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RESUMEN

Del extracto del exocarpo de Renealmia alpinia (kumpia), proveniente de
la Amazonia del Perl, mediante su extraccién por trituraciébn y posterior
filtracion, se logr6 obtener un colorante 100 % puro y natural, de tonalidad
morada. Dicho colorante fue sometido a diversas pruebas de coloracién nuclear
tisular, controladas en tiempos (5, 10 y 15 minutos) y medicién del pH, como
mordiente el alcohol de 70°.

Por ello, el objetivo del presente estudio fue validar dicho colorante (kumpia)
como colorante nuclear tisular. Para esto, se realizd6 un estudio de tipo
experimental con piezas quirtrgicas del Hospital Alberto Sabogal Sologuren.
Las muestras de tejidos se constituyeron por higado, intestino y ganglios. Se
obtuvieron 102 laminas (34 para cada tejido), de las que 51 se colorearon con
kumpia-eosina y 51 hematoxilina- eosina, que fue tomada como prueba patrén
o gold standard.

En la evaluacién microscopica se consideraron tres criterios de evaluacion:
Imagen histolégica para ambas coloraciones, kumpia y hematoxilina. Se
obtuvo el calificativo de 88,24 % (bueno) y 11,76 % (regular).

Tincion nuclear para kumpia. Se obtuvo 94,12 % (bueno) y 5,88 % (regular);
y 100 % (bueno) para hematoxilina.

Diferenciacién nuacleo-citoplasma. Se obtuvo para ambas tinciones 100 %
(bueno).

Se concluye que este colorante resulta ser bueno y eficaz. Una alternativa en la
tincion nuclear tisular facil de conseguir. En cuanto al precio del insumo, es
muy cémodo.

Palabras clave: extracto, exocarpo, kumpia, colorante nuclear.
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SUMMARY

The extract of the exocarp of Renealmia alpinia (kumpia), from the Amazon
region of Peru, through its removal by crushing and subsequent filtration is able
to obtain a 100 % pure and natural dye hue of purple. The colorant is subjected
to various tests of nuclear staining tissue controlled in times (5, 10 and 15
minutes), measurement of the pH, as a mordant alcohol of 70°. The objective of
this study was to validate the dye (kumpia) as nuclear dye tissue.

A study was conducted in experimental type with parts of the Hospital surgical
Alberto Sabogal Sologuren, tissue samples were: liver, intestines and lymph,
obtaining 102 illustrations, 34 for each tissue, of which 51 were treated with
Kumpia - Eosin and 51 Hematoxylin and Eosin that this was taken as a test
pattern or Gold Standard. In the microscopic evaluation are considered three
criteria of evaluation.

Histological Image for both Kumpia hematoxylin staining were obtained the
gualification of 88.24 % (Good) and 11.76 % (regular).

Nuclear staining for kumpia was obtained 94.12 % (Good) and 5.88 %
(Regular); while the 100 % (Good) for haematoxylin.

Core Differentiation-cytoplasm was obtained for both stains 100% good.
Concluding that this dye proves to be efficient, an alternative in the nuclear
tissue staining, readily available, and in regard to the price of the input is very
comfortable.

Key Words: extract, ectocarp, Kumpia, Nuclear
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I. EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

El Peri es un pais caracterizado por sus diversos climas, esto va a
permitir el desarrollo de una gran variedad de especies tanto de flora
y fauna, asimismo esta megadiversidad de factores bidticos y abiéticos en
combinacién daran vida a espacios naturales propios de cada region,
donde la presencia del hombre de una manera irracional va modificando
los espacios y alterandolos, llegando a extinguir algunas de estas
especies, no siendo ajeno a ello la planta herbacea conocida con
el nombre de Kumpia cuyo nombre cientifico es Renealmia alpinia, a
la cual en el lugar no se le da el valor adecuado y es tratada como maleza
en sus cultivos y terminara extinguiéndose, esta especie es conocida por
las comunidades Nativas Awajum del Distrito de Aramango,
Departamento de Amazonas de nuestro Perda.

A esta planta herbacea se le atribuyen maltiples propiedades medicinales,
tanto de hojas, flores y frutos; los frutos inmaduros presentan una capsula
de color rojo anacarado que al ser triturado se utiliza como antipirético
y analgésico ante la picadura de la insula (hormiga grande). Asimismo
el exocarpo en estado de maduracion es de color negro a morado
teniendo capacidad tintoreal que al tener contacto con la piel o cualquier
tejido o superficie brinda una coloracién azul oscura duradera, por ello es
utilizado en la artesania y textileria para dar coloracién a hilos y vasijas;

ademas de ser usado para pintar sus rostros y cuerpo en sus festividades.
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Es por ello que al tener semejanza con la hematoxilina en cuanto al color
morado oscuro, surge la idea de utilizarlo en la coloracion nuclear tisular
de muestras preparadas, y por ser un colorante natural el riesgo de

exposicion y el dafio causado a quien lo manipula es minimo o nulo.

1.2. Formulacién del problema

1.2.1. Problema general
¢, Cudl es la validez del extracto del exocarpo de Renealmia alpinia

(kumpia) como colorante nuclear tisular?

1.2.2. Problemas especificos
¢Es buena la imagen histolégica que brinda el extracto
del exocarpo de Renealmia alpinia (kumpia) con relacion a
la hematoxilina?
¢ Existe buena diferenciacion entre el nucleo y citoplasma en los
cortes histologicos coloreados con extracto del exocarpo de

Renealmia alpinia (kumpia) con relacién a la hematoxilina?

1.3. Justificacion

Actualmente, los centros de investigacion de patologias orientados
al estudio anatomopatolégico, emplean colorantes sintéticos para colorear
diversos tejidos con la finalidad de emitir un resultado certero. Sin
embargo, el uso de estos colorantes sintéticos implican riesgos en
la salud del manipulador. Por ejemplo, se sabe que la exposicién a
la hematoxilina, de acuerdo a su composicion, es toxico para
el manipulador por contener etanol absoluto, oxidantes artificiales, acido
acético glacial y sales metalicas, que pueden alterar nuestro organismo

y que de acuerdo con el tiempo de exposicion y frecuencia podria ser
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mortal. Por ello, se debe buscar formas de reducirlos utilizando productos
naturales. Se ha observado que, en la naturaleza, existen estos productos
gue nos pueden brindar similares resultados y su uso es limitado por su
falta de conocimiento.

Existe una planta herbdcea como alternativa para colorear nucleos de
tejidos sin causar dafio al manipulador y es conocida como Renealmia
alpina (kumpia), que posee propiedades tintéreas basicas semejantes a la
hematoxilina (la misma que se usa como Gold standard en la tincion de
nacleos celulares, para luego contrastar el citoplasma con la Eosina).

En el presente estudio, se busca validar al extracto del exocarpo del fruto
de Renealmia alpinia (kumpia) como colorante nuclear tisular para ser
utilizado en el diagnéstico histolégico.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivos generales
o Validar el extracto del exocarpo de Renealmia alpinia (kumpia)

como colorante nuclear tisular.

