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RESUMEN

La biopsia de hueso es un procedimiento en el cual una pequefia muestra de hueso
es removida del cuerpo y examinada bajo el microscopio, para lo cual un paso
fundamental es una 6ptima descalcificacion de la muestra para poder obtener al final

una buena lamina histologica a examinar.

El tipo de estudio realizado es experimental, el objetivo fue determinar si el vinagre es
un descalcificante eficiente de biopsias de hueso obtenidas de pacientes del hospital
Maria Auxiliadora. La poblacion objeto de estudio fueron 40 muestras. El instrumento
utilizado es el instrumento de evaluacién de uso comun en el laboratorio de anatomia
patologica el cual esta destinado a indagar la correcta coloracion y estructura de los
organelos de la célula para lo cual se usan criterios ya pre establecidos en
histomorfologia (color del nucleo, color del citoplasma, detalles el nacleo, detalles el

citoplasma y coloracion de las fibras colagenas).

Los resultados obtenidos fueron que del total de las muestras que se procesaron con
la técnica usando acido nitrico, el patdlogo 1 presenta una media de 17.9 y el patdlogo
2 de 18.175, no siendo lo suficiente para sefialar diferencias significativas. Del total
de las muestras que se procesaron con la técnica de vinagre se observa que el
patologo 1 presenta una media de 17.075 y el patélogo 2 de 17.75, observandose que
no muestran diferencias significativas. En las dos técnicas se observa que el acido
nitrico presenta una media de 18.0375 y el vinagre de 17.4125 y no son lo suficiente
para sefialar diferencias significativas. Se realiz6 la prueba de ANOVA, considerando
el ensayo como cuantitativo, en funcion a los avalores obtenidos por las técnicas. S e
obtiene un p=0.0004 concluyendo que la media de ambas técnicas son

estadisticamente iguales entre si.

Palabras clave: Descalcificantes; Acido Nitrico; Biopsia de hueso; Anatomia

Patoldgica; Coloracion



ABSTRACT

Bone biopsy is a procedure in which a small sample of bone is removed from the body
and examined under the microscope, for which a fundamental step is an optimum
decalcification of the sample in order to obtain at the end a good histological lamina to

examine.

The type of study performed is experimental, the objective was to determine if vinegar
is an efficient decalcifier of bone biopsies obtained from patients of the Hospital Maria
Auxiliadora. The study population was 40 samples. The instrument used is the
evaluation instrument commonly used in the laboratory of pathological anatomy which
is intended to investigate the correct coloration and structure of the organelles of the
cell for which criteria already established in histomorphology are used (color of the
nucleus, Color of the cytoplasm, details the nucleus, details the cytoplasm and
coloration of collagen fibers).

The results obtained were that of the total of the samples that were processed with the
technique using nitric acid, the pathologist 1 presents an average of 17.9 and the
pathologist 2 of 18,175, not being enough to point out significant differences. From the
total of the samples that were processed with the technique of vinegar it is observed
that the pathologist 1 presents an average of 17,075 and the pathologist 2 of 17.75,
observing that they do not show significant differences. In the two techniques it is
observed that nitric acid has an average of 18.0375 and vinegar of 17.4125 and are
not enough to indicate significant differences. The ANOVA test was performed,
considering the test as quantitative, in function of the evaluators obtained by the
techniques. A p = 0.0004 was obtained concluding that the mean of both techniques

are statistically equal to each other.

Keywords: Decalcifiers; Nitric acid; Bone biopsy; Pathological anatomy; Coloration
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INTRODUCCION

La presente tesis es una investigacion que tiene por objetivo determinar si el vinagre
es una descalcificante eficiente de biopsias de hueso, para lo cual se procesaron un
grupo de muestras usando como descalcificante al vinagre y el otro grupo usando
como descalcificante &cido nitrico (gold standard). Las muestras fueron obtenidas del
Hospital Maria Auxiliadora durante el periodo de agosto 2014 a julio 2015.

El trabajo presenta los siguientes capitulos:
En el capitulo | se presenta el planteamiento de la investigacién, el problema,
objetivos, hipoétesis y la justificacion donde se da a conocer la importancia del porqué

se realiza la presente tesis.

En el capitulo Il se abordan los aspectos tedricos asi como también algunos

antecedentes internacionales.
En el capitulo Il se presenta el disefio, la poblacion y se procede a detallar el
procedimiento y la técnica como fueron tratadas las muestras y la forma en que

posteriormente se evaluaran.

En el capitulo IV se ofrece los resultados, conclusiones y las recomendaciones de

esta tesis.
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CAPITULO I: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del Problema:

La biopsia de hueso es un procedimiento donde se obtiene una pequefia muestra de
hueso la cual es removida y examinada en el microscopio, para realizar una biopsia
de hueso se hace una pequefia incision en la piel, insertando una aguja especial para
dicho fin, mediante la cual se obtendra la muestra a estudiar.

