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RESUMEN

Introduccién: La Beta Vulgaris es uno de los colorantes de origen natural que posee
propiedades tintoreas para tefiir tejidos histoldgicos siendo de gran utilidad en el diagnostico
histopatoldgico en una de las patologias con mas incidencia en las mujeres de nuestro pais, la
preparacion y obtencion del colorante est libre de sustancias toxicas. Objetivo: Determinar
la utilidad de la Beta Vulgaris como colorante natural de tincion nuclear para el diagnostico
histopatoldgico de cancer de mama. Material y método: El estudio es de tipo aplicada con
un disefio cuasi experimental y de enfoque cuantitativo, se tuvo como poblacion de estudio
a muestras de tejidos histolégicos embebidos en parafina procedentes del area de anatomia
patolégica de la Clinica V&M Imagen S.A.C en el 2023.Para los datos recolectados se
empleo una ficha que permitié evaluar la calidad de tincién nuclear de los tejidos los cuales
fueron analizados empleando el programa Excel y el programa estadistico SPSS
.Resultados: El colorante resulto ser adecuado en un 78,3 % en la tincion de la membrana
nuclear, es adecuado en un 100% en la tincion de la cromatina y es también adecuado en un
73% en criterios de malignidad, mostrando asi efectividad en el estudio ;en cuanto a los
criterios de evaluacion en el diagndstico histopatologico de cancer de mama , esta tincion
permitié apreciar en un 58,3% el pleomorfismo nuclear en una moderada variacion de grado
2,en un 65% la formacion de tabulos en grado 2 y en un 71,7% la actividad mitotica en grado
2. Conclusiones: La Beta vulgaris como colorante natural de tincion nuclear para evaluar el
diagnostico histopatologico de cancer de mama resulto ser util en el presente estudio,
mostrando efectividad en la tincién de la membrana nuclear, en la cromatina y en los criterios
de malignidad, alcanzando puntuaciones aceptables y relevantes para el diagnostico
histopatolégico de cancer de mama.

Palabras claves: Beta Vulgaris, tincion nuclear, diagnostico histopatoldgico.
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ABSTRACT

Introduction: Beta Vulgaris is one of the dyes of natural origin that has dyeing
properties to stain histological tissues, being very useful in the histopathological
diagnosis of one of the pathologies with the highest incidence in women in our
country, the preparation and obtaining of the dye is free of toxic substances
Objective: To determine the utility of Beta Vulgaris as a natural dye for nuclear
staining for the histopathological diagnosis of breast cancer. Material and method:
The study is of an applied type with a quasi-experimental design and a quantitative
approach, the study population was samples of histological tissues embedded in
paraffin from the pathological anatomy area of the V&M Imagen S.A.C Clinic in
2023. For the data collected A form was used to evaluate the quality of nuclear
staining of the tissues, which were analyzed using the Excel program and the SPSS
statistical program. Results: This dye turned out to be 78.3% suitable for staining the
nuclear membrane, it is 100% suitable for staining chromatin and it is also 73%
suitable for malignancy criteria, thus showing effectiveness in the study; regarding
the evaluation criteria in the histopathological diagnosis of breast cancer, this staining
allowed us to appreciate nuclear pleomorphism in 58.3% in a moderate variation of
grade 2, in 65% the formation of tubules in grade 2 and 71.7% the mitotic activity in
grade 2. Conclusions: Beta vulgaris as a natural nuclear staining dye to evaluate the
histopathological diagnosis of breast cancer turned out to be useful in the present
study, showing effectiveness in the staining of the nuclear membrane, in the
chromatin and in the criteria of malignancy, achieving acceptable scores and relevant

for the histopathological diagnosis of breast cancer.

Keywords: Beta Vulgaris, nuclear staining, histopathological diagnosis.
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INTRODUCCION

Elempleo de colorantes histoldgicos naturales en las tinciones empleadas en el servicio
de Anatomia Patologica son una nueva alternativa de colorante por su accesibilidad y
amplia disponibilidad en la naturaleza, estos no son toxicos y no generan
contaminacion ambiental. Una de las tinciones méas empleadas e importantes para
emitir un diagndstico en el area de patologia quirdrgica, tal como el autor Ortiz indica:
“no existe una sola técnica en el vasto arsenal médico que provea tanta informacion
tan rapidamente y con tan poco costo como la técnica de hematoxilina y eosina” (2).
En el servicio de Anatomia patoldgica de nuestro pais se utiliza el 6xido de mercurio
en el proceso de oxidacion de la hematoxilina; este compuesto es toxico, la OMS
(2017) sefiala: “la exposicion o el hecho de inhalar los vapores de mercurio puede
causar graves problemas de salud” para quien lo manipula.

Santos (2017). “El 6xido mercurico era siempre recomendado como oxidante, sin
embargo, debido a que es muy toxico, se recomienda eludir siempre que sea posible”.
En relacién con ello ,observamos que los pigmentos extraidos de la beta vulgaris, por
sus propiedades tintoreas betalainicas resultan ser similares a la hematoxilina, por ello
se puede usar como colorante natural y se obtiene del extracto de la beta vulgaris
,siendo de gran utilidad para tefiir tejidos histologicos de biopsias de mama ,ya que el
cancer de mama es una de las patologias muy comunes en el sector femenino en todo
el mundo, y es el segundo cancer mas recurrente en las mujeres peruanas (10).

El objetivo del presente trabajo es determinar la utilidad de la beta vulgaris como
colorante natural de tincion nuclear para el diagndstico histopatoldgico de cancer de
mama. Lo importante del uso de este colorante es que es accesible, econémico y esta
libre de sustancias toxicas lo cual lo hace ideal en su manipulacién para los

trabajadores del area de Anatomia Patologica.
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CAPITULO I: EL PROBLEMA

1.1 Planteamiento del problema

La Histopatologia es la rama de la Patologia que se ocupa del diagndstico de
enfermedades a través del estudio de los tejidos humanos. Para dicho estudio, los
anatomopatdlogos y los Histotecn6logos en su amplia experiencia han usado distintas
tinciones especiales para permitir el diagnéstico de neoplasias u otras lesiones
causadas por diferentes agentes (1).

Dentro de las técnicas de tincién mas empleadas esta la Hematoxilina - Eosina. Esta
técnica es una de las mas importantes para emitir un diagnostico en el area de patologia
quirdrgica, tal como el autor Ortiz indica: “no existe una sola técnica en el vasto arsenal
médico que provea tanta informacion tan rapidamente y con tan poco costo como la
técnica de hematoxilina y eosina” (2).

La Hematoxilina es un colorante natural, obtenida de la planta leguminosa
Haematoxylum campechianum, originaria de México, en su proceso de oxidacion
alcanza un color de tonalidad rojo parpura, que al combinarse con iones metalicos ya
sean de aluminio o de hierro (Alumbre de K, Oxido rojo de mercurio) , potencia su
capacidad colorante (3). Cabe sefialar que el empleo del 6xido rojo de mercurio en
la preparacion de este colorante es tdxico, ya que la OMS manifiesta que inhalar los
vapores de mercurio pueden ser perjudiciales para quien lo manipula con
consecuencias a veces fatales (4) .

En nuestro continente se han aplicado el uso de colorantes naturales como una nueva
alternativa en las tinciones histologicas, la mayoria de trabajos de investigacion fueron
realizados mayormente en Ameérica del sur. Uno de estos estudios fue realizado en

Brasil ,en la Universidad do Vale do Sapucai (UNIVAS) en el afio 2019 ,donde se
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utilizaron los frutos de la mora negra y las semillas de urucum para la sustitucion de
los colorantes hematoxilina y eosina , se logré comprobar que ambos colorantes de
mora negra y urucum pueden usarse como sustitutos a la técnica convencional, siendo
este un aporte muy interesante como alternativa de tincion en la histotecnologia (5) .
En este pais, también se aplico una innovacion al uso de colorantes naturales, en esta
técnica se usd la bixina, un pigmento que se encuentra en la planta Bixa Orellana
(achiote) fue disuelto en alcohol etilico a 96°C. El uso de esta solucién alcohdlica a
base de achiote mostro excelente fijacion en los tejidos, permitiendo la visualizacién
de estructuras celulares (6).

Por otra parte, en México ,en el afio 2019 se realiz6 un trabajo que buscaba sustituir
algunos colorantes sintéticos por naturales ,por ello usaron el “fosfato de Gadolinio
dopado con Europio (GdPO4:Eu3+)” , este compuesto biocompatible es capaz de
generar fluorescencia, que en unién con el extracto de cochinilla que contiene acido
carminico ,lograron obtener mejores resultados para identificar las estructuras
celulares; también se observo que este colorante natural no genera residuos que puedan
contaminar al medio ambiente (7).

En Perd, en un estudio realizado por Uriol Bustamante, obtuvo que el maiz morado
cuenta con propiedades tintreas muy similares a la hematoxilina, este colorante
permitid tefiir los nucleos de las células obtenidas por cortes histologicos (8) .Otro
estudio ejecutado en el nosocomio Alberto Sabogal Sologuren en el 2014, se utilizé
una planta herbéacea de nombre kumpia, del cual se logré obtener un colorante 100 %
puro y natural, como una alternativa en la tincion nuclear tisular (9).

En nuestro pais el cancer de mama es uno de los diagndsticos de mayor frecuencia por
su alta prevalencia ,es una de las patologias muy comunes en el sector femenino en

todo el mundo, y es el segundo cancer mas recurrente en las mujeres
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peruanas, siendo asi uno de los problemas de salud publica importantes en el Perl
(10),y para su diagnostico se aplica el uso de la coloracion primaria conocido también
como tincién hematoxilina y eosina .

Por esta razon, se presenta a la Beta VVulgaris como una alternativa de colorante natural
de tincidon nuclear que se efectuara en las biopsias de mamas para realizar el
diagndstico histopatoldgico, ya que posee betalainas, pigmento que le brinda el color
violaceo y que ademas permite darle una variedad de usos en el sector farmacéutico,
alimentario, cosmético y en areas de la salud (11). Ademas, este colorante al ser natural,
no es tdxico, es econdmico y no es contaminante para el medio ambiente.

1.2 Formulacion del problema
1.2.1 Problema general

e (Cudl es la utilidad de la Beta Vulgaris como colorante natural de tincién
nuclear para el diagnostico histopatologico de cancer de mama en la Clinica
V&M Imagen Medica S.A.C Lima-Pert, 2023?

1.2.2 Problemas especificos

e Cudl es la efectividad de la Beta Vulgaris como colorante natural para
evaluar la membrana nuclear para el diagndstico histopatologico de cancer de
mama en la Clinica V&M Imagen Medica S.A.C Lima-Per(,2023?

e ;Cual es la efectividad de la Beta Vulgaris como colorante natural para
evaluar la cromatina nuclear para el diagndstico histopatoldgico de cancer de
mama en la Clinica V&M Imagen Medica S.A.C Lima-Peru, 2023?

e ;Loscriterios de malignidad nuclear seran significativamente adecuados con
la coloracion natural que brinda la Beta Vulgaris para el diagnéstico
histopatologico decancer de mama en la Clinica V&M Imagen Medica S.A.C

Lima-Per0,2023?

pag. 13



1.3 Objetivos de la investigacion
1.3.1 Objetivo general
e Determinar la utilidad de la Beta VVulgaris como colorante natural de tincion
nuclear para el diagnostico histopatologico de cancer de mama.
1.3.2 Objetivos especificos
e Determinar la efectividad de la Beta Vulgaris como colorante natural para evaluar
la membrana nuclear en el diagnostico histopatolégico de cancer de mama.
e Determinar la efectividad de la Beta Vulgaris como colorante natural para
evaluar la cromatina nuclear en el diagnostico histopatolégico de cancer de mama.
e Evaluar los criterios de malignidad nuclear que brinda la Beta VVulgaris como

colorante natural en el diagnéstico histopatolégico de cancer de mama.