1.4.2. Objetivos especificos
e Evaluar la imagen histolégica que brinda el colorante en estudio
con referencia a la hematoxilina.
o Establecer la validez de diferenciacion entre el ndcleo

y citoplasma en los cortes histologicos coloreados.
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II. MARCO TEORICO

2 .1. Antecedentes

Marcia. M. J. (2003), y Maas (Zingiberaceae) sostienen que dicha planta
herbacea no téxica tiene distintas propiedades curativas, nutritivas y ademas
del uso comestible del arilo de sus semillas, en América tropical y Sierra Norte
de Puebla (México). Con el exocarpo carnoso de los frutos se ha preparado
tinta y con las semillas se ha preparado un aceite usado para frituras en
alimentacién y como medicinal contra nauseas y vomitos. Se distribuye por las
regiones tropicales de América y Africa. Consta aproximadamente de 85
especies, de las cuales 62 se encuentran en el trépico americano (Maas &
Maas Van de Kamer, 2001). En México viven cuatro especies, aunque es
posible que actualmente su nimero sea mas elevado, debido a las muchas
colecciones botanicas realizadas en las Ultimas décadas. Las especies citadas
para México son Renealmia cernua, Renealmia mexicana, Renealmia
occidentalis y Renealmia alpinia (Maas, 1977).

La Renealmia alpinia presenta una amplia distribucion desde Meéxico,
las Antillas Menores, Centroamérica y la region tropical sudamericana hasta
Brasil. Curiosamente no vive en las Antillas Mayores. En México se ha citado
en los estados de Chiapas, Oaxaca y Veracruz. Los nombres vernaculos para
la region neotropical se recogen.

En América tropical, Renealmia alpinia ha sido utilizada para diferentes
propdésitos. Ademas del uso comestible del arilo de sus semillas, objeto de este
estudio, con el exocarpo carnoso de los frutos se ha preparado tinta y con
las semillas se ha preparado un aceite usado para frituras en alimentacion

y como medicinal contra nauseas y vomitos (Acero, 1979; Maas, 1977;
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Martinez Alfaro et al. 1995; Villalobos Contreras, 1994). En Ecuador ha sido
cultivada por sus frutos picantes (Maas, 1976).En este trabajo presenta
la utilizacion que hace de Renealmia alpinia la etnia Totonaca en la Sierra
Norte de Puebla, incluido en el estado de Puebla (México). Asimismo se
muestran la forma de cosecha, propagacion, procesado y mercado de los
frutos. También se presentan datos cuantitativos sobre las medidas y el peso
de los frutos™.

Segun Uriol Bustamante P. (2004) sefala que en la actualidad se emplean
diversos colorantes sintéticos y naturales para la tinciéon de tejidos humanos,
con la finalidad de diagnosticar patologias; que el maiz morado posee
propiedades tintoreales basicas semejantes a la hematoxilina; y en su
investigacion para la tincion nuclear de células presentes en un corte
histologico. Realizé un estudio de tipo comparativo y experimental con biopsias
y piezas quirdrgicas de los hospitales Dos de Mayo y Maria Auxiliadora;
las muestras lo constituyeron 100 tejidos: apéndice, estomago, ganglio, piel
y préstata. Se procedié a la coloracion de los grupos de laminas, en el primer
grupo los cortes histolégicos se colorearon con la hematoxilina-eosina.
El segundo grupo de laminas de los respectivos cortes se realizo con la tincion
del Maiz morado-eosina. El método de coloracion de hematoxilina-eosina fue
tomado como patrén o gold standard?.

Alarcén P. J. (2008) sefala que la Renealmia alpinia (zingiberacea), que es un
planta conocida vulgarmente con los nombres de guaiporé, pintura negra,
jazmin de monte, matandrea o achira de monte, especie con germinacion
seminal poco exitosa y una propagacion dependiente de la continua generacion
de vastagos a partir de su rizoma. Posee estructura herbacea musoide de
altura mediana (hasta los 6 metros), olor canforaceo similar al cardamomo,
peciolos normalmente ausentes y hojas elipticas enteras (30-110 x 5-18 cm)
con limbos largos y anchos que se caracterizan por el color rojizo de
las nervaduras similar a la coloracion de estas ultimas, los frutos (capsulas

elipsoides de 1,5-3,5 cm coronados por restos del céliz y con maduracion
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progresiva) y las flores son de tonalidades relacionadas, aunque la variacion
involucra algunos tonos mas oscuros (tendencia al negro en los frutos),
o tendencia al naranja y el rosa en las flores que se encuentran organizadas en
paniculas basales con bracteas de colores similares. Esta planta, cuya
composicion quimica involucra carotenoides, monoterpenos, diterpenos
y sesquiterpenos, es tipica de bosques tropicales humedos de tierras bajas
y es utilizada tradicionalmente para la extraccion de tinte a partir de los frutos
carnosos, la preparacion de aceites a partir de semillas, como comestible (arilo
de las semillas), en decocciébn o extracto etandlico como febrifugo, contra
nauseas y vomitos, para proteger los cultivos de maiz de roedores y aves
y como antiedematizante, antihemorragico y neutralizante del veneno de
Bothrops asper (Mapana Equis), serpiente causante del 50 % a 70 % de
las mordeduras de reptiles en este pais. Técnicas como la desdiferenciaciéon
tisular y la produccion in vitro de metabolitos no han sido exploradas en esta
especie vegetal, a pesar de su potencial utlizacibn en el estudio
y la produccién in vitro de metabolitos con actividad neutralizante de venenos
de serpiente. Asi, adquieren especial relevancia los trabajos encaminados a
la aplicacion de técnicas in vitro, y a la generacion de plantas que, con escasa
variacion somaclonal, garanticen potencialmente la uniformidad en
la produccion y se conviertan en un mecanismo alterno de generacion de
metabolitos neutralizantes del veneno o, también, de interés en algunos
eventos farmacolégicos adicionales como el neurotoxico, el miotéxico
y el agregante plaquetario®.

Noriega R. p. (2011) menciona que mediante una extraccion alcohdlica
y posterior evaporacién del solvente del exocarpo del fruto comestible de
la especie Renealmia alpinia, proveniente de la Amazonia sur del Ecuador, se
obtuvo una fraccién colorante de tonalidad purpura con un rendimiento del
2,13 %. A dicha fraccién se la someti6 a diversas pruebas para analizar
su estabilidad en variadas condiciones como pH, temperatura y su

