exncelents, podrizs conastar ast

Bobrz Fesular Busno
0 1 e

Facperds que o0 @xists fepuests corfaCts 0 incomracta, solo rasponds de forma espontines a3 todss las
zitizar ionas. Si tienes aleunae duda pregintame.

Oijetivm:

El objetive, Demp strar que 1a calidad de la imasen histoloeica de las secciones de tejidos hidratados v

dizshidea tados con appardionts de cafia de arioar seran comparables 2 las sacciones de tajido tratados con
alcoholes de 06% v 100% =n 2l método de cologacion hematoxiling — 2o zina do asta procha 25 que nos avedas a
avaluer ol metodo da coloracion dicéndonos como vas lzs lémines histologicas.

Calidad de 1a _
tincen Nuclear Citoplazmatic o MAledic extracealar
. Drificulta obeervar todas las
1. Pobrs Mo g2 distingus nicl=o. Mo g2 distingne citoplasma fruta o a\?naf_ [.
= = sztructuras histolozicas.
T . - Drificults observer slmmses
2. Begular Miclos palidos Citoplasma palide estrichzras histologicas.
3. Bueno Nixcleos da color morado. Citopls =ma sozedo Facilita QH_WI :{:-d-a:- L2z
sztructuras histologicas.

. . Calidad de la col ion [ Al
Codige de 1a lamina: s a coloracion (Grupo A)

Pobre Razular Busnz Puntzjs
Calidad d= 1z imagen histolozica enelnicl=o 5 . .
Calided ds b imagen histolomica dal .
citoplasma o 1 =
Calided de b imagen histolomica dal medio o 1 R
amtracaluler. -
Total




Grupo “B”. Aguardiente de cafia de azUcar.

UNIVERSIDAD NACTIONAL FEDERICO VILLARREAL

FACULTAD DE TECNOLOGIA MEDICA
UNIDAD DE POSGRADO _
SEGUNDA ESPECTALIDAD ENHISTOTECNOL OGIA

Estimado (=) doctor (&) esta escals presente una s=rie de sfirmaciones que hecen referencis a como percibes la
coloracion empleada. Contasts, obsarvando b Bmina histolozica colorada, por 2l que = t2 pregonta,

“alogacion:

Porajemplo, 5152 t2 23 preguntando =n rzlacion con e colotacion de los detalles del nicleo v quisisras
feaponder que esta 25 excelents, podiiss contestar asi

Dobez Ferular Buenn
] 1 2

Dorajemplo, =i 52 te 2ot8 prepuntando =n relacion con s colosacion de Los datatlas dal nivclen v quisisras
feapondar que 2sta 25 sncelents, podiias conteatar &k

Bobe= Fezulsr Buenn
0 1 T

Racserds que no axists repuests corrects o incommecta, solo responde de forma espontines a todss las
sitiaciones, Sitisnss algens duds preginiame.

Oibjetivo:

El objetive, Demostrar que b calided ¢ o imagen histologica de s saccionss de tajidos Mdmtados ¥

deshidea tados con apuardients de cxfia de arhoar saEn comparables 3 las sacciones de tzjido tratados con
zlcoholes de 06% v 100% 2n ol meétodo da coloracion tematoxiling — sodna de 2sta prosba o3 que nos ayodes
evaluer ol métodno d2 coloracion diciendones comp ves las Lminas histolomicss.

Calidad de Ia )

tHincon Nuclear Citoplasmatic o Mledio extracenlar
. Difcula observer todss las

1. Pobrs Mo z2 distingue nucleo. Mo g2 distingpe citoplzzma Ul ohmovar toces B

sstricturas histolozicas.

[

. Bz guler

Nickos palidos

Citoplasma palido

Dificulta obeerver algunses
sstricturas histologicss.

3. Bueno

Nockos de color momado.

Citoplasma ro=ado

Facilita obeervar todas las
sstricturas histologicss.