1.4 Justificacion de la investigacion

1.4.1 Teorica
La investigacion se desarrolla con la finalidad de dar a conocer a la Beta Vulgaris como
una nueva alternativa de colorante natural ya que posee como principio activo
colorante a las betalainas, los cuales son pigmentos naturales que le brindan el color
caracteristico ,estos tienen actividad antioxidante, sus pigmentos son solubles en agua
y al usarse con la aplicacion de diferentes métodos permitiran obtener una mayor
estabilidad de sus compuestos para asi lograr la capacidad colorante en tejidos
humanos, asegurando también que su manipulacién sea no toxico ni cancerigeno para

los trabajadores del servicio de Patologia Quirdrgica .

1.4.2 Metodologica
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Esta investigacion es de tipo aplicada ya que aplica métodos deductivos que permiten
qgue la investigacion sea factible, también pone en practica los conocimientos
cientificos de areas especializadas en el tema para poder solucionar inconvenientes
practicos, ademas este tipo de estudio esta relacionado con la investigacion basica; con
la aplicacion de todo ello nos permitira obtener un nuevo colorante natural histolégico
que sea de gran utilidad en el diagnostico histopatologico de mama.
1.4.3 Practica

En la actualidad, las instituciones de Anatomia Patoldgica dirigidos en la investigacidn
de neoplasias malignas, hacen uso de colorantes artificiales con el objetivo de brindar
un diagndstico. Pero la aplicacion y manipulacién de estos colorantes artificiales
generan ciertos peligros para el Histotecnélogo. De acuerdo a estudios realizados, se
encontrd que el exponerse a la hematoxilina, en relacion a su preparacion es dafino
para el especialista, ya que contiene acido acetico glacial, sales metalicas, etanol
absoluto y oxidantes artificiales como el 6xido de mercurio, que generan un grado de
toxicidad de acuerdo con el tiempo de exposicion continuo del Histotecndlogo.

Por ello, se debe buscar formas de reducir y erradicar los riesgos de toxicidad,
utilizando productos naturales, que estos sean econémicos, no toxicos y accesibles en

los laboratorios de Anatomia Patoldgica.

1.5 Delimitaciones de la investigacion

Temporal

e La investigacion sera desarrollada en el transcurso del 2023, periodo en el que se

ejecutard el estudio cuasi experimental.
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Espacial
e La investigacion se realizara en la ciudad de Lima, en la Clinica V&M Imagen

Medica 2023

Recursos
e Se recopilara muestras histologicas de tejidos de mama embebidos en parafina con
diagnostico histopatoldgico del archivo de muestras procesadas en la Clinica V&M
Imagen Medica 2023.

e Ambiente del laboratorio de anatomia patol6gica de la clinica en mencion.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes de la investigacion

Antecedentes nacionales

Dentro de los antecedentes nacionales tenemos a Uriol, (2004) en su investigacion “Aplicacion
del colorante del maiz morado en la tincién nuclear de células presentes en un corte
histologico” tuvo como objetivo aplicar el colorante del maiz morado parala tincion nuclear de
células histologicas. Métodos y materiales: Se llevd a cabo un anélisis experimental y
comparativo usando biopsias del nosocomio “Maria Auxiliadora” y “Dos de Mayo”; se
utilizaron 100 tejidos constituidos por: piel, apéndice, ganglio, estbmago y prostata. La
coloracion se separ6 en dos sectores de laminas, la primera parte se proceso con la tincién
“hematoxilina-eosina”, mientras que la segunda parte de laminas se procesaron con la tincion
maiz morado y eosina. Resultado: La puntuacion que obtuvo el sector de laminas coloreadas
con “maiz morado-eosina” fue superior a 8, indicando una 6ptima calidad en tincion. Por otro
lado, los sectores de laminas tefiidas con maiz morado resultan ser eficientes para tefiir el
nucleo ya que no presenta variacion significativa con la tincion de hematoxilina. Al comparar
ambas coloraciones, la tincién maiz morado y eosina obtuvo un puntaje de 8.42 y la tincién
hematoxilina-eosina un puntaje de 9.98, logrando la coloracion del maiz morado un puntaje
final de un 76% bueno, 21% regular y 3% malo. Conclusion:Se concluye que la coloracion
con el maiz morado es de buena calidad ya que obtuvo un puntaje final de 8.42 puntos, con un
intervalo de confianza del 95% ; por lo tanto este colorante resulta ser bueno y eficaz para las
tinciones histolégicas (8).

El siguiente autor Santa Cruz, (2014) en su investigacion sustento “Validacion del extracto
del exocarpo de Renealmia alpinia (kumpia) como colorante nuclear tisular’cuyo objetivo

fue “validar el colorante (kumpia) como colorante nuclear tisular”.
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Métodos y materiales: Se analizd de forma experimental usando biopsias del &rea de patologia
quirtrgica del nosocomio “Alberto Sabogal Sologuren”, se utilizaron 102 tejidos constituidos
por: ganglios, intestino e higado. Se obtuvo 34 I&minas coloreadas para cada tejido, 51 se
procedio a colorear con “kumpia-cosina” y los 51 restantes con“hematoxilina- eosina”, el cual
fue utilizado como “Gold Standard”. Resultados: En relacion a la coloracion nuclear con
“kumpia-eosina”, se logré un puntaje de 94.12 % bueno y 5.88 % regular, y con la
“hematoxilina-eosina” un puntaje de 100 % bueno, y en relacion para diferenciar entre el
nucleo y citoplasma, se logré un 100 % bueno para las dos coloraciones. Conclusiones: Se llego
a concluir que la kumpia resulta ser efectivo para colorear los nlcleos de tejidos humanos
9).

Otro estudio realizado por Apaza, (2016) tesis titulado “Comparacion del colorante de maiz
morado con la tincion de Hematoxilina de Harris, para nucleos en cortes histologicos de piezas
anatdmicas en el servicio de anatomia patoldgica del Hospital Honorio Delgado Espinoza,
Arequipa”. La investigacion tuvo como objetivo: “Comparar la coloracion de Maiz Morado
(Antocianina) y Hematoxilina de Harris, para la tincion nuclear en cortes histologicos de
piezas anatomicas en el area de Anatomia Patologica”. Métodos y materiales: Se aplicd un
estudio comparativo, transversal y de tipo experimental. Se utilizaron 100 tejidos constituidos
por: piel, apéndice, estdmago y prostata de pacientes de un nosocomio de Arequipa. Se realizo
cortes de los tejidos, de los cuales se selecciond 2 laminas de cada tejido, armandose asi dos
sectores comprendidos por 100 laminas. Se continuo con la tincién de ambos sectores de
ld&minas, el primer sector de I&minas se coloreo con “hematoxilina-eosina’y el segundo sector
se coloreo con “maiz morado- eosina”. Resultados: La tincion “maiz morado- eosina” obtuvo
la calificacion de 7.08 y la “hematoxilina- eosina” obtuvo 7.99, cabe sefialar que el puntaje

méaximo es de 8.
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Conclusiones: El colorante de “Maiz morado” posee antocianinas, el cual permite un amplio
uso para tefiir e identificar los nucleos de los tejidos , brindando resultados similares a la
“tincion Hematoxilina de Harris”, por ello se debe considerar como una alternativa méas de
tincion histoldgica nuclear ,por su facil obtencién y accesibilidad (12).

Manosalva ,(2017) en su tesis titulado “Uso del Colorante Natural Acido Carminico al10%
obtenido de Dactylopius coccus (Cochinilla), en reemplazo de la Hematoxilina en la Técnica
de Coloracion Hematoxilina-Eosina, en tejidos de rifion de ovinos, Cajamarca” tuvo como
objetivo : “Determinar la afinidad del colorante natural AcidoCarminico al 10% obtenido de
la Cochinilla , en reemplazo de la Hematoxilina en la Técnica de Coloracion Hematoxilina-
Eosina, en tejidos de rifion de ovinos en Cajamarca”. Materiales y métodos: Se utilizaron los
rifiones de ovejas sacrificadas enun matadero de la municipalidad de la region de Cajamarca.
En el Laboratorio de la Universidad Nacional de Cajamarca se realizo la inclusion en parafina,
y en los laboratorios de Histologia SENASA-Lima se llevaron a cabo la coloracion y el
montaje de las muestras, cuyos resultados fueron analizados mediante analisis de estadistica
descriptiva. Resultados: EI uso del acido carminico en el porcentaje de 10%, usado para
reemplazar a la “hematoxilina”, brinda buena afinidad de los tejidos de rifion de ovino
actuando como colorante basico, permite la identificacion de las estructuras parenquimatosas,
los tejidos de los vasos sanguineos se observan de buen contraste, y los detalles histolégicos
con buena claridad. Conclusiones: Se concluy6 que el empleo del &cido carminico en el
porcentaje de 10% usado para reemplazar ala “hematoxilina”, en la técnica de tincion
“hematoxilina-eosina”, permite la identificacion del tejido estromal ,vasos sanguineos vy

estructuras parenquimatosas
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también ofrece una dptima similitud en los tejidos de rifién de ovejas mostrando una alta
claridad (13).

Sanchez, (2021) en su investigacion “Utilidad del colorante de maiz morado para el método
de coloracion de Papanicolaou en frotices cérvico-vaginales” tuvo como objetivo: “Determinar
la utilidad del colorante de maiz morado como colorante nuclear en el método de coloracion de
Papanicolaou en frotis cervical”. Métodos y materiales:Se llevo a cabo un andlisis de forma
descriptiva, con disefio comparativo, y con un enfoque cuantitativo. Se utilizaron 100 Iaminas
de frotices cérvico vaginal que se hicieron por duplicado, estas muestras fueron provenientes
de la Diris Lima Sur. Para poder realizar la comparacion de la tincién “Hematoxilina de Harris”
con la tincion de“Maiz morado” se hizo uso del instrumento de evaluacion que fue validado
por mediodel juicio de expertos. Resultados: En relacion a la tincion del ntcleo con “maiz
morado” se obtuvo un porcentaje de 68.25 %, frente a la “Hematoxilina de Harris” con un 97,50
%, en la tincion del citoplasma, en el caso del “maiz morado” fue 83,50 %, frente a la
“Hematoxilina de Harris” con un 98 %, en latincion de cromatina con “maiz morado” fue 66.50
%, y con la “Hematoxilina de Harris” con un 97 %, y para la tincién del frotis con “maiz
morado” fue 88,75 %, frente a “Hematoxilina de Harris” con un 99 %. Conclusiones: Se llegd
a concluir que la “Hematoxilina de Harris” obtiene un 98 % en su calidad de ser colorante
patron, y el colorante “maiz morado” alcanza el 76.75 %, demostrando ser una nueva
alternativa para colorear los nucleos de las células obtenidas por medio de un frotis cérvico

vaginal (14).
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Antecedentes internacionales

Dentro de los antecedentes internacionales tenemos a Batista, et al., (2019) en su investigacion
titulado “Extractos de mora negra y urucum para sustitucion de los colorantes (HE) en la
técnica histologica de rutina” tuvieron como objetivo: “Evaluar la aplicabilidad de la
coloracion por los extractos de mora negra y urucum en reemplazo de los colorantes (HE) en
la técnica histologica rutinaria”. Métodos y materiales: Se utilizaron la mora negra (frutos) y
el urucum (semillas) para preparar los colorantes de tejidos. La efectividad de estos productos
mencionados fue ensayadaen diferentes cortes histologicos de piel, encéfalo y corazon en
ratones de laboratorio, para luego ser tefiidos con la coloracion de mora, y después por la
tincion de urucum. Luego se realizé una evaluacion microscopica de las lAminas en una escala
de 0 a 3 enrelacion a la efectividad de la coloracion. Los datos fueron analizados
estadisticamente. Resultados: En relacion al citoplasma presentd una tincién amarillenta con
el colorante de urucum y los elementos del nucleo presentaron coloracion azul por los
colorantes de mora, con ello fue factible apreciar un patrén distinto de coloracion. De acuerdo
a la valoracion en la potencia de tincidn, se pudo comprobar que la mezcla entre hematoxilina
y urucum genero unos resultados semejantes a la tincién (HE). Conclusion: Se comprobdé que
ambos colorantes de moranegra y urucum pueden usarse como sustitutos a la técnica
convencional, siendo esteun aporte muy interesante como alternativa de tincién en la
histotecnologia (5).

