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RESUMEN

El Objetivo de la presente investigacion fue determinar si la técnica de coloracion
“hematoxilina - eosina libre de xilol “tiene resultados semejantes al método de coloracion
hematoxilina — eosina usado convencionalmente para la coloracion de cortes histologicos, en
el laboratorio de histotecnologia del Instituto Nacional Materno Perinatal durante los meses de
abril mayo y junio del 2020. Método: El enfoque de esta investigacion fue cuantitativo; Tipo
Descriptivo y disefilo comparativo. Se tomaron 361 bloques de parafina con muestras
histologicas y de cada una de ellas se hicieron dos cortes, la primera lamina fué rotulada como
N° 1y coloreada con la técnica de “coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol “y la
segunda lamina fue rotulada con el N° 2 y coloreada con la técnica de “coloracion hematoxilina
— eosina”. Las laminas con cortes histoldgicos coloreadas con la técnica de “Coloracion
Hematoxilina — Eosina libre de xilol” tuvo como resultado para los ndcleos: 13

% buenas 'y 87 % excelentes, para el citoplasma: 15.5 % buenas y 84.5 % excelentes; para los
detalles del nucleo: 5.3 % regulares, 79.5 % buenas y el 5.2 % excelentes; para los detalles del
citoplasma: 5.3 % regulares, 94.7 % buenas. Mientras que las ldminas coloreadascon técnica
de “coloracion hematoxilina — eosina” tuvo como resultado para los nucleos: 2.5

% regulares, 89.5% buenasy 8.0 %, excelentes; para el citoplasma: 5.3 % regulares, 86.7
% buenas y 8.0 %, excelentes; para los detalles de nucleo: regulares el 44.3 % y 55.7 % buenas;
para los detalles del citoplasma: 31 % regular y 69 % buenas. En conclusion la técnica de
“coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol” tiene resultados semejantes a la técnica de
“coloracion hematoxilina — eosina”. El coeficiente de correlacién chi-cuadrado, es
estadisticamente significativa (p = 0,000). Valor de P = 0,000 < 0,0.

Palabras Clave: Coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol, Coloracion hematoxilina —

eosina.



ABSTRACT

The objective of the present investigation was to determine if the staining technique "hematoxylin
- eosin free of xylene™ has similar results to the hematoxylin - eosin staining method conventionally
used for the staining of histological sections, in the histotechnology laboratory of the National
Maternal Institute Perinatal during the months of April, May and June 2020. Method: The focus
of this research was quantitative; Descriptive type and comparative design. 361 paraffin blocks
with histological samples were taken and two cuts were made from each of them, the first sheet
was labeled as N°1 and stained with the "xylene-free hematoxylin-eosin staining” technique and
the second sheet was labeled with No. 2 and stained with the "hematoxylin - eosin staining"
technique. The slides with histological sections stained with the "Hematoxylin - Eosin free xylene
staining" technique had as a result for the nuclei: 13% good and 87% excellent, for the cytoplasm:
15.5% good and 84.5% excellent; for core details: 5.3% fair, 79.5% good, and 5.2% excellent; for
cytoplasm details: 5.3% fair, 94.7% good. While the stained slides with the "hematoxylin - eosin
staining" technique had as a result for the nuclei: 2.5% regular, 89.5% good and 8.0% excellent;
for the cytoplasm: 5.3% fair, 86.7% good and 8.0% excellent; for the core details: regular 44.3%
and 55.7% good; for cytoplasm details: 31% fair and 69% good. In conclusion, the "xylene-free
hematoxylin-eosin staining” technique has similar results to the "hematoxylin-eosin staining"
technique. The chi-square correlation coefficient is statistically significant (p = 0.000). P value =

0.000 < 0.0.

Keywords: Xylol-free hematoxylin-eosin staining, Hematoxylin-eosin staining.



l. INTRODUCCION

La histotecnologia es una subespecialidad de la Especialidad de Laboratorio Clinico y
Anatomia Patoldgica es una disciplina que estudia los fundamentos teoricos y la secuencia de
procesos, manipulaciones y técnicas necesarias que debe sufrir una muestra bioldgica para
obtener un preparado histoldgico que sera analizado con microscopios opticos. Este preparado
siempre es una porcion representativa del tejido en estudio, ya que el estudio realizado en el
mismo nos permite llegar a un diagndéstico sobre el estado morfo — funcional ypatologico. En
los ultimos tiempos han sido implementadas nuevas coloraciones como ayuda diagnostica en
el laboratorio de histopatologia no obstante la coloracién hematoxilina — eosina, aln sigue
siendo la coloracion mas importante para el diagndstico histopatologico. Hace 150 afios
aproximadamente se empez0 a usar esta coloracion y aun no hubo cambios significativos en su
preparacion, ni en la técnica usada; mientras que en otras areas del laboratorio clinico se han
dado importantes cambios en sus técnicas, en sus reactivos usadosy otros para su desarrollo,
en la histotecnologia los avances se han dado basicamente por la llegada de equipos
automatizados, para las diferentes fases del proceso histotecnolégico ,asi tenemos las cabinas
ventiladas para el tallado y descripcién macroscopica de muestras ,el procesador automatico
de tejidos con un sistema cerrado, el dispensador de parafina automatico, el micr6tomo
automatico y por ultimo el coloreador automatico. El conocimiento de la toxicidad de los
reactivos usados para la obtencién del preparado histoldgico que va  desde la fijacion de
tejidos donde se usa el formol, en el procesamiento de los mismos, donde se usa alcoholes
xiloles y parafina, hasta el montaje de laminas donde se usan reactivos de montaje como el
entellan ; llevaron al Histotecndlogo a pensar en nuevas técnicas en todo el proceso
histotecnoldgico; asi mismo la necesidad de disminuir costos y mejorar tiempos durante el
proceso de los tejidos han obligado a buscar alternativas mas rapidas, menos costosas y de

menor efecto toxico para realizar estos procesos.
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Es asi que en el afio 2012 Fernando Mojica realizé un nuevo método de procesamiento
histotecnoldgico en el conocido “Procesamiento de tejidos Libre de Xilol” obteniendo
resultados similares al procesamiento de rutina utilizado en los laboratorios de patologia, el
principal elemento innovador de esta técnica es que no se usa el xilol en todo el procesamiento
de tejidos, disminuyendo de esta forma, la exposicion laboral a los efectos toxicos de estas
sustancias. La presente investigacion tratd de suprimir el uso de xilol de la técnica de
“coloracion hematoxilina - eosina” y después se evalué comparando la técnica de coloracion
sin xilol y la técnica de coloracion hematoxilina — eosina usada convencionalmente. La
presente investigacion fue realizada en el Laboratorio de Histopatologia del Servicio de
Anatomia Patologica del Instituto Nacional Materno Perinatal durante los meses de abril, mayo
y junio del afio 2020.

1.1 Descripcién y formulacion del problema

1.1.1. Descripcion del problema

Los laboratorios de anatomia patolégica de los diferentes hospitales de nuestro pais, asi
como el laboratorio de histopatologia del servicio de anatomia patolégica del “Instituto
Nacional Materno Perinatal” vienen enfrentandose a multiples desafios como son: Laboratorios
de histopatologia con infraestructura inadecuada, sin un sistema adecuado de ventilacion, asi
mismo no se cuenta con normas y procedimientos que regulan la eliminacion de reactivos
toxicos ya usados. Algunos laboratorios ain no cuentan con equipos necesarios para el
procesamiento, inclusion y corte de tejidos; ademas de todo esto en muchos de los laboratorios
de histopatologia no se vienen aplicando las normas de bioseguridad lo que conlleva a ser
participes de la contaminacion ambiental. Todas estas deficiencias nos llevan apensar en
nuevas estrategias las que nos permitan mejorar los sistemas de salud y las condiciones
ambientales actuales. Al estado actual de multiples desafios se suma el control deciertos

productos como es el xileno el cual no puede ser usado sin permiso de la SUNAT.
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Por ser insumo quimico y Producto Fiscalizado en todo el territorio nacional y el “Instituto
Nacional Materno Perinatal” asi como otros hospitales no cuentan con este permiso, es por ello
que cada laboratorio busco reemplazar o sustituir el xileno. Nuestro laboratorio loreemplazo
con un sustituto que tiene propiedades similares a la del xileno, pero con un costo mas elevado.
Este reactivo ha reemplazado al xileno en el histoprocesamiento, en la desparafinizacion de
laminas con cortes histoldgicos en parafina, pero no pudo ser usado en la bateria de
coloraciones por no ser miscible con el reactivo de montaje Entellan. Asi mismo el
reconocimiento de los efectos toxicos del xilol y su sustituto que es usado en procesamiento y
coloraciones de cortes histologicos a obligado a los Tecndlogos Médicos del Servicio de
Anatomia Patoldgica del Instituto Nacional Materno Perinatal a proponer un nuevo método en
la coloracion hematoxilina - eosina y es la coloracion “ Hematoxilina — Eosina libre de xilol .
En esta técnica la bateria de coloraciones en su Gltima fase no cuenta con el envase que contiene
xileno o su sustituto. Lo cual implica reduccion de costos, reduccion de tiempo, mejoras en el

medio ambiente dado que el xilol es un reactivo toxico.

1.1.2. Formulacién del problema.

1.1.2.1 Problema general

¢Tendrd el método de coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol resultados
semejantes al método de coloracion hematoxilina — eosina usado convencionalmente para la
coloracion de cortes histolégicos, realizados en el laboratorio de Histotecnologia del “Instituto

Nacional Materno Perinatal” durante los meses de abril, mayo y junio del afio 2020?
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1.1.2.2 Problemas especificos

1.1.2.2.1 ;Tendra el método de coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol
resultados semejantes al método de coloracion hematoxilina — eosina usado convencionalmente
para colorear los nucleos de las células de los cortes histoldgicos, realizados en el laboratorio
de histotecnologia del “Instituto Nacional Materno Perinatal” durante los meses de abril, mayo
y junio del afio 2020?

1.1.2.2.2 ;Tendra el método de coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol
resultados semejantes al método de coloracion hematoxilina — eosina usado convencionalmente
para colorear los detalles del nicleo de las células, de los cortes histologicos, realizados en el
laboratorio de histotecnologia del “Instituto Nacional Materno Perinatal” durante los meses de
abril, mayo y junio del afio 2020?

1.1.2.2.3 ;Tendra el método de coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol
resultados semejantes al método de coloracion hematoxilina — eosina usado convencionalmente
para colorear el citoplasma de las células, de los cortes histologicos, realizados en el laboratorio
de histotecnologia del “Instituto Nacional Materno Perinatal”” durante los meses de abril, mayo
y junio del afio 2020?