comportamiento con solventes de diversa polaridad. Para conocer
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anticipadamente su naturaleza quimica se efectuaron diversos ensayos entre
los que destacan: su espectro ultravioleta visible, su espectro infrarrojo,
la cuantificacion de antocianas totales y sus perfiles cromatograficos en HPLC
a 520 nandémetros. Adicionalmente, se evalué la toxicidad de la especie. Las
plantas del género Renealmia L. Zingiberaceae se encuentran ampliamente
distribuidas a lo largo de los tropicos de América y Africa, con un total de 82
especies, de las cuales 62 se hallan en América (Mass & Mass Van de Kamer,
2001). En Ecuador son cultivadas debido a sus frutos de naturaleza picante
(Mass, 1976); crece en alturas comprendidas entre los 50 y 1 500 msnm (Maas
& Marcia, 2005). Para el pueblo Shuar del Ecuador, el fruto de la Renealmia
alpinia constituye una importante fuente alimenticia, pero también de su
exocarpo se extrae un colorante para pintar sus artesanias. El nombre
tradicional que este pueblo da a la planta es kumpia y es una planta herbacea
de 2 m de alto aproximadamente, hojas simples, alternas, sin estipulas, largo
lanceoladas, hasta 110 cm de longitud y 11 cm de ancho, nervadura paralela,
vaina de la hoja abierta, con ligula. Inflorescencia racimosa, basal, 20-50 cm de
longitud; bracteas de la inflorescencia rosado rojizas, raquis pardo rojizo; flor
tubular, amarilla o rojiza. Fruto en capsula, rojo cuando inmaduro, negro al
madurar, ovoide, 3-4 cm de largo y 1,5-2 cm de diametro, posee numerosas
semillas embebidas en una pulpa amarilla (Manuel J. Marcia, 2003). En los
ultimos afos, el uso de colorantes de origen natural ha ganado gran
importancia en el sector industrial, debido a la serie de observaciones que se
han realizado a los colorantes sintéticos (Feakes & Giusti, 2003).

El grupo natural que reviste la mayor importancia dentro de los compuestos
naturales coloreados son los flavonoides, no solo por presentar una gama
amplia de diversas coloraciones, sino también porque Ultimamente se les
atribuye un sin numero de caracteristicas funcionales beneficiosas para
la salud como dilatador arterial, hepatoprotector, antioxidante, colerético,
antifangico, entre otras. Quimicamente, son sustancias fendlicas cuya

caracteristica principal es la de estar formadas por dos anillos bencénicos
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unidos por un puente de tres &tomos de carbono C6-C3-C6 (Cartoya &
Reynaldo, 2001). Se dividen en antocianinas, isoflavonas, auronas, flavonas,
flavononas, flavonoides, chalconas, flavandioles y dihidroflavonoides, que se
diferencian entre si por los diversos grupos que se sustituyen alrededor del
esqueleto béasico. Las antocianinas son metabolitos secundarios de gran
interés debido a varios factores entre los que destacan una amplia gama de
diversas coloraciones como la azul, roja y morada (Rein y Maarit, 2002), una
gran solubilidad en agua (Mozetic et al., 2002), potenciales beneficios a la
salud humana (Giusti et al., 1999) y una inexistente toxicidad. Las antocianinas
presentan espectros en el ultravioleta y visible en donde se evidencian dos
bandas generales: la primera a longitudes de onda entre 270 a 280 nm
y la segunda entre 465 y 560 nm (Navarro y Fabiola, 2010). En la actualidad,
la demanda de colorantes de naturaleza antocianica es muy alta. Su
produccién se calcula entre 1 200 y 1 300 toneladas anuales. Los
requerimientos mas importantes provienen de la industria alimenticia, debido a
gue en varios paises de la Unién Europea, sudeste asiatico y Latinoamérica su
empleo no presenta restricciones®.

Patifio (2012) demuestra que el extracto de las hojas de la Renealmia alpinia
no produce efectos toxicos en animales de experimentacién, ademas presenta
efectos analgésicos in vitro y antiofidicos in vitro y protege contra los efectos
letales del veneno de Bothrops asper, in vitro. El estudio concluye que esta
planta herbacea puede ser una buena alternativa terapéutica como
complemento al tratamiento con antiveneno en el accidente ofidico, por sus
efectos analgésicos y antiofidicos. Es incuestionable que la medicina tradicional
es una invaluable fuente de investigacion de nuevos remedios basados en
plantas medicinales, como solucién a problemas de salud que acechan
la humanidad, principalmente en paises con un bajo indice de desarrollo
humano, donde paradodjicamente abundan los recursos naturales. Uno de estos
problemas de salud es el accidente ofidico, considerado como un problema de

salud publica y para el cual el Unico tratamiento es el antiveneno; no obstante,
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por la lejania de las zonas geograficas donde ocurren los accidentes, en
muchas ocasiones se retrasa el inicio del tratamiento adecuado y se aumentan
las posibilidades de mortalidad. En abril de 2009, la Organizacion Mundial de
la Salud emiti6 un listado de enfermedades tropicales desatendidas, entre
las cuales se encontraba el accidente ofidico. Al igual que la malaria,
el dengue, la tuberculosis y algunas enfermedades parasitarias, el riesgo de
mordedura por serpiente siempre esta presente y, aunque no tiene el potencial
epidémico de las enfermedades infecciosas y parasitarias, sigue sin ser
reconocida como un riesgo para la salud publica, a pesar de la carga de
sufrimiento que causa en los seres humanos. En el mundo se registran
anualmente cerca de 5,4 millones de accidentes por serpientes, de los cuales,
entre el 50 y el 75 % requiere tratamiento para evitar la muerte, amputaciones
0 secuelas permanentes. Para Latinoamérica se estiman 150 000 accidentes
ofidicos y una cifra de 5 000 decesos por esta causa; la mayoria de los casos
se registra en niflos y trabajadores rurales en edad productiva, lo que pone en
riesgo la subsistencia familiar; ademas, el impacto de las secuelas
y las defunciones representan una gran carga, no solo social, sino de salud
y econdmica. Por otra parte, su magnitud no es bien conocida debido a que
los accidentes ocurren predominantemente en las areas rurales, muchas veces
alejadas de los servicios de salud y para las cuales no hay un registro
adecuado. Colombia no es ajena a esta realidad mundial. La diversidad de su
fauna se refleja en la presencia de una gran cantidad de especies de
serpientes venenosas que habitan, principalmente, en los climas célidos
y templados. En el 2010 se registraron 3 945 casos de accidentes ofidicos con
una incidencia de 8,66 casos por cada 100 000 habitantes. Segun la densidad
de la poblacion, esta incidencia oscil6 entre 127,61 para el departamento
del Vaupés (zona con menos poblacion) y 2,66 para el departamento de
Cundinamarca (zona mas densamente poblada), con una mortalidad de
0,96 %. El veneno de las serpientes tiene como funcion inmovilizar, matar

y ayudar a digerir la presa; esta constituido por una compleja variedad de
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toxinas con actividad enziméatica, que incluye hemorraginas, proteasas
y fosfolipasas A2, y por otras toxinas sin actividad enzimatica, como
neurotoxinas, citotoxinas, cardiotoxinas y miotoxinas. Asimismo, contiene
sustancias no proteicas, como las aminas (histamina, bradicinina, serotonina
y acetilcolina), causantes de edema, hipotension y el intenso dolor que
manifiestan las victimas. El accidente ofidico causado por miembros de
la familia Viperidea se caracteriza por alteraciones patoldgicas locales
y sistémicas, tales como edema, necrosis, hipotension, alteraciones de
la coagulacién, hemorragia sistémica, trombocitopenia, dolor y nefrotoxicidad,
gue pueden variar en intensidad segun la especie, la edad y el tamafio de
la serpiente. Hasta el momento, el antiveneno por via parenteral es el Gnico
tratamiento disponible y aprobado en el mundo para el manejo del accidente
ofidico. Sin embargo, el retraso en el inicio del tratamiento y la rapida
instalacién de los sintomas, proveen escasa proteccién del mismo; ademas,
con frecuencia se producen reacciones de hipersensibilidad que demoran aln
mas el tratamiento. Sumado a esto, en muchas ocasiones el antiveneno no se
encuentra disponible por razones tales como la lejania de las comunidades
rurales, las dificultades en la produccion de los mismos y las dificiles
condiciones geograficas que impiden un rapido acceso a los centros de
atencion hospitalaria, lo cual retrasa el inicio del tratamiento adecuado

y aumenta las posibilidades de mortalidad.

