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RESUMEN

El formaldehido ha sido catalogado como una sustancia con propiedades toxicas,
cancerigenas y mutagénicas donde su principal via de ingreso al cuerpo es por el sistema
respiratorio, causando irritacion y afecciones cronicas que incluso derivan en cancer. La
presente investigacion se centrd en evaluar diferentes alternativas al formol como fijador y
conservador de piezas anatomicas para el estudio histopatologico en los laboratorios de
patologia. Lo anterior enmarcado en la necesidad de establecer el uso de herramientas y
compuestos que sean amigables con el medio ambiente y la salud de los profesionales. La
investigacion es de disefio cuasi-experimental. EI procedimiento tuvo una duracion de 28
dias, realizando mediciones en los dias 1, 5, 7, 14, 21 y 28, siguiendo el disefio propuesto
por Wolff et al., (13), dichas mediciones permitieron medir la capacidad de fijacion de las
sustancias usadas como también evaluar la calidad de la conservacion para el diagndstico.
Como principales resultados se encontr6 bajas variaciones en cuanto al color y la
consistencia de las muestras, manteniendo el color natural y la consistencia normal. Al
finalizar de todo el experimento se hizo la respectiva evaluacion de la calidad de la tincion

para el diagndstico, siendo excelente en las sustancias usadas.

Palabras claves: Anatomia, Patologia, Formaldehido, Fijacion, Conservacién (DeCS).



ABSTRACT

Formaldehyde has been classified as a substance with toxic characteristics, carcinogenic
and mutagenic characteristics where its main route of entry into the body is through the
respiratory system, causing irritation and chronic conditions that could even lead to cancer.
The current research was focused on evaluating different alternatives to formalin as a
fixative and preservative of anatomical pieces for histopathological studies in pathology
laboratories. This is framed in the need to establish the use of tools and compounds that are
friendly to the environment and the health of professionals. The research is of quasi-
experimental design. The procedure lasted 28 days, taking measurements on days 1, 5, 7,
14, 21 and 28, following the design proposed by Wolff et al. (13). These measurements
allowed measuring the binding capacity of the substances used as well as evaluating the
quality of conservation for diagnosis. The main results were low variations in the color and
consistency of the samples, maintaining the natural color and normal consistency. At the
end of the experiment, the respective evaluation of the quality of the staining for diagnosis

was made, being excellent in the substances used.

Key words: Anatomy, Pathology, Formaldehyde, Fixation, Conservation (DeCS).
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1 PRESENTACION

Las investigaciones orientadas hacia la biologia humana son de amplio espectro, con lo cual
existe la posibilidad de centrarse en problematicas complejas o que incidan
multidimensionalmente. En este sentido, se ha propuesto una investigacion que involucra el
desarrollo préctico y metodoldgico en el que hacer del laboratorio de patologia y también la
incidencia que tendria en las personas involucradas en dichos procesos. Entonces, por un
lado, se plantea una investigacion en donde es posible evaluar la efectividad del uso de
sustancias alternativas al formol en el proceso de fijacion y conservacion de muestra
anatémicas. Mientas que, por el otro, se busca reducir el impacto negativo del uso del

formol en el laboratorio de patologia.

De acuerdo a lo anterior, aqui se presenta una investigacién en donde la metodologia de
laboratorio puede servir como un punto de partida para evaluar sisteméaticamente muestras
anatomicas en tres sustancias conservantes: formol, solucion chilena y glisocol, teniendo en
cuenta que esta ultima hace parte de la produccidn intelectual de los integrantes del
laboratorio. Este proceso permite la incorporacion de las habilidades investigativas
adquiridas en el nivel de maestria al servicio de la generacion de nuevos conocimientos que
sean replicables y confiables. Por este motivo se plantean pruebas que demuestren los
cambios a traves del tiempo y la correspondiente puesta en escena del debate académico

frente a los hallazgos finales, a la luz de investigaciones antecedentes.