Eslava, et al, (2019) realizaron una investigacion titulada “Colorante luminiscente
superpurificado a base de fosfato de gadolinio dopado con europio en &cido carminico para
tincion histologica” tuvieron como objetivo: “La preparacion y evaluacion de uncolorante
fluorescente a partir de la dispersién de fosfato de Gadolinio dopado con Europio
(GdPO4:Eu3+) en un extracto de grana cochinilla que contiene acido carminico (Ac) para

aplicarse en tincion de muestras de tejido vegetal y animal”.
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Métodos y materiales: Se utilizd un colorante preparado, este es el fosfato de Gadoliniodopado
con Europio, un nanomaterial compuesto biocompatible que posee caracteristicas de
fluorescencia, y al estar sumergido en &cido carminico, genera asi un colorante de tejidos capaz
de producir un alto contraste en las muestras, permitiendo que los andlisis de los elementos
celulares sean dptimos. Se realizaron andlisis de caracterizacion donde se muestran datos
caracteristicos del material sintetizado, donde se pudo corroborar las propiedades morfologicas
y estructurales , reportando evidencias a través de observaciones microscopicas efectuadas a
las muestras de tejido sometidos a diversas situaciones de tefiido, lo cual permitié evaluar su
capacidad tintorea, demostrando asi buena eficacia y afinidad para mantener el color por
periodos largos de tiempo, y dando a conocer que es factible usar material biodegradable para
sustituir sustratos toxicos que hoy en dia son utilizadas en el sector de lamedicina. Resultados:
Al usar el colorante de fosfato de Gadolinio dopadocon Europio (GdPO4:Eu3+) en &cido
carminico a pH 1.6” se observa una notable diferencia en la coloracién celular, mostrando
diferente tonalidad en el area nuclear, logrando asi evidenciar que el “fosfato de gadolinio
dopado con europio” desempefia una funcion importante en la insercion del color a las células,
ya que el color lo transporta por medio de las membranas y asi evidencia la estructura nuclear.
Conclusion: Se concluy6 que la capacidad de fijacion del colorante preparado frente a las
celulas de las muestras resulto ser bastante efectiva, mientras las que fueron tefiidas solo
usando acido carminico obtuvieron una coloracion de menor calidad en comparacion a las que

estan con el fosfato de Gadolinio dopado con Europio el cual obtuvo mayor capacidad tintorea

(7).
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2.2 Bases tedricas

2.2.1 Los Colorantes

Un colorante es aquella sustancia de origen natural o artificial que tiene la propiedad de
comunicar color a otros cuerpos de cualquier naturaleza ya que puesta en contacto con un
soporte adecuado puede unirse al de forma perdurable transmitiendo su color (8).Los
colorantes poseen tres elementos muy importantes en su estructura : un anilloaromatico de
benceno que lleva dos tipos de radicales, uno de ellos es el croméforo que aporta el color y el
otro es un auxocromo que facilita la union de elementos del tejido, denominandose a esta
union como cromageno (1). Lo cual se puede apreciar en el siguiente esquema:

“Molécula incolora + croméforo + auxocromo = colorante”

Los colorantes en su mayoria son sustancias que son empleados para tefiir las estructuras
celulares junto a sus componentes tisulares y sus compartimentos. Se dividen en compuestos
sintéticos o naturales, se determinan por poseer grupos atdbmicos que generan color llamados
“croméforos”, también tienen grupos que poseen afinidad quimica con los sustratos
coloreables ,que intensifican la accion de un grupo cromoforo , son llamados grupos
“aux6cromos” (15) (16). En ciertassituaciones cuando el “auxdcromo” no genera reaccion
directa con el “sustrato coloreable” se necesita de una sustancia llamada mordiente, este es un

intermediario que posee una afinidad doble, tanto para el colorante y para el sustrato (16).

Clasificacion de los colorantes

Seguln su origen

A. Colorantes naturales
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Son sustancias extraidas de origenes naturales provenientes de animales, minerales y vegetales
sin intervencion quimica. Desde hace miles de afios se vienen usando colorantes a partir de
insectos, plantas y cortezas, este uso se aplicaba en pintados faciales para guerras o en algin
ritual religioso, asi como en el sector textil (17) .Los colorantes de origen natural generalmente
se consideran como inofensivos y las consecuencias que pueden generar al utilizarlos son
menores en comparacion a los colorantes artificiales . La desventaja de estos colorantes es que
son muy complejos en toda la naturaleza (18).
B. Colorantes artificiales o sintéticos

Son colorantes elaborados por el hombre y son obtenidos por sintesis quimica (18), por lo cual
son de naturaleza organica, poseen una pureza superior que el de los colorantes naturales y

comprenden una gran variedad de moléculas (19).

Segln sus grupos auxocromo Y apetencia tisular

A. Colorantes basicos:
Se forman por el acoplamiento de un cromdgeno de baja intensidad que posee caracter
débilmente acido, con grupos auxdcromos basicos (1). Por esta razon, se los emplea en las
coloraciones de estructuras acidas, especialmente en los interiores nucleares, como ejemplo

tenemos a la hematoxilina (16).

B. Colorantes acidos:
Se forman por el acoplamiento de un cromdgeno de baja intensidad que posee caracter
débilmente basico, con grupos auxdcromos acidos. Generalmente, se emplean en la
coloraciones de estructuras basicas comprendidas en el area citoplasmatica, como ejemplo

tenemos a la eosina (16).
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C. Colorantes neutros:
Son sales que en combinacion tanto la parte acida con la parte basica generan color a las
diferentes estructuras celulares (16).

D. Colorantes indiferente o hidrofobico:
Estos tipos de colorantes no poseen un caracter salino, basico o &cido definido, utilizan la
impregnacion fisica como mecanismo para colorear los tejidos (1).

E. Colorantes metacromaticos:
Son compuestos que tienen la particularidad que, en presencia de un compuesto determinado,

el grupo cromdforo cambia de color. EI mas empleado es el azul de toluidina (20).

2.2.2 Coloraciones nucleares

Un colorante para poder tefiir el area nuclear de las células histolégicas debe cumplircon los
requisitos de brindar una tincion optima al ndcleo, tefiir el area estructural dela cromatina lo
cual permita diferenciar los granulos de acuerdo a su distribucion y tefiir de forma minima el

area citoplasmatica sin variar la coloracion de esta area (21).

2.2.2.1 La hematoxilina
Este colorante es de origen natural que se sustrae del arbol “Haematoxylum campechianum”.
Esta denominacién es proveniente de las palabras griegas, “hematos” que se refiere a la sangre

y “xylos” que hace referencia al arbol (16).

Fue dado a conocer en el siglo XV1, al ser descubierto por unos exploradores en la Peninsula
de Yucatan (22).Desde la antigliedad se hacia uso de este colorantepara el tefiido de algodon,
de tejidos y problemas intestinales . La hematoxilina se obtiene de la raiz del arbol y de los
troncos recién cortados, con la aplicacion de aguacaliente se obtiene una solucion de color
naranja a rojiza, luego se emplea éter parapoder purificarlo, se procede al secado y finalmente

haciendo uso del agua se logra recristalizar (21).
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2.2.3.2 Oxidacion de la Hematoxilina

La hematoxilina que tiene por formula “C16H1406” para ser considerado un colorantedebe

poseer algin grupo cromoforo y para ello necesita ser oxidada para convertirse en hemateina
“C16H1206” y asi cumplir su accion colorante, como se observa en la imagen 1. Este proceso
de convertirse a hemateina se puede realizar naturalmente exponiéndolo directamente al
oxigeno ambiental por unas 4 a 6 semanas o realizar la conversion de forma artificial por
medio de agentes oxidantes. Para acelerar el procedimiento de oxidacion se utiliza los
siguientes agentes oxidantes artificiales: “oxido de mercurio (0,5 g), yodato de 26 sodio (0,05
g), permanganato potasico (0,177g), dicromato potasico (0,28 g), clorato potasico (0,11 g),
yodato potasico (0,20 g)”,los cuales son proporciones para cada gramo de hematoxilina que se
vaya a usar (9) (21).El empleo de estos agentes quimicos va a generar que la molécula de un
anillo paraquinonico actué como un cromdforo, ofreciéndole asi la capacidad de colorear
tejidos (22).
Imagen 1:

“Estructura molecular de Hematoxilina y Hemateina”
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Adaptado de Nuclear staining with alum hematoxylin, (p.159), por Llewellyn, B. D. 2009
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La hematoxilina se ha utilizado histéricamente; casi todas las muestras de tejido se tratan con
hematoxilina y eosina en la actualidad, inclusive se han desarrollado muchos métodos de
hematoxilina, pero todos siguen el mismo enfoque de tefiir muestras. Ademas,el método es
rapido de ejecutar, barato y puede ser alterado en favor del Histotecndlogo (23)

2.2.3 Tincién hematoxilina - eosina

Es una tincién rutinaria y valiosa por excelencia, ya que facilita al analista una observacion
microscopica detallada de las estructuras tisulares del tejido a estudio, permitiendo asi la
deteccion de diversas patologias (24). Esta tincion se forma en relacion al uso de la hemateina,
la cual se considera como el producto de la oxidaciénde la hematoxilina (colorante basico)
junto a la combinacion con iones de aluminio, dando la formacién del hemalumbre, el cual tifie
los nucleos celulares de color azul. Aesto le continua la aplicacion de una solucion denominada
eosina (colorante acido), lacual colorea las estructuras citoplasmaéticas y los tejidos conectivos
en distintos tonosde rojo (25).