La interpretacion de muestras histologicas de tejidos de hueso, linfo-hematopoyético
(hueso, médula 6sea, los ganglios linfaticos, el timo) es un examen muy complejo
debido a la alta complejidad en la composicién de tejidos que comprenden el hueso,
linfoide, mieloide, dendritica, células epiteliales y estructuras 0seas notoriamente
dificiles mostrando "Fronteras difusas" y estructuras complejas. (1), Por este motivo
el refinamiento de las técnicas para estos procedimientos ha ido mejorando con el
paso de los afos y el avance de la tecnologia.

Siendo la descalcificacion uno de los pasos mas importantes para la correcta tincion
y estudio de biopsias de hueso, existen diferentes métodos para realizar dicho
procedimiento desde el uso de acidos fuertes, débiles e incluso el uso de preparados
de uso comercial como es el caso de OSTEOMOLL® y OSTEOSOFT ® que son un
productos de la compaiiia Merck, el primero es recomendado para muestras que no
seran sometidas a tincién inmunohistoquimica y el segundo es recomendado para
muestras que seran sometidas a una tincion de inmunohistoquimica.(2) Estos
preparados funcionan con gran eficacia, pero a pesar de esto una gran limitante con
respecto a estos insumos es el alto precio.

Uno de los compuestos que son usados con gran eficiencia en el laboratorio para el
proceso de descalcificacion de las muestras Oseas, es el acido nitrico. Pero el
problema que se presenta con el uso de acido nitrico es la dificultad en acceder a
cantidades adecuadas de este insumo pues se encuentra dentro del grupo de
sustancias controladas por la Direccion Nacional de control de Drogas, por tal motivo
es pertinente buscar nuevas alternativas, para realizar la misma funcion pero sin tener
el problema de acceso por ser un producto restringido o tener el problema de acceso
por el alto costo de los materiales, en ese sentido planteamos usar vinagre como
descalcificante de las biopsias de hueso, asi de esta manera proveer de un insumo

de bajo costo y facil acceso.
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1.2. Formulacién del Problema:

1.2.1. Problema General:

¢El vinagre serd un descalcificante eficiente de biopsias de hueso

obtenidas de pacientes del hospital Maria Auxiliadora?

1.2.2. Problemas Especificos:

e (El vinagre modificara las caracteristicas morfoldgicas del citoplasma

de las biopsias de hueso?

e ¢ El vinagre modificara las caracteristicas del nucleo de las biopsias

de hueso?

e ¢ El vinagre modificara la afinidad de las biopsias de hueso ante los

colorantes usados normalmente en el laboratorio de patologia?

13



1.3. Objetivos:

1.3.1. Objetivo General:

Determinar si el vinagre es un descalcificante eficiente de biopsias de hueso
obtenidas de pacientes del hospital Maria Auxiliadora

1.3.2. Objetivos Especificos:

e Determinar si el vinagre modificaré las caracteristicas morfologicas

del citoplasma de las biopsias de hueso.

e Determinar si el vinagre modificara las caracteristicas del nucleo de

las biopsias de hueso.

e Determinar si el vinagre modificara la afinidad de las biopsias de
hueso ante los colorantes usados normalmente en el laboratorio de

patologia.
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1.4.
H1:

pac

HO:

pac

1.5.

Hipotesis
El vinagre es un descalcificante eficiente de biopsias de hueso obtenidas de
ientes del Hospital Maria Auxiliadora

El vinagre no es un descalcificante eficiente de biopsias de hueso obtenidas de
ientes del Hospital Maria Auxiliadora

Justificacion:

El planteamiento de este tema de investigacion se basa fundamentalmente en la
necesidad y busqueda de métodos alternativos que puedan ayudar a mejorar el
diagnastico de laboratorio, por tal motivo el uso de vinagre (acido acético ) como
una alternativa al uso estandarizado de acido nitrico como descalcificante en el
proceso de tincion de biopsias de hueso, se da como una necesidad en nuestro
pais siendo dos puntos los mas importantes para este planteamiento, la
busqueda de la disminucién de costos en el laboratorio y el dificil acceso que se
tiene al &cido nitrico por ser una sustancia controlada por la Direccion Nacional
de control de Drogas ( Dinandro ), pues este acido es usado en la fabricacion de
sustancias ilicitas.

Por todo lo expuesto anteriormente, creemos que la investigacion del uso del
vinagre (acido acético ) como descalcificante de biopsias de hueso obtenidas de
pacientes del Hospital Maria Auxiliadora podria aportar en la mejora de los
métodos usados normalmente en el laboratorio y de esta manera también aportar

en la disminucién de los costos.