Ante esta problemética, se hace necesaria la busqueda de alternativas
terapéuticas que eviten los efectos ocasionados por la mordedura de estos
ofidios. Entre las alternativas naturales, las plantas medicinales se constituyen
en la principal fuente de recursos contra la mordedura de serpientes,
especialmente en areas tropicales donde hay fuentes abundantes de especies
vegetales. Algunos extractos de plantas han demostrado inhibir las alteraciones
generadas, no solo por los venenos, sino también por toxinas aisladas de los

mismos. Una de estas plantas es Renealmia alpinia (Rottb.), mas usada
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tradicionalmente por los indigenas de la region de Antioquia y Choco6 contra
la mordedura de serpiente. Ademas, entre sus usos populares tiene aplicacion
como antipirético y analgésico, lo que podria ser de gran utilidad como
coadyuvante en el tratamiento del dolor que se produce durante el accidente
ofidico. Su rica composicion quimica incluye taninos, carotenoides,
monoterpenos, diterpenos y sesquiterpenos, al igual que un alto contenido en
cumarinas, metabolitos encontrados en algunas plantas con actividad
antiofidica comprobada. En diversos trabajos de investigacién llevados a cabo
por diferentes autores, se confirma el uso tradicional de Renealmia alpinia
al demostrar que neutraliza el efecto del veneno de Bothrops asper. El presente
trabajo de investigacion profundiza en los estudios de esta prominente especie
botanica y explora la toxicidad aguda, la actividad neutralizadora in vitro de
varios extractos obtenidos ex vitro de las hojas de Renealmia alpinia sobre
los efectos coagulante y hemolitico indirecto del veneno de Bothrops asper,

ademas de comprobar su actividad analgésica®.
2.2. Base teodrica

2.2.1. Colores y moléculas colorantes.

De forma genética, todos los tejidos de origen animal son incoloros, salvo
gue contengan algun tipo de pigmento, en cuyo caso adoptan el color que
aquel les proporciona.

La primera utilizacién conocida de un agente colorante para tefir un tejido
animal se debe a Van Leeuwenhoek (1714), que empled una solucion de
azafran en vino para facilitar la observacion de las fibras musculares
estriadas en sus preparaciones histolégicas. Mas tarde se introdujeron como
colorantes el carmin (Goppert Cohn, 1849) y la hematoxilina (Waldeyer,
1863). A partir de 1856, comienza la gran expansion mundial de la industria
textil motivada por la fabricacion de los primeros colorantes artificiales,

los colorantes de anilina, que rapidamente se extienden a los métodos de
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coloracion para cortes histoldégicos provocando un vertiginoso desarrollo de
la Histotecnologia. El fundamento de cualquier método de tincién radica en
la propiedad que poseen todos los tejidos para incorporar y fijar de modo
variable diversas sustancias coloreadas llamadas colorantes.

Un colorante puede definirse como una sustancia que, puesta en contacto
con un soporte adecuado, se une a él de forma perdurable transmitiéndole

su color.

2.2.2. Tipos de colorantes

En funciébn de su origen, se distinguen dos tipos fundamentales de
colorantes: naturales y artificiales.

Los colorantes naturales: son relativamente escasos y se obtienen en
forma de extractos a partir de ciertas plantas o insectos. En la histologia de
rutina son ampliamente utilizados, siendo los mas conocidos como
colorantes nucleares la hematoxilina y el carmin, y como colorantes
citoplasmaticos, la safranina y la orceina.

Los colorantes artificiales: son derivados de la anilina que constituye la
base de numerosas coloraciones histolégicas. Aunque inicialmente se
obtiene a partir del alquitran de carbon, en la actualidad se sintetizan en el

laboratorio.

2.2.3. Naturaleza quimica de los colorantes

El soporte quimico fundamental de la mayor parte de los colorantes
naturales y artificiales son anillos aromaticos derivados del benceno.
El hecho de que los dobles enlaces entre los atomos de carbono de estos
anillos no sean fijos, y por tanto, puedan ser reordenados.

El benceno, al igual que todos los hidrocarburos aromaticos, es

originariamente una sustancia incolora. Si en un momento determinado se
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produce la fijacion de los dobles enlaces dentro del anillo por ocurrir alguna
reaccién quimica sobre este, puede mostrar color. Los radicales quimicos
responsables de la modificacion molecular a la que se debe la aparicién
del color reciben el nombre genérico de grupos croméforos, reservandose
la denominacion de cromoégeno para el conjunto formado por el grupo
croméforo mas anillo aromatico.

La conversién de un cromogeno en colorante estd vinculada a la adicién
sobre la molécula aromatica, de otros grupos atémicos que le confieren
la propiedad de disociarse electroliticamente o de formar sales con
los tejidos.

Estos radicales reciben el nombre de grupos auxécromos o potenciadores
de color, y por lo comin estan dotados de carga eléctrica que pueden ser de
caracter acido o basico, siendo estos los responsables de que el colorante
tenga mayor o menor afinidad por la estructura que se va a tefiir.

Los grupos auxécromos de mayor importancia son los radicales hidroxilo
(-OH), carboxilo (-COOH), amino (-NHy), sulihidrilo (-SH), y determinados
iones metalicos derivados del hierro, cromo, aluminio, molibdeno, etc.

Clasificacion de los colorantes segun sus grupos auxocromos

y apetencia tisular

Se distinguen en cinco grupos fundamentales: basicos, acidos, neutros,

y metacromaticos.

Colorantes basicos
Formados por la asociacion de un cromdgeno de baja intensidad y caracter
débilmente &cido, con grupos auxdcromos catidnicos fuertemente basicos

gue son los responsables de la carga global del colorante.
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Por este motivo, se utilizan para colorear estructuras &cidas, principalmente
contenidas en el interior de los nucleos celulares en forma de &cidos

nucleicos (lacas de hematoxilina, fucsina basica, galocianina).

Colorantes &cidos

Son productos de la unién de un cromégeno de baja intensidad débilmente
basico con grupos auxdécromos acidos que confieren dicho caracter
al colorante.

En general, tifien estructuras basicas contenidas en los citoplasmas
celulares (eosina, fucsina acida, pironina, etc).

Colorantes neutros

Se producen por la unién de caracter salino entre colorantes acidos
y basicos para formar un precipitado, cominmente insoluble en agua y muy
estable en disolucion alcohdlica. De esta forma, siendo su carga global
neutra, conservan en parte la propiedad de colorear conjunta

0 separadamente diversas estructuras.