En este orden de ideas, la investigacion se adelant6 con la posibilidad de ser un punto de
partida para nuevos trabajos de indagacion y asi proponer un nuevo escenario a la luz de la
innovacion y la renovacion del quehacer en el laboratorio de patologia. Los hallazgos
expuestos aqui, pueden ser aplicados, y su generalizacion a través del tiempo seré el

producto de posteriores investigaciones y la refinacidn continua de nuevos hallazgos.
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2 INTRODUCCION

El trabajo en los laboratorios de patologia exige el uso de diferentes sustancias para llevar a
cabo procesos de fijacion y conservacion de muestras anatomicas, dichas sustancias suelen
ser de composicion toxica y peligrosas para los seres vivos. Esta realidad ha motivado la
indagacion y busqueda por nuevas sustancias que sean alternativas a las tradicionales, en
donde prima el uso del formol. Sin embargo, el uso del formol ha sido extendido y
permanente por la seguridad que ha demostrado en el alcance de los objetivos de fijacion y

conservacion. Hecho comprobado a través del tiempo y duplicado en la disciplina.

En este sentido la motivacion de la presente investigacion es desde el punto de vista laboral,
metodoldgico y practico. Los resultados de la evaluacion de posibles sustancias fijadoras y
conservadoras alternativas al formol, seria una via razonable para establecer, desde la
experimentacion si se puede innovar en el uso de sustancias toxicas en los laboratorios de
patologia. Aungue en la actualidad se han ejecutado investigaciones relacionadas con la
evaluacion de sustancias alternativas al formol, en la presente investigacion se han

seleccionado la solucion chilena y el glisocol.

De acuerdo con lo anterior el trabajo presenta, ademas de soluciones alternativas y
novedosas, también el uso de una metodologia ejecutada por una investigacion antecedente
donde se evalla a través de 28 dias los cambios en peso, diametro, consistencia y color,
para finalmente evaluar la calidad de la tincidn para el diagnostico, con el uso del
microscopio. Cabe destacar que esta Ultima prueba fue realizada con la colaboracion del Dr.

Alejandro Posada Restrepo en el Instituto Caldense de Patologia (Manizales — Caldas).

Ahora bien, el trabajo se presenta con los siguientes apartados, en primera medida un
abordaje problematico que contextualiza al lector sobre las necesidades de ejecutar la
investigacion y sus implicaciones practicas. Posteriormente se hace un abordaje teorico y
practico desde publicaciones que subyacen a las motivaciones de la investigacion, el
recorrido permite delimitar el alcance investigativo desde los puntos de partida en los

hallazgos mas actuales relacionados al fendmeno objeto de estudio.

12



Seguidamente al establecimiento de los propositos de la investigacion se esboza la
metodologia llevada a cabo en la investigacion, alli mismo se delimita el tipo de
investigacion, técnicas, métodos, procedimientos, muestras, variables y plan de analisis
final. Luego se entregan los resultados del trabajo de campo y su correspondiente
descripcidon. En seguida se discuten los hallazgos con otras investigaciones similares a la

presente, para posteriormente llegar a las debidas conclusiones y recomendaciones.
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3 AREA PROBLEMATICA Y JUSTIFICACION

En los laboratorios universitarios de investigacion biomédica, especificamente en anatomia
es importante la fijacion de las muestras anatomicas de diferentes estructuras, para lo cual
se hace uso de mezclas que contienen formaldehido (1). El formaldehido tiene dos ventajas
importantes en el trabajo de laboratorio, por un lado la obtencion de buenos resultados de
conservacion y fijacion, como de otro lado, un precio aceptable en el mercado para la
finalidad del mismo (2). En este sentido, el trabajo dentro de los laboratorios de formacion
universitaria en el area de la salud no podria prescindir de una sustancia quimica como el

formaldehido en sus practicas académicas.

En los laboratorios de patologia se hace uso de diversidad de herramientas y elementos para
llevar a cabo diferentes procedimientos. Se destaca el uso de sustancias quimicas como
insumo en algunas actividades, este es el caso del formaldehido, el cual ha suscitado un uso
generalizado como sustancia conservante en el proceso de fijacién de muestras (3). Segun
Pefalver et al.,(4) en los laboratorios de anatomia y patologia se resalta el uso del
formaldehido para procesamiento de tejidos, manipulacion de piezas anatomicas
conservadas, lavado de piezas, vaciado de casetes, eliminacion de residuos y la realizacion
de cortes histologicos (biopsias). Ademas, las soluciones hechas con 5% o0 méas de
formaldehido se constituyen como un fijador de tejidos eficaz (5). Por estas razones el uso

del formaldehido es generalizado en los laboratorios de patologia.