15



CAPITULO Il: MARCO TEORICO

2.1. Bases Tedricas:

El hueso tiene funciones mecanicas y de homeostasis, protegiendo los 6rganos
internos, permitiendo la locomocidn, y sirve como un depdsito para la homeostasis
del calcio. Con el envejecimiento y algunas enfermedades, estas funciones se van
deteriorando por tal motivo el hueso se vuelve mas fragil y menos capaz de realizar
sus funciones mecanicas, y las reservas de calcio a menudo se agotan. El hueso es
una estructura compuesta, que consta de cristales, minerales inorganicos, una matriz
extracelular organica, células, lipidos y agua. Los cristales son minerales analogos al
mineral geologico, hidroxiapatita. La mayoria de los cristales minerales contienen
impurezas, principalmente carbonatos, magnesio, citrato, y otros oligoelementos cuyo
contenido depende de lo que el animal ha ingerido. La matriz organica principalmente
se encuentra conformada por colageno I, pero, otros tipos de colageno y varias otras

proteinas no colagenas, también estan presentes (3) (4)

El entendimiento de la fisiologia 0sea se acelerd en la década de 1950 con el
desarrollo de nuevas técnicas para la inclusion de las muestras de hueso para el
examen microscopico de secciones sin desmineralizar por completo el tejido 6seo.
Antes de esto, la histologia ésea requeria la completa eliminacién de su principal
componente, el mineral. Esta nueva tecnologia fue refinada en varios laboratorios, en
particular, en el laboratorio de Radiobiologia en la Universidad de Utah (5) durante
toda la década de los afios 50 — 60 se logré describir la estructura y ultra estructura

del hueso.
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Hueso

Las caracteristicas histolégicas del hueso son determinadas tomando en cuenta que
es un tipo de tejido conjuntivo. Su caracteristica principal estd dada por que es uno
de los pocos tejidos que se mineralizan en condiciones normales. Bioquimicamente,
se caracteriza por contener una mezcla especial de matriz organica (35%) y de
elementos inorganicos (65%). La porcion inorganica, o hidroxiapatita célcica, [Cal0
(PO4)6(0OH)2], es el mineral que brinda resistencia y dureza al hueso y donde se aloja
el 99% del calcio, el 85% del fosforo y el 65% del sodio y el magnesio del cuerpo. La
formacion de cristales de hidroxiapatita en el hueso consiste en un paso de liquido a
sélido. Es un proceso que implica una iniciacién e induccion de la mineralizacion por
efecto de la matriz organica y este proceso es estrictamente regulado por numerosos
factores moleculares y de sefales intracelulares, muchos de los cuales todavia se
desconocen. El tiempo que toma la mineralizacién es variable, pero normalmente
existe un intervalo de 12 a 15 dias entre la formacion de la matriz y su mineralizacién.
(6)

Los componentes organicos del hueso son las células 0seas y las proteinas de la
matriz. Las células formadoras de hueso son las células osteoprogenitoras, llamados
osteoblastos y los osteocitos. La aparicion y estimulacion de estas células estan
reguladas por citocinas y factores de crecimiento, como el factor de crecimiento
(FGF), el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF); el factor de
crecimiento afin a la insulina, y el factor transformador decrecimiento B (TGF- B) (6)
Los osteoblastos estan ubicados en la superficie del hueso, y sintetizan, organizan y
transportan las sustancias que forman la matriz. Los osteoclastos son las células
encargados de la reabsorcion 06sea y su células madre son las mismas células
progenitoras hematopoyéticas que producen también los monocitos y los macrofagos.
Los osteoclastos presentan receptores en su superficie, con los que captan muchas
hormonas (hormona paratiroidea, vitamina D y estrogenos) citocinas y factores de
crecimiento, y proteinas de la matriz extracelular. En el momento que los osteoblastos
guedan rodeados de matriz, se les conoce como osteocitos (6)

Para el proceso de diferenciacion y maduracién los osteoclastos son de suma
importancia tales como algunas citocinas, como las interleucinas (IL)-1, IL-3, IL-6, IL-
11, el factor de necrosis tumoral (TNF), el factor estimulante de las colonias de

granulocitos-macréfagos (GM-CSF) y el factor estimulante de las colonias de
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macroéfagos (M-CSF). El osteoclasto en su estado maduro contiene aprox. entre 6 a
12 ndcleos, dicho osteoclasto se form6 por fusion de unos precursores
mononucleares circulantes y esta intimamente unido a la superficie del hueso.
Cuando los osteoclastos comienzan a funcionar, se unen a las proteinas de adhesion
de la matriz, y labran en el hueso las lagunas de resorcion de forma festoneada, donde
a menudo residen, que se llaman lagunas de Howship (6)