1.1.2.2.4 ;Tendra el método de coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol
resultados semejantes al método de coloracion hematoxilina — eosina usado convencionalmente
para colorear los detalles del citoplasma de las células, de los cortes histoldgicos, realizados en
el laboratorio de histotecnologia del “Instituto Nacional Materno Perinatal” durante los meses

de abril, mayo y junio del afio 20207

1.2 Antecedentes
Mojica (2012) publico un estudio titulado “Evaluacion del rendimiento de la técnica de
procesamiento histotecnoldgico libre de xilol versus la técnica convencional en el Laboratorio

de Patologia Interfacultades de la Universidad Nacional
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de Colombia”. El presente estudio tuvo como objetivo establecer el rendimiento de la técnica
libre de xilol versus el procesamiento histotecnolégico convencional en muestras de
especimenes quirurgicos recibidas para el estudio histopatologico. Para evaluar la hipdtesis
propuesta se realizé un estudio experimental usando muestras de especimenes quirdrgicos que
fueron procesados por la técnica libre de xilol versus la técnica o procesamiento convencional.
Recolectaron 79 muestras de especimenes quirdrgicos. De cada espécimen se tomaron dos
cortes, uno para el método de procesamiento convencional y el segundo para el método de
procesamiento “Libre de Xilol”. Cada muestra fue procesada de acuerdo a los protocolos
establecidos para cada técnica. Los resultados que se obtuvieron fueron evaluados en las dos
técnicas en estudio, se merece destacar que no se apreciaron diferencias significativas entre las
dos técnicas de procesamiento tanto en el consolidado como en forma independiente en cada
una de las variables consideradas. Como conclusion se implementd y se estandariz6 la técnica
Libre de xilol en el Laboratorio de Patologia Interfacultades de la Universidad Nacional de
Colombia. Se obtuvieron preparados histolégicos procesados libres de xilol de calidad similar
a la de los preparados procesados convencionalmente. EI 95% y el 92% de las laminas
procesadas libres de xilol y coloreadas con hematoxilina & eosina y PAS respectivamente,
fueron categorizadas como aceptadas para realizar diagnostico histologico. El 82% de las
laminas procesadas libres de xilol y coloreadas con TM fueron calificadas como aceptados para
realizar diagnostico histologico. El costo de una ldamina procesada por el metodo libre de Xilol
es de, 30% menos que el procesamiento de una lamina preparada por el método convencional.
La técnica libre de xilol puede ser implementada en el Laboratorio de Patologia Interfacultades
como método de procesamiento rutinario, con la ventaja de disminuir el riesgo ocupacional del

personal del laboratorio y disminuir el costo de procesamiento.
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Brito y Capo (2015) publico un estudio titulado “Efecto del xilol en la vision y el
sistema respiratorio de los Histotecnologos” éste estudio tuvo objetivo analizar los efectos del
xilol en sistema respiratorio y en la vista de los Histotecnologos y sus objetivos especificos
fueron indagar qué es xileno y cuales son los sintomas que produce, describir los efectos del
xilol con la préctica de Histotecnologia. Para resolver dicha interrogante se realizd una
investigacion monografica de tipo documental. Los resultados de esta investigacion
monografica realizado con informacion del xileno y todo lo nocivo que pueda ser merece
destacar que evitar el uso del xilol es lo mejor para el Histotecndélogo. Como conclusion se
resaltd que la utilizacion de xilol en el ambiente diario de un Histotecnélogo y su relacion
directa con el mismo conlleva riesgos especialmente a nivel respiratorio y visual, ya que los
gases inhalados van directamente al pulmdn por ser la via principal de absorcion y en el caso
de la vista se ve muy afectado hasta el punto de causar irritacion. Por lo tanto es necesario que
se cumplan las medidas de bioseguridad béasicas para poder para poder trabajar con este
solvente, o en el mejor de los casos preferir opciones mas segura, pero lamentablemente méas
costosas.

Pico (2015) publicé un estudio titulado “Aplicacion de agua de limén en reemplazo del
xilol, para comprobar su accion desparafinizante en los cortes de tejido coloreados con
hematoxilina - eosina en el laboratoriode histopatologia de la facultad de ciencias médicas de
la universidad central” El objetivo del presente estudio fue comprobar la accién
desparafinizante del agua de limén en los cortes de tejido a ser coloreados con hematoxilina -
eosina en el laboratorio de histopatologia de la facultad de ciencias médicas de la universidad
central del Ecuador . Para evaluar la hipotesis propuesta se realizé un estudio experimental y
se tomo 20 muestras de tejidos entre los cualesfueron: 11 vesiculas biliares, 6 Uteros, 2 Biopsias
gastricas y 1 apéndice cecal; seleccionamos estos ya que son las muestras que con mas

frecuencia se procesan en el Laboratorio de Histopatologia.
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Comparando las dos técnicas de desparafinizacion que se realizaron en los cortes de tejidos de
las 20 muestras seleccionadas se observo que el xilol cumple un 98,8 % en su accién
desparafinizante, mientras que en la desparafinizacion con agua de limon es de un 79.9 % en
la valoracion final de la calidad de las laminas con tejido histologico. De acuerdo a los
resultados obtenidos se concluy6 que la accidn desparafinizante obtenida con el agua de limon
a la conseguida con el xilol es muy similar. En cuanto a los cuatro parametros analizados
podemos ver que el mejor resultado de la técnica de desparafinizacion con agua de limén se da
en la calidad de la tincion produciendo un buen contraste. Las laminas desparafinizadas con
agua de limdn dan una desventaja en cuanto al tiempo de lectura presentando dificultades para
ser analizadas por lo cual el tiempo para leer cada placa sobrepasa los 10 minutos. Fue posible
diagnosticar con certeza observando las laminas desparafinizadas con agua de limoén.
Coronado (2015) publico un estudio titulado “Técnica de Cajal, Kluver Barrera'y Nissl,
para diferenciar capas de la corteza cerebral, laboratorio de procesamiento”. La presente
investigacion tuvo como objetivo comparar la técnica de procesamiento histoldgico
convencional versus la técnica de procesamiento histoldgico libre de xilol, pero procesado con
un sustituto hecho con 50% de esencia Syzygium aromaticum (clavo de olor) y 50% de alcohol
isopropilico, en muestra de cuello uterino, con la finalidad de confirmar su especificidad y
sensibilidad, observar los resultados finales obtenidos, y evaluar la eficacia existente de las
laminas histologicas. Para ello se utiliz6 el método de investigacion comparativo. La muestra
estuvo constituida por dos fragmentos de cuello uterino, que midieron 2 x1,3x 0,4y 1,7 X
1,3 x 0,4 de un paciente femenino de 35 afios. El primer fragmento se proceso bajo la técnica
de procesamiento histoldgico convencionalmientras el segundo fragmento se procesé bajo la
técnica libre de Xilol. La presente investigacion, demostré que la esencia de Syzygium
aromaticum (clavo de olor) junto con el alcohol isopropilico funcioné como medio aclarante y

desparafinante en muestra de cuello uterino.
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El primer fragmento se proceso bajo la técnica de procesamiento histologico convencional
mientras el segundo fragmento se procesd bajo la técnica libre de Xilol. La presente
investigacion, demostrd que la esencia de Syzygium aromaticum (clavo de olor) junto con el
alcohol isopropilico funcioné como medio aclarante y desparafinante en muestra de cuello
uterino. Por los resultados obtenidos se concluyd que el Syzygium aromaticum (clavo de olor)
junto con el alcohol isopropilico funciondé como medio aclarante. Las laminas desparafinizadas
con sustituto de xilol son similares a las desparafinizadas con xilol asi fue posible diagnosticar
con certeza observando las laminas desparafinizadas con sustituto librede xilol.

Pacheco et al. (2017) publicaron un estudio titulado “Hemoglobina y contaje
plaquetario en Trabajadores de Anatomia Patoldgica expuestos a xileno”. El presente estudio
tuvo como objetivo evidenciar la disminucién de losniveles de hemoglobina y del contaje de
plaquetas como indicadores indirectos a la exposicion a xilol. Para realizar este estudio se
utiliz6 el método descriptivo, transversal de campo, no experimental, en una muestra de 49
trabajadores de anatomia patolégica de la ciudad de Valencia, estado Carabobo. (39 hombres
y 10 mujeres), cuya actividad requeria el uso de xileno, sometidos a los siguientes criterios de
inclusién: a) Antiguedad laboral mayoro igual a 1 afio. b) No haber sido donante de sangre o
haber recibido transfusiones en los Gltimos 3 meses. ¢) No estar recibiendo tratamiento que
pudiera alterar los niveles de Hb y deplaquetas. Los 49 trabajadores cumplieron con los
criterios de inclusion indicados anteriormente, pasando a formar la muestra en estudio. EI grupo
de control (sin exposicion ocupacional) estuvo comprendido por 52 trabajadores. Este personal
se encarga del mantenimiento deequipos eléctricos, tuberias de aguas (blancas y servidas),
limpieza de bafios, pasillos, loscuales manifestaron no usar sustancias que contengan
xileno u otro disolvente orgénico,cumpliendo, ademas, los criterios antes mencionados. Se
empleo el analizador hematoldgicoMindray BC-5150 para. la cuantificacién de hemoglobina

(Hb) y el contaje plaguetario.
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Este personal se encarga del mantenimiento deequipos eléctricos, tuberias de aguas (blancas
y servidas), limpieza de bafos, pasillos, loscuales manifestaron no usar sustancias que
contengan xileno u otro disolvente organico,cumpliendo, ademas, los criterios antes
mencionados. Se empled el analizador hematolégicoMindray BC-5150 para la cuantificacion
de hemoglobina (Hb) y el contaje plaquetario. Através de un contacto directo con los
trabajadores, se les explicaron los objetivos y beneficiosdel estudio. Una vez aceptado su
participacién, estos firmaron un consentimiento infamado, para luego aplicarseles una
encuesta validada por el Centro de Estudio en Salud de losTrabajadores (Cest). Los
resultados fueron la diferencia significativa en el contaje deplaquetas entre el grupo expuesto
y el no expuesto a xilol. Se encontrd asociacionsignificativa entre el contaje plaquetario y
la antigliedad laboral en el grupo de estudio.Después de realizar este estudio se concluy6
que la exposicion prolongada a xilol puede traergraves problemas a la salud de estos
trabajadores a largo plazo. Palabras clave: xileno, indicadores indirectos, plaquetas,

hemoglobina.

Francia y Cermefio (2009) publicaron un estudio titulado “Biomarcadores
De Exposicion A Benceno, Tolueno Y Xileno En Trabajadores De Una Planta De
Mejoramiento De Petréleo Crudo DelEstado Anzoategui”. La presente investigacion tuvo
como objetivo evaluar el impacto de laexposicion cronica de Benceno, Tolueno y Xilol, en
los trabajadores del Area OperacionalDestilacion, de una Planta de Mejoramiento de Crudo
de la Industria Petrolera, ubicada en elEstado Anzoategui. EI método usado para este estudio
fue descriptivo, transversal, con disefiode campo, en una muestra de 40 trabajadores: 20
trabajadores expuestos y 20 trabajadores noexpuestos; se realizd una historia clinica con
enfoque medico ocupacional y un examen fisicointegral. Se determino la excrecion urinaria de
fenol, acido hipdrico y acido metilhipdrico, asicomo los parametros hematologicos y
bioquimicos en sangre en los grupos estudiados. Lacual trata, trabajadores de plantas de

mejoramiento de petréleo estan potencialmente.
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expuestos a derivados del petréleo como el benceno, tolueno y xilol (BTX) debido a la
utilizacion de estos compuestos como materia prima en los procesos de la industria. Después
de realizar este estudio se concluyd que la exposicion cronica a BTX puede generar dafio en
los sistemas hematopoyético, neuroldgico, hepatico y renal. Dicha investigacion, guarda
relacion con el presente trabajo debido que ambas consideran que el compuestos quimico el

xilol puede generar complicacion en diferente sistemas del cuerpo humano.

Revilla (2008) publico un estudio titulado “Cambios inducidos por tolueno y xileno en
el estado energético y oxidativo de mitocondrias aisladas”. El objetivo del presente estudio fue
demostrar que el tolueno y xilol son tdxicos para el sistema nervioso central y el higado. En el
presente trabajo, se estudio los efectos in vitro de tolueno y de xilol sobre la respiracién de
mitocondrias aisladas de higado de rata energizadas con succinato evaluada por medicion del
consumo de oxigeno, el potencial de membrana usando safranina O como indicador, la
liberacion de Ca2+ usando Calcium Green 5N, la produccidn de especies reactivas de oxigeno
(EROs) con acido homovanilico, y los cambios en el nivel de ATP utilizando el sistema
luciferina-luciferasa. EI hinchamiento mitocondrial, dependiente de Ca2+, sensible a
ciclosporina A, un indicador de transicion de permeabilidad de la membrana (TPM)
mitocondrial, fue monitoreado con la medicidn de la disminucion de la absorbancia aparente a
540 nm. Tolueno y xilol, a concentraciones 0.5-2.5 y 0.25-1 mM, respectivamente, estimularon
la respiracion de estado 4 en asociacion aparente con la disipacion del potencial de membrana
y la liberacion de Ca2+; estos efectos de ambos solventes indican desacoplamiento
mitocondrial. A concentraciones mayores (2.5 y 5 mM, respectivamente), tolueno y xilol
también inhibieron el estado 3 de respiracion. A concentraciones 0.1-1 mM, xileno ocasiono
una produccion significante de EROs y un hinchamiento mitocondrial parcialmente
dependiente de Ca2+ y parcialmente sensible a ciclosporina A. A una concentracion 1mM,
tolueno o xilol causaron depleciones del ATP mitocondrial hasta niveles del 66.3% y 40.3%,

respectivamente.
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A una concentracion 1mM, tolueno o xilol causaron depleciones del ATP mitocondrial hasta
niveles del 66.3% y 40.3%, respectivamente; las depleciones fueron solo ligeramente
dependientes de Ca2+. Se concluy6d que el desacoplamiento mitocondrial causante de la
deplecién de ATP puede ser responsable de la toxicidad celular de tolueno y en particular, de
xilol, descrita por otros investigadores. En el Gltimo caso, parecen también estar involucrados
la TPM y la generacion de EROs. Palabras Clave: Tolueno, xilol, Mitocondria,
Desacoplamiento, Especies Reactivas de Oxigeno.