En el marco de las consideraciones hasta aqui expuestas, el formaldehido se podria
catalogar como la opcion generalizada por sus caracteristicas particulares, sin embargo, se
han adelantado estudios sobre los efectos nocivos en el medio ambiente y en los seres
humanos por su exposicion. Frente a esto se cita en primera instancia la investigacion
adelantada por la International Agency for Research on Cancer(5) en donde sus estudios
remontados a 1995 ya advertian sobre la necesidad de clasificar al formaldehido como
probablemente carcindgeno en humanos. En la Union Europea desde el 1 de abril de 2015
se instaurd una nueva clasificacion del formaldehido como sustancia cancerigena de

categoria 1B y mutagena de categoria 2 (1).
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Hasta la actualidad, se han elaborado trabajos en donde se ha podido demostrar diferentes
afecciones relacionadas con la exposicion al formaldehido, como: irritacion de nariz y
garganta, dificultades respiratorias, bronquitis, sensibilizacion alérgica (2); secuelas
respiratorias cronicas, pérdida progresiva del olfato, asma, rinitis, sinusitis, sintomas
neuroldgicos como cefalea, fatiga, somnolencia, perdida de la concentracion, efectos
mutagénicos y carcinogénicos (6,7); cancer del cavum (carcinoma de nasofaringe),
sospecha de leucemia, posible cancer nasosinusal, tanto la genotoxidad como la citotoxidad

juegan un importante papel en la carcinogénesis por formaldehido en los tejidos nasales (5).

En Colombia, para el afio 2015 se realizé un estudio en donde se presentd la distribucion de
25 agentes cancerigenos en la poblacion de trabajadores de todo el pais. En donde el
formaldehido se ubico en el nimero seis con una incidencia de 2,2% y un nimero estimado
de personas de 185.345 (8). Quiere decir que en Colombia existe un riesgo latente, mientras
en las instituciones de educacion superior sigue siendo utilizado el formaldehido como la
mejor alternativa en el proceso de fijacion de estructuras al igual en los laboratorios de

patologia.

Adicionalmente, se resalta que en el afio 2014 la emision del Decreto 1477 (9), en donde se
emite la Tabla de Enfermedades Laborales, alli el Ministerio del Trabajo sefiala como
factor de riesgo ocupacional al formaldehido para las siguientes enfermedades:
laringotraqueitis aguda, asma, bronquitis, neumonitis, bronquitis quimica aguda, edema
pulmonar quimico, inflamacion de vias respiratorias, sindrome de disfuncion reactiva de las
vias aéreas RADS, bronquiolitis obliterante cronica, enfisema crénico difuso, fibrosis
pulmonar crénica, dermatitis alérgica. No obstante, el Decreto 1477 no presenta el efecto
cancerigeno del formaldehido, segun lo registra el analisis elaborado por Idrobo-Avila,
Vasquez-Lopez, & Vargas-Carias(10) sobre la exposicion ocupacional al formaldehido.

En este orden de ideas, los estudios de los efectos del formaldehido estan siendo
documentados ampliamente e incluso relacionados desde la emision de normativas a nivel
nacional e informes de orden internacional. Esto con la finalidad de mitigar el impacto que

pueda producir en la salud de las personas expuestas a este agente quimico. Por esta razén,
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se han desarrollado algunas investigaciones donde se buscan formas para mejorar el trabajo
en los laboratorios de patologia y mitigar la exposicidn a este agente quimico.

Muestra de ello es la investigacion realizada por Mora (11) en el Hospital de México, en
donde concluye sobre los diferentes factores que inciden en la exposicion al formaldehido
en los trabajadores de anatomia patoldgica, como hacinamiento, falta de especializacion de
tareas por area de trabajo, carencia de equipos de extraccion y proteccion personal. Ante los
hallazgos de Mora (11) se recomienda la ejecucion de un monitoreo riguroso y periédico a
todos los procesos que incorporen el uso del formaldehido, con el fin de mitigar la
exposicion de los trabajadores, asimismo se recomienda la disposicion de implementos de

proteccion para el personal.