Codize de la lamimna:

Calidad de la cdloradion (Grupe B

Pobrz Fagular Busna Puntzjz

Calidad da la imsgzen histologica =n elnoclao . . .
Calided dz b imagen histologica del .
citoplzsma o 1 -
Calided dz b imagen histologica del medio

= = L] 1 .
emtra celuler,

Tortal

37



38

Anexo E. Esta fue validada por tres jueces expertos

UNIVERSIDAD NACIONAL FEDERICO YILLARRI‘ZAL
FACULTAD DE TECNOLOGIA MEDICA
UNIDAD DI POSGRADO
SEGUNDA ESPECIALIDAD EN HISTOLOGIA

Anexo N° 5: Ficha de Validacion del Instrumento.

Evaluacion de juicio de expertos

< N . . . . . . - 7 n
Estimado profesional, usted ha sido invitado a participar cn ¢l proceso de cvaluacio

. . . o . S . — 21 o
de un instrumento para la investigacion, titulada “El Aguardicnte de cana de az(car com

3 ’ .p ITH 7 . » 7 A S lc
una alternativa en el Método de coloracion de Ilematoxilina-Eosina”. En razon a ello se

s ; ; i ira usted
adjunta el instrumento motivo de evaluacion y el presente formato que servird para que

pueda hacernos llegar sus apreciaciones para cada item del instrumento de investigacion.

I.  Datos generales. . ciAS FABI' 0o
1.1.Apellidos y nombres del experto: /F’c(r(’ £¢ 6/! ’r
1.2.Grado académico A7y Q/L'&o [ ”%‘Cﬂ 0
1.3.Apellido y Nombre del evaluador (juicio del experto): ;. 7.5 it oreneniensieeetes
1.4.Institucion donde labora:..... /lar 'h[ ..... 6 éuux ...... C/J ; ﬁ ¢ AJ .................
1.5.Especialidad del Evaluador: ....Z8 0 0t
1.  VALIDACION

Margque con una (X) en SI o no, cn cada criterio segiin su opinion.

1. ;Elinstrumentd de recoleccion de datos esta orientado al problema de investigacion?

Si[¥] No []

2. (En el instrumento dc recoleccion de datos se aprecia las variables de la
investigacion?

3. ¢Los instrumentos de la recoleccién de datos facilitaran el logro de los objetivos de
la investigacion?

...................................................
...................

4. ¢Los instrumentos de recoleccion de datos se relacion

. an con la o las i
eitudio? las variables de
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iR i
i‘_\.\\\?\?j UNIVERSIDAD NACIONAL FEDERICO VILLARREAL
P\ ) FACULTAD DE TECNOLOGIA MEDICA

i

UNIDAD DE POSGRADO
SEGUNDA ESPECIALIDAD EN HISTOLOGIA

[0 1 N S T U e DO PP PRSP PP PP P PP PP SRELEE
U T I CIAS . 11 v e v veveereenranrensessassssrsonnssnssuosornanenusnanasasnanssasaanarisses

- . _ sy
¢El instrumento de recoleccion de datos presenta la cantidad de items apropiados?

si[x] No []

(01 T a  ToiTe) s CO PP PP PP PP PP PR L LA
SUGCTCIICIAS: . .. vvvveeeeeeeesssiviranneseeeeesee st s s m e

- < ., 9
¢La redaccion del instrumento de recoleccion de datos es coherente?

Si No
O DSEIVACION: - vvvvvesssesasesssrnnnnssssnnrsnasessssnssasassanessaosanssnonrasnesersss
SUECTCIICHAS: v eveeeeensesnseseesamasesm s s st s st 2T

(El disefio del instrumento de recoleccion de datos facilitard el analisis y

procesamicnto de los datos?
Si No []

O DSEIVACION: 1+ e vveeeeeneeeeneessaseanassneeeesaaasas s sn s s e s s n s m e n e

¢Del instrumento de recoleccién de datos, usted eliminaria algan item?
si[ ] No
(0T a1 T T s OU AR
SUGETCIICIAS v veeeenvnurreesssssirireeeeeenaasassesss s s s s sans s sse s
¢Del instrumento de recoleccién de datos, usted agregaria algan item?
Si |:] No
ODSEIVACION: . .e.evveenrnrnrnreeeansessscssessssasnssssasensossssssssssescsasanssnsns
YT £ Tor T R R PRES

¢El discfio del instrumento de recoleccion de datos serd accesible a la poblacién sujeto
de estudio?