Ankle (2011) public un studio titulado “A study to evaluate the efficacy of xylene- free
hematoxylin and eosin staining procedure as compared to the conventional hematoxylin and
eosin staining: An experimental study. El estudio tuvo como objetivo comparar la eficacia de
las secciones libres de xilol (XMF) con las secciones H y E convencionales para producir una
tincion adecuada de Hy E. Los objetivos especificos fueron (1) Probar la hipdtesis de que las
secciones libres de xilol y metanol (XMF) desparafinizadas con DWS diluido son mejores o
estan a la par con las secciones convencionales Hematoxilina y Eosina convencionales. (2)
Comparar la eficacia de las secciones sin xilol con las secciones H y E convencionales. El
método usado para este estudiofue experimental y de corte transversal a simple ciego. Se
consideraron sesenta bloques de parafina. Una seccion se tifié con el método convencional
hematoxilina y eosina (Grupo A) y la otra con XMF H y E (Grupo B). Los portaobjetos se
puntuaron segun los pardmetros; tincion nuclear, tincién citoplasmica (adecuada = puntuacion
1, inadecuada = puntuacion 0), uniformidad, claridad, nitidez (presente = puntuacion 1, ausente
= puntuacién 0). La puntuacién> / = 2 fue inadecuada para el diagndstico y 3-5 fue adecuada
para el diagnostico. Analisis estadistico utilizado: prueba Z .El estudio tuvo como resultado:
Tincion nuclear adecuada, secciones del 96,66% en el grupo A 'y 98,33% en el grupo B (Z =
0,59, P> 0,05); tincion citoplasmica adecuada, 93,33% en el grupo A 'y 83,33% en el grupo
B (Z = 1,97, P <0,05); tincion uniforme, 70% en el grupo A, 50% en el grupo B (Z =1,94, P

<0,05), claridadpresente en el 85% del grupo A.
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<0,05); tincion uniforme, 70% en el grupo A, 50% en el grupo B (Z = 1,94, P <0,05), claridad
presente en el 85% del grupo A, 88,33% de las secciones del grupo B (Z = 0,27, P> 0,05),
crujiente tincion en 76,66% en el grupo Ay 83,33% en el grupo B (Z = 1,98, P <0,05), 88,33%
de las secciones del Grupo A tefiidas adecuadamente para el diagnostico en comparacion con
el 90% en el Grupo B (Z = 0,17, P> 0,05). La conclusién fue que la tincion con H'y E sin xilol

ni metanol es una mejor alternativa al procedimiento de tincion convencional con Hy E.

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Determinar si, el método de coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol tiene
resultados semejantes al método de coloracién hematoxilina — eosina usado convencionalmente
para la coloracion de cortes histoldgicos, realizados en el laboratorio de histopatologia del
“Instituto Nacional Materno Perinatal” durante los meses de abril, mayo y junio del afio 2020.

1.3.2 Objetivo especificos

1.3.2.1. Demostrar si, el método de coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol tiene
resultados semejantes al método de coloracién hematoxilina — eosina usado convencionalmente
para para colorear los nucleos de las células, en cortes histolégicosrealizados en el laboratorio
de histopatologia del “Instituto Nacional Materno Perinatal” durante los meses de abril, mayo
y junio del afio 2020.

1.3.2.2. Demostrar si, el método de coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol, tiene
resultados semejantes al método de coloracion hematoxilina — eosina, usado
convencionalmente para colorear los detalles del nucleo de las células, en cortes histoldgicos
realizados en el laboratorio de histopatologia del “Instituto Nacional Materno Perinatal”

durante los meses de abril, mayo y junio del afio 2020.



19

1.3.2.3. Demostrar si, el método de coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol,
tiene resultados semejantes al método de coloracion hematoxilina — eosina, usado
convencionalmente para colorear el citoplasma de las células, en cortes histolégicos realizados
en el laboratorio de histopatologia del “Instituto Nacional Materno Perinatal durante los meses
de abril, mayo y junio del afio 2020.

1.3.2.4. Demostrar si, el método de coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol, tiene
resultados semejantes al método de coloracion hematoxilina — eosina, usado
convencionalmente para colorear los detalles del citoplasma de las células, en cortes
histologicos realizados en el laboratorio de histopatologia del “Instituto Nacional Materno

Perinatal durante los meses de abril, mayo y junio del afio 2020.

1.4 Justificacion e importancia de la investigacion

La bateria de coloraciones de la técnica de “coloracion hematoxilina — eosina” tiene
colorantes como la hematoxilina, eosina, alcoholes corrientes, alcoholes absolutos, xiloles y
reactivo de montaje, cada uno de estos reactivos son toxicos unos mas que otros y es la dltima
fase de ésta técnica en la que se usa xilol y el envase permanece abierto antes del montaje de
laminas, incrementando la toxicidad del ambiente y exponiendo al personal de salud que labora
en el area de coloraciones. Pero es la SUNAT que declara al xileno como producto controlado
y fiscalizado en todo el territorio Peruano que nos llevo a sustituir éste insumo porotro, el cual
no fue miscible con el reactivo de montaje. La presente investigacion “Coloracion
Hematoxilina — Eosina libre de xilol” suprimi6 el xilol de la técnica usada en la rutina
“coloracion hematoxilina — eosina” En asi que se colored 361 laminas identificadas con su
namero de ingreso y subnumeradas con 1 con la “Coloraciéon Hematoxilina — Eosina libre de
xilol” y las otras 361 identificadas con su numero de ingreso y subnumeradas con 2, fueron
coloreadas con la coloracion “Hematoxilina— Eosina”, el resultado fue que con ambas técnicas
de coloracion se obtuvo resultados semejantes y validos, justificAndose de esta manera su

implementacién y uso en nuestro Laboratorio.
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Ademas de tener resultados Optimos en la nueva Técnica de “Coloracion Hematoxilina —
Eosina libre de xilol”, los tiempos se acortaron, hubo disminucién de costos y, disminucion de

los efectos toxicos.

1.5 HipOtesis

1.5.1 Hipotesis general

El método de coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol tiene resultados semejantes
al método de coloracion hematoxilina — eosina usado convencionalmente para la coloracion de
cortes histologicos, realizados en el laboratorio de histopatologia del “Instituto Nacional
Materno Perinatal” durante los meses de abril, mayo y junio del 2020

1.5.2 Hipdtesis especificas

1.5.2.1 El método de coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol tiene resultados
semejantes al método de coloracion hematoxilina — eosina usado convencionalmente para para
colorear los nucleos de las células, en cortes histoldgicos realizados en el laboratorio de
histopatologia del “Instituto Nacional Materno Perinatal” durante los meses de abril, mayo y
junio del 2020

1.5.2.2 El método de coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol, tiene resultados
semejantes al método de coloracion hematoxilina — eosina, usado convencionalmente para
colorear los detalles del nucleo de las células, en cortes histoldgicos realizados en el laboratorio
de histopatologia del “Instituto Nacional Materno Perinatal” durante los meses deabril, mayo
y junio del afio 2020.

1.5.2.3 El método de coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol, tiene resultados
semejantes al método de coloracion hematoxilina — eosina, usado convencionalmente para
colorear el citoplasma de las células de las células, en cortes histologicos realizados en el
laboratorio de histopatologia del “Instituto Nacional Materno Perinatal” durante los meses de

abril, mayo y junio del afio 2020.
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1.5.2.4. El método de coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol, tiene resultados
semejantes al método de coloracion hematoxilina — eosina, usado convencionalmente para
colorear los detalles del citoplasma de las células, en cortes histologicos realizados en el
laboratorio de histopatologia del “Instituto Nacional Materno Perinatal” durante los meses de

abril, mayo y junio del afio 2020.
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I1.MARCO TEORICO

2.1. Bases teoricas sobre el tema de investigacion

2.1.1. Coloracion: Es una técnica auxiliar usada en los laboratorios de histopatologia,que
consiste en aplicar uno o mas colorantes a las estructuras celulares y componentes tisulares
aportandoles color; Y permitiendo poner de manifiesto tanto la topografia tisular, como tipos
celulares concretos, determinados organelas o estructuras intracelulares, ya que la mayoria de
estas estructuras son incoloras y para ser observadas al microscopio requieren ser coloreadas

por una sustancia llamada colorante. (Santos, 2017)

2.1.2. Colorantes o Tintes: En histologia la mayoria de estas sustancias son compuestos
organicos, hidrosolubles, provistos de color y son capaces de incorporarse selectivamente a las
estructuras celulares y componentes tisulares aportandoles color. En los laboratorios de
histopatologia se emplea un nimero muy elevado de colorantes con usos diversos, dependiendo
de lo queremos observar. Habitualmente se realizan sobre cortes histologicos, obtenidos a partir

de blogues de parafina o por cortes de congelaciones obtenidas en el criostato. (Kiernan, 2009)

En la actualidad los colorantes son sintetizados a partir de moléculas simples, habitualmente

benceno o alguno de sus derivados.

La molécula de un colorante posee habitualmente dos componentes importantes: El
Cromdgeno que es el que aporta el color, puede influir en la coloracion y el Auxocromo es
quien hace posible la union entre elementos del tejido y el cromogeno. EI cromdforo es la
organizacion molecular dentro del cromogeno, es el responsable de absorber la luz en la region
visible del espectro (400-700 nm). El ojo humano detecta estas longitudes de onda reflejadas y

lo percibe como el “color” de la molécula o elemento.

Segun la naturaleza quimica del cromoforo hay varios tipos de colorantes

Segun su estructura pueden ser; Nitrosos, son colorantes derivados del benceno y naftaleno
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con algun grupo fenolico o amino contienen el grupo NO.

Ejemplo Verde fijo —O. Nitro colorantes; son los colorantes que contienen el grupo NO2.
Ejemplo el acido picrico, amarillo naftol —S. Azoicos; son los colorantes artificiales que
contienen el grupo azo (-N=N-) como parte de su estructura, normalmente son mas estables que
los colorantes naturales (son resistentes al calor y no se decoloran ante la luz u el oxigeno)
ofrece colores fuertes y vivos. Ejemplo el rojo Congo anaranjado de metilo, amarillo de anilina.
Antraquinona; son los derivados de la antraquinona. Ejemplo alizarina, rojo turqui. Indigoides;
son el indigo y sus derivados. Ejemplo indigo, parpura de Tiro. Trifenilmetano; son los
colorantes derivados del trifenil metano. Ejemplo verde de malaquita, violeta cristal. De
Xanteno; son los colorantes derivados del xanteno o dibenzopirano. Ejemplo fluoresceina,

eosina, rodamina.

Segun la naturaleza quimica del radical auxocromo los colorantes se clasifican en:

A.Basicos: son sales en las que la base, que generalmente es una amina, es la que aportael
color, mientras que la parte acida es incolora. Quiere decir que poseen moléculas cargadas
positivamente (cationes) y se unen a los componentes celulares cargados. negativamente,
tales como los acidos nucleicos y los polisacaridos acidos. Ejemplos decolorantes cationicos

son la hematoxilina, el cristal violeta y la safranina.

B.Acidos: son sales con el anién coloreado y la base incolora. Es decir poseen moléculas
cargadas negativamente (aniones) y se unen con los componentes celulares cargados
positivamente, tales como el citoplasma, matriz extracelular y muchas proteinas. Esos
colorantes incluyen la eosina, lafucsina acida, verde rapido, naranja Gy el rojo

Congo.