2.2.4 Beta vulgaris (betarraga)

La Beta vulgaris es un tubérculo oriundo del continente europeo, es una raiz enorme ycarnosa,
la cascara podria ser lisa o rugosa dependiendo del lapso del afio en el cual seha cultivado, la
pulpa es carnosa, es de manera oblonga, y poco aplastada, esta hortaliza podria ser de color
rojo hasta morado oscuro segun las diversas variedades (26) (27),y esto se debe que la

Beta Vulgaris contiene un importante grupo depigmentos llamado betalainas (28).
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2.2.4.1 Morfologia

La “Beta vulgaris” es una hortaliza de crecimiento bianual en nuestro pais , posee raiz
napiforme, carnosa, de una coloracién rojo oscuro a purpura ; el bulbo posee un colorrojo
oscuro algunos presentan circulos concéntricos blancos ; el tallo presenta un color rojo oscuro
a violaceo, este se encarga de la reserva de nutrientes; las hojas tienen una forma oval ,
acordonadas, de color verde claro algo carnosas y grandes ; sus flores son hermafroditas ,de

color verdoso y poco visibles (11) (29).

e Torres, (2020) indica la siguiente clasificacion taxonémica:

DIVISION NOMBRE

Reino Plantae

Clase Magnoliopsida

Orden Caryophyllales

Familia Amaranthaceae, Chenopodioideae

Genero Beta

Especie Beta vulgaris

Nombre cientifico Beta vulgaris

Nombres comunes Betarraga, betabel, remolacha de mesa, remolacha
roja

Existen tres subespecies de trascendencia de la Beta vulgaris, que son : conocidatambién
como remolacha azucarera , remolacha de mesa o remolacha forrajera (30). La betarraga se
ha utilizado con gran éxito como colorante en una variedad deproductos como: caramelos,
gelatina, helados, mermeladas, se ha usado en el sectorcosmético, en pinturas, en el arte
decorativo, y en el sector farmacéutico (11).

Ademas, la betarraga contiene una clase Unica de antioxidantes: las betalainas, los cuales son
pigmentos propios de esta hortaliza “Beta vulgaris” , este tipo de pigmentolo encontramos

también en el amaranto, en la espinaca ,en la pitahaya y en la tuna (15).
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2.2.4.2 Las Betalainas

Son pigmentos nitrogenados que se disuelven en agua, posee acido betalamico comoparte de
su estructura principal (31) , los cuales estan presentes en la Beta vulgaris y envarios frutos de
color caracteristico (32). Las betalainas comprenden un grupo aproximado de 70 pigmentos
glicosilados hidrosolubles (33). Estos se agrupan en dos tipos : el primer grupo son las
betacianinas que presentan un color rojo purpuray representan un porcentaje de 75a 95 %y
el segundo grupo son las betaxantinas, estas son de color amarillo que se encuentran en menor
porcentaje (18).

2.2.4.3 Factores que afectan la estabilidad de las betalainas

e Temperatura: Este es un factor muy importante ya que se ha evidenciado que las
betalainas mantienen su estabilidad a temperaturas bajas (4°C), temperaturas mayores
a 70°C genera la degradacion de las betalainas (39).

e pH: Son estables en soluciones que tengan un pH de (3-7), fuera de ese rango presentan
degradacion del color (39).

e Metales: los iones metalicos como el aluminio, hierro, cobre, estafio aceleran la pérdida
del color, mientras que los agentes quelantes como el &cido ascorbico reducen la
degradacion del color (39).

e Luz: la degradacion de la betalainas también se ve afectada por la presencia de luz mas
aun si son ondas de luz UV (15).

e Actividad de agua: Aumenta la estabilidad de las betalainas cuando la actividad de
agua (aw) es <0,63, y esto se logra aplicando métodos de reduccion de agua como la
liofilizacion (39).

e Actividad enzimatica: Esto ocurre cuando hay una inadecuada inactivacion de enzimas
como las peroxidasas, glucosidasas y polifenoloxidasas (39).

e Oxigeno: Estos pigmentos sufren degradacion frente a presencia de oxigeno (15).
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2.2.5 La Histotecnologia
Ciencia encargada del estudio de los principios cientificos aplicables por medio de técnicas
que comprenden en obtener diferentes muestras bioldgicas para transformarlas en preparados
histologicos (34).
Se clasifican segun el tipo de estudio:
e Vital: Esun estudio que se efectua en el tejido vivo cuando aun no han sido retirados
del organismo del que proceden (35).
e Supravital: Es un estudio que se efectda en el tejido vivo cuando ha sido retirado del
organismo del que proceden (35).
e Posvital: Es un estudio que se efectia en “tejidos muertos que han sido separados
del organismo del que proceden (35).
Se clasifican de acuerdo al tipo de muestra:
e Muestra histologica: Es aquel tejido que se obtiene de un animal o de una persona

sana con el propdsito de estudiar su composicion y estructura normal (36).
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e Muestra anatomopatoldgico: Es aquel tejido que se obtiene para realizar un
diagnostico o para buscar la causa de una patologia (9),y estas muestras de tejidos
pueden proceder de :

» Biopsia: Son muestras obtenidas de tejidos patoldgicos para ser estudiados y
efectuar un diagnostico histopatolégico (37) (9).
» Necropsia: Es un procedimiento cuyo objetivo son las piezas que se obtienen de
un organismo muerto para estudios postvitales (37) (9).
> Extensiones citoldgicas: Son una capa de células que pueden ser procedentes de
una exfoliacion o raspado de tejidos que luego son extendidas en una lamina
portaobjetos (35).
2.2.5.1 Procedimientos y técnicas histotecnoldgicas
Las técnicas histoldgicas son un conjunto de procedimientos que permiten el estudio
microscopico de las muestras bioldgicas (34). El material de estudio pasa por varios
procedimientos que a continuaciéon se nombrara

» Fijacion: Es un proceso que consiste en preservar el tejido y todas las estructuras
que lo constituyen, evitando al minimo su alteracion fisica y quimica en su
procesamiento (34) (36).

» Deshidratacion: Proceso por el cual se deshidrata el tejido utilizando alcoholes de
distintas concentraciones empezando por el de 70 ° C . (38).

» Aclaramiento: Consiste en eliminar el alcohol del proceso anterior, y que este se
reemplace por un liquido que logre disolver la parafina y permita su impregnacion
en el tejido (38).

» Inclusion: Procedimiento que brinda una consistencia adecuada al tejido, para luego
ser preparado en bloques de parafina para su posterior corte (9) (12) (36) ,el cual

tiene cuatro etapas:

pég. 31



= Corte: Para este paso se hace uso de un microtomo, el cual permitira realizar cortes
muy finos de los tejidos, de medidas de 4 a 6 micras aproximadamente.

= Desparafinizacion e hidratacion.

= Coloracion

= Deshidratacion

Montaje

2.2.6 Carcinoma in situ de la mama

Esta clase de carcinoma representa a la primera etapa de carcinoma de mama con una
morfologia identificable, asi sea relacionado a la zona ductal “carcinoma ductal in situ”o a la
zona lobular “carcinoma lobulillar in situ”; tienen la posibilidad de cambiar a una etapa

invasiva de cancer de mama (40).

Conceptos basicos de histologia mamaria

Este drgano glandular esta conformado por 15 a 25 conductos que tienen la funcion desecretar
y producir leche. Estos ductos se expanden en unos mas pequefios que terminan en los I6bulos,
este l6bulo esta formado por un conducto terminal y por muchos ductos pequefios o también
llamados acinos.

Los acinos se encuentran cubiertos por células de forma cuboides, con una membranaexterna

de células mioepiteliales (40).

Imagen 1. Se observa una seccion
histoldgica normal del tejido mamario.
Se aprecia ellébulo y la zona terminal
del acino en una coloracion HE ,100X.
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2.2.6.1 Carcinoma ductal in situ
Se denomina asi cuando hay un cambio en las células que recubren a los conductos por donde
hay circulacion de leche y estas se transforman en cancerosas, sin propagacion al tejido
circundante de la mama. Este tipo de carcinoma esta presente en un 90% de los canceres in

situ del tejido mamario, se considera un cancer de seno no invasivo (40).

Clasificacion histopatologica:
Segun el patron histologico
e Carcinoma ductal in situ de tipo comedo: Este tipo de carcinoma presenta

calcificaciones pequefias acompafnado de abundante necrosis (40).

Imagen 2. Se observa una seccion
histolégica con calcificaciones
pequefias y abundante necrosis.
Coloracion HE, 100x.

e Carcinoma ductal in situ de tipo solido: Este tipo de carcinoma presenta un aumento
de células con nucleos monotonos y uniformes en casi toda la region del ducto; a

veces presentan calcificaciones y pequefios focos de necrosis (40).

Imagen 3. Carcinoma ductal in situ
de tipo solido. Coloracion HE, 10
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e Carcinoma ductal in situ de tipo cribiforme: este tipo de carcinoma presenta el lumen

redondo y rigido, que se encuentra rodeado por células cuboides (40).

Imagen 4. Carcinoma ductal in
situ de tipocribiforme.
Coloracion HE, 40x.

e Carcinoma ductal in situ de tipo micropapilar: Presentan prominencias de formas
regulares en la region ductal, pueden observarse mucina o microcalcificaciones, tiene

una tasa baja de mitosis y un grado nuclear bajo (40).

Imagen 5. Carcinoma ductal
in situ de tipomicropapilar.
Coloracion HE, 100x

Segun el grado nuclear
e Grado nuclear alto: Presenta pleomorfismo severo, células con nucleos grandes de
contornos con formas irregulares, cromatina en grumos, nucléolos prominentes y se

observa necrosis (40).

Imagen 6. Carcinoma ductal in situ
de grado alto. Coloracién HE, 100
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e Grado nuclear bajo: Se observa nucleo redondo de localizacion central; células
morfologicamente mas uniformes, forman patrones cribiforme y micro papilares

normalmente no se observa necrosis (40).

> : \ Imagen 7. Carcinoma
AT, NS \ ] ductal in situ degrado
TE A % g bajo. Coloracion HE,

; 100x

o Tnnl

- /T

e Grado nuclear intermedio: Las células tienen un pleomorfismo moderado, para su
clasificacion se necesita realizar el descarte si no corresponde a un grado alto niaun

grado bajo. También, pueden tener un patron micropapilar, cribiforme o sélido (4

Imagen 8. Carcinoma ductal in
situ de grado intermedio con
e o calcificaciones pequerias.
T Coloracion HE, 200x

2.2.6.2 Carcinoma lobulillar in situ

Este tipo de carcinoma representa un 0,5% a 5% de los canceres de mama, su deteccion es de
forma incidental (40). En el estudio microscopico se observan las células con nucleo
moderadamente uniforme, poco cohesionadas, la parte terminal del ducto presenta abundantes

células pequefias, de formas cuboides, mondtonas, de diferenciacion escasa (40).
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Clasificacion histopatolégica

e Grado I: Se observa dentro de los l6bulos un incremento de células uniformes que

tienen un margen no definido, estas celulas no distienden la region de luz de los

acinos (40).

e Grado Il Presenta un abundante incremento de células uniformes, estas células son

capaces de distender algunos acinos, se conserva el estroma que hay entre los

lobulillos (40).

Imagen 9: Carcinoma
lobulillar in situ.
Coloracion HE, 100x.

e Grado IlI: Se observa un grado alto de extension acinar, el estroma casi no se aprecia

y hay contacto entre los acinos (40) (figura 10).