SUBETENCIASI oovssvi sumaisomsmums sssmabigs ST S RS SRR Sl e SR AR S RER

¢laa recoleccion del instrumento de recoleccion de datos es clara, sencilla y precisa

para la investigacion?
si ] wo [

Sugerencias:

Fabio P
Madico Anatomo Patdlogo
CMP 59301 RNE 31990 P



40

UNIVERSIDAD NACIONAL FEDERICO VILLARREAL
FACULTAD DE TECNOLOGIA MEDICA
UNIDAD DE POSGRADO
SEGUNDA ESPECIALIDAD EN HISTOLOGIA

Anexo N° 5: Ficha de Validacion del Instrumento.

Evaluacion de juicio de expertos

Estimado profesional, ustcd ha sido invitado a participar cn el proccso de evaluacion

“E] Aguardiente de cafia de azicar como

de un instrumento para la investigacion, titulada
» En razoén a ello se le

una alternativa en el Método de coloracién de Hematoxilina-Eosina

e evaluacién y el presente formato que servira para
stigacion.

que usted

adjunta el instrumento motivo d

pueda hacernos llegar sus apreciaciones para cada item del instrumento de inve

1. Datos generales.
1.1.Apellidos y nombres del experto:

1.2.Grado académico

1.3.Apellido y Nombre del evaluador (juicio del experto): G"’mcg /R ...... Kactborine. . Gidzame
1.4.Institucion donde labora:...... Hes ?*J* .. .f;.?‘:“."rt-g-. LA Sl o iieiiieeaeeeennneees
1.5.Especialidad del Evaluador: ...... Arodonates. .. .'-Vri‘?.‘f;. SO e s s s e S S e

II. VALIDACION

Marque con una (X) en SI o no, en cada criterio segiin su opinion.

1. ¢El instrumenté de recoleccion de datos esté orientado al problema de investigacion?
si No []

ODBSEIVACION: . v e ensenneancansannsnsesssanaannssessssansasnosensntannnssensnsssessess

Sugerencias:

2. (En el instrumento de recoleccion de datos se aprecia las variables de la

investigacion?
si[¥] No [
OBSEIVACION: . v evuesussrmsnmmsrssssssssansisnnessseionsssasseseeanssssseses aacsnssoss
T Lo R e iy

3. ;Los instrumentos de la recoleccién de datos facilitaran el logro de los objetivos de

la investigacion?
Si No [ ]
OB SCIVACION: . e e eeeeeeeeraseeeetennaeanassnasssssasssassassssssessssaassnnnnenses
SUBETENICIAS: . .o ovsscrnscassonsnnsssssssmsvsareonsonsansssnssasssasassesasssssessennsmes

4. ¢Los instrumentos de recoleccion de datos se relacionan con la o las variables de

estudio?




10.

1L
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¢La redaccién del instrumento de recoleccion de datos es coherente?

Si No

¢(El disefio del instrumento de recoleccion de datos facilitara el analisis Yy

procesamiento de los datos?
Si No l l

¢Del instrumento de recolcccion de datos, usted climinaria algin item?
Si E:I No
OB SETVACIDNE v o wsmnsssssiisnssssannens nes s iispuasanoniatas spa s SEampEErETaasatas
SUBETEMICIAS: e vvvonsresssessnnssssnssonsennnensnssssnssanens i s s s a2 mTmaneees
¢Del instrumento de recoleccion de datos, usted agregaria algin item?

Si No

P T, —————————— LR T T
Sugerencias:..&lonadle. ... <¢M0~?“—“-%V~V\%‘w\w .........