C.Neutros: Son colorantes que poseen moléculas cargadas positivamente y moléculas cargadas

negativamente, cada una de ellas con capacidad para aportar color. Es asi que unmismo


https://es.wikipedia.org/wiki/Azul_de_metileno
https://es.wikipedia.org/wiki/Cristal_violeta
https://es.wikipedia.org/wiki/Safranina
https://es.wikipedia.org/wiki/Eosina
https://es.wikipedia.org/wiki/Fucsina_%C3%A1cida
https://es.wikipedia.org/wiki/Rojo_Congo
https://es.wikipedia.org/wiki/Rojo_Congo
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colorante puede colorear tanto las estructuras basicas como las acidas de los tejidos. Por

ejemplo, el eosinato de azul de metileno.

(Santos, 2017)

D.Colorantes mordientes: son aquellos que se usan en combinacion con sales metalicas, que
actuan como mordiente. Estas sales se pueden emplear junto con el colorante, antes o despues.
En algunos casos el colorante mordiente puede ser también aniénico o, menos frecuentemente,
catiénico. Normalmente se emplean para tefiir los nacleos. Por ejemplo, la hematoxilina férrica

de Heidenhain.

E.Indiferentes o hidrofébicos: realmente no se unen a elementos de los tejidos por afinidad
quimica sino porque se disuelven en ellos. Por ejemplo, el colorante Sudan se disuelve en los

lipidos y por tanto tefiira a las gotas de lipidos, especialmente en los adipocitos. (Ankle, 2011)

Los colorantes usados en histologia se emplean a muy altas concentraciones y la cantidad
que se une al tejido es realmente pequefia. Por eso, una solucién de colorantes se puede usar

muchas veces sin que se agote.

La forma de como se consigue una tincion ideal se puede dividir en dos tipos: Progresiva
y regresiva. La tincidn progresiva consiste en obtener una coloracion adecuada controlando el
tiempo de la ldmina con cortes histoldgicos en el colorante, de modo que a mas tiempo mas
coloracion. La tincion regresiva consiste en la eliminacion lenta del colorante de una lamina
con corte histolégico, que ha sido tefiida en exceso. Esta eliminacién se consigue normalmente
con soluciones alcohdlicas y a este proceso se le denomina decoloracion. La concentracion del

colorante y tiempo de diferenciacién nos brinda la coloracién adecuada.

Cuando un colorante se une al tejido y aporta un color diferente al que tiene el colorante se dice
que ha ocurrido un fendbmeno de metacromasia. Esto se debe a que las propiedades de
absorcion de la luz del colorante cambian al unirse a componentes celulares. Por ejemplo, el

azul de toluidina se vuelve parpura cuando se une a ciertos granulos de los mastocitos. Cuando
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el colorante unido al tejido tiene el mismo color que en solucion se denomina ortocromasia.

(Ankle, 2011)

2.1.3 Hematoxilina: Es un colorante que por su origen es natural ya que procede del arbol de
Campeche (Haematoxylum campechianum), planta leguminosa originaria de Yucatan, Méjico;
En 1863 el Bidlogo Wilhelm Waldeyer, pupilo del histélogo Henle, fue

quien introdujo el uso de la hematoxilina en coloraciones histolégicas. Y como no tuvo mucho
éxito en la tincion del tejido nervioso, opto por otras coloraciones. Dos afios después, Bohmer
uso la hematoxilina satisfactoriamente combinada con alumbre para desarrollar su férmula de
coloracion. Grandes sucesos en el campo de la coloracion con hematoxilina surgieron a finales
del siglo X1X. Sin embargo, el desarrollo mas importante en hematoxilina de alumbre lo hizo
Mayer en 1891. El enfatiz6 el uso de cloruro de aluminio en lugar de alumbre.

La hematoxilina en si, es un compuesto sin propiedades colorantes, por lo que tiene que ser
oxidada a hemateina, Esta oxidacion puede producirse de forma espontanea o inducida. La
oxidacion espontanea se da por el aire y la luz dejandola madurar durante 6 a 8 semanas y la
oxidacion inducida implica el uso de algun agente oxidante como el yodato sodico que es el
mas usado (0.2 g oxidaran a 1 g de hematoxilina), si bien se puede usar de manera inmediata
la durabilidad de la tincion es reducida ya que la hemateina también puede ser oxidada. Para

reducir los problemas generados por el agente oxidante se puede aumentar la concentracion

de etanol y disminuir el pH de la solucion. Para tefiir la hemateina necesita de iones metalicos
con carga negativa, y que actian como mordiente. Normalmente estas sales son de aluminio
(como el alumbre de amonio o de potasio) o de hierro (cloruro férrico o alumbre de hierro). A
la solucion que contiene aluminio y hemateina se Ilama hemalumbre. La cantidad

de iones ha de ser mayor que la de hemateina y debe ser una solucion acidificada. La
hematoxilina con mordiente de aluminio se usa para resaltar los ndcleos, los mordientes de

hierro permiten tefiir nacleos en medios acidos, Con acido fosfotingstico se usa para las estrias


https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Wilhelm_Waldeyer&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Henle&action=edit&redlink=1
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musculares, fibrina y fibras gliales. El color de la tincion con hematoxilina se puede cambiar
mediante su combinacion con los mordientes. Asi, cuando se mezcla con alumbre de aluminio
se consigue un color azul, el alumbre de hierro da un color negro y las sales de estafio dan un

color rojo.

La Hematoxilina de Harris (1900) es la mas conocida, la mas usada en los laboratorios de
histotecnologia y la més solicitada por los Anatomo Pat6logos se producen por la adicion de
sulfato de aluminio y potasio o amonio a la solucién de hematoxilina. Las hematoxilinas de
alumbre se usan para tefiir de azul a los nlcleos celulares®.La Hematoxilina de Harris Es uno
de los tintes mas valiosos utilizados en la actualidad para la coloracion nuclear en los tejidos.
Su uso principal consiste en la coloracion de muestras de tejidos histologicos para el analisis

microscopico.

Figural
Estructura molecular de Hematoxilina, Hematina y Hemalumbre
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(Santos, 2017)
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La eosina es un colorante acido, que contiene cargas anionicas y en general, tifie estructuras
proteicas basicas contenidas en los citoplasmas celulares, fibras del intersticioy membranas
basales en una tonalidad rosacea, es frecuentemente utilizado como contracolor, cambia los
nucleos tefiidos por el hemalumbre de un color azul a parpura. Este cambio de color puede ser
debido a la atraccién de aniones de eosina a las cadenas lateralesde los aminoacidos cargados
positivamente. La eosina se sintetiza a partir de la fluoresceina, fue en 1871 Adolf von Baeyer
sintetizd por primera vez la fluoresceina. La eosina se preparamediante la bromacion de la
fluoresceina, utilizando Nbromosuccinimida (NBS). NBS es unode los reactivos utilizados con
frecuencia para la introduccion de bromo en compuestos aromaticos, La eosina Y se sintetiza
en una sola etapa a partir de fluoresceina en etanol y en presencia de NBS. La sintesis de eosina
B se realiza en dos etapas: en primer lugar, la dibromofluoresceina se obtiene mediante la
bromacion parcial de la fluoresceina con NBS.

acido aceético y en la etapa siguiente, la dibromofluoresceina se nitra usando condiciones de

nitracion estandar para obtener la eosina B. (Santos, 2017)

Figura 2
Esquema de reaccion general para la sintesis de eosina Y y eosina B
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El xilol o dimetilbenceno, CeHs(CH3),; Se obtiene principalmente por medio de la
refinacion del petroleo crudo, llegando asi al benceno y después se realiza una secuencia de
alquilaciones (procedimiento bastante importante en lo referente al tratamiento y refinacion
del petrdleo, pues provoca un gran nimero de octanos.) y obtenemos el xilol. Este liquido
es incoloro, de olor dulce, inflamable, insoluble en agua, soluble en alcohol y éter. En
quimica organica el xileno se utiliza como disolvente en las industrias de caucho y cuero asi
como en la imprenta, tiene gran importancia en la industria de las resinas para producir acido
tereftalico, que es el compuesto principal para la obtencion de poliésteres También se usa como
agente de limpieza, diluyente de pinturay barnices. En histologia el xileno se emplea en
el procesamiento de tejidos, en la desparafinizacion de las laminas con cortes
histologicos y como aclarante en la bateria decoloraciones. En el procesamiento de tejidos
es usado como intermediario entre el alcohol y la parafina por ser soluble en ambos, ya que
sin el xilol u otros disolventes organicos como benceno seria imposible que en los tejidos ya
deshidratados en alcohol se infiltre la parafina liquida y queden listos para el siguiente paso,
que es la inclusion de tejidos en parafina (elaboracién o incrustacion de bloques de
tejidos).Como se menciond anteriormente el xilol también es usado para desparafinar las
laminas con cortes histoldgicos, para luego ser coloreados. y es en esta fase de coloracion que
también se usa el xilol antes del montaje como liquido intermediario o "aclarante", esto debido
a que las proteinas fijadas y deshidratadas tienen igual indice de refraccion que el xileno, por
ello las muestras aparecen transparentes o "aclaradas". También permite el uso de medios
desmontaje hidréfobos (resinas sintéticas) para la preservacion de la muestra tefiida. (Buesa,
2009)

Los vapores del xileno pueden provocar dolor de cabeza nauseasy malestar general, al

igual que el benceno, es un agente narcotico. Las exposiciones prolongadas a este producto

pueden ocasionar alteraciones en el sistema nervioso central y en los Organos,


https://es.wikipedia.org/wiki/Octanaje
https://es.wikipedia.org/wiki/Histolog%C3%ADa
https://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%A1usea
https://es.wikipedia.org/wiki/Benceno
https://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_nervioso_central
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hematopoyéticos, es mejor no olerlos; Para proteger a la poblacion de los posibles efectos
perjudiciales del xileno. La OSHA (Administracion de seguridad y salud ocupacional) regula
los niveles de xileno en el lugar de trabajo. EI nivel maximo de xileno en el aire del
trabajo no debe exceder 100 ppm (435 mg/m®) durante una jornada de 8 horas diarias, y una

semana laboral de 40 h 'y 200 ppm durante 10 min como limite a corto plazo. (Buesa, 2009)

Figura 3

Estructura del Benceno, Tolueno y xileno

1
CH2
BENCENO TOLUENO XILENO

La figura de benceno, el tolueno y el xileno

o & &

1,2-dimethylbenzene 1,3-dimethylbenzene 1,4- d|methylbenzene
(ortho-xylene) (meta-xylene) (para-xylene)

(Buesa, 2009)

El xilol fue descrito por Augusten André Thomas Cahours quimico organico, el cual nacio en
paris el 2 de octubre de 1813 y muere el 17 de marzo de 1891, trabajo en el campo de la

destilacion seca de madera sobre aceites esenciales y descubrid el xileno en 1850 entre los
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destilados de madera.
Libre de xilol.sin duda que el término libre de xilol quiere decir que no contiene xilol
0 exento de xilol.

Coloracion hematoxilina — eosina.-:Esta técnica de coloracion se introdujo en 1876,

ideada por Wissowzky, es Rudolf Virchowes quien instituyo su técnica que hasta la fecha no
ha sido modificada. Es la técnica de tincion mas empleada en la coloracién de laminas con
cortes histoldgicos, realizada en los laboratorios de histopatologia en los hospitales de todo el
mundo Yy del Instituto Nacional Materno Perinatal; Por poseer gran poder de resolucion, en el
diagndstico del tejido en estudio, ya que proporciona al Medico Anatémo Pat6logo una vision
muy detallada de los componentes celulares y componentes nucleares de los tejidos, siendo
esta tincion en la mayoria de las casos suficiente para un diagnostico final; Ademas la

coloracion hematoxilina — eosina, es econdmica, facil de realizar, eficiente y porque siempre

hay necesidad de una técnica morfol6gica inicial para fijar la escena de la situacion
diagnostica. La tincion hematoxilina — eosina usada rutinariamente usa dos colorantes; La
primera es la hemateina de alumbre, también llamado hemalumbre, este colorante posee
moléculas cargadas positivamente(cationes) y se combinan con los componentes celulares
gue poseen cargas negativas, tales como los acidos nucleicos y los polisacaridos acidos. El
otro colorante usado es la eosina que por ser un colorante &cido, quecontiene cargas negativas
(aniones) y en general, tifie estructuras proteicas basicas contenidas en los citoplasmas
celulares, fibras del intersticio y membranas basales en una tonalidad rosacea. También los
alcoholes de concentracion ascendente hasta llegar al alcohol absoluto, se usan en la coloracion
actuan como deshidratante para quitar todo el agua de las laminas con cortes histologicos, para
luego sersumergidas en xilol o su sustituto que tiene la propiedad de limpiar y aclarar la lamina

con cortes histologicos lo cual permite que el coeficiente de refraccion aumente; Y como altimo
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paso después del aclaramiento viene el montaje que es el procedimiento en el cual las laminas

con cortes histoldgicos ya coloreadas deben der ser cubiertas con un cubreobjetos y un sellador

(balsamo de Canada) con la finalidad de aislar y proteger al espécimen contra la contaminacion,

la descomposicion y asi mantenerse por mucho tiempo en los archivos de laminas.