Imagen 10. Seccion histologica de
carcinoma lobular in situ de grado alto.
Seobserva una necrosis en la parte
central. Coloracion HE, 100x
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2.3 Formulacion de hipdtesis

2.3.1 Hipotesis general
H1: Existe efectividad en la utilidad de la Beta VVulgaris como colorante natural de tincion

nuclear para el diagnostico histopatologico de cancer de mama.

HO: No Existe efectividad en la utilidad de la Beta Vulgaris como colorante natural de

tincion nuclear para el diagndéstico histopatolégico de cancer de mama.

2.3.2 Hipotesis especificas

e La evaluacion permitird demostrar la efectividad de la Beta Vulgaris como colorante
natural para evaluar la membrana nuclear en el diagndstico histopatoldgico de cancer
de mama.

e La evaluacion permitird demostrar la efectividad de la Beta Vulgaris como colorante
natural para evaluar la cromatina nuclear en el diagndstico histopatoldgico de cancerde
mama.

e La evaluacion permitird demostrar la efectividad de la Beta Vulgaris como colorante
natural para evaluar los criterios de malignidad nuclear y si estos seran

significativamente adecuados en el diagnostico histopatolégico de cancer de mama.
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CAPITULO I11: METODOLOGIA

3.1 Método de la investigacion
Corresponde al método hipotético-deductivo.

3.2 Enfoque de la investigacién
El estudio esta orientado al enfoque cuantitativo, porque permite recolectar datos para probar
hipbtesis en base a una medicion de forma numérica y a un estudio estadistico (41).

3.3 Tipo de investigacion
La investigacion es de tipo aplicada, porque pone en practica los conocimientos cientificos
de areas especializadas en el tema para solucionar inconvenientes practicos, y ademas este
tipo de investigacion esta asociada con la investigacion basica (41).

3.4 Disefio de la investigacion

Corresponde a un disefio cuasi-experimental, ya que el investigador lleva a cabo escaso o
nada de control acerca de las variables desconocidas, en este tipo de disefio algunas veces se

utiliza grupo de control.

3.5 Poblacion, muestra y muestreo

Poblacion

La investigacion se realizara en el 2023, tomandose como poblacion de estudio a muestras
de tejidos histologicos embebidos en parafina procedentes del area de anatomia patoldgica

de la Clinica V&M Imagen Medica S.A.
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Muestra

La muestra lo constituyeron 120 muestras de tejidos histolégicos de cancer de mama
embebidos en parafina, 60 se procedieron a tefiir con” Beta Vulgaris — eosina” y 60 con

“hematoxilina- eosina”, el cual fue utilizado como prueba patrén.
Muestreo

El muestreo de nuestro estudio fue una técnica no probabilistica por conveniencia.

Criterios de Inclusion

v' Muestras de tejidos histolégicos embebidos en parafina procedentes de
la Clinica V&M Imagen Medica S.A.C

v' Muestras de tejidos histolégicos embebidos en parafina que sean de mama.
v" Muestras de tejidos histolégicos embebidos en parafina con diagndsticos
patolégicos.

v' Muestras de tejidos histoldgicos embebidos en parafina que tengan un tiempo
de antigtiedad menor de un afio en el archivo de historias del area de Anatomia

Patoldgica de la clinica en mencion.

Criterios de Exclusion

v' Muestras de tejidos histoldégicos embebidos en parafina procedentes de otros
centros asistenciales.

v Muestras de tejidos histologicos embebidos en parafina que no sean de mama.
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v" Muestras de tejidos histolégicos embebidos en parafina que no tengan
diagnosticos patolégicos.
v" Muestras de tejidos histolégicos embebidos en parafina que tengan un tiempo de

antigiiedad mayor de un afio en el archivo de historias del area de Anatomia

Patologica de la clinica en mencion.

3.6 Variables y operacionalizacion

e Variable 1: Extracto de la Beta vulgaris como colorante de tincién nuclear

e Variable 2: Diagnostico histopatol6gico

e Matriz de operacionalizacion de variables
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VARIABLES DEFINICION DIMENSION INDICADORES ESCALA DE ESCALA
OPERACIONAL MEDICION VALORATIVA
excelente (80-100) %
Membrana adecuado (60-79) %
nuclear
El extracto de Beta inadecuado (50-59) %
vulgaris Ilamado
Variable 1 también betarraga,
es una verdura
ampliamente
Extracto de disponible, esta Estudio de la excelente (80-100) %
Beta vulgaris llena de vitaminas, coloracién
como proteinas, azlicar y nuclear Cromatina adecuado 60-79) %
colorante de betalainas, presenta ( )%
tincién nuclear unpigmento de
color rosado a inadecuado (50-59) %
pUrpura que por
accion oxidativa
produce coloracion
nuclear.
Criterios de excelente (80-100) %
malignidad
nuclear adecuado (60-79) %
inadecuado (50-59) %
1 punto Minima variacion
nuclear (grado 1)
Pleomorfismo 2 puntos Moderada variacion
Se basa en la nuclear (grado 2)
aplicacion de un nuclear
método que permite
la graduacion 3 puntos Marcada variacion
iabi histoldgica del nuclear (grado 3)
Variable 2 carcinoma de mama,
el mas empleado en
Diagnostico esta area es la” . Grago_
histopatol6gico modificacion de histopatolégico de
de mama Nottinghan al mama 1 punto >75%(grado 3)
sistema de Scarff-
Bloom- Formacion de
Richardson”, tabulos 2 puntos 10-74%(grado 2)
consiste en una
puntuacion de 1-3a 3 puntos 0- 9%(grado 1)
cada uno de los
rasgos tumorales .
1 punto 0-9 células mitdticas
(grado 1)
Actividad
mitética 2 puntos 10-19 células
mitdticas (grado 2)
3 puntos > 20 células mitdticas

(grado 3)

Fuente: Elaboracion propia
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3.7 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1 Técnica

Se realizara una busqueda en el software del area de anatomia patoldgica de la Clinica V&M
Imagen Medica S.A.C de los pacientes con diagnostico positivo para cancer de mama, una
vez obtenida la lista, se realizara la bdsqueda selectiva de laminas coloreadas con
hematoxilina-eosina para luego evaluarlas frente a las laminas coloreadas con Beta VVulgaris
y luego se continuara a llenar la ficha con los datos recolectados
3.7.2 Descripcién de instrumentos

Se empled una ficha para evaluar la calidad de tincién nuclear de los tejidos coloreados con
el colorante de Beta Vulgaris vs las ldminas coloreadas con Hematoxilina-eosina (laminas
control), todo ello se aplicara en las muestras con diagnostico positivo con cancer de mama
para el estudio del grado histopatoldgico con la finalidad de brindar un resultado confiable

(ver anexo N° 2).

3.7.3 Validacién

Para este proceso de validacion, se empleo la recoleccion de datos por medio del juicio de

varios expertos, (03 Anatomos Patélogos).

3.7.4 Confiabilidad

Se realiz6 aplicando el coeficiente de Alfa de Cronbach, que por medio de una escala de

medicién se determind la fiabilidad.

3.8 Plan de procesamiento y analisis de datos

Se procedera a solicitar el permiso respectivo de la gerencia de la Clinica V&M Imagen

Medica S.A.C y luego del encargado del area de Anatomia patoldgica para acceder a la

pég. 42



informacidn. Seguidamente se procedera a realizar la revision del archivo de historias de las
muestras histolégicas embebidas en parafina donde se seleccionara aquellas muestras que

tengan diagnostico patoldgico.

Con los datos que se logren obtener, se realizara una clasificacion y tabulacion en el
programa Excel para luego ser exportados y analizados empleando el programa estadistico
SPSS. Se aplicara métodos estadisticos para el anlisis y se presentaran graficos y tablas para
una mayor comprension.
3.9 Aspectos éticos

En la investigacion se usé ideas e informaciones correspondientes a varios autores, teniendo
presente el respeto de la autoria establecido como requerimiento en el manual de referencias
bibliograficas del estilo VVancouver. Asimismo, el uso de equipos, instrumentos, asi como
de las muestras de tejidos histolégicos embebidos en parafina serealizaron en el area de
Anatomia Patoldgica de la Clinica V&M Imagen Medica S.A.C.En este estudio se aplic la
beneficencia porque dentro de nuestros valores éticos es conseguir el mas alto
aprovechamiento en relacion a nuestras capacidades intelectuales y a las posibilidades que
nos ofrece el area cientifica, ya que la finalidad de esta investigacion es brindar una nueva
alternativa de colorante natural en la histotecnologia.

También se aplico la no maleficencia en la realizacion de este estudio ya que se utilizo cada
una de las medidas preventivas para evitar dafios a organizaciones 0 personas que se
encuentren involucrados en la presente investigacion. Este trabajo permanece ajustado a la
realidad, con los conocimientos cientificos correspondientes, aplicando las normas y valores

éticos profesionales.
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS
RESULTADOS

4.1 Resultados

4.1.1 Analisis descriptivo de resultados

En el estudio se realizo el corte y la coloracion a 120 muestras representativas de tejidos
histol6gicos de mama embebidos en parafina en la Clinica V&M Imagen Medica S.A.C
2023.

Tabla 1l

Nudmero total de tinciones
Valido 120
Perdidos 0

En la tabla 1 nos indica el total de muestras de tejidos histoldgicos de mama que se
colorearon con el colorante en estudio siendo un total de 120 muestras

Tabla 2

Tinciones de Beta wulgaris y Hematoxilina
Frecuencia  Porcentaje Porcentaje Porcentaje

valido acumulado
beta wulgaris 60 50,0 50,0 50,0
hematoxilina 60 50,0 50,0 100,0
Total 120 100,0 100,0

En la tabla 2 se realizo el corte y la coloracion de 120 muestras de tejidos histologicos de
mama embebidos en parafina, de este total de laminas 60 se procedieron a tefiir con “Beta

Vulgaris — eosina” y 60 con “hematoxilina- eosina” como prueba patron.
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Evaluacion de las laminas coloreadas con la tincion de Beta vulgaris y Hematoxilina en

relacion a la membrana nuclear:

Tabla 3

Tincion de la membrana nuclear con beta vulgaris y hematoxilina.