Normalmente, el hueso reticular se encuentra en el esqueleto fetal y se forma en las
placas de crecimiento. Tiene como ventajas que se produce rapidamente, y que
resiste por igual las fuerzas que se ejercen en cualquier direccion. En cambio, la
presencia de hueso reticular en el adulto indica siempre la existencia de un proceso
patol6gico, si bien no permite el diagndstico de ninguna enfermedad concreta. Por
ejemplo, cuando es necesario lograr una reparacion estable y rapida como en el caso
de una fractura, se forma hueso reticular, y esto mismo ocurre alrededor de los focos
de infeccion y en la matriz de los tumores formadores de hueso. El hueso laminar,
gue sustituye gradualmente a hueso reticular durante el crecimiento, se deposita
mucho mas lentamente, y es mas resistente que el hueso reticular. Existen cuatro
clases de hueso laminar. Tres estan solo en la cortical: circunferencial, concéntrico e
intersticial. La cuarta clase, las laminas trabeculares, forman las trabéculas 0seas,
donde las laminas estan orientadas paralelamente al eje mayor de la trabécula. (6)
La fase inicial de la formacion de hueso es la secrecion de moléculas de colageno
(mondmeros de colageno) y sustancia fundamental (principalmente proteoglucanos)
por los osteoblastos. Los mondmeros de colageno se polimerizan rapidamente para
formar fibras de colageno; el tejido resultante se convierte en osteoide, un material
parecido al cartilago pero que difiere de este en que facilmente precipitan en él sales
de calcio. A medida que se forma el osteoide algunos de los osteoblastos quedan
atrapados en el osteoide y entran en fase de reposo; entonces se denominan

osteocitos. (6)

En pocos dias tras la formacion del osteoide, comienzan a precipitar sales de calcio
sobre las superficies de las fibras colagenas. El precipitado aparece primero con
intervalos a lo largo de cada fibra de colageno, formando diminutos nidos que
rapidamente se multiplican y crecen durante dias o semanas para formar el producto

final, los cristales de hidroxiapatita. (6)
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Las sales de calcio que se depositan en primera instancia no son los cristales de
hidroxiapatita, sino compuestos amorfos (no cristalinos), constituidos por una mezcla
de sales como CaHPO4-2H20, Ca3 (P04)2-3H20, y otros. Después, por un proceso
de sustitucion y adicion de atomos, o reabsorcion y nueva precipitacion, estas sales
se convierten en cristales de hidroxiapatita en un periodo de semanas o0 meses. Sin
embargo, un pequefio porcentaje puede continuar permanentemente en forma
amorfa. Esto es importante, porque estas sales amorfas pueden reabsorberse
rapidamente cuando existe una necesidad adicional de calcio en el liquido

extracelular. (6)

Los osteoblastos y los osteoclastos actian coordinadamente y se consideran como
la unidad funcional del hueso llamada unidad multicelular basica. Los procesos de
formacion y resorcion del hueso estan intimamente acoplados, y del equilibrio entre
ambos depende el volumen que alcanza la masa esquelética en todo momento.
Cuando el esqueleto se desarrolla y aumenta de tamafio (modelacion), predomina la
formacion de hueso. Cuando el esqueleto alcanza su madurez, la degradacion y
renovacion oOseas que permiten el mantenimiento del esqueleto se Illama

remodelacion (7)

La masa 6sea maxima depende de varios factores, como el tipo de receptores de la
vitamina D que se han heredado, el estado de nutricion, el grado de actividad fisica,
la edad y el estado hormonal. La masa 6sea maxima se alcanza al comienzo de la
edad adulta y, en ese momento, cada afio se recambia o remodela un 5 al 10%
aproximadamente del esqueleto, y la cantidad de hueso formado y reabsorbido por
las unidades multicelulares béasicas se mantiene en equilibrio. Sin embargo, al
comenzar el cuarto decenio de la vida, la cantidad de hueso que se reabsorbe supera
al que se forma y comienza una disminucion constante de la masa esquelética. (7)
Descalcificantes

El proceso de tincion de biopsias de hueso necesita de un paso fundamental, el cual
es la decalcificacion, la cual puede ser llevada a cabo por diferentes sustancias

guimicas, dentro de los cuales tenemos

OSTEOMOLL
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Es un producto comercial que es usado para descalcificar muestras de hueso las
cuales luego seran tefiidas, el producto contiene una solucion de CH20 al 4% y HCL
al 10% , lo cual permite una perfecta descalcificacién del hueso que sera tefido
posteriormente, el proceso toma aproximadamente 8 horas. El tiempo que se debe
usar para decalcificar la biopsia de hueso es determinado en cada laboratorio de
acuerdo a las condiciones en que se procesara la muestra y a ensayos previamente

realizados siempre tomando en cuenta las recomendaciones del fabricante. (2)

ACIDO NITRICO
El acido nitrico es un descalcificante muy eficiente y que se puede usar de diferentes
formas tales como acido nitrico al 5 % o &cido nitrico en solucién alcohdlica al 7 %, es

un liquido corrosivo, téxico, que puede ocasionar graves quemaduras. (8)

En el caso de que la solucion de &cido nitrico sea alcoholica el tiempo medio de
decalcificacion para un bloque 6seo de 5mm de espesor es de 12 a 24 horas.