Figura 4

Coloracion hematoxilina — eosina
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Coloracion hematoxilina — eosina
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(Santos, 2017)
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2.1.7 Coloraciéon hematoxilina — eosina
Reconocer los diferentes componentes tisulares y celulares, sin la ayuda de técnicas
tintoriales que son las que ponen de manifiesto las estructuras diferenciadas, seria muy dificil,
si no imposible. La afinidad, cualitativa o cuantitativa de dichas estructuras por uno u otro

colorante sera determinante para el éxito de la técnica tintorial aplicada. (Torres et al., 2011).

Cuando se examinan al microscopio, los cortes finos de tejidos no tefiidos tienen mas o0 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
la atraviesa que permita distinguir los distintos componentes del tejido. Asi pues, para poner
de manifiesto las diferentes estructuras que integran una seccion histoldgica es necesario crear
artificialmente un contraste diferente entre los diversos elementos del tejido. El propoésito de la
tincion es facilitar la visualizacion de las diferentes estructuras y demostrar las diferencias
quimicas y fisicas entre los componentes celulares y tisulares bajo el microscopio de luz.
Ademas, la demostracion de varios productos, inclusiones o microorganismos celulares exige
el uso de procedimientos de tincion especializados. La mayor parte de la histopatologia
diagnostica de rutina se realiza sobre tejidos procesados por el método de inclusién de la
parafina. Los cortes por congelamiento son una excepcién. Quirdrgicas, biopsias y necropsias
por el método de inclusion de la parafina por congelamiento? para ser observados bajo el
microscopio de luz.

Por ello la coloracion por excelencia en los laboratorios de histotecnologia existen un amplio
numero de técnicas tintoriales, utilizadas con distinta frecuencia de modo que podriamos
Hacer una subdivision ficticia de las mismas en tinciones de uso frecuente o rutina y tinciones
especiales. Se denominan “de rutina” o rutinarias aquellas técnicas de uso comun y frecuente
en el laboratorio de histotecnologia. Constituyen uno de los pilares fundamentales del trabajo

diario del Histotecnoélogo y por ello su conocimiento tedrico y practico son imprescindiblesy
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exigibles, sirviendo para evaluar de modo primario las habilidades profesionales de quien las

ejecuta. (Torres et al., 2011).
2.1.9 Protocolo de tincidn de la coloracion hematoxilina-eosina convencional

2.19.1 Tincion hematoxilina.-Las l&minas con cortes histologicos después de haber sido
desparafinadas e hidratadas, son tefiidas con la hematoxilina de Harris por aproximadamente 3
minutos para asegurarse que todos los sitios de union nucleares disponibles estén saturados,
después son lavadas en agua de grifo por algunos minutos y en agua destilada dos sumergidas
por 10 minutos para eliminar el exceso de tinte de los cortes histoldgicos y para acentuar el
contraste del colorante, es alli donde observamos que los cortes histolégicos toman un color
azul griséceo.

2.1.9.2. Tincion eosin.- Las ldminas con cortes histoldgicos después de haber sido coloreadas
con hematoxilina de Harris, lavadas con agua de grifo y con agua destilada se introducen en
una solucion de eosina durante 30 segundos para diferenciar los ndcleos y componentes no
nucleares en las células, tifie estructuras proteicas basicas contenidas en los citoplasmas
celulares, fibras del intersticio y membranas basales en una tonalidad rosacea. Y luego empieza

la deshidratacion.

2.1.9.3 Deshidratacion: Las laminas con cortes histoldgicos ya tefiidas con hematoxilina y
eosina son sumergidas en alcoholes de concentracidn creciente hasta llegar al alcohol absoluto:
Etanol de 80° por 15 segundos, etanol de 96° 30 segundos, etanol de 100° 5minutos y etanol
de 100° por 10 minutos, donde la lamina con cortes histoldgicos Totalmente deshidratada,
la presencia de agua puede refractar la luz cuando son examinadas bajo el microscopio, y su
ausencia mejora las observaciones de las estructuras finas de los tejidos, es por ello que se

requieren aclarar.

2.1.9.4 Aclarado: La ultima etapa de la tincion antes del montaje es el aclarado de las laminas

con cortes histoldgicos, en xileno, mediante dos inmersiones de 10 minutos cada uno, lo que
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asegura que la lamina con cortes histologicos quede limpia y clara, lo cual permite que el
coeficiente de refraccion aumente y al poner el medio de montaje se extienda perfectamente

bien, pues la mayor parte de los medios de montaje estan diluidos en xilol.

2.1.9.5 Montaje: Es el altimo paso de la coloracion, en el que las laminas con cortes
histologicas ya coloreadas, deshidratadas y aclaradas deben der ser cubiertas
con uncubreobjetos y un sellador con la finalidad de aislar y proteger al espécimen contra la
contaminacion y la descomposicion. Para después ser archivados durante afios. EI montaje se
realiza goteando aproximadamente 0.5 mL de un medio de montaje que puede ser el balsamo
de Canada o el entellan el que se usa actualmente, sobre portaobjetos en posicion horizontal,
a fin que quede asegurada una distribucion homogénea sobre la preparacion, se colocaencima
un cubreobjetos limpio, de manera que no queden burbujas de aire incluidas, a
continuacion se deja la preparacion en posicion horizontal hasta que después de algunos
minutos esté seca y se pueda observar al microscopio. Las preparaciones asi tratadas
conservan el color como minimo durante cinco afios. Debe usarse siempre un medio de
montaje que contenga como base el disolvente que se uso en el aclaramiento, para conseguir
unas propiedades dpticas y transparencia Optimas de las preparaciones, utilizar cubreobjetos
que garanticen un grosor uniforme, el mas indicado es el marcado con grosor del nimero 1.

(Brito y Capo, 2015)
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Figura 6
Protocolo de tincion hematoxilina-eosina (Método convencional)
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2.1.10. Coloracion hematoxilina - eosina libre de Xilol

Esta técnica de coloracion fue ideada en el Laboratorio de Histologia del Servicio de
Anatomia Patologica del Instituto Nacional Materno Perinatal. La coloracion hematoxilina -
eosina libre de xilol, usa los dos colorantes usados en la coloracion hematoxilina — eosina usado
en la rutina como son la hematoxilina de Harris, la eosina, los alcoholes de diferentes
concentraciones que van de menor a mayor y la diferencia es que en esta nueva técnica de
coloracion no se usa el xilol en la parte final y lo reemplazamos con el secado al aire libre par
después realizar el montaje con el entellan. Al igual que en la coloracion de rutina la
hematoxilina colorea estructuras acidas como los nicleos dandoles un color purpuray la eosina
colorea estructuras basicas como las estructuras proteicas basicas contenidas en los citoplasmas
celulares, fibras de intersticio y membranas basales dandoles una tonalidad rosécea que, Son
los alcoholes de concentracion ascendente hasta llegar al alcohol absoluto,actian como
deshidratante es decir quitan el agua de las laminas con cortes histolégicos, pero ademas son
secadas al medio ambiente, y realizar el montaje que es el procedimiento en el cual las laminas
con cortes histoldgicos ya coloreados deben der ser cubiertas con un cubreobjetos y un sellador
(entellan), con la finalidad de aislar y proteger al espécimen contrala contaminacion, la
descomposicion y asi mantenerse por mucho tiempo en los archivos de ldminas. Como se puede
notar en esta técnica de coloracion hematoxilina eosina libre de xilollas laminas con cortes
histoldgicos ya no son sumergidas en los dos bafios de xilol, que si se realizan en la técnica

convencional.

Protocolo de coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol

2.1.10.1Tincion hematoxilina.-Las laminas con cortes histoldgicos después de haber sido
desparafinadas e hidratadas, son coloreadas con hematoxilina de harris aproximadamente
durante 3 minutos para asegurarse que todos los sitios de unién nucleares disponibles estén

saturados, después son lavadas en agua de grifo por algunos minutos y agua destilada dos
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sumergidas por 10 minutos para eliminar el exceso de tinte de los cortes histoldgicos y

para acentuar el contraste del colorante, es alli donde observamos que los cortes histologicos
toman un color azul griséceo.

2.1.10.2 Tincion de eosina: Las laminas con cortes histologicos después de haber sido
coloreadas con hematoxilina de harris, son lavadas con agua de grifo y con agua destilada se
introducen en una solucion de eosina durante 30 segundos para diferenciar los nucleos y
componentes no nucleares en las células, tifie estructuras proteicas basicas contenidas en los
citoplasmas celulares, fibras del intersticio y membranas basales en una tonalidad rosacea. Y

luego empieza la deshidratacion.

2.1.10.3 Deshidratacion: Las laminas con cortes histoldgicos ya tefiidas con hematoxilina y
eosina son sumergidas en alcoholes de concentracidn creciente hasta llegar al alcohol absoluto:
Etanol de 80° por 15 segundos, etanol de 96° 30 segundos, etanol de 100° 5minutos y etanol
de 100° por 10 minutos, donde la lamina con cortes histoldgicos esta totalmente deshidratada,
la presencia de agua puede refractar la luz cuando son examinadas bajo el microscopio, y su

ausencia mejora las observaciones de las estructuras finas de los tejidos.

2.1.10.4 Secado al medio ambiente: Después de pasar las laminas con cortes histolégicos por
los alcoholes de diferentes concentraciones es secado al medio ambiente, para después limpiar
los tejidos sobrantes y ser llevados al montaje.

2.1.10.5 Montaje: Es ultimo paso de la coloracion en la que las muestras deben ser cubiertas
con un Cubreobjetos y un sellador con la finalidad de aislar y proteger al espécimencontra la
contaminacion y la descomposicion, todo este proceso se lleva acabo con la finalidad de

preservar las laminas durante varios afios.



Figura 7
Protocolo de tincién hematoxilina-eosina libre de xilol
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11l. METODO

3.1 Tipo de investigacion.

Segun el tipo de Investigacion (por el analisis y alcance de sus resultados) se pudo distinguir
que el tipo de esta investigacion fue de tipo Descriptivo.
(Hernandez, Fernandez y Baptista, 2014) Afirman que el tipo de investigacion descriptivo
busca especificar propiedades y caracteristicas importantes de cualquier fenémeno que se
analice. Son (tiles para mostrar con precision las dimensiones.
Disefio
En la presente investigacion se emple6 el disefio comparativo, porque se compard las
semejanzas o diferencias del resultado de las ldminas con cortes histoldgicos, coloreadas con
el Método de coloracién Hematoxilina - Eosina libre de xilol (donde la bateria de coloraciones
no tiene xilol) y Método de coloracion convencional Hematoxilina — Eosina (en la que la
bateria de coloraciones tiene xilol). Dentro del disefio comparativo, la investigacion es del

modelo de ""investigacion por objetivos' conforme se detalla en el siguiente esquema:

OF, R )
0G OE: — =N - CP: CF
OF; . — P,
OE, ~ CPy

Donde, el objetivo general (OG) se trabajé en relacion a los objetivos especificos (OE1, OE2,

OE3, OE4) debidamente disefiados, de los cuales, mediante el trabajo de campo realizado se
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obtuvo las conclusiones parciales (CP1, CP2, CP3, CP4) y de estas se llego a la conclusion final
(CF).