TINCION TINQION BETA VULGARIS TINQIC)N HEMATOXILINA
MEMBRANA N° LAMINAS RESULTADO N° LAMINAS RESULTADO
NUCLEAR (%) (%)
EXCELENTE 13 21, 7% 50 83,3%
ADECUADO 47 78,3% 10 16,7%
INADECUADO
TOTAL 60 100% 60 100%
Grafico 1

Tincion de la membrana nuclear con beta vulgaris y hematoxilina

Grafico N°1

tinciones

W eta vulgaris
W hematoxiling

Laminas

EXCELENTE ADECUADO

Tincion de la membrana nuclear

En la tabla 3 y grafico 1 se analizé la tincion de la membrana nuclear, se obtuvo para la
tincion beta vulgaris un 21,7% de l1dminas con una calificacion de excelente y un 78,3% de
laminas con una calificacion de bueno; en tanto el 83,3% de laminas que fueron coloreadas

con la tincion hematoxilina alcanzo una calificacion de excelente y el 16,7% fue adecuado.
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Evaluacion de las laminas coloreadas con la tincion de Beta vulgaris y Hematoxilina en
relacion a la cromatina:

Tabla 4:

Tincion de la cromatina con beta vulgaris y hematoxilina

TINCION DE TINCION BETA VULGARIS TINCION HEMATOXILINA

LA N° LAMINAS RESULTADO N° LAMINAS RESULTADO
CROMATINA (%) (%)
EXCELENTE 51 85%
ADECUADO 60 100% 9 15%
INADECUADO

TOTAL 60 100% 60 100%
Grafico 2:

Tincidn de la cromatina con beta vulgaris y hematoxilina

Grafico N°2

tinciones

M heta vulgaris
[H hematoxiling

60

50

407

30

Laminas

20

10

EXCELEMTE ADECUADO
Tincion de la cromatina
En la tabla 4 y grafico 2 se analizé la tincion de la cromatina, se obtuvo para la tincién beta
vulgaris el 100% de ld&minas con una calificacion de adecuado; mientras que para la tincion
hematoxilina el 85% de laminas coloreadas obtuvo una calificacion de excelente y el 15%

de adecuado.
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Evaluacion de las laminas coloreadas con la tincion de Beta vulgaris y Hematoxilina con

respecto a los criterios de malignidad:

Tabla s

Criterios de malignidad con la tincién Beta vulgaris y Hematoxilina

CRITERIOS TINCION BETA VULGARIS TINCION HEMATOXILINA
DE N° LAMINAS RESULTADO N° LAMINAS RESULTADO
MALIGNIDAD (%) (%)
EXCELENTE @16 26,7% 48 80%
ADECUADO 44 73,3% 12 20%
INADECUADO
TOTAL 60 100% 60 100%
Grafico 3

Criterios de malignidad con la tincion Beta vulgaris y Hematoxilina

Grafico de barras

tinciones

M beta vulgaris
I hematoxilina

Laminas

EXCELENTE ADECUADO

Criterios de malignidad nuclear

En latabla 5y grafico 3 se analizd los criterios de malignidad, para la tincion beta vulgaris
un 26,7 % de laminas obtuvo una calificacion de excelente, un 73,3% de laminas una
calificacion de adecuado; en tanto el 80% de laminas que fueron coloreadas con la tincién

hematoxilina logro la calificacion de excelente y un 20% de adecuado.
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Evaluacion del diagnostico histopatoldgico de cancer de mama en relacién al pleomorfismo
nuclear con la tincion con Beta vulgaris y Hematoxilina:

Tabla 6

Pleomorfismo nuclear con la tincion con Beta vulgaris y Hematoxilina

PLEOMORFISMO  TINCION BETA VULGARIS TINCION HEMATOXILINA

NUCLEAR N° LAMINAS RESULTADO N° LAMINAS RESULTADO
(%) (%)
Minima 4 6,7 %
variacion(grado 1)
Moderada 35 58,3 % 15 25%
variacién(grado 2)
Marcada 21 35% 45 5%
variacion(grado 3)
TOTAL 60 100% 60 100%
Grafico 4

Pleomorfismo nuclear con la tincién con Beta vulgaris y Hematoxilina

Grafico N°4

tinciones

M eta vulgaris
[ hematoxilina

a0-

40

307

Laminas

20+

10

minima variacion nuclear mocerada variacion marcada variacion nuclear
(grado 1) nuclear{grado 2) gracdo

Pleomorfismo nuclear
En la tabla 6 y grafico 4 se evalud el diagnostico histopatolégico de cancer de mama en
relacion al pleomorfismo nuclear en las tinciones de beta vulgaris y hematoxilina, se obtuvo

que el 6,7%de ldminas coloreadas con la tincion beta vulgaris se logré apreciar una minima
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variacién en grado 1, en el 58,3% de laminas se aprecié una moderada variacién en grado 2
y en el 35% de ldminas se aprecié una marcada variacion en grado 3; mientras que en la
tincién hematoxilina el 25% de ldminas coloreadas permitié apreciar una moderada

variacion en grado 2 y en el 75% se aprecié una marcada variacion en grado 3.

Evaluacion del diagndstico histopatoldgico de cancer de mama en relacién a la formacion
de tdbulos en la tincién con Beta vulgaris y Hematoxilina:

Tabla 7

Formacion de tabulos en la tincién con Beta vulgaris y Hematoxilina

FORMACION DE  TINCION BETA VULGARIS TINCION HEMATOXILINA
TUBULOS N° LAMINAS RESULTADO N° LAMINAS RESULTADO
(%) (%)
>75%(grado 3) 16 26,7 % 47 78,3 %
10-74%(grado2) 39 65 % 13 21,7 %
0-9%(grado 1) 5 8,3 %
TOTAL 60 100 % 60 100 %
Grafico 5

Formacion de tubulos en la tincion con Beta vulgaris y Hematoxilina

Grafico N°5

tinciones

Ml beta vulgaris
I hematoxilina

504

404

30+

Laminas

20

107

=75 % (grado 3) 10-T4 % (grado 2) 0-9 % {grado 1)

Formacion de tubulos
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En la tabla 7 y grafico 5 se evaluo el diagnostico histopatoldgico de cancer de mama en
relacion a la formacion de tabulos en las tinciones con beta vulgaris y hematoxilina, se
obtuvo que el 8,3% de ldminas que fueron coloreadas con la tincion beta vulgaris permiten
apreciar un grado 1, en el 65% de laminas se puede apreciar un grado 2 y en el 26,7 % de
laminas se logré observar un grado 3; en tanto el 21,7% de laminas coloreadas con la tincion

hematoxilina permitié apreciar un grado 2 y en el 78,3% se aprecio un grado 3.

Evaluacion del diagnostico histopatoldgico de cancer de mama en relacion a la actividad

mitotica en la tincion con Beta vulgaris y Hematoxilina:

Tabla 8

Actividad mitotica en la tincion con Beta vulgaris y Hematoxilina

ACTIVIDAD TINCION BETA VULGARIS TINCION HEMATOXILINA
MITOTICA N° LAMINAS RESULTADO N° LAMINAS RESULTADO
(%) (%)
0-9 células 10 16,6 % 5 8,4%
mitoticas (grado 1)
10-19 células 43 71,7% 11 18,3%
mitdticas (grado 2)
>20 células 7 11,7% 44 73,3%
mitoticas (grado 3)
TOTAL 60 100% 60 100%
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Grafico 6

Actividad mitotica en la tincion con Beta vulgaris y Hematoxilina

Grafico N°6

tinciones

W eta vulgaris
B hematoxilina

504

407

307

Laminas

209

o

0-9 celulas mitoticas (grado  10-19 celulas mitcticas »20 celulas mitoticas
1 (graca 2) (grado 3)

Actividad mitotica

En la tabla 8 y grafico 6 se evaluo el diagnostico histopatoldgico de cancer de mama en
relacion a la actividad mitotica en las tinciones con beta vulgaris y hematoxilina, se obtuvo
que el 16,6% de laminas coloreadas con la tincion beta vulgaris permitié visualizar un grado
1,en el 71,7% de laminas se logré observar un grado 2 y en el 11,7% se pudo apreciar un
grado 3; mientras tanto el 8,4% de ldminas que fueron coloreadas con la tincion hematoxilina
se alcanzo apreciar un grado 1,en el 18,3% se aprecio un grado 2 y en el 73,3% se observo

un grado 3.
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4.1.2 Prueba de hipétesis

Prueba de hipotesis general

H1: Existe efectividad en la utilidad de la Beta Vulgaris como colorante natural de tincién

nuclear para el diagndstico histopatologico de cancer de mama.

HO: No Existe efectividad en la utilidad de la Beta Vulgaris como colorante

natural detincién nuclear para el diagnostico histopatologico de cancer de mama.

Tabla 9

Prueba de chi-cuadrado de la tincién nuclear

Chi-cuadrado de Pearson 49,7482

Correccion de
continuidad®

Razén de verosimilitud
Prueba exacta de Fisher
Asociacion lineal por lineal

N de casos validos

Significacién
asintética

(bilateral)

,000
,000

,000

,000

Significacién Significacié

exacta n exacta
(bilateral) (unilateral)
,000 ,000

En la tabla 9, prueba de chi cuadrado de la hipétesis general concluye que se acepta la

hipotesis alternativa ya que el valor de P=0,000 este nivel de significancia es menor a

0,05; por lo tanto existe efectividad en la utilidad de la Beta Vulgaris como colorante

natural de tincion nuclear para el diagnostico histopatolégico de cancer de mama.
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Prueba de hipotesis especifica 1

H1: La evaluacion permitird demostrar la efectividad de la Beta Vulgaris como
colorantenatural para evaluar la membrana nuclear en el diagndstico histopatolégico

de cancer de mama.

Tabla 10

Prueba de chi-cuadrado de la tincion de la membrana nuclear

Valor g Significacion Significacion  Significacion
| asintética exacta exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 45,748 1 ,000
Correccion de 43,308 1 ,000
continuidad®
Razon de verosimilitud 49,269 1 ,000
Prueba exacta de Fisher ,000 ,000
Asociacion lineal por 45,366 1 ,000
lineal
N de casos validos 120

En la tabla 10, prueba de chi cuadrado de la hipétesis especifica 1 concluye que se
acepta la hipdtesis alternativa ya que el valor de P=0,000 siendo el nivel de
significancia menor a 0,05 ; por lo tanto la evaluacion permitird demostrar la
efectividad de la Beta Vulgaris como colorante natural para evaluar la membrana

nuclear en el diagnostico histopatoldgico de cancer de mama.
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Prueba de hipotesis especifica 2

H1: La evaluacion permitird demostrar la efectividad de la Beta Vulgaris como

colorantenatural para evaluar la cromatina nuclear en el diagndstico histopatologico de

cancerde mama.

Tabla 11

Pruebas de chi-cuadrado de la tincién de la cromatina

Valor

Chi-cuadrado de Pearson 88,696°

Correccion de 85,251
continuidad®

Razon de verosimilitud 112,920
Prueba exacta de Fisher

Asociacion lineal por 87,957
lineal

N de casos validos 120

gl Significacion
asintética
(bilateral)
1 ,000
1 ,000
1 ,000
1 ,000

Significaci
On exacta
(bilateral)

,000

Significacién
exacta
(unilateral)

,000

En la tabla 11, prueba de chi cuadrado de la hipétesis especifica 2 concluye que se

acepta la hipdtesis alternativa ya que el valor de P=0,000 siendo el nivel de

significancia menor a 0,05 ; por lo tanto la evaluacion permitird demostrar la

efectividad de la Beta Vulgaris como colorante natural

nuclear en el diagnéstico histopatoldgico de cancer de mama.

para evaluar la cromatina
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Prueba de hipotesis especifica 3

H1: La evaluacion permitird demostrar la efectividad de la Beta Vulgaris como

colorantenatural para evaluar los criterios de malignidad nuclear y si estos seran

significativamente adecuados en el diagnostico histopatoldgico de cancer de mama.