Colorantes indiferentes
Son aquellos que no poseen un caracter acido, basico o salino definido, por
lo que habitualmente colorean los tejidos a través de un mecanismo por

impregnacion fisica.

Colorantes metacromaticos
En condiciones normales, la mayor parte de los tejidos tienden a tefiirse con
una tonalidad semejante a la del colorante utilizado para su demostracion.

A esta demostracion se le conoce con el nombre de ortocromasia.

23

Tesis publicada con autorizacion del autor

Citar la tesis




TESIS | UNIVERSIDAD WIENER

Sin embargo, cuando se utilizan ciertos colorantes basicos derivados de
la anilina, algunas estructuras tisulares se tifien de color totalmente distintos,
este efecto se conoce con el nombre de metacromasia y las estructuras asi
tefiidas, cromotropas. Los colorantes metacromaticos son sustancias

guimicamente puras y no de caracter salino.

2.2.4. Mecanismos generales de la coloracion

Segun la naturaleza de la vinculacion molecular entre los colorantes
y los tejidos, existen tres mecanismos generales: de caracter fisico,
fisicoquimico o histoquimico. Estos mecanismos, combinados entre si en
distinta medida, explican las particularidades de las principales técnicas de
tincién en anatomia patologica.

Los mecanismos de caracter puramente fisico estan ligados a
las propiedades de disolucion e impregnacion del colorante sobre el tejido.
Las tinciones ligadas a un mecanismo principalmente quimico estan basadas
en el desarrollo de una reaccion quimica entre el colorante y la estructura,
objeto de tincién; de forma que al interaccionar ambos se produce un nuevo
cromogeno responsable del color obtenido. Al conjunto de procedimientos
técnicos que se fundamentan en este mecanismo comun se agrupan dentro
de la histoquimica.

Los mecanismos fisicoquimicos de coloracion tisular estan vinculados a
la formacion de uniones intermoleculares por atraccion electrostatica o por

fuerza de tension superficial.

2.2.5. Coloraciones nucleares

La mayor parte de las coloraciones que se utilizan habitualmente en
histopatologia contienen algin colorante que tifien de manera especifica

el nacleo celular, definiendo su contorno y realzando su contenido cromatico.
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Con esta finalidad se utilizan colorantes de caracter basico con apetencia
por los grupos fosforicos acidos del ADN. Entre ellos se encuentran algunos
colorantes artificiales como la galocianina, el verde de metilo, el azul de
alizarina S, la fucsina bésica, el violeta de cresilo. Siendo de mayor
importancia los de origen natural como el carmin, la safranina, y sobre todo

la hematoxilina, que es el colorante nuclear por excelencia.

Hematoxilina

La hematoxilina es un colorante natural que se extrae del arbol Hematoxylén
campechianum, palo de campeche o palo azul de Centroamérica.
Inicialmente fue utilizada para tefiir seda y lona, y en 1862 empez6 a
emplearse en la coloracion de tejidos animales. En el comercio se encuentra
en forma de cristales rosados o amarillentos solubles en agua y alcohol.
Tradicionalmente se ha mantenido que la hematoxilina en su forma natural
no es un colorante, pero los progresos de la quimica de los colorantes han
permitido establecer que pese a expenderse en forma de leucocompuestos,
la molécula de hematoxilina se une especialmente mediante puentes de
hidrogeno a diversos sustratos entre los que se encuentran multiples
derivados de la celulosa. Si bien esta union no genera color.

Para que la hematoxilina pueda ser empleada como colorante en
Histotecnologia, ha de ser oxidada previamente a hemateina. Este proceso
oxidativo que puede ocurrir espontaneamente en contacto con el oxigeno
atmosférico a lo largo de 4-6 semanas, o ser inducido de forma artificial a
través del empleo de agentes quimicos de caracter oxidante provoca
la aparicion sobre la molécula de un anillo paraquinénico que, actuando
como cromoforo, le confiere la propiedad de tefir. El proceso de oxidaciéon
del colorante, conocida también con el nombre de maduraciéon de la
hematoxilina, que puede ser acelerado mediante la utilizacion de agentes

oxidantes artificiales como oxido de mercurio (0,5 @), yodato de
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sodio (0,05 g), permanganato potéasico (0,177 g), dicromato potasico (0,28
g), clorato potésico (0,11 g), yodato potasico (0,20 g), cantidades para un

gramo de hematoxilina.

Formula de la hematoxilina
OH
1>
HO
g °
HO OH

Renealmia alpinia (kumpia)

Es una planta herbacea no tdxica con distintas propiedades curativas,
nutritivas y medicinales. Con el exocarpo carnoso de los frutos maduros se
ha preparado tinta; con las semillas, un aceite usado para frituras en
alimentacién. Sirve como medicina contra nauseas y vomitos y de sus hojas
se extrae una sustancia como efecto inhibitorio sobre el veneno por
la mordedura de la serpiente Bothrops asper (mapand). Se distribuye en
Africa, en las regiones tropicales de toda América hasta el Peri. Consta
aproximadamente de 85 especies, de las que 62 se encuentran en el trépico
americano (Maas & Maas Van de Kamer, 2001).

La Renealmia alpinia es una hierba rizomatosa aromatica de 2-6 m de altura.
Sus hojas son elipticas (30-110 x 5-18 cm), con peciolos normalmente
ausentes. La inflorescencia es un racimo basal de 12-55 cm. Los frutos son
capsulas elipsoides, 1,5-3,5 cm, coronados por restos del céliz y de color
rojizo a negruzco morado cuando estan maduros.

Es una especie tipica de los bosques tropicales hiumedos de tierras bajas,
pero puede alcanzar hasta los 1500 m de altitud. El exocarpo de este fruto
en estado de maduracién es de color negro a morado teniendo capacidad
tintoreal que al tener contacto con la piel, cualquier tejido o superficie brinda

una coloracion azul oscura duradera. Quimicamente, son sustancias
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fendlicas cuya caracteristica principal es la de estar formadas por dos anillos
bencénicos unidos por un puente de tres &tomos de carbono C6-C3-C6.

Este fruto tiene antocianinas que son metabolitos secundarios de gran
interés, debido a varios factores entre los que destacan una amplia gama de
diversas coloraciones como la azul, roja y morada, con una gran solubilidad

en agua, y alcohol, de potenciales beneficios para la salud humana.
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Estructura basica de los flavonoides

2.2.6. Histotecnologia

Es la ciencia que concentra los conocimientos sobre el analisis estructural
0 quimico, organico e inorganico, de tejidos normales o patolégicos. Se
clasifican segun el tipo de estudio:

Vital: cuando se realizan en tejidos vivos sin que estos hayan sido
separados del organismo del que procede.

Supravital: cuando se realiza en tejidos extraidos de organismos vivos que
tienen un periodo de vida con actividad metabdlica.

Posvital: cuando se realizan en tejidos muertos que han sido separados del

organismo del que proceden.

Puede ser de dos clases:
Histologica: tejido obtenido de una persona o animal sano con
la finalidad de investigar su estructura y composicion normal.
Histopatoldgica: tejido obtenido con la finalidad de obtener un
diagndstico o investigar el origen de la enfermedad.