Las conclusiones parciales se compararon con los objetivos especificos, a fin de determinar los
resultados, y luego comparar con la hipotesis general, planteada para la investigacion,
determinando asi su indice de consistencia.
En ambos grupos, se efectudé la evaluacion.
(Hernandez, Fernandez y Baptista, 2014) La investigacion de disefio comparativo establece la
causa o factores de riesgo que inciden en determinados problemas.
Los evaluadores fueron: 04 Médicos Anatomo Patélogos, del Servicio de Anatomia Patol6gica
del Instituto Nacional Materno Perinatal. Los evaluadores desconocieron el método usado en
la coloracion de cada lamina a evaluar. Cada uno de ellos observo dos laminas de la misma
muestra pero coloreadas con diferentes técnicas de coloracion, la lamina 1 fue coloreada con
la técnica de coloracién hematoxilina eosina libre de xilol, y la lamina 2 fue coloreada con la
coloracion hematoxilina eosina usada en la rutina, pero los Pat6logos no supieron cual de las
laminas estaba coloreada con xilol o sin xilol, en esta investigacion se incluyeron (Placentas,
curetajes, trompas , Gtero, Utero mas anexo, quistes, feto, feto mas placenta)., (Hernandez,
Fernandez y Baptista, 2014)
3.2 Ambito temporal y espacial

3.2.1 Ambito temporal:

El Presente estudio de investigacion sera realizado durante los meses de abril, mayo y
junio del 2020.

3.2.2 Ambito espacial:

El trabajo de investigacion se realizara en el Laboratorio de Histologia del servicio de
Anatomia Patoldgica, Departamento de Patologia, del Instituto Nacional Materno Perinatal. En

la ciudad de Lima, departamento de Lima.
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3.3 Variables
Identificacion de variable:
3.3.1 Variable 1: Coloracion hematoxilina —eosina libre de xilol
Definicidn conceptual: Es un método de coloracion hematoxilina — eosina alternativa,
en la cual no se utiliz6 xilol como parte de la bateria de coloraciones para cortes histoldgicos,
ideada en el Laboratorio de Histotecnologia del Servicio de Anatomia Patoldgica del Instituto
Nacional Materno Perinatal.
3.3.1.1 Dimensiones
3.3.1.1.1 Coloracion del nacleo
Definicién conceptual: Coloreado con el método de coloracion hematoxilina — eosina
libre de xilol el nucleo toma color azul — violeta.
3.3.1.1.2 Coloracién del citoplasma
Definicidon conceptual: Coloreado con el Método de coloracion hematoxilina — eosina
libre de xilol el citoplasma toma color rosado.
3.3.1.1.3 Coloracion de los detalles del nucleo
Definicion conceptual: Coloreado con el método coloracion hematoxilina — eosina de
libre de xilol , es posible diferenciar el borde nuclear , que resalta como una linea fina azulada.
Los nucléolos que se visualizan como cuerpos redondeados basofilos y la cromatina que se
observa como granulos irregulares intensamente basofilos.
3.3.1.1.4 Coloracion de los detalles del citoplasma
Definicion conceptual: Coloreado con el método coloracién hematoxilina — eosina libre
de xilol, casi todas las estructuras del citoplasma toman color rosado..

(Hernandez et al., 2014)
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3.3.2 Variable 2: Coloracion hematoxilina — eosina usado convencionalmente
Definicion conceptual: EI método de coloracion hematoxilina — eosina usado
convencionalmente (coloracion con xilol) como parte de la bateria de coloraciones paracortes
histologicos, en el Laboratorio de Histotecnologia del Servicio de Anatomia Patologicadel
Instituto Nacional Materno Perinatal.
3.3.2.1 Dimensiones
3.3.2.1.1 Coloracion del nacleo
Definicion conceptual: Coloreado con el método de coloracién hematoxilina — eosina
convencional, el nacleo toma color azul — violeta.
3.3.2.1.2 Coloracion del citoplasma
Definicion conceptual: Coloreado con el método de coloracion hematoxilina — eosina
convencional, el citoplasma toma color rosado.
3.3.2.1.3 Coloracion de los detalles del nucleo
Definicion conceptual: Coloreado con el método de coloracion hematoxilina — eosina
convencional, es posible diferenciar el borde nuclear, que resalta como una linea fina azulada.
Los nucléolos que se visualizan como cuerpos redondeados basofilos y la cromatina que se
observa como granulos irregulares intensamente basofilos.
3.3.2.1.4 Coloracidn de los detalles del citoplasma
Definicién conceptual: Coloreado con el método de coloracién hematoxilina — eosina
convencional, casi todas las estructuras del citoplasma toman color rosado.

(Hernandez et al., 2014)



3.3.3 Operacionalizacion de variables:

Variables

Definicién conceptual

Operacionalizacion de variables

Dimensiones Indicadores Sub Indicadores Tipo de variable Categorizacion
Color Azul- violstz del Pobre=1
il Re =2
Coloracion del mideo delss cdulss | 20 Categérica peglar
Eorde nuclear defmide ordinal Excelente =4
de los cortes histologicos
1.-Coloracion E: un método de coloracion
Hematoxilina - hematoxilina — eosma Coloracién del miideo de las Nucléolos s2 ven como Pobre=1 .
Eosina libre de alternativa en la cual no se . , cuerpos redondeados Regular=2
; Coloracton de los detalles del nocleo Busno=3
. - células de los cortes ) usno=3
xilo]| (smxilol ) | utiliza xilol como parte dela baséfilos Categérica Excelente=d
bateria de coloraciones para histologicos delas células de los Cromatinz se ve como ordinal
cortes histologicos, ideada en el histologicos pranulos trregulares
Laboratorio de Histotecnologia mtensamente basofile
del Servicio de Color rosado del Pobre=1
Patologica del Institnto . Catepdr 1 =3
- - citoplasma gonca egular=
Nacional Matemo Perinatal Coloracion del citoplasma de las d ordinal Bueno=3
Iembrana celular color excelente=4
célnlas de los cortes histologicos
rosade
Coloracion del citoplasma de
las células de los cortes
histologicos Cast todas [as estructuras Pobre=1
: Categorica Repular=2
coloracién de los detalles del del citoplasma son color ordina Bueno=3
rosade.
citoplasma de los cortes histologicos Excelente=4
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Variables

Definicion conceptual

Operacionalizacion de variables

Dimensiones Indicadores Sub Indicadores Tipo de variable | Categorizacion
Color Azul- violetz del Pobre=1
niclee Regular =2
Coloracion del nicleo de las células Catenéri Bueno=3
de los cortes histol6gicos Borde nudear defmido BONC2 | Excelente =4
ordinal
El método de coloracion _
3 Coloract b K i MNuclsoloz 32 ven como Pobre=1
- Coloracién ematoxilina —eosma (608 | Coloacion del micleo delas cuerpos sedondeados Regular=2
Hematoxiling - xilol]) es la que se usa Coloracion de los detzlles del nicleo basafil Bueno=3
Eosma convencional | convencionalmente como células de los cortes delas células delos cortes Cﬂiﬂ I:,ﬁ Catenéri excelent==4
istologs atina seve o orica
{ com xildl) parie dolh batria de hiswlgicos histologicos fomatna se ve como 2
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o . intensaments bazofilo
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i i Celer rosado del Pobre=1
de Histotecnologia. del Coloracion del citoplasma de las _ B Regular2
Servicio de Anatomia células de los cortes histologicos citoplasma Categérica Bueno=3
Patologica del Instituto Membrana celular color ordinal Exclente=4
Nacional Materno Permatal
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3.4 Poblacién y muestra

Universo

Paoblacion

Muestra

Muestreo

(CENAM, 2008)

El Universo estara constituido por todas las muestras de Piezas
quirurgicas, Placentas, curetajes y biopsias patologicas de pacientes
remitidas al Servicio de Anatomia Patologica del Instituto Nacional

Matero Perinatal.

La poblacién estara constituida por 6,000 muestras representativas
Piezas quirdrgicas, Placentas, curetajes y biopsias patoldgicas de
pacientes que son remitidas al Servicio de Anatomia Patologica del

Instituto Nacional Matero Perinatal.

Estara constituida por 361 muestras representativas entre Piezas
quirargicas, Placentas, curetajes y biopsias patoldgicas de pacientes
remitidas al Servicio de Anatomia Patolégica del Instituto Nacional

Matero Perinatal.

N = muestra

N = Poblacién = 6000, Z = nivel de confianza = 95% = 1.96

d = precision expresada en porcentaje 5% = 0.05

p = probalidad de éxito = 0.5, g = probalidad de fracaso = 0.5
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n=NxZ2xpxqg= 6000 x (1.96)> x 0.5 x 0.5 =361

Nxd?+Z2xpxq 6000 x (0.05)%+ (1.96)>x 0.5 x 0.5
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Cobertura de estudio

Criterios de inclusién y exclusion:
Para esta investigacion seran incluidas muestras representativas de drganos y/o biopsias
(placentas, mamas, miomas, conos leep, Utero, mola, embarazo ectdpico, feto, trompas
apéndice cecal), fijadas en formol tamponado al 10% y procesadas por el método de inclusion
en parafina, estas muestras seran las remitidas al Servicio de Anatomia Patologica del Instituto
Nacional Matero Perinatal, durante el periodo de estudio que fue durante los meses de abril,
mayo Y junio del afio 2020. Serén excluidos para esta investigacion las muestras representativas

de 6rganos de necropsias.

3.5 Instrumentos

3.5.1 Técnicas e instrumentacion de recoleccion de datos.

Variables Técnica Instrumento

Coloracion Hematoxilina  Observacion y evaluacion Ficha para Evaluar la

- Eosina libre de xilol de la coloracion Coloracion Histologica
Coloracion del nucleo Observacion y evaluacion Ficha para Evaluar la
de la coloracion Coloracion Histologica
Coloracion de los Observacion y evaluacion Ficha para Evaluar la
detalles del nucleo de la coloracion Coloracion Histologica
Coloracion del Observacion y evaluacion Ficha para Evaluar la
citoplasma de la coloracion Coloracion Histologica
Coloracion de los Observacion y evaluacion Ficha para Evaluar la

detalles del citoplasma de la coloracion Coloracién Histologica
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3.5.2 Sobre el instrumento empleado
El instrumento empleado fueron dos fichas, una para la lamina 1 (coloreada con el método
de coloracion hematoxilina — eosina libre de xilol) y la otra para la ldmina 2 (coloreada con el
método de coloracién hematoxilina — eosina convencional) cada una de las fichas tuvo el
namero de muestra, el tipo de muestra, el nimero de lamina y una pequefia tabla con los
criterios histomorfologicos (Coloracion del nucleo, Coloracion del citoplasma, Coloracion de
los detalles del nacleo, Coloracién de los detalles del citoplasma) cada uno de estos criterios

histomorfologicos con su respectiva calificacion 1 al 4 ( escala de Likert) (Herrera, 2013).

Figura 8

Criterio histomorfologico

Escala de Likert (cada crieno

sera evalnado sobre nuna escal de

Criterio 1 al4)
Coloracion del nucleo #Calificacionpobre =1
Coloracion dal citoplasma *Calificacion regular =2

s Calificacion bu=na =3
Coloracion d= los datalles d=]l mikcleo

* Calificacionaxcelente=4

Coloracion dz= los datallas dzl citoplasma
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3.5.3 Definicion de cada calificativo.
“Pobre”: Indica que el tejido no toma la coloracion de manera adecuada, se tifieron de forma
desigual (puntuacion = 1).
"Regular™: Indica regular visibilidad de los detalles del ndcleo, del citoplasma y de las
fibras colagenas coloreadas (puntuacién = 2).
“Bueno”: Indica buen contraste y visibilidad de los detalles del nucleo de color azul
el citoplasma y las fibras colagenas de color rosado; (puntuacion = 3).
“Excelente”: Indica buen contraste y la visibilidad de los detalles del nicleo
de color azul, el citoplasma y las fibras colagenas de color rosado,
junto con la brillantez de la tincién (puntuacion =4)
(Abanto, 2014)
Los criterios fueron establecidos sobre una escala de Likert del 1 al 4. Esta escala consistio
en un conjunto de cuatro calificaciones presentadas en forma de criterios histomorfologicos
necesarios para la evaluacion y validacion de resultados de cada lamina, los cuales fueron dados
por Profesionales expertos. Esta misma escala fue utilizada por Sabarinath , el cual nos sirvié
como referencia para nuestro trabajo de investigacion. Cuatro expertos fueron los encargados
de evaluar las caracteristicas histomorfol6gicas. La evaluacion se realizo a simpleciego, los
evaluadores desconocieron la técnica de coloracion que se uso6 en cada una de las dos laminas
obtenidas a partir de una muestra. La respuesta valord cada una de las cualidades con la opinién
personal de cada uno de los Anatomo Patdélogos. Para facilitar la comparacion las laminas
coloreadas con el Método de Coloracion hematoxilina eosina libre de xilol y el Método de
Coloracién hematoxilina — eosina usada en la rutina.