Ventajas:

o Provoca rapida decalcificacion

o Causa baja retraccion tisular.

o Mejor coloracion de los nucleos que la solucion de formol y nitrico

o No es necesario neutralizar el agente descalcificante sino que puede pasar

directamente el tejido a etanol de 70° para iniciar la deshidratacion.

Inconvenientes:

o El prolongado tiempo de decalcificacion suele anular la fijacién previa y alterar

progresivamente el tejido.

EDTA

El EDTA es el acido etildiaminotetraacético, este acido produce sustraccién de iones
célcicos, lo cual se realiza de forma muy lenta pero posee la ventaja de no inducir
artefactos, como también preservar mejor las caracteristicas morfologicas del tejido y

conservar mejor los antigenos, esto es de suma utilidad en inmunohistoquimica. (9)
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Pruebas de control sobre el grado de descalcificacion tisular

Encontrar el tiempo Optimo de descalcificacion tisular es importante porque una
duracién mayor provoca maceracion y destruccion celular y un acortamiento provoca
que no se puedan tener cortes adecuados en el micrétomo. Por ese motivo es de
suma importancia tener mecanismo que permitan establecer el control y saber que el

proceso esta siendo exitoso.
Existen 3 tipos de métodos:

1. Fisicos: que se basan en la experiencia del técnico para detectar mediante el
tacto el grado de dureza y calcificacion tisular, histolégicamente es muy subjetivo y
puede dafar el tejido durante la manipulacion por lo cual no son aconsejables.

2. Radiologicos: bastante sensibles pero requieren equipos complejos y costosos.
3. Quimicos: son los que se usan con mayor frecuencia y se basan en la deteccion
de iones calcicos en el liquido descalcificante. Cuando en los sucesivos recambios de
liquido dejan de encontrarse iones calcicos se considera que el proceso ha finalizado.
(10)
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2.2. Antecedentes:

2.2.1. Antecedentes Internacionales:

Gonzalez-Chavez y colaboradores en el afio 2013 realizaron un estudio en el cual
encontraron que la solucion mas adecuada para descalcificacion de hueso fue la de
oxido nitrico al 5% y seguida por EDTA al 10%. (11)

R Sangeetha y colaboradores en el afio 2013 encontraron que el uso de &cido nitrico
al 5% en combinacion con el uso de microndas fue el método mas eficaz para

descalcificar biopsias de hueso. (12)

Karpagaselvi y colaboradores en el afio 2012 compararon cinco diferentes
descalcificantes de los cuales el EDTA neutro fue el que descalcificO mas lentamente,
pero el que mostré el mejor resultado comparado con el resto de descalcificantes.
(13)

2.2.2. Antecedentes Nacionales:

No existen, referencias nacionales sobre este tema.
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CAPITULO lil: METODOLOGIA

3.1. Disefio del Estudio:
Estudio experimental.
3.2. Poblacion:

Biopsias de hueso de pacientes que fueron derivadas para estudio en el
laboratorio de anatomia patoldgica del Hospital Maria Auxiliadora.

3.2.1. Criterios de Inclusion:

- Biopsias de hueso que cumplan con las medidas estandar para ser
analizadas, el tamafio debe ser el adecuado para poder ser
procesadas.

- Biopsias de hueso que hayan sido embebidas en el fijador
inmediatamente después de obtenida.

- Historia clinica con todos los datos del paciente

3.2.2. Criterios de Exclusion:

- Biopsias de hueso que no cumplen con las medidas adecuadas para
ser procesadas.

- Biopsias de hueso que no fueron fijadas correctamente.

- Biopsias de hueso de pacientes que no registren datos completos en

su historia clinica.

3.3. Muestra:

No se calcula el tamafio de la muestra, ya que se pretende evaluar 40 biopsias de
hueso a las cuales se tuvo acceso para el estudio comparativo, pues tomando en
cuenta que es un trabajo experimental que se tomara como piloto para futuros
estudios se procesaran tan solo las muestras a las cuales se pudo acceder durante

el periodo que realice mi internado.
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La totalidad de muestras seran procesadas por los dos métodos planteados, el primer

método serd el gold estandar que se usa en el laboratorio y el segundo seran

procesados usando el vinagre, al final tendremos 80 laminas para ser analizadas,

tendremos dos laminas por cada biopsia.

3.4. Operacionalizaciéon de Variables:

Variable

Definicién

Conceptual

Definicién

Operacional

Escala de

Medicién

Forma de

Registro

Principal:
vinagre

Liquido miscible
en agua, con
sabor agrio, que
proviene de la
fermentacion
acética del
alcohol

Acidez

Numeral

Secundarias:

Citoplasma

Es la parte del
protoplasma que,
en una célula
eucariota, se
encuentra entre
el nucleo celular
y la membrana
plasmaética.

Coloracioén

Numeral

Nucleo

Es un organulo
membranoso
gue se encuentra
en el centro de
las células
eucariotas.
Contiene la
mayor parte del
material genético

Forma

Numeral

Colorantes

Un colorante es
una sustancia
gue es capaz de
tefiir estructuras
de células
vegetales y

animales

Intensidad.