Biopsia: procedimiento cuyo objetivo es la obtencion de muestras

histopatoldgicas de un organismo vivo para estudios posvitales.
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Biopsias diagnosticas: tienen como objetivo fundamental obtener un
diagnostico microscopico de una enfermedad. Se caracteriza por: ser de
pequefio tamafio y no comprender la totalidad de la lesion, solo una porcion
de ella.

Biopsias quirargicas: tienen como objetivo fundamental confirmar
el diagnéstico microscépico de una enfermedad, establecer el prondstico
y contribuir al tratamiento. Se caracteriza por ser de gran tamafio
y comprender la totalidad de la lesion o del 6rgano.

Necropsia: procedimiento cuyo objetivo es la obtencion de muestras
histopatoldgicas de un organismo “muerto” para estudios postvitales. Estas
se realizan en la denominada “sala de necropsias” con equipamiento
especifico.

Necropsia clinica: tiene como objetivo fundamental conocer la historia
natural de la enfermedad que causé la muerte.

Necropsia legal: tiene como objetivo fundamental conocer
las circunstancias que causaron la muerte. La realiza el médico legista.
Existe un tercer procedimiento de obtencion de muestras denominado
extendido Cérvico vaginal y es aquel resultante de la dispersion de células
procedentes del raspado o exfoliacién del cérvix uterino sobre una lamina

portaobjetos. Se utiliza para la coloracion de papanicolao.

2.2.7. Procedimientos y técnicas histotecnoldgicas

Conjunto de pasos a seguir para la obtencién de preparados histologicos
aptos para su estudio mediante el microscopio optico.

Fijaciéon: es el proceso fisico que logra una situacidn estable de
los constituyentes tisulares, interrumpiendo las reacciones enzimaticas de
autolisis y la putrefaccion.

Inclusion: proceso por el cual brinda la dureza, consistencia al tejido para

gue pueda ser cortado.
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Hay cuatro etapas:

- Deshidratacién
- Aclaramiento
- Inclusién con parafina

- Corte

Este Gltimo se realiza en micr6tomos que son muy precisos para obtener

laminas de tejidos muy delgados de (4 um-6 um) aproximadamente.

- Desparafinizacion e hidratacion
- Coloracion
- Deshidratacion

- Montaje

2.3. Terminologia basica

Validacion. Accion y efecto de validar. Es dar firmeza, fuerza, seguridad
o0 subsistencia de algun acto.

Extracto (del lat. extractus, sacar). Producto solido o espeso obtenido por
evaporacion de un zumo o de una disolucion de sustancias vegetales
0 animales. Extracto acuoso, alcohdlico, etéreo.

Exocarpo. (exo, exterior y el karpo, fruto). Palabra formada con raices griegas
que significa “cascara la parte mas externa del fruto”.

Kumpia. Pertenece a la familia Zingiberaceae, genero Renealmia, especie
alpinia, planta herbacea no toxica, conocida comunmente con los nombres de
kumpia, platanillo, guaiporé, jazmin de monte, pintura negra, matandrea
o achira de monte, por las comunidades nativas Awajum del distrito de
Aramango, departamento del Perd, como también en el pueblo Shuar

del Ecuador, en el poblado de Puebla de México, y Africa.
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Colorante. Sustancia natural o artificial que se emplea para tefiir las células
o los tejidos organicos, a efecto de que sean visibles al examinarlos con
el microscopio.

Nuclear. Relativo al nucleo de una célula. El nucleo celular es un organulo
membranoso que se encuentra en las células eucariotas. Contiene la mayor
parte del material genético celular, organizado en multiples moléculas lineales
de ADN de gran longitud formando complejos con una gran variedad de
proteinas como las histonas para formar los cromosomas.

Tisular. Término biolégico que pertenece o es relativo a los tejidos de los
organismos.

Tejido. Un conjunto asociado de células de la misma naturaleza.

2.4. Hipotesis

2.4.1. Hipotesis general
e EIl extracto del exocarpo de Renealmia alpinia (kumpia) es valido como

colorante nuclear tisular.

2.4.2. Hipotesis especificas

¢ La imagen histologica que brinda el colorante en estudio en comparacion a
la coloracion con hematoxilina es buena.

e Es aceptable la validez de diferenciacion entre el nucleo y citoplasma en

los cortes histologicos coloreados.

2.5. Variables

2.5.1. Variable independiente
e Extracto del exocarpo de Renealmia alpinia (kumpia) como colorante.
2.5.2. Variable dependiente

e La coloraciéon nuclear tisular.
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I1l. DISENO METODOLOGICO

3.1. Tipo de investigacion

e  Experimental

3.2. Poblaci6on y muestra

La poblacion universo del estudio fue de 2 560 muestras quirtrgicas obtenidas
durante el mes de julio de 2014, en el Hospital Alberto Sabogal Sologuren, del
area de Anatomia Patoldgica.

El calculo muestral del estudio se obtuvo segun la formula:

k'ﬁi*p *q *N

(E"a*(N-l)).'.kn:* p*q

La poblaciéon del estudio fue 102 cortes de tejidos: higado (34), intestino (34),
ganglio (34). De estas, se les distribuyo de la siguiente manera: 17 laminas
para coloracién kumpia-eosina, y 17 laminas para coloracién hematoxilina-

eosina.

Criterios de inclusidn

Son incluidas las muestras quirdrgicas obtenidas durante el mes de julio de
2014, en el hospital Alberto Sabogal Sologuren, del area de Anatomia
Patoldgica. Son seleccionadas las muestras que presenten un alto contenido

de células y ndcleo, estas comprenden higado, colon, ganglio.
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e Higado: por presentar cordones celulares de hepatocitos, con los que se
evaluara mejor el nimero de nucleo celular.

¢ Intestino: formada por la glandula tubular simple (revestidas por un epitelio
cilindrico simple), células absorbentes (citoplasma eosindfilo y nudcleo
basal), y por células mucosas de polo abierto (caliciformes).

e Ganglio: formada por las siguientes partes:

- Cépsula y seno subcapsular o (marginal) que consiste en un espacio
revestido por células endoteliales.

- Corteza: foliculos linfoides, seno cortical, (foliculos donde se encuentran
los linfocitos maduros), y zona cortical o centro germinal constituida por
linfocitos inmaduros.

- Medula: senos o canales medulares que drenan la linfa desde la corteza
hasta el hilio.

Criterios de exclusién: se excluiran las muestras quirdrgicas que presentan
complicada estructura del tejido y tamafio nuclear-celular, y presentan dificultad
en la evaluacién del colorante en estudio

3.3. Técnicas e instrumentos de recolecciéon de datos

3.3.1. Técnica de obtencion del colorante kumpia

Se corté los frutos maduros de la kumpia.

Se separo el exocarpo de los frutos.

Se trituré con un molino de fierro casero.

Se obtuvo el colorante exprimiendo con una tela muy fina.

Se envaso el colorante en frascos de vidrio color (Ambar).

-~ o o 0o T p

Se obtuvo el colorante libre de impurezas con un papel filtro.
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Técnica para la obtencion del tejido en las laminas

a.

®© 2 oo

Se buscé en el libro de archivos las muestras procesadas en el mes de
julio de 2014.