(Abanto, 2014)



49

3.6 Procedimientos

3.6.1 Aprobacion del proyecto de tesis por la Unidad de Posgrado de la facultad de
Tecnologia Médica de la Universidad Nacional Federico Villarreal.

3.6.2 Aprobacidn del proyecto de tesis por la Unidad Funcional de investigacion
del Instituto Nacional Materno Perinatal.

3.6.3 La investigacion se llevo acabo en El laboratorio de histotecnologia del servicio de
Anatomia Patoldgica del Instituto Nacional Materno Perinatal.

3.6.4 La investigacion tuvo el apoyo de la Jefatura y de los Médicos Anatomo Pat6logos
del servicio de Anatomia Patoldgica

3.6.1 Se entregd fichas de encuesta que fueron usadas por los evaluadores, finalmente se

realizo el andlisis de datos.

3.7 Analisis de datos

Una vez obtenida la informacion de la evaluacién y calificacion, de los Médicos Anatomo
Pat6logos del Servicio de Anatomia Patoldgica del INMP, de las 361 fichas con el resultado de
las ldaminas coloreadas con la técnica de coloracion hematoxilina — eosina libre de xilol,
subnumeradas con 1y 361 fichas con el resultado de las ldminas coloreadas con la técnica de
coloracion hematoxilina — eosina, subnumeradas con 2, se procedio a crear una matriz de datos
en el programa Excel, los mismos datos que después se ingresaron al programa estadistico
SPSS v. 20 para su procesamiento y posterior analisis de los siguientes:

3.7.1 Obtencion de frecuencias y porcentajes en variables cualitativas.

3.7.2 Construccion de tablas de contingencia.

3.7.3 Presentacién de resultados fue en tablas.
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IV.RESULTADOS

4.1. Resultados descriptivos

Tabla 1
Coloraciéon hematoxilina — eosina (Coloracion del nucleo)

Tabla de contingencia
COLORACION DEL NUCLEO
REGULAR BUENO EXCELENTE  Total
COLORACIONH-E COLORACIONH-ECON  Recuento g 323 29 361
XiLoL % dentro de 25%  895% 80%  100,0%
COLORACION H-E
COLORACIONH-ELIBRE  Recuento 0 47 34 361
DEXILOL % dentro de 00%  130% 87.0%  100,0%
COLORACION HE
Total Recuento 9 370 343 722
% dentro de 12%  512% 475%  1000%
COLORACION H-E

Figura 8

Coloracion del nacleo

Grafico de barras

i COLORACION
400 DEL MUCLEC
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COLORACION H-E
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En la tabla 1 se observé que los nucleos de las células coloreadas con el método de coloracion

hematoxilina — eosina libre de xilol, fueron: 13 % buenas y 87 % excelentes. Mientras que los

nucleos de las células coloreadas con el método coloracion “hematoxilina — eosina “fueron: 2.5

% regulares, 89.5 % buenas y 8.0 %, excelentes.

Tabla 2

Coloracion hematoxilina — eosina (Coloracion del citoplasma)

Tabka de contingencia
COLORACION DEL CITOPLASMA
REGULAR  BUENOD  EXCELENTE  Tofal
COLORACIONHE COLORACIONHECON  Retuento 19 Mm X 3
Ao % dentro 3% 967% B0%  1000%
COLORACIONH-E
COLORACIONH-ELIBRE  Retuents 0 5 305 3
DELOL % deriro de 00%  155%  B45%  1000%
COLORACIONH-E
Total Retuento 19 369 U [P
% dentro de 2% 511% 463% 1000%
COLORACIONH-E
Figura9
Coloracion del citoplasma
Grafico de barras
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Enlatabla2 Se observo que el citoplasma de las células coloreadas con la técnica de coloracion

hematoxilina — eosina libre de xilol fueron: 15.5 % buenas y 84.5 % excelentes; mientras que

el citoplasma de las células coloreadas con el método coloracion hematoxilina

—eosina fueron: 5.3 % regulares, 86.7 % buenasy 8.0 %, excelentes.

Tabla 3

Coloracion hematoxilina — eosina (Coloracion de los detalles del nicleo)

Tabla de contingencia
COLORACION DE LOS DETALLES DEL
NUCLEO
REGULAR BUENO EXCELENTE _ Total
T COLORACION H-E  COLORACION H-E CON __ Recuento 160 201 0 361 [
XiLoL % dentro de 44.3% 557% 0,0% 1000%
COLORACION H-E
COLORACION H-ELIBRE _ Recuento 19 287 55 361
DE XILoL % dentro de 5,3% 79.5% 152%  100,0%
COLORACION H-E
Total Recuento 179 498 55 722
% dentro de 24,8% 67,6% 76%  100,0%
4 COLORACION H-E... |
- 4 d ~
Figura 10
Coloracion de los detalles del nulcleo
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En la tabla 3 Se observo que los detalles del nucleo de las células coloreadas con el método
de coloracion hematoxilina — eosina libre de xilol, fueron: 5.3 % regulares, 79.5 % buenas y el
5.2 % excelentes. Mientras que los detalles de nucleo, coloreadas con el métodocoloracion

hematoxilina — eosina fueron: regulares el 44.3 %y 55.7 % buenas.

Tabla 4

Coloracion hematoxilina-eosina (Coloracion de los detalles del citoplasma)

Tabla de contingencia
COLORACION DE LOS
DETALLES DEL CITOPLASMA
REGULAR BUENO Total
COLORACIONH-E COLORACIONH-E CON  Recuento 112 249 361
XILoL % dentro de 31,0% 69,0%  100,0%
COLORACION H-E
COLORACION H-E LIBRE _ Recuento 19 342 361
DE XILOL % dentro de 5,3% 947%  100,0%
COLORACION H-E
Total Reacuento 131 591 722
% dentro de 181% 81,9% 100,0%
COLORACION H-E
Figura 11
Coloracién de los detalles del citoplasma
Grafico de barras
COLORACION
4007 DE LOS
DETALLES
DEL
CITOPLASMA
EREGLLAR
EsuUeNO
3004
o
€
o
3
(4]
@
o

COLORACION H.E CON JLOL COLORACION H.E LERE DE XILOL
COLORACION H-E



54

En latabla 4 se observé que los detalles del citoplasma de las células coloreadas con la técnica
de “coloracion hematoxilina — eosina libre de xilol” fueron: 5.3 % regulares, 94.7 %buenas.
Mientras que los detalles del citoplasma de las células coloreadas con el método coloracion

hematoxilina — eosina fueron: 31 % regulary 69 % buenas.

4.2. Resultados inferenciales

Probar la hipotesis y pruebas paramétricas y comparaciones.

Hipotesis general

Hi: la coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol, tiene resultados semejantes al método

de coloracion hematoxilina — eosina usados en la coloracion de cortes histoldgicos

Ho: la coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol, no tiene resultados semejantes al

método de coloracion hematoxilina — eosina usados en la coloracién de cortes histoldgicos

Toma de decisiones:

Existe semejanza de resultados entre la coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol y la
coloracion hematoxilina — eosina . Por lo tanto, la coloracién hematoxilina - eosina libre de

xilol es atil como colorante de laminas con cortes histolégicos.

Hipotesis Especificas

4.2.1 Coloracién del ntcleo

Hi: la coloracién hematoxilina - eosina libre de xilol usado en la coloracion de nucleos, tiene

resultados semejantes a los coloreados con la coloracion hematoxilina — eosina.

Ho: la coloracién hematoxilina - eosina libre de xilol usado en la coloracion de ndcleos no tiene

resultados semejantes a los coloreados con la coloracion hematoxilina — eosina.
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Tabla5s
Coeficiente de correlacion chi-cuadrado

Pruehas de chi-cuadrado

Sig. asintdtica

Yalar al (hilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 451 6899 2 .o0n
Razdn de verosimilitudes 520,428 2 ,ooo
Asociacidn lineal por 437,066 1 000
lineal
M de casos validos 722

a. 2 casillas (33,3%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. Lafrecuencia minima esperada es 4 50.

La tabla 5 muestra el coeficiente de correlacién chi-cuadrado, donde existe una semejanza
positiva considerable entre la coloracién hematoxilina - eosina libre de xilol y la coloracién
hematoxilina — eosina y es estadisticamente significativa (p = 0,000). Valor de P

= 0,000 < 0,05 por lo tanto se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alterna que dice;
la coloracién hematoxilina - eosina libre de xilol tiene resultados semejantes a la coloracion

hematoxilina — eosina usado en la coloracién del ndcleo.

Toma de decisiones:

Existe semejanza de resultados entre la coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol y la
coloracion hematoxilina — eosina. Por lo tanto, la coloracién hematoxilina - eosina libre de xilol

es Util como colorante de los ndcleos.

4.2.2 Coloracion del citoplasma

Hi: la coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol usado para la coloracion del citoplasma

tiene resultados semejantes a los coloreados con la coloracion hematoxilina — eosina.
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Ho: la coloraciéon hematoxilina - eosina libre de xilol usado para la coloracion del citoplasma

no tiene resultados semejantes a los coloreados con la coloracién hematoxilina — eosina.

Tabla 6

Coeficiente de correlacion chi-cuadrado

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. zsmtotica
(hilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 426,066 2 00
Faron de verosmmilitudes 489350 2 JO00
Aszpcizcion linesl por lineal 403139 1 00

T

M de casos validos 122

2 0 casillas (0,0%) tienen una frecusncia esperada nferior a 3. La frecuencia

mimima esperada e 850

La tabla 6 muestra el coeficiente de correlacién chi-cuadrado, donde existe una semejanza
positiva considerable entre la coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol y la coloracion
hematoxilina — eosina y es estadisticamente significativa (p = 0,000). Valor de P

= 0,000 < 0,05 por lo tanto se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipétesis alterna que dice;
la coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol usado para la coloracion del citoplasma tiene

resultados semejantes a los coloreados con la coloracion hematoxilina — eosina.

Toma de decisiones:

Existe semejanza de resultados entre la coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol y la
coloracion hematoxilina — eosina . Por lo tanto, la coloracién hematoxilina - eosina libre de

xilol es util como colorante del citoplasma.
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4.2.3 Coloracion de los detalles del nucleo

Hi: la coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol usado para la coloracion de los detalles

del ndcleo tiene resultados semejantes a los coloreados con la coloracion hematoxilina — eosina.

Ho: la coloracién hematoxilina - eosina libre de xilol usado para la coloracion de los detalles
del ndcleo no tiene resultados semejantes a los coloreados con la coloracion hematoxilina —

eosina.

Tabla7

Coeficiente de correlacién chi-cuadrado

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintdtica

Valar al (hilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 18,2239 2 ,ooo
Razdn de verosimilitudes 218,488 2 000
Asociacidn lineal por 180,358 1 ,oon
lineal
M de casos validos 722

a. 0 casillas (0,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. Lafrecuencia minima esperada es 27 50.

La tabla 7 muestra el coeficiente de correlacion chi-cuadrado, donde existe una semejanza
positiva entre la coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol y la coloracion hematoxilina —
eosina, usados para colorear los detalles del nucleo y es estadisticamente significativa (p =
0,000). Valor de P = 0,000 < 0,05 por lo tanto se rechaza la hipotesis nula y se acepta la
hipdtesis alterna que dice; la coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol usado para la
coloracion de los detalles del nucleo tiene resultados semejantes a los coloreados con la

coloracion hematoxilina — eosina.
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Toma de decisiones:

Existe semejanza de resultados entre la coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol y la
coloracion hematoxilina — eosina. Por lo tanto, la coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol

es Util como colorante de los detalles del nucleo.