¢(El disefio dcl instrumento de recoleccion de datos sera accesible ala poblacion sujeto

de estudio?
Si No []

OBEEEVABIBON: s ssnns sonsmsanspniinerpiis saswansevsnsnanssmanmsehisasazssssiassmessyes
SUGETEICIAS: .. eeeroureensssmserosnnssssnsessassnesssssnstessasssnanasasssesnssnnsess

;La recoleccion del instrumento de recoleccion de datos es clara, sencilla 'y precisa

para la investigacion?
si <] ™o [

T8 ) ROR——————————— Y L
Sugerencias:
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Anexo N° 5: Ficha de Validacién del Instrumento.
Evaluacion de juicio de expertos
Estimado profesional, usted ha sido invitado a participar cn ¢l proccso de cvaluacion
de un instrumento para la investigacion, titulada “El Aguardicnte de cafa de azucar como
una alternativa en ¢l Método de coloracion de Hematoxilina-Eosina”. En razon a ello se le
adjunta el instrumento motivo de evaluacion y ¢l presente formato que servird para que usted

pueda hacernos llegar sus apreciaciones para cada item del instrumento de investigacion.

I. Datos generales.

1.1.Apellidos y nombres del experto:

1.2.Grado académico , ; . ‘
Qﬂl\—&-onnp Erean Jesus MAN UE
I

1.5.Especialidad del Evaluador: /.€57E3
: Prio\legrew .
II. VALIDACION

Marque con una (X) en SI o no, en cada criterio segin su opinién.

1. (El instrumenté de recoleccion de datos csta orientado al problema de investigacion?
Si[Z] No []
[0) o115 o T2 1o o) « LU PP SO PPPRPPPPPEPPPPRRP PP
SUBCTCIICHAS: - . e euevuiunnnerunsreeeacnrta s s r st s ettt s ettt sttt saa e

(En el instrumento de recoleccion de datos se aprecia las variables de la
investigacion?
i No [

O DS CIVACION: . v v v eeeeeesheieseiesseanesesesessssenssssssassssssasesasasssassassssssnnns
SUEEICIICIAS  + . eeetteiee et ae e e et ettt s et et e ettt

¢Los instrumentos de la recoleccion de datos facilitaran el logro de los objetivos de
la investigacion?
sifia No [

SUBCTENOIAS . ssswsmsnsmsssissss snsmasesesssssonmanysmhmnsss s snborbosmsssssses

4. ¢(Los instrumentos de recoleccion de datos se relacionan con la o las variables de

estudio?
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Si No :]

OBSCIVACTON cvvivvisniusmmssmnis st s vsessvasasos ey diesaaeyssereessegesstsseessssssss
SUBEIENBIASE ssoismimmmennamssRa ey s s AR S ege e/ s CRaEsrt

5. (Elinstrumento de recoleccion de datos presenta la cantidad dc items apropmdos.’

ObSCIVACION: .. cvevieiieransernnadsnssennnans
SUBCTCNCIAS . e eavveereenssesssnsssenossnsaessnnussnnnesssnasennensnorssnneommansoats

6. ¢Laredaccion del instrumento de recoleccion de datos cs coherente?

Silz] No []

ODSCIVACION - e e vevveeeaaaanansesaeeennnnnsssassanssesnens
SUECTCICHAS: 1 vvveeeennrsrsnssssnnnnsesssssnsssssssssnsnsssssssssesssner st n s tns

7. (El disciio del instrumento de recoleccion de datos facilitara el analisis ¥y

procesamicento de los datos?
s 52 ne [

ODSCIVACION: . .« eeneeunvnnsnneeneennsnsssassssnssasnssnsnassesassasnasmsrsnss st n st
SUEETEICHAS . - .aeesesseeessnensressnsssannnsssaee s s s s s s n T

8. ¢Del instrumento de recoleccion de datos, usted eliminaria algan item?
si [ No

ODSCIVACION: - enevnernerneenecnannassssassnsnstasssnasnenasosssnstenremnronrsoss
L L AP
9. ¢Del instrumento de recoleccion de datos, usted agregaria algan item?
Si No
ODbSCIVACION .. vvveeeenanreeneneslinaeeeenns o s SES SR Sy e

10. ;El disefio del instrumento de recoleccion de datos serd accesible ala poblacion sujeto
de estudio?