Se selecciond los bloques o tacos ya procesados.

Se coloc6 en la nevera de la refrigeradora.

Se realizo el corte del tejido con micr6tomo tipo minot.

Se colocd en agua alcohdlica, luego en el bafio de flotaciébn para el
extendido del tejido y parafina.

Se fij6 en la [amina cada uno de los cortes de las muestras.

Se colocé en la estufa a 100 °C, para sacar la parafina.

Se colocé en los tres xilenos.

Luego se colocé en alcoholes de 100°,100°, 100°, 95°, 80°, 70° y agua
corriente.

Se distribuyé a las laminas en dos grupos de 51, un grupo para la

coloracion kumpia-eosina, y el otro grupo para hematoxilina-eosina.

Técnicay método de la coloracion hematoxilina-eosina

a.

= @

-~ ® oo T

Un grupo de 51 laminas se coloc6 en la cubeta de hematoxilina por 5
minutos

Agua corriente

Alcohol &cido

Agua corriente

Agua amoniacal

Agua corriente

Eosina durante 3 minutos

Alcoholes de 70°, 80°, 95°, 100°, xilol

Estufa a 60°C

Montaje

Se rotulé las laminas con su respectivo nombre del tejido y tipo del

colorante.
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Técnicay método de la coloracion kumpia-eosina
a. El otro grupo de 51 laminas se coloc6 en la cubeta de kumpia por 10
minutos
Agua corriente
Agua amoniacal
Agua corriente
Eosina durante 3 minutos
Alcoholes de 70°, 80°, 95°, 100°, xilol
Estufa a 60°C

Montaje

~ o o o0 o

=«

Se rotulé las laminas con su respectivo nombre del tejido y tipo del

colorante.

j. Entrega de la bandeja de laminas al Dr. Cesar Vela Velasquez,
anatomopatélogo de la Red Asistencial Sabogal, para su evaluacion y
validacién del colorante kumpia en los nucleos de las células de los

cortes histolégicos.
3.3.2. Instrumento de recoleccion de datos
Ficha de evaluacion de laminas coloreadas con kumpia-eosina en referencia
a la hematoxilina-eosina. (Ver anexo N.° 4).

Esta ficha fue evaluada y validada por el Dr. Cesar Vela Velasquez,
anatomopatélogo de la Red Asistencial Sabogal (C.M.P. 19730 R.E. 11654).
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3.4. Procesamiento de datos y analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados en el programa Excel.

3.5. Aspectos éticos

Se utilizaron piezas quirdrgicas que estuvieron en el archivo del Hospital
Alberto Sabogal Sologuren, en el area de Anatomia Patolégica, siguiendo los

lineamientos de la declaracién de Helsinki, el codigo de ética del tecnélogo
médico y el cédigo mundial de ética médica.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

Se realiz6 el corte y coloracion en 102 piezas quirdrgicas de tres tipos de tejido
gue se reportan en la tabla N.° 1.

Del total de laminas que fueron coloreadas, 51 corresponden a la tincién con
Kumpia-eosina y 51 a la tincibn con hematoxilina-eosina, las que se
distribuyeron en 17 laminas por cada tipo de muestra, y tipo de colorante
(segun tabla N.° 1).

TABLA 1
Numero de laminas obtenidas segun tipo de muestras y colorantes

TIPO DE MUESTRA KUMPIA - HEMATOXILINA - TOTAL
EOSINA EOSINA

INTESTINO 17 17 34

HIGADO 17 17 34

GANGLIO 17 17 34

TOTAL 51 51 102

El total de laminas coloreadas fueron 102, distribuyéndose segun el tipo de
muestra: 34 corresponden a intestino, 34 a higado, y 34 a ganglio (segun
tabla 2).
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TABLA 2

Total de laminas coloreadas segun tipo de muestra

TIPO DE MUESTRA NUMERO DE LAMINAS
INTESTINO 34
HIGADO 34
GANGLIO 34
TOTAL 102

Los resultados de la evaluacion microscopica se presentan en las tablas 3, 4
y 5, en las que se aprecian los tres criterios de evaluacion que fueron; la
imagen histologica, tincién nuclear y diferenciacion nucleo-citoplasma, dando
como resultado Bueno, lo que significa que la calidad de las imagenes
registradas se encuentran en un intervalo de 80 a 100 %.

En la tabla 3, se evaluo la imagen histolégica para la tincion con kumpia
y hematoxilina, obteniéndose en ambas tinciones un 88,24 % de Ilaminas con el

calificativo de Bueno y 11,76 % de laminas con calificativo de Regular.
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TABLA 3
Evaluacion de laimagen histolégica respecto ala tincion con kumpiay

hematoxilina

IMAGEN TINCION KUMPIA TINCION

HISTOLOGICA HEMATOXILINA

Ne EVALUACIO N° EVALUACIO

LAMINA N (%) LAMINAS N (%)

S
BUENO 45 88.24 45 88.24
REGULAR 6 11.76 6 11.76
MALO 0 0 0 0
TOTAL 51 100 51 100

En la tabla 4, se evalud la tincidn nuclear, obteniéndose para la tincion con
kumpia un 94,12 % de laminas con el calificativo de Bueno y 5,88 % de laminas
con calificativo de Regular; mientras que el 100 % de laminas coloreadas con

hematoxilina dieron un calificativo de Bueno.
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TABLA 4
Evaluacion de la tincion nuclear referente a la tincion con kumpiay

hematoxilina

TINCION TINCION KUMPIA TINCION HEMATOXILINA
NUCLEAR N° LAMINAS | RESULTADO | N°LAMINAS | RESULTADO
(%) (%)
BUENO 48 94,12 51 100
REGULAR 3 5.88 0 0
MALO 0 0 0 0
TOTAL 51 100 51 100

En la tabla 5, se evaluo la diferenciacién nucleo-citoplasma, obteniéndose para

ambas tinciones el 100 % de laminas con calificativo de Bueno.
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TABLA S5
Evaluacion de la diferenciacién nacleo-citoplasma de la tincion con

kumpia y hematoxilina

DIFERENCIACION TINCION KUMPIA TINCION HEMATOXILINA
NUCLEO- N.° RESULTADO N.° LAMINAS RESULTADO

CITOPLASMA LAMINAS (%) (%)

BUENO 51 100 51 100
REGULAR 0 0 0 0
MALO 0 0 0 0

TOTAL 51 100 51 100
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4.2. Discusion

> Existe un estudio realizado con extracto de maiz morado-eosina, por Uriol

Bustamante P. en el afio 2004, con 100 muestras.

Imagen histologica (81 %) de laminas con un calificativo de Bueno.
Tincién nuclear (65 %) de laminas con un calificativo de Bueno.
Diferenciacién nucleo-citoplasma (75 %) de laminas con un calificativo

de Bueno.

» Otro estudio realizado por Oscar Santa Cruz Sanchez, en el afio 2014,

utilizando el colorante (kumpia-eosina), con 102 muestras, se obtuvo

los resultados:

Imagen histoldgica: 88,24% (Bueno) y 11,76 % (Regular) del total de
l[aminas.