4.2.4 Coloracion de los detalles del citoplasma

Hi: la coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol usado para la coloracion de los detalles
del citoplasma tiene resultados semejantes a los coloreados con la coloracion hematoxilina —

eosina.

Ho: la coloracién hematoxilina - eosina libre de xilol usado para la coloracién de los detalles
del citoplasma no tiene resultados semejantes a los coloreados con la coloracion hematoxilina

— eosina.

Tabla 8

Coeficiente de correlacién chi-cuadrado

Pruebas de chi-cuadrado

Walor gl Sig. asintética Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pezrson 80,6572 1 00
Cotreccion por continuidad 78,932 1 000
F.azon de verosimilitudes 87,831 1 000
Estadizstico exacto de Fisher SO0 JO00
Aszocizcion linesl por linezl 30,546 1 000

-

N de casos vilidos 122

a 0 casillas (0,0%%5) tienen una frecuencia esperada mferior a 5. La frecuencia minima esperada es 63_50.

b. Calculado s6lo para una tzbla d= 2x2.

La tabla 8 muestra el coeficiente de correlacion chi-cuadrado ,donde existe una semejanza
positiva entre la coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol y la coloracién hematoxilina —

eosina, usados para colorear los detalles del citoplasma y es estadisticamente



significativa (p = 0,000). Valor de P = 0,000 < 0,05 por lo tanto se rechaza la hip6tesis
nulay se acepta la hipétesis alterna que dice; la coloracién hematoxilina - eosina libre
de xilol usadopara la coloracion de los detalles del citoplasma tiene resultados

semejantes a los coloreados con la coloracién hematoxilina — eosina.
Toma de decisiones:

Existe semejanza de resultados entre la coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol
y la coloracion hematoxilina — eosina. Por lo tanto, la coloracion hematoxilina - eosina

libre de xilol es Util como colorante de los detalles del citoplasma.

59
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 En el presente estudio obtuvo como resultado para el criterio histomorfoldgico
coloracion del nucleo de las células: Las coloreadas con el método de coloracion hematoxilina
— eosina libre de xilol, fueron buenas el 13 % vy el 87 %, fueron excelentes y el p de 0.00,
mientras que los nucleos de las células coloreadas con el método coloracion hematoxilina —
eosina convencional fueron regulares 2.5 %, el 89.5 % fueron buenas y el
8.0 %, fueron excelentes con un p de 0.000 (p<0.005) siendo estadisticamente significativo.
Demostrando con estos resultados que el método de coloracion hematoxilina — eosina libre de
xilol, tuvo resultados semejantes al método de coloracion hematoxilina — eosina convencional.
En semejanza con el estudio de Madhuri R Ankle titulado “A study to evaluate the efficacy of
xylene-free hematoxylin and eosin staining procedure as compared to the conventional
hematoxylin and eosin staining: An experimental study” donde los resultados mostraron que
de las 60 secciones estudiadas del criterio coloracion de nucleo , el 98,33% de los portaobjetos
del Grupo B (libre de xilol) mostraron una tincién nuclear adecuada en comparacion con el
96,66% de los convencionales hematoxilina — eosina .La diferencia
fue estadisticamente significativa (Z = 0,59, P> 0,05), lo que sugiere que no hubo diferencia en

los dos métodos de tincidn para producir una tincion nuclear adecuada.

5.2 En el presente estudio obtuvo como resultado para el criterio histomorfoldgico
coloracion del citoplasma de las células: Las coloreadas con el método de coloracion
hematoxilina — eosina libre de xilol, fueron buenas el 15.5 % vy el 84.5 %, fueron excelentesy
el p de 0.000, mientras que las coloreadas con el método coloracion hematoxilina — eosina
convencional fueron regulares 5.3 %, el 86.7 % fueron buenas y el 8.0 %, fueron excelentes.
Demostrando con estos resultados que el citoplasma de las células coloreadas con el método

de coloracion hematoxilina — eosina libre de xilol, tuvieron resultados semejantes al método
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de coloracion hematoxilina — eosina convencional. Y el p es de 0.000( p<0.005) siendo
estadisticamente significativo. A diferencia del estudio de Madhuri R Ankle. Titulado*“A study
to evaluate the efficacy of xylene-free hematoxylin and eosin staining procedure as compared
to the conventional hematoxylin and eosin staining: An experimental study”en el que los
resultados mostraron que de las 60 secciones estudiadas del criterio coloracién del citoplasma,
el 83,33% de las secciones libres de xilol tenian citoplasma tefiido adecuadamente en
comparacion con el 93,33% de las secciones H y E convencionales (Z = 1,97, P <0,05). Donde
se observd una degradacion estadisticamente significativa de la tincioncitoplasmica en las

secciones tefiidas con H y E sin xileno.
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VI. CONCLUSIONES

6.1  Se determind que la técnica de coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol
tiene resultados semejantes a la técnica de coloracion hematoxilina — eosina usado
convencionalmente para la coloracién de cortes histologicos, realizados en el laboratorio de

histotecnologia del “Instituto Nacional Materno Perinatal” durante los meses de abril, mayo Yy junio

del afio 2020.

6.2  Se demostro que la técnica de coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol
tuvo resultados semejantes a la técnica de coloracion hematoxilina — eosina usado
convencionalmente para colorear los ndcleos de las células, realizados en el laboratorio de
histotecnologia del “Instituto Nacional Materno Perinatal” durante los meses de abril, mayo
y junio del afio 2020. Esta afirmacion se demostro con los resultados de la tabla 4.1.1 en la que
los nucleos de las células coloreadas con el método de coloracion hematoxilina — eosina libre
de xilol, fueron buenas el 13 % y el 87 %, fueron excelentes. Y los nucleos de las células
coloreadas con el método coloracion hematoxilina — eosina convencional fueron regulares 2.5
%, el 89.5 % fueron buenas y el 8.0 %, fueron excelentes.

6.3  Se demostr6 que la técnica de coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol
tiene resultados semejantes a la técnica de coloracion hematoxilina — eosina usado
convencionalmente para colorear el citoplasma de las células, realizados en el laboratorio de
histotecnologia del “Instituto Nacional Materno Perinatal” durante los meses de abril, mayo
y junio del afio 2020. Esta afirmacion se baso en la tabla 4.1.2 en la que el citoplasma de las
celulas coloreadas con la técnica de coloracion hematoxilina — eosina libre de xilol, fueron
buenas, el 15.5% vy el 84.5 %, fueron excelentes y el citoplasma de las células coloreadas con
el método coloracion hematoxilina — eosina convencional, fueron regulares 5.3 %, el 86.7

% fueron buenas y el 8.0 %, fueron excelentes.



63

6.4  Se demostro que la técnica de coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol
tuvo resultados semejantes a la técnica de coloracion hematoxilina — eosina usado
convencionalmente para colorear los detalles de los nucleos de las células, realizados en el
laboratorio de histotecnologia del “Instituto Nacional Materno Perinatal” durante los meses de
abril, mayo y junio del afio 2020. Esta afirmacion se basé en la tabla 4.1.3 en la que los
detalles del nucleo de las células coloreadas con la técnica de coloracion hematoxilina — eosina libre de
xilol, donde el 5.3 % fueron regulares, el 79.5 % buenas y el 15.2 % excelentes. Mientras que los nlcleos
de las células coloreadas con el método coloracion hematoxilina — eosina convencional fueron regulares
el 44.3 % yel 55.7 % buenas. Se demostrd que la técnica de coloracion hematoxilina - eosina libre de
xilol tuvo resultados semejantes a la técnica de coloraciébn hematoxilina — eosina usado
convencionalmente para colorear los detalles del citoplasma de las células, realizados en el laboratorio
de histotecnologia del “Instituto Nacional Materno Perinatal” durante los meses de abril, mayo y junio
del afio 2020. Esta afirmacion se baso en la tabla 4.1.4. en la que los detalles del citoplasma de las
células coloreadas con la técnica de coloracién hematoxilina — eosina libre de xilol, fueron regulares el
5.3 %y 94.7 % fueron buenas. Mientras que los detalles del citoplasma de las células coloreadas con el
método de coloracién hematoxilina — eosina convencional fueron regulares el 31 % y el 69 % fueron
buenas.

6.5 El método de coloracion hematoxilina - eosina libre de xilol fue ideada e

implementada en el laboratorio de histotecnologia del Servicio de Anatomia Patol6gica del

Instituto nacional Materno Perinatal.
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VIl . RECOMENDACIONES

7.1  De ser aprobado la presente investigacion se recomienda implementar de la
técnica de de coloracion “hematoxilina - eosina libre xilol,” en otros laboratorios de
histotecnologia a nivel nacional, por ser una técnica de coloracién en la que se suprimio el
xilol por lo tanto es menor el riesgo al efecto toxico de este insumo.

7.2 Se recomienda el uso de mascarillas antigases cuando se usa xilol u otras

sustancias similares

7.3  Se recomienda aplicar las normas de bioseguridad durante todo el

histoprocesamiento asi,como en la eliminacion de residuos biologicos
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Anexo A.
Bateria de coloracion hematoxilina - eosina
Método convencional (con xilol)

IX. ANEXOS
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Anexo B.
Bateria de coloracion hematoxilina — eosina libre de xilol

(Sin xilol)

ALCONOL | ALCONOL
CORRIENTE

ALCONOL

EORRIENT

L9
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Anexo C
Comparacion de laminas coloreadas con los 2 métodos (convencional y libre de xilol)
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Anexo D
Fichas de la evaluacion de los criterios histomorfologicos

MODELO DE FICHA PARA LA EVALUACION DE LOS

CRITERIOS HISTOMORFOLOGICOS

INSTITUTO NACIONAL MATERNO PERINATA

SERVICIO DE ANATOMIA PATOLOGICA RATERNO PERINATAL
N* DE MUESTRA: TIPO DE MUESTRA: dtero
Criterios  histomorfologicos Calificacion

Observacion del nucleo

Observacion del citoplasma

Observacion de los detalles del nucleo

observacion de los detalles del citoplasma

|
Criterios  histomorfologicos Calificacion E
.
|
Observacion del nucleo Pobre=1
Observacion del citoplasma Regular =2
Observacion de los detalles del nucleo Bueno=3
Observacion de los detalles del citoplasma | Excelente =4
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Ficha de la evaluacién de los criterios histomorfologicos de la

coloracion hematoxilina — eosina libre de xilol

INSTITUTO NACIONAL MATERNO PERINATAL

SERVICIO DE ANATOMIA PATOLOGICA

MATERNO PIRINATAL

N° DE MUESTRA: 2807-1 TIPO DE MUESTRA: Gtero LAMINA: N° 1

Criterios histomorfologicos

Calificacion

Observacion del nicleo

Observacion del citoplasma

Observacion de los detalles del nucleo

observacion de los detalles del citoplasma

R |Wic |

Criterios  histomorfologicos Calificacion
Observacion del nicleo Pobre=1
Observacion del citoplasma Regular=2
Observacion de los detalles del nucleo Bueno =3
Observacion de los detalles del citoplasma Excelente =4
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Ficha de la evaluacion de los criterios histomorfologicos

de la coloracidon hematoxilina - eosina

INSTITUTO NACIONAL MATERNO PERINATAL
SERVICIO DE ANATOMIA PATOLOGICA

AATERIO PERINATAL

N° DE MUESTRA: 2807-1 TIPO DE MUESTRA: dtero LAMINA: N* 2

Criterios  histomorfologicos Calificacion
Observacion del nicleo 3
Observacion del citoplasma 3
Observacion de los detalles del nucleo 2
observacion de los detalles del citoplasma 2_.

Criterios  histomorfologicos Calificacion
Observacion del nucleo Pobre=1
Observacion del citoplasma Regular =2
Observacion de los detalles del nicleo Bueno=3
Observacion de los detalles del citoplasma | Excelente =4




Anexo E.

B = D E
COLORACION H-E LIBRE DE XILOL COLORACION DEL NUCLEO COLORACION DEL CITOPLASMA COLORACION DE LOS DETALLES DEL NUCLEO
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COLORACION DE LOS DETALLES DEL CITOPLASMA
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Matriz de datos en excel, de las fichas usadas
para la evaluacion delos criterios
histomorfologicosde la coloracién
hematoxilina —eosina libre de xilo