ODBSCIVACION: . e vnenenennsnenenestuenanorasniiriannsasssasiennanecasaternananeneseses
SUEETCNCIAS: .. .. e evrrrrrrassseermnnnanasssstassssssanssssssstanssnnnnssssesssssssnnes

11. ;La recoleccion del instrumento de recoleccion de datos es clara, sencilla y precisa

para la investigacion?
si (21 no [

O DSCIVACION: + v evevnvnrnneseneesssorassanasststeneasnsnsaststentasanatensatotasceces
SUEETENCIAS: ..o eeeverrnrunnsaspoeeerrarrananssssanessissssatnusssssstissssssnnnnsseees

Trma’y sello del experto



Anexo F: Aprobacién por la directoray el jefe del laboratorio de anatomia patoldgica.

/“"\ GOBIERNO REGIONAL DE CAJAMARCA
DIRECCION REGIONAL DE SALUD i
HOSPITAL GENERAL JAEN ORIE M0 BT CIONAL
“Afo del Fortalecimlento de la Soberania Naclonal" CAJAMARCA

Jaén, 17 de Febrero dal 2022

TAN° /(9 - 2022-GR.CAJ-DRS.HGJ/D-

SR. ADAN JOEL VILLANUEVA SOSA
Lic. En Tecnologia Médica

SEGUNDA ESPECIALIDAD EN HISTOLOGIA- FACULTAD DE TECNOLOGIA MEDICA

UNIDAD DE POSGRADO-UNIVERSIDAD NACIONAL FEDERICO VILLAREAL

Asunto: Autorizacién para Recolectar datos en el servicio de Laboratorio de Anatomia
Patolégica

Es grato dirigirme a Usted, para saludarle cordialmente y comunicarle que, en coordinacién con el
/ Jefe de la Unidad de Apoyo a la Docencia e Investigacién, se le concede autorizacién para
recolectar datos en el Servicio de Laboratorio de Anatomia Patoldgica y asi ejecutar su Proyecto de
Investigacion  titulado “AGUARDIENTE COMO ALTERNATIVA EN LA COLORACION
HEMATOXILINA-EOSINA EN EL HOSPITAL GENERAL DE JAEN I1-1"

Para tal cumplimiento, la presente autorizacién tiene vigencia de 60 dias, a partir de la fecha.
Sin otro particular, quedo de usted.

Atentamente
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Anexo G: Protocolos de los métodos de coloracion.

*Coloracion con el método de hidratacion y deshidratacion con alcohol de 96% y 100%

- A partir de los bloques seleccionados, se realizaron cortes a 3 micras (lAminas pavonadas
convencionales, sin ningun tipo de aditivo adicional), y se colocaron estas ldminas en una estufa a
80°C durante 60 minutos. Luego, se desparafin0 mediante tres cambios en Neo-clear, primero
Neo-clear (30 minutos), los dos Neo-clear (15 minutos cada uno), se hidraté mediante tres cambios
en alcohol absoluto (15 minutos) y dos cambios en alcohol de 96° (15 minutos), y por ultimo agua
de cafio por 2 minutos.

- Las laminas se colocaron en Hematoxilina de Harris durante 3 minutos con 40 segundos,
y se lavaron en agua corriente durante 1 minuto. Posteriormente, se realizd el azulamiento
mediante carbonato de litio durante 15 segundos, y se lavaron en agua corriente durante 30
segundos.

- Finalmente, las laminas se colocaron en Eosina hidrosoluble durante 40 segundos, y se
lavaron en agua corriente durante 15 segundos.

- Se deshidratd brevemente mediante dos cambios en alcohol de 96° y dos cambios en
alcohol absoluto (cambios rapidos — entre 2 y 3 segundos).