Tabla 12

Pruebas de chi-cuadrado de los criterios de malignidad

Valor

Chi-cuadrado de Pearson 34,2862
Correccion de 32,176
continuidad®

Razon de verosimilitud 36,183
Prueba exacta de Fisher

Asociacion lineal por 34,000
lineal
N de casos validos 120

gl Significacién
asintética
(bilateral)

1 ,000

1 ,000

1 ,000

1 ,000

Significaci Significaci

On exacta on exacta
(bilateral) (unilateral)
,000 ,000

En la tabla 12, prueba de chi cuadrado de la hipétesis especifica 3 concluye que en

relacion a los criterios de malignidad el valor de P=0,000 este nivel de significancia

es menor a 0,05 siendo adecuados para evaluar los criterios de malignidad nuclear.

pag. 55



Tabla 13

Pruebas de chi-cuadrado del pleomorfismo nuclear

Valor al Significacion
asintotica (bilateral)

Chi-cuadrado de 20,727° 2 ,000
Pearson
Razén de verosimilitud 22,704 2 ,000
Asociacion lineal por 20,478 1 ,000
lineal
N de casos validos 120

En la tabla 13, prueba de chi cuadrado de la hipdtesis especifica 3 concluye que en
relacion al pleomorfismo nuclear el valor de P=0,000 este nivel de significancia es

menor a 0,05 siendo significativo en el diagnostico histopatologico de cancer de mama.

Tabla 14

Pruebas de chi-cuadrado de la formacion de los tabulos

Valor gl Significacion asintética
(bilateral)

Chi-cuadrado de 33,2542 2 ,000
Pearson
Razon de verosimilitud 36,474 2 ,000
Asociacion lineal por 32,157 1 ,000
lineal
N de casos validos 120

En la tabla 14, prueba de chi cuadrado de la hipotesis especifica 3 concluye que en
relacion a la formacion de tubulos el valor de P=0,000 este nivel de significancia es

menor a 0,05 siendo significativo en el diagnostico histopatoldgico de cancer de mama.
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Tabla 15

Pruebas de chi-cuadrado de la actividad mit6tica

Valor
Chi-cuadrado de 47,473
Pearson
Razén de verosimilitud 51,872
Asociacion lineal por 31,690
lineal
N de casos validos 120

al

Significacion
asintotica
(bilateral)

,000

,000
,000

En la tabla 15, prueba de chi cuadrado de la hipétesis especifica 3 concluye que en

relacion a la actividad mitética el valor de P=0,000 este nivel de significancia es menor

a 0,05 siendo significativo en el diagnéstico histopatologico de cancer de mama.

Se concluye y se acepta la hipotesis alternativa de la hip6tesis 3 ya que el valor de

significancia es menor a 0,05; por lo tanto, la evaluacion permitird demostrar la

efectividad de la Beta Vulgaris como colorante natural para evaluar los criterios de

malignidad nuclear y estos son significativamente adecuados en el diagndstico

histopatologico de cancer de mama.
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4.1.3 Discusién de resultados

A partir de los hallazgos encontrados, aceptamos la hipdtesis alternativa general que
establece que existe efectividad en la utilidad de la Beta Vulgaris como colorante
natural de tincién nuclear para el diagnostico histopatoldgico de cancer de mama, los
cuales se aplicaron en 120 muestras de tejidos histologicos de mama , de este total de
laminas 60 se procedieron a tefiir con” Beta Vulgaris — eosina” y 60 con “hematoxilina-
eosina” como prueba patrdén, dando como resultados las siguientes puntuaciones:
tincién de la membrana nuclear el 78,3 % es adecuado y el 21,7% es excelente; tincion
de la cromatina el 100%es adecuado ; en los criterios de malignidad el 73% es

adecuado y el 27% es excelente.

Los resultados obtenidos guardan similar relacion con la investigacion de Uriol (2004)
sobre el colorante del maiz morado en la tincion nuclear de células histoldgicas, donde
manifiesta que la coloracién maiz morado obtuvo las siguientes puntuaciones: 76%
bueno,21% regular y el 3% malo, mientras el estudio realizado con la tincion de beta
vulgaris como colorante natural se tiene que el 78,3% es adecuado y el 21,7% es

excelente, esto en relacion en la tincion de la membrana nuclear.

Otra investigacion realizada por Santa Cruz en el 2014, donde indica la Validacién del
extracto del exocarpo de Renealmia alpinia (kumpia) como colorante nuclear tisular,
realizado en el hospital Sabogal con 102 tejidos constituidos por: ganglios, intestino e
higado. Obtuvieron que el 94.12% es bueno y 5.88 % es regular; en nuestro estudio
tuvimos un resultado simular a diferencia que con la beta vulgaris obtuvimos que el

75,76 % de laminas coloreadas resulto ser adecuado en dicho estudio aplicado.

En el 2016 Apaza realizo un estudio de “Comparacion del colorante de maiz morado
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con la tincion de Hematoxilina de Harris”, de lo cual se trabajo con 100 tejidos y se
realizé la tincion de ambos sectores ,un sector para colorear con hematoxilina —
eosina, y otro sector con el colorante maiz morado - eosina, teniendo como resultado
que ambas tinciones fueron eficientes , de la misma manera la tincién con la beta
vulgaris resulto ser adecuado y relevante en el diagnostico histopatoldgico de cancer
de mama.

Batista, et al., en el 2019 en su investigacion titulado “Extractos de mora negra y
urucum para sustitucion de los colorantes (HE) en la técnica histologica de rutina”, se
comprobd que los colorantes en estudio resultaron Optimos para realizar la doble
coloracion rutinaria en reemplazo del colorante HE. Las muestras utilizadas fueron
evaluadas a través de un microscopio, se evalud estadisticamente la utilidad de estas
por medio de una escala de 0 a 3 dando asi a conocer una nueva alternativa de
colorantes naturales aceptables. La investigacion de Batista, et al. concuerda con
nuestro estudio ya que el uso de la mora negra como colorante nuclear en reemplazo a
la hematoxilina resulto ser optimo, el estudio con la beta vulgaris como colorante
nuclear tisular también resulto aceptable con un puntaje de 75,76 %(adecuado) frente
a un puntaje de 81 %(excelente) para la coloracion hematoxilina que fue usado como

gold estandar en el estudio.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1

Conclusiones

De acuerdo con los datos obtenidos, se concluye la efectividad en la utilidad de la Beta
Vulgaris como colorante natural de tincion nuclear para el diagnostico histopatolégico
de cancer de mama, obteniendo resultados adecuados en la tincion, proporcionado los
detalles nucleares como la cromatina, la membrana nuclear indicando los grados de

diferenciacion patoldgico.

Se concluye que la Beta Vulgaris es efectivo como colorante natural en la tincién de la
membrana nuclear permitiendo observar las caracteristicas de malignidad celular en un
78,3% de las laminas coloreadas comparadas con los resultados con Hematoxilina de

Harris.

Asi mismo se concluye que la Beta Vulgaris es efectivo como colorante natural para
evaluar la cromatina nuclear permitiendo observar la condensacion de la cromatina, la
hipercromasia las cuales son de importancia en el diagndéstico histopatologico de cancer

de mama, en el 100% de los casos, obteniendo resultados similares con el colorante de rutina.

Asimismo, se concluye que el colorante estudiado es efectivo para evaluar los criterios
de malignidad nuclear permitiendo observar alteraciones morfologicas de las células
tisulares, ya que el 73% de las coloraciones realizadas resultaron ser adecuadas en el
diagndstico histopatoldgico. Y con respecto a los criterios de evaluacion histopatolégico
de cancer de mama se concluye que este colorante permite apreciar los diversos grados
de diferenciacion: en un 58,3% del pleomorfismo nuclear en una moderada variacion de
grado 2; asimismo un 65% en la formacion de tbulos en grado 2; y un 71,7% de la
actividad mitética en grado 2; siendo puntuaciones aceptables y relevantes para el

diagnostico histopatoldgico de cancer de mama.
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5.2 Recomendaciones

Se recomienda usar el colorante Beta VVulgaris ya que es efectivo en la tincién nuclear
tisular, pero cabe recalcar que el tiempo de coloracién de los nacleos resulto ser muy
prolongado (30-40 minutos), por ello se sugiere realizar méas estudios para reducir el
tiempo de tincion y mejorar los minimos defectos de la coloracion.

Con respecto a la tincion de la membrana nuclear con la Beta Vulgaris se recomienda
tener en cuenta el tiempo de coloracién y realizar reajustes necesarios en ello para
apreciar mucho mejor la morfologia de esta estructura.

La tincion de la cromatina es importante en el presente estudio, por ello se
recomienda tener precaucién con el tiempo prolongado de coloracion ya que esto
podria generar ciertos defectos en la naturaleza de la cromatina.

En relacion a la tincion de los criterios de malignidad con la Beta Vulgaris se
recomienda tener presente que los factores como el tiempo prolongado de coloracion
se deben reducir para realizar una mejor observacion de células sospechosas de

malignidad y esto permita el tratamiento adecuado de la enfermedad.
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ANEXOS

Anexo 1: Matriz de consistencia

Problema Objetivo Hipottesis Variable Metodologia
Problema General Objetivo General: Hipétesis General: Variable 1 Tipo de
¢Cuél es la utilidad de Determinar la utilidad 1. Hipétesis de trabajo(Hi). Investigacion:
la Beta vulgaris como de la Beta vulgaris Existe efectividad en la Extracto
colorante natural de como colorante natural utilidad de la Beta vulgaris de la Aplicada.
tincién nuclear para el de tincion nuclear como colorante natural de Beta
diagndstico para el tincién nuclear para el vulgaris Enfoque:
histopatoldgico de diagnostico diagnéstico histopatolégico como Cuantitativo
céncer de mama en la histopatologico  de de cancer de mama colorante
Clinica V&M Imagen cancer de mama . Hipo6tesis nula (Ho). de Disefio de
Medica S.A.C No Existe efectividad en la tincién Investigacion:
Lima-Per(, 2023? utilidad de la Beta vulgariscomo nuclear.
colorante natural de tincion
nuclear para el diagnostico Cuasi
histopatolégico de cancer de experimental
mama
Método:
Hipotético
Problemas Especificos Objetivos Especifico Hipétesis Especificas Variable 2 deductivo

1. ¢Cuél es la
efectividad de la Beta
vulgaris como
colorante natural para
evaluarla membrana
nuclear para el
diagndstico
histopatolégico de
cancer de mamaen la
Clinica V&M Imagen
Medica S.A.C Lima-
Perd, 2023?

2. ¢Cudl esla
efectividad de la Beta
vulgaris como
colorante natural para
evaluarla cromatina
nuclear para el
diagndstico
histopatolégico de
cancer de mama en la
Clinica V&M Imagen
Medica S.A.C Lima-
Perd, 2023?

3. ¢Los criterios de
malignidad nuclear
serén
significativamente
adecuadoscon la
coloracién natural que
brinda la Beta vulgaris
para el diagnéstico
histopatolégico de
cancer de mama en la
Clinica V&M Imagen
Medica S.A.C Lima-
Pert, 2023?

1. Determinar la
efectividad de la Beta
vulgaris como
colorante natural para
evaluar la membrana
nuclear en el
diagnostico
histopatolégico
decancer de mama

2. Determinar la
efectividad de la
Beta vulgaris como
colorante natural para
evaluar la cromatina
nuclear en

el diagnostico
histopatolégico
decancer de mama

3. Evaluar los
criterios de

malignidad  nuclear
que brinda la Beta
vulgaris como
colorante natural en el
diagndstico

histopatolégico  de
cancer de mama

1. La evaluacion permitira
demostrar la efectividad de la
Beta vulgaris como colorante
natural para evaluar la membrana
nuclear en el diagnostico
histopatolégico de cancer de
mama

2. La evaluacion permitird
demostrar la efectividad de la
Beta vulgaris como colorante
natural para evaluar la cromatina
nuclear en el diagnéstico
histopatolégico de cancer de
mama

3. La evaluacion permitird
demostrar la efectividad de la
Beta vulgaris como colorante
natural para evaluar los criterios
de malignidad nuclear y si estos
seran significativamente
adecuados en el
diagndstico histopatoldgico de
cancer de mama

Diagnéstico
histopatol6gi
code cancer
demama.