Numeral
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3.5. Procedimientos y Técnicas:

La biopsia de hueso es obtenida por el médico encargado, después de este
procedimiento las muestras llegan al laboratorio de anatomia patoldgica para su

procesamiento.

Después de obtenida la biopsia de hueso se procedera a la fijacion mediante el uso

de formol al 10%.

Las muestras seran tratadas por duplicado usando el método estandar y el método
usando el vinagre. Todas las laminas seran fotografiadas a una magnificacién de 10X
y de 40x, dichas fotografias seran analizadas mediante el software MCID, que nos
permitira comparar cada lamina con respecto a los parametros de densidad Optica y

morfologia lo cual nos permitira saber si existen diferencias entre los métodos.

MCID es un software para el analisis completo de imagenes que puede ser
optimizado para uso en diferentes casos, el cual puede aceptar fotografias en
diferentes formatos provenientes de camaras, scaners, densitometros y diferentes
aparatos. El software es compatible también con el formato de camaras tales como
CoolSNAP or Qimaging, este software nos permitira analizar la fotografias de las

laminas y poder analizarlas de acuerdo a los valores obtenidos en el software. (14)

Para la evaluacion de las biopsias de hueso que seran descalcificadas con vinagre y
luego tefiidas se usara el Instrumento de evaluacién de uso comun en el laboratorio
de anatomia patoldgica el cual estd destinado a indagar la correcta coloracion y
estructura de los organelos de la célula para lo cual se usan criterios ya pre
establecidos en histomorfologia (Color del nucleo, Color del citoplasma, Detalles del
nacleo, Detalles del citoplasma y Coloracion de las fibras colagenas) que se

encuentran en la Tabla 1.
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Tabla 1: Criterio histomorfologico

Escala (cada criterio ser&
Criterio evaluado sobre una escala de (1

al 4)

Coloracién del nucleo

Coloracion del citoplasma e Calificacion pobre: escala 1.
Coloracion de los detalles del e Calificacion satisfactoria: escala 2
nucleo

e Calificacion buena: escala 3.

Coloracion de los detalles del L
e Calificacion excelente: escala 4

citoplasma

Coloracion de las fibras colagenas

Dos expertos seran los encargados de evaluar cada lamina, todas las laminas
seran por duplicado, una lamina que contendra muestra de hueso que sera
descalcificada por el método gold estandar y una lamina que contendra
muestra de hueso que sera descalcificada con vinagre. La evaluaciéon sera
llevada a cabo en ciego para los patdlogos evaluadores, la calificacion obtenida
por cada patélogo se promediara y se obtendra un valor que se incluira dentro

de la siguiente escala.

e Calificacion pobre: escala 1.

e Calificacion satisfactoria: escala 2

e Calificacién buena: escala 3.
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e Calificacién excelente: escala 4

Pobre Satisfactoria Buena Excelente

DESCALCIFICACION CON ACIDO NITRICO 5% Y VINAGRE

Las muestras se fijan en Formol al 10%, posteriormente se someten a un proceso de
descalcificacion con solucién de &cido nitrico al 5% y vinagre, después se realiza el
procesamiento histologico de rutina y coloracion con la técnica de hematoxilina —
eosina.

Tanto las muestras que seran descalcificadas con acido nitrico y vinagre desde su
recepcion en el laboratorio de histopatologia se dejan fijando hasta el dia siguiente a
primera hora de mi jornada laboral (7am). Después se sustituye el fijador por el liquido
descalcificante.

ACIDO NITRICO 5 %
Fijacion con formol: 15 -20 hrs en promedio
Descalcificacion: 6 hrs

Luego se coloca el fragmento descalcificado en el procesador de tejido Leica TP1020
en su programacion de rutina normal de 1 pm a 7 am del dia siguiente (18 hrs)

Como paso siguiente se continua con el proceso de inclusion en parafina formando
los bloques o tacos de parafina para su posterior microtomia o corte y coloracion
usando la técnica de hematoxilina — eosina.

VINAGRE
Fijacion con formol: 15 -20 hrs en promedio
Descalcificacion: 24 hrs (desde 7am hasta 7am del dia siguiente)

Luego se coloca el fragmento descalcificado en el procesador de tejido Leica TP1020
para su posterior programacion de rutina normal de 1 pm a 7 am del dia siguiente (18
hrs)

Como paso siguiente se continua con el proceso de inclusion en parafina formando
los blogues o tacos de parafina para su posterior microtomia o corte y coloracion
usando la técnica de hematoxilina — eosina.
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NOTA: con la finalidad de reducir tiempos se puede optar por un programa mas corto
en el procesador de tejidos (6 hrs), pero eso dependerd de la decisién del
histotecnélogo y la urgencia para el resultado de la biopsia.