Tincion nuclear: 94,12% (Bueno) y 5,88 % (Regular) del total de
l[aminas.

Diferenciacion nucleo-citoplasma 100 % (Bueno) del total de laminas,
ocurriendo lo mismo para ambas tinciones, tanto el colorante kumpia-
eosina, como para hematoxilina-eosina, que esta fue tomada como

prueba patron o gold standard.

Este colorante kumpia no utiliza ningdn tipo de agentes oxidantes

artificiales, sales metalicas, acido acético, a diferencia del extracto del maiz

morado y la hematoxilina que si se utilizan para dar color y acelerar

la reaccion fisicoquimica.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

El presente estudio llego a las siguientes conclusiones:

» Es un colorante 100 % puro y natural, no toxico, y con propiedades propias
de las antocianinas (metabolitos secundarios muy favorables para tinciones
y colorantes) y muy beneficioso para el manipulador por no ser toxico.

> Tiene un calificativo de Bueno para sus tres indicadores de evaluacion del
estudio y es muy eficaz para la tincién nuclear tisular.

» Es facil de conseguir y no necesita ningun tipo de evaporacion ni

concentracion.

5.2. Recomendaciones

» Se recomienda utilizar este producto como una alternativa en cuanto a
colorantes nucleares tisulares.

> Realizar otros métodos de estudio para acelerar la reacciébn en menor
tiempo de la coloracion del colorante kumpia con los ndcleos tisulares.

» Realizar otras pruebas al colorante kumpia en procedimientos histoquimicos
e inmunohistoquimicos, tricromica de Masson, citologia ginecoldgica y no
ginecoldgica, en el area de hematologia, citogenética como en la coloracion
del bandeo cromosomico.

» Se recomienda el uso de este colorante kumpia porgue resulté ser Bueno,
eficaz, facil de conseguir, no necesita ningun tipo de procesamiento ni
evaporacién, es un colorante 100 % puro, natural, y directo, en cuanto al

precio del insumo es muy cémodo.
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ANEXOS

ANEXO 1. Cuadro de operacionalizacion de variables

VARIABLE TIPO DE VARIABLE DIMENSION INDICADOR ESCALA DE VALOR
MEDICION
Colorante (kumpia) | Colorante 100% puro y natural, no toxico, | Diagndstico Imagen Histologica Buena (80-100)%
como  colorante | ligeramente &cido, en cuanto a la coloracion | Histologico Regular (60-79)%
nuclear tisular. nuclear tisular es Buena, semejante a la Mala (50-59)%
hematoxilina, una alternativa en
histotecnologia, en cuanto al precio del insumo Tincion Nuclear Buena (80-100)%
es muy comodo y facil de conseguir, Regular (60-79)%
Mala (50-59)%
Diferenciacion Buena (80-100)%
Niicleo-Citoplasma Regular (60-79)%
Mala (50-59)%
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ANEXO 2. Ficha de evaluaciéon de las laminas

@)

1. Evaluar la coloraciéon que brinda el colorante en estudio con referencia a la

hematoxilina.
Dr. Anatomo Patélogo: ............. L ——
Dr. Vela Velasquez
C.M.P. 19720 R.E. 11654
ANATOMIA PATOLOGICA

RED ASISTENCIAL SABOGAL
BRI ——————— gusheators
Uc CarlosH, a Vasquez

TEC DICO
/L. M.P. 6003

LUOAT A ITADAO, ontesisomsmis niss s nsimmenmmessmmsmesisimssnser s A5 S SRR e R

Marcar con un (x) o (+) el puntaje que corresponda.

Imagen Histolégica Kumpia - Eosina | Hematoxilina - Eosina
Buena (80-100) % X x 1)
Regular (60 -79) %
Mala (50 -59) %

Tincién Nuclear Kumpia - Eosina | Hematoxilina - Eosina
Buena (80-100) % - o 0
Regular (60 -79) %
Mala (50-59) %

Diferenciacion Nucleo | Kumpia - Eosina | Hematoxilina - Eosina

Citoplasma
Buena (80 -100) % X 3 -,,@
Regular (60-79) %
Mala (50 -59) %
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ANEXO 3. Imégenes de tesis

Figura 1. Habitat natural de la planta herbacea Renealmia alpinia (kumpia)

Distrito Aramango del departamento de Amazonas.
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Figura 2.- Planta herbacea Renealmia alpinia (kumpia), en su estado de
floracion y frutos verdes.

Figura 3. Recoleccion de los frutos maduros de Renealmia alpinia (kumpia).

48

Tesis publicada con autorizacion del autor

Citar la tesis




TESIS | UNIVERSIDAD WIENER

Figura 4. Separacion del exocarpo de los frutos Renealmia alpinia (kumpia)

y trituracion con molino de fierro.
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HOSPITAL NACIONAL
mEsSalud ALBERTO SABOGAL SOLOGUREN

LY

Figura 5. Hospital Nacional Alberto Sabogal Sologuren, lugar y area donde se
realizé el experimento de la tesis.

Figura 6.- Filtrando el colorante, colorante kumpia libre de impurezas.
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Figura 7. Coloracion piloto muestras de intestino y de higado.

Figura 8. Muestra de intestino observacion microscopica a 40x.
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Figura 9. Muestra de higado observacion microscépica a 40x.

Figura 10. Muestra de higado observacién microscépica a 100x.
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Procedimiento de coloracion de laminas de las muestras de los tejidos del

estudio, procesadas y separadas para cada tipo de colorante

Figura 12. Procedimiento de coloracién kumpia-eosina.
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Figura 14. Laminas coloreadas con kumpia-eosina.
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Figura 15. Intestino, imagen histolégica, coloracion hematoxilina-eosina.

Observacion microscopica a 10x.

Figura 16. Intestino, imagen histolégica, coloracion kumpia-eosina.

Observacion microscopica a 10x.
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eosina. Observacién microscopica a 40x.

tincién nuclear, y diferenciacion nucleo-citoplasma

o

coloracion hematoxilina-eosina. Observacién microscopica a 40x.
coloracion kumpia

Figura 17. Intestino, tincién nuclear, y diferenciacion ndcleo-citoplasma

Figura 18. Intestino
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Figura 19.- Higado, imagen histoldgica, coloracién hematoxilina-eosina.

Observacion microscopica a 10x.

Figura 20. Higado, imagen histoldgica, coloracion kumpia-eosina.

Observacion microscopica a 10x.
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Figura 21. Higado, tincién nuclear, y diferenciacion nacleo-citoplasma
coloracion Hematoxilina-eosina. Observacion microscopica a 40x.

Figura 22. Higado, tincién nuclear, y diferenciacion nucleo-citoplasma

coloracion kumpia-eosina. Observacion microscopica a 40x.
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Figura 24. Ganglio, imagen histolégica, coloracién, kumpia-eosina.

Observacion microscopica a 10x.
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Figura 25. Ganglio, tincion nuclear, y diferenciacién nucleo-citoplasma

coloracion, Hematoxilina-Eosina. Observacién microscopica a 40x.

Figura 26. Ganglio, tincion nuclear, y diferenciacién ndcleo-citoplasma

coloracion, kumpia-Eosina. Observacion microscopica a 40x.
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