Poblacién: Estuvo
conformada por 100
muestras de tejidos
histolégicos de mama
embebidos en
parafina

Muestra: Se utilizé
toda la poblacién, por
ello no se necesitd
realizar calculo
muestral

Muestreo: No
probabilistico por
conveniencia

pég. 70




Anexo 2: Instrumento

Ficha de recoleccion de datos

TINCION
MEMBRANA NUCLEAR

BETA VULGARIS - EOSINA

HEMATOXILINA - EOSINA

Excelente (80-100)%

Adecuado(60-79)%

Inadecuado(50-59)%

TINCION DE LA
CROMATINA

BETA VULGARIS - EOSINA

HEMATOXILINA - EOSINA

Excelente (80-100)%

Adecuado(60-79)%

Inadecuado(50-59)%

CRITERIOS DE
MALIGNIDAD

BETA VULGARIS - EOSINA

HEMATOXILINA - EOSINA

Excelente (80-100)%

Adecuado(60-79)%

Inadecuado(50-59)%

PLEOMORFISMO
NUCLEAR

BETA VULGARIS - EOSINA

HEMATOXILINA - EOSINA

Minima variacién(grado 1)

Moderada variacion(grado 2)

Marcada variacion(grado 3)

FORMACION DE
TUBULOS

BETA VULGARIS - EOSINA

HEMATOXILINA - EOSINA

>75%(grado 3)

10-74%(grado 2)

0-9%(grado 1)

ACTIVIDAD
MITOTICA

BETA VULGARIS - EOSINA

HEMATOXILINA - EOSINA

0-9 células mitéticas (grado 1)

10-19 células mitdticas (grado 2)

>20 células mitdticas (grado 3)
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Anexo 3 : Validez del instrumento

N Dimensiones/ltems

Pertinencia

Relevancia

Claridad

Sugerencia

Dimension: estudio de la coloraciéon nuclear Si No

Si | No

Si | No

nuclear de la lamina observada?

¢Como calificaria la tincion de la membrana

lamina observada?

¢ Como calificaria la tincién de la cromatina de la

la tincién?

¢Se puede apreciar los criterios de malignidad
nuclear en la presente lamina, como calificaria

de mama

Dimension: grado histopatoldgico de cancer

nuclear, que puntaje le brindaria?

Con respecto al grado histopatoldgico de cancer
de mama, ¢puede apreciar un pleomorfismo

tubulos, que puntaje le brindaria?

Con respecto al grado histopatologico de cancer
de mama, ¢;puede apreciar una formacion de

que puntaje le brindaria?

Con respecto al grado histopatol6gico de cancer
de mama, ¢puede apreciar una actividad mitotica,

Pertinencia: El item corresponde al concepto teérico formulado
Relevancia: El Item es apropiado para representar al componente o indicador especifica del

constructo

Claridad: Transparencia y entendimiento del concepto.

Observaciones (precisar si hay suficiencia):

Opinion de aplicabilidad:
aplicable ( )

Aplicable ( x)

Apellidos y nombre del evaluador (juicio de experto):

Aplicable después de corregir ()

No
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Anexo 4: Confiabilidad del instrumento

Escala de Andlisis de Consistencia.

Alfa de Cronbach

Analisis de la consistencia

Alta

m

-
-t
ol
e

Resumen de procesamiento de casos

N %

Casos Vaélido 120 100,0
Excluido 0 ,0

Total 120 100,0

Estadisticas de fiabilidad Alfa de Cronbach

Alfa de Cronbach N de elementos

0,759 8

Nota : Los resultados de fiabilidad, 0.759 segun el andlisis de consistencia determina que el

instrumento de medicién es de tendencia aceptable.
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Anexo 5: Aprobacion del Comité de Etica

vv COMITE INSTITUCHINAL DE ETH A PARA LA
INVESTHG A0 N
Idperteert W hanaor
COSETANCTA E APROEACTN

Lima, 17 de felbrere de 2023

Investigadon a)
Slice] Qwispe Chameas
Exp. M 25002022

e o corciderscidn:

Ex graso expresarle mi cordisl saledo v & la vez informerle que el Cominé Instimee omal de
Etca para la imvesiigaciin Je2 la Universidad Priveds Moaben Wiener (CIELILUPRW)
evalud v APROBO los siguienies docunsenios

& Protecole tiulsds: “BETA YULGARLS COMD COLFBEANTE MATURAL
DE TISC NN NUCLEAR FAHRMA ElL DA NS TR
HIESTOPATOLOGH O DE CANCER DE MANMA EN LA CLINIC S Vi
IMVIAGEN MEDICA Sad LIMA-PERL, 32T YVersldm 02 con fechs
(KR riel e

s  Fomalariode Consestimienio [nfommads Y ersibn | mo splica) con fecha |mo aplica).

El omal tiene come mvestigsdor principzl al Sea) Mol Omipe Chanoas v 8 los
mvesiigadores colshomdores (no splica)

La APROEACTON mcndteli:umpllrrucnm de les bueras priscicos éicas. &l balasee
ricsgo'bemeficin, la calificaciin del egmipo de investigacikdan ¥ la confdencislided de los

daovios, Emine olros.

Elm'l.'n::ngn-:lnr deberd cormiderar los siguientes pumtcs detallados 5 connmmscidn:
La vigeneia de lo aprobaciim es de des aflos (214 meses) a pantic de la emisidn
e esie o i,
2. ElInferme de Avanses s presenmrd cada 6 meses, v el mfommne final una vez
conc luidoe el esudio.
% Tods enmbemids & adends sn:-u:l.n:hﬂ:l preseniar al CIEL-UPAY v no paosdnd
implemomsrss sin lo debida
4. 5i gplica, la Renovackin de aprobacidn del proyecto de imvestgacion Jdebend
iniciarse oreinia [ 50) dins anies de o fecha de vencimiendo, con =a pespectivo
infioames de avence.
Esz poans imformo o asisd pan su conocamiento ¥ fnes patinentes

. (=)

vm Bellids Puente
del CIEL UPNY

ST S L

LT T SE S TR RS SR
L sirenond Pt vinds Peorbel & sum
Tokedin s T 5155 i Il Tl S

Leavow ok e e srois e g

pag. 74



Anexo 6: Carta de aprobacion de la institucion para la recoleccion de datos

CLiIiNICA
V&M IMAGEN MEDICA:

PREVENIR ES CUIDAR TU SALUD

Lima, 17 de febrero del 2023

Gerente general: Juan J. Vargas Quszads
Clinica V&M Imagen Medica 5.4.C

Alumina: Micol Quizpe Chancas
Investigador Principal

Asunto: Autorizacion de ejecucian de trabajo de Investigacian

Ref.: “BETA VULGARIS COMO COLORAMTE MATURAL DE TIMCHZM MUCLEAR PARA EL
DLAGHNDSTICD HISTOPATOLOGICO DE CAMCER DE MAMA EM LA CLINICA VEM INMAGEN
MEDICA 5.4.C LIMA-PERU, IEIB"‘"

De mi mayor consideracion:

Me dirjo a Usted parz saludarle cordialmente y acusar recbo de wuestra solicited de
autcrizacion para ejecucion del Proyecto de investigacion, titulado: “BETA VULGARIS COMO
COLORANTE MATURAL DE TINCION NUCLEAR PARA EL DIAGNOSTICD HISTOPATOLOGICD DE
CAMCER DE MAMA EM LA CLINICA VEM IMAGEN MEDICA 5.4.C LIMA-PERU, 2023".

Al respecto informamos que teniendo Iz opinion favorable del area de gerencia de |z Clinica
VvEM Imagen Medica 5.AC autoriza |3 realizacion del trabajo de investigacion antes
mencionado.

Es precizo sefialar, gue 2l mencionado Proyecto de Investigacion estara bajo Iz asesoria v
supervision del Lic. CARLOS HUGO GARCIA VASGUEZ, Tecnologo Meadico en Laboratorio Clinico
¥ &natomia Fatologica, guien se compromete como tutor a vigilar 2l cumplimiento de las normas
institucionales v £ticas de ka clinicz, hacer £l seguimisnts en cuanto a la gjecucion del trabzjo de
investigacion y garantizar |z entrega de un ejemplar del informe final.

Sin otro particular, hago propicia la oportunidad para expresarles mi especial consideracion.

Muy Atentamente,

GERENWTE GEMERAL
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Anexo 7: Reporte de similitud de turnitin

® 14% de similitud general
Principales fuentes encontradas en las siguientes bases de datos:

« 14% Base de datos de Internet

* Baze de datos de Crossref

« 5% Base de datos de trabajos entregados

FUENTES PRIMNCIPALES

Las fuentes con el mayor nimero de coincidencias dentro de la entrega. Las fuentes superpuestas no se
miostraran.

o repositorio.uwiener.edu.pe

Internet

creativecommons.org

Internet

repositorio.unfv.edu.pe

Internet

repositorio.uap.edu.pe

Internet

uwiener on 2023-03-08

Submitted works

1library.co

Internet

dspace.unach.edu.ec

Internet

repository.uaeh.edu.mx

Internet

= 2% Base de datos de publicaciones
« Base de datos de contenido publicado de Cross

3%

1%

1%

<1%

<1%

<1%

<1%

<1%
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INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Preparacion del colorante de Beta vulgaris

Ingredientes:
e Extracto de Beta vulgaris .................cooinl. 125 ml
e Acido acético (glacial)..............coeeiiiiiiiiiiiieei 5 ml

Beta wulgaris, cortados en trozos. Extraccion de la Beta vulgaris.
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BETA |
VULGARIS |

Filtrado de impurezas del colorante Beta vulgaris

Procedimiento de tincion Beta vulgaris - eosina
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Figura 2: Laminas coloreadas con hematoxilina - eosina

Figura 3. Laminas coloreadas con Beta vulgaris - eosina
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Figura 4. Corte histoldgico de mama. Coloracién hematoxilina - eosina ,10X

Figura 5. Corte histoldgico de mama. Coloracion beta vulgaris- eosina ,10X
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Figura 6. Corte histoldgico de mama. Coloracion hematoxilina - eosina ,40X

Figura 7. Corte histoldgico de mama. Coloracion beta vulgaris- eosina ,40X
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Figura 8. Corte histoldgico de mama. Coloracion hematoxilina - eosina ,10X
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Figura 10. Corte histologico de mama. Coloracion hematoxilina - eosina ,40X
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Figura 12. Corte histologico de mama. Coloracion hematoxilina - eosina ,10X
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Figura 14. Corte histologico de mama. Coloracion hematoxilina - eosina ,40X
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Figura 16. Corte histologico de mama. Coloracion hematoxilina - eosina ,10X
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- eosina ,40X

Figura 18. Corte histologico de mama. Coloracion hematoxilina

Figura 19. Corte histoldgico de mama. Coloracion beta vulgaris- eosina ,40X
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Figura 20. Corte histologico de mama. Coloracion hematoxilina - eosina ,10X
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Figura 22. Corte histologico de mama. Coloracion hematoxilina - eosina ,40X
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