3.6. Plan de Andlisis de Datos:

Los datos obtenidos seran analizados mediante el programa estadistico SPSS
version 21.0. Se determinaran medidas de tendencia central. Se emplearan
tablas de frecuencia y de contingencia. Se determinara la asociacion entre
variables a través de la prueba chi cuadrado para las variables cualitativas y la
prueba t de student, analisis de varianza (ANOVA) y analisis de covarianza para
las variables cuantitativas, considerando estadisticamente significativo los

valores de p<0,05.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. Descripcién de resultado

WINAGRE

15
1
15
1T
15
15
15
15
15
17
17
16
13
17
15
1
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1
13
13
17
16
17
17
15
1
13
13
15
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15
1
15
1
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15
16
17
13

Patologo 2

ACIDO NTRICO
HE XS X | X5 [TOTAL X [ X2 | X5 | x4 [ X5 [TOTAL

WINAGRE
A2 HIF | x4 | X5 | TOT AR X1
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ACIDO MTRICO
CODIGD | X1 | %2 [ X3 | x4 | x5 [TOTA) X1
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4
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3
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3
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4
4
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4
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3
3
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4
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5302

1236
435

1302
4435

4508

57713
4537
6355

4138
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122
1670
3335

33T
5270
4655

4555
S3EE
S200

1661
4552

5305
F302

SATE
4515

4214

5353

5133
435G

S266

1352
14352
S026

5125

6012
1236

1033
2553

335

1

2
3
4
5
&
T
[
3
0

11
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16
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26
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2

23
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G4

35
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35
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40
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ACIDO NITRICO

TABLA 2. Andlisis Descriptivos (acido nitrico)

Summary of Acido nitrico
Patologo Mean Std. Dev. Freq.
17.9 1.0813097 40
18.175 .98416957 40
Total 18.0375 1.0365931 80

En los Patélogos que han procesado la técnica con acido nitrico se observa que el
Patologo 1 presenta una media de 17.9 y el Patdlogo 2 es 18.175, no son lo

suficiente para sefialar diferencias significativas

TABLA 3. Prueba de Normalidad Shapiro Wilk (acido nitrico)

swilk Acidonit if Patologo==

Shapiro-Wilk W test for normal data
Variable ‘ Obs W \ z Prob>z
Acidonit ‘ 40 0.97124 1.137 .270 0.39370
swilk Acidonit if Patologo==
Shapiro-Wilk W test for normal data
Variable ‘ Obs W Y zZ Prob>z
Acidonit ‘ 40 0.95073 1.947 .403 0.08037

Se ha utilizado la prueba de normalidad de Shapiro Wilk para contrastar el supuesto

de normalidad. En este caso podemos apreciar que las distribuciones de ambos

pat6logos son normales, cumpliendo con el supuesto
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TABLA 4. Prueba de homogeneidad de Varianzay ANOVA (acido nitrico)

Analysis of Variance

Source Ss df MS F
Between groups 1.5125 1 1.5125 1.
Within groups 83.375 78 1.06891026

Total 84.8875 79 1.07452532
Bartlett's test for equal variances: chi2 (1) = 0.3407

Se debe cumplir con el supuesto de normalidad y de homogeneidad de varianza,
segun el estadistico de Bartletts se obtiene un p =0.559, cumpliendo que las

varianzas son homogéneas.

Ho: u patdlogo 1 = u patologo 2
H1: p patdélogo 1 #u patélogo 2

Se realizé la prueba de ANOVA, considerando el ensayo como cuantitativo, en
funcidn a los valores obtenido de acido nitrico por la técnica. Se obtiene un p
=0.2378 se rechaza la hipotesis nula, concluyendo que la cantidad de acido nitrico
en la prueba por cada patélogo no son estadisticamente iguales entre si.

VINAGRE

TABLA 5. Andlisis Descriptivos (vinagre)

Summary of Vinagre
Patologos Mean Std. Dev. Freq.
17.075 1.1632735 40
2 17.75 1.0063898 40
Total 17.4125 1.1328663 80

En los Patélogos que han procesado la técnica con vinagre se observa que el

Patologo 1 presenta una media de 17.075 y el Patdlogo 2 es 17.75, se observa que

casi no muestran diferencias significativas
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TABLA 6. Prueba de Normalidad Shapiro Wilk (vinagre)
swilk Vinagre 1f Patologos==
Shapiro-Wilk W test for normal data

Variable ‘ Obs W \Y z Prob>z

Vinagre ‘ 40 0.99608 0.155 -3.926 0.99996
swilk Vinagre if Patologos==
Shapiro-Wilk W test for normal data

Variable ‘ Obs W v z Prob>z

Vinagre ‘ 40 0.89959 3.969 2.901 0.00186

Se ha utilizado la prueba de normalidad de Shapiro Wilk para contrastar el supuesto
de normalidad. En este caso podemos apreciar que el patélogo 1 cuenta con una
distribucion normal, pero el patélogo 2 no cuenta con una distribucion normal.