- Se secaron las laminas al mediante ambiente, y se monté en resina sintético.
*Coloracion con el método de hidratacion y deshidratacion con aguardiente de cafia de azUcar.

- A partir de los bloques seleccionados, se realizaron cortes a 3 micras (lAminas pavonadas
convencionales, sin ningln tipo de aditivo adicional), y se colocaron estas ldminas en una estufa a
80°C durante 60 minutos. Luego, se desparafind mediante tres cambios en Neo-clear, primero
Neo-clear (30 minutos), los dos Neo-clear (15 minutos cada uno), se hidraté mediante tres cambios

con aguardiente de cafia de azlcar (15 minutos cada uno), y por ultimo agua de cafio por 2 minutos.
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- Las laminas se colocaron en Hematoxilina de Harris durante 3 minutos con 40 segundos,
y se lavaron en agua corriente durante 1 minuto. Posteriormente, se realiz6 el azulamiento
mediante carbonato de litio durante 15 segundos, y se lavaron en agua corriente durante 30
segundos.

- Finalmente, las ldminas se colocaron en Eosina hidrosoluble durante 40 segundos, y se
lavaron en agua corriente durante 15 segundos.

- Se deshidratd brevemente mediante cuatro cambios en aguardiente de cafia de azlcar
(cambios répidos — entre 2 y 3 sequndos).

- Se secaron las laminas al mediante ambiente, y se monto en resina sintético.



Anexo H: Solicitud de participacién del observador.

Jistm, 25 de Abril del 2022

Lic. ThI. Adan Toel Villanueva Soza,

De mi consideracian:

Yo, Dra. Rocid dal pilar Lopez Rodrignez, hladice Aratomopstologe CHIP 56416;
FME 37382 idemtificado con DNI: 4221244, tengo 2 bien diriginme 2 usted para
zahidarlo cordizlmente v, asimizma, mfdrmale que acepto participar, como obzervadora
an zu plan de imwvestizzcidon “AGUARDIEWNTE COMO ALTERMATIVA EW LA
COLORACION DE HEMATOXILINA-EQSIMNA EN EL HOSPITAL GEWMERAL DE

JAEM TI-17, de la segunda expacialidad en histotecnologiz — UINFV.

Sin ofro particular, agradszco su atencicn.

il B oy ol o’ 5, [ R
T L8 H"ﬂﬁu.ll.. E'_"_—_
- lIIE:I'I“'-I'. ----------

Rocio d J;'- i W o i e 2

Bl f, €% i i PSP T 0L i
o Rl Jlall L Wil G0 AR

Foocio del pilar Lopez Rodrzues,
hedico ]
CLLP 38418 RIE 37381
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Anexo I. Procedimientos para la coloracion con alcohol de 96% y 100%
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Elaborado por el autor.
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Anexo J. Procedimientos para la coloracion con aguardiente de cafia de azucar
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Figura 2.
Evidencia de la prueba piloto respecto a la coloracion convencional y alternativo

Coloracion convencional con alcohol de 96% y 100%

O REDMI NOTE 8 PRO
Al QUAD CAMERA

Fuente: Evaluacion obtenido mediante la coloracion.
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Coloracion alternativa con el aguardiente de la cafia de azlcar

@O REDMI NOTE 8/PRO
CO Al QUAD CAMERA

Fuente: Evaluacion obtenido mediante la coloracion.
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Figura 3

Tejidos en parafina, que participan en el plan piloto.

@O REDMI NOTE 8 PRO
OO ‘Al QUAD CAMERA

11./05/202:2:41:5::5

52



Figura 4

Concentracién de alcohol del aguardiente de cafia de azUcar.

@O REDMI NOTE 8 PRO
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Figura 5

Bateria de coloracién con aguardiente de cafia de azucar.
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Figura 6

Medicion del pH del aguardiente de cafia de azlcar.
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Figura 8

Equipo de procesar de tejidos.
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