La prueba de ANOVA es una prueba robusta frente a la violacion de supuestos:
Esta afecta en forma minima por la violacion de supuesto de normalidad poblacional
y homogeneidad de varianza, siempre y cuando las muestras sean del mismo
tamano

TABLA 7. Prueba de homogeneidad de Varianzay ANOVA (vinagre)

Analysis of Variance

Source SS df MS F Prob > F
Between groups 9.1125 1 9.1125 7.70 0.0069
Within groups 92.275 78 1.18301282

Total 101.3875 79 1.28338608
Bartlett's test for equal variances: chi2 (1) = 0.8053...Proh>chi?2 =_0 370

Segun el estadistico de Bartletts se obtiene un p =0.370, cumpliendo que las
varianzas son homogéneas.

Ho: u patélogo 1 = u patdlogo 2

H1: p patdlogo 1 #u patélogo 2

Se realiz6 la prueba de ANOVA, considerando el ensayo como cuantitativo, en
funcién a los valores obtenido de Vinagre por la técnica. Se obtiene un p =0.0069 no
se rechaza la hipétesis nula, concluyendo que la cantidad de vinagre en la técnica
por cada patélogo son estadisticamente iguales entre si iguales
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AMBAS TECNICAS

TABLA 8. Andlisis Descriptivos (acido nitrico y vinagre)

Summary of Datos
Tecnica Mean Std. Dev. Freq.
Acido nit 18.0375 1.0365931 80
Vinagre 17.4125 1.1328663 80
Total 17.725 1.1268591 160

En las dos técnicas se observa que el acido nitrico presenta una media de 18.0375
y el vinagre 2 es 17.4125, no son lo suficiente para sefialar diferencias significativas

TABLA 9. Prueba de Normalidad Shapiro Wilk (4cido nitrico y vinagre)

swilk Datos if Tecnica==
Shapiro-Wilk W test for normal data

Variable ‘ Obs W v z Prob>z

Datos ‘ 80 0.97978 1.388 0.718 0.23647
swilk Datos 1f Tecnica==
Shapiro-Wilk W test for normal data

Variable ‘ Obs W \Y z Prob>z

Datos ‘ 80 0.98669 0.914 -0.198 0.57854

Se ha utilizado la prueba de normalidad de Shapiro Wilk para contrastar el supuesto
de normalidad. En este caso podemos apreciar que las distribuciones de ambas
técnicas son normales, cumpliendo con el supuesto.

TABLA 10. Prueba de homogeneidad de Varianzay ANOVA (acido
nitrico y vinagre)

Analysis of Variance

Source SS df MS F Prob > F
Between groups 15.625 1 15.625 13.25 0.0004
Within groups 186.275 158 1.1789557

Total 201.9 159 1.26981132
Bartlett's test for equal variances: chi2 (1) = 0.6184 _Prob>chi?2 = _0_432
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Se debe cumplir con el supuesto de normalidad y de homogeneidad de varianza,
segun el estadistico de Bartletts se obtiene un p =0.559, cumpliendo que las
varianzas son homogéneas.

Ho: p &cido nitrico = p vinagre
H1: y acido nitrico #y vinagre

Se realizo la prueba de ANOVA, considerando el ensayo como cuantitativo, en
funcion a los valores obtenido por las técnicas. Se obtiene un p =0.0004 no se
rechaza la hipétesis nula, concluyendo que la media de ambas técnica son
estadisticamente iguales entre si iguales
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CONCLUSIONES

Se concluye que todos los parametros estudiados no presentan diferencias
significativas entre el analisis dentro de cada grupo y el analisis entre grupos, por lo
cual podemos afirmar que ambas técnicas son igualmente eficientes para ser
usadas dentro del laboratorio de patologia.

Se concluye que no existen diferencias entre la tincion del citoplasma entre ambas
técnicas.

Se concluye que no existe diferencias entre la tincién del nlcleo entre ambas
técnicas.
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RECOMENDACIONES

Se deberia planear un experimento con un mayor nimero de muestras y con un
mayor numero de patélogos evaluadores lo cual nos permitiria validar la técnica que
hemos probado en este experimento.

La validacion de la técnica podria llevarnos a poder usar esta técnica en el
laboratorio.

Se recomienda trabajar con acido acético en concentraciones diferentes y evaluar
los tiempos que seran necesarios

Se recomienda evaluar la eficiencia del vinagre en piezas quirtrgicas de mayor
tamafo y en las diferentes patologias.
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ANEXOS

Lamina N°2: Acido nitrico (40 X)
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Lamina N°3: Acido nitrico (40X)

Lamina N°4: Acido nitrico (40X)
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VINAGRE (40X)

Lamina N°5: Vinagre (40X)

Lamina N°6: Vinagre (40X)
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Lamina N°8: Vinagre (40X)
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