De otro lado, Calvo (12) ha desarrollado una investigacion en donde plantea un protocolo
para la vigilancia en personas expuestas al formaldehido. En donde ha especificado la
importancia de llevar a cabo protocolos de vigilancia en las préacticas clinicas, siendo un
mecanismo para garantizar que se cumpla la normatividad referente a salvaguardar la salud
de los trabajadores. Ahora bien, la periodicidad de seguimiento de las posibles afectaciones
por exposicion a formaldehido requiere de recursos ingentes en la toma de muestras y
analisis de las mismas, significando un mayor esfuerzo para mitigar los efectos en los

trabajadores.

Sobre esto ultimo se trae a colacion los resultados de Pefalver et al.,(4), quienes sefialan la
importancia de implementar medidas de disminucion de vapores y mejorar los sistemas de
ventilacién de los laboratorios de patologia, en la sala y area de tallado, respectivamente.
Sin embargo, son enfaticos en manifestar la necesidad de ir un paso mas alla, en lugar de
hacer cuidados de mitigacion del dafio, es ideal la sustitucion del formaldehido por otro
agente quimico de menor toxicidad. Esto ultimo, teniendo en cuenta que han sido poco

concluyentes los estudios que hasta ahora se han realizado con otros fijadores alternativos.

En el marco de las consideraciones hasta aqui descritas, se encontrd que existe la necesidad

de seguir experimentando con posibles sustitutos del formaldehido como sustancia fijadora
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y conservadora de piezas anatomicas para el estudio histopatolégico en laboratorios de
anatomia, atendiendo a dos factores, por un lado, la proteccion de los profesionales, y de
otro lado, obtener la mejor calidad final del proceso de fijacidn en las piezas y tejido

anatomicos. En este sentido, se plantea la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Cuél es la alternativa al formol como fijador y conservador de estructuras y tejidos

en los laboratorios de patologia?
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4 JUSTIFICACION

El presente proyecto partio de la identificacion de la necesidad de proponer una alternativa
de fijacion y conservacion de piezas anatomicas y tejidos que brindara mayor seguridad al
personal del laboratorio de patologia, manteniendo la calidad de los tejidos, con el fin de
garantizar la posibilidad de realizar los procedimientos adecuados y seguros. El proyecto
formula dos escenarios concretos para la aplicacion de los hallazgos, en primera instancia,
la utilidad de comprobar la efectividad de las sustancias conservantes alternativas al formol
en el proceso de fijacion de estructuras anatomopatoldgicas, en donde los resultados
podrian replicarse en otros laboratorios de patologia, siendo un punto de partida para
nuevas investigaciones. De otro lado, posibilitaria el mejoramiento de la gestion de
laboratorio de patologia en dos areas, talento humano y de recursos. La primera, al mitigar
los efectos nocivos del formaldehido, brindando un ambiente laboral seguro para los
especialistas y equipo que trabaja en el laboratorio de patologia. La segunda, en la toma de
decisiones sobre la reduccion de costos de funcionamiento en la seleccion de sustancias de
fijacién y conservacion, sin sacrificar la efectividad y calidad de los procedimientos de

fijacion de estructuras anatomopatolégicas.

La importancia del proyecto radica en el alcance del mismo en los procedimientos de
laboratorios de Patologia para la fijacion y conservacion de piezas anatdmicas, en donde se
propende por la ejecucién de trabajos mas seguros para el personal de laboratorio y las
piezas fijadas para posteriores trabajos de investigacion en el area. En este sentido, se busca
proponer nuevas formas de ejecutar procesos importantes con alternativas donde se reduzca
la exposicion a sustancias toxicas y cancerigenas como el formaldehido. Otro aspecto a
resaltar, tiene que ver con la posibilidad de reducir los gastos asociados a la adquisicion de
sustancias fijadoras y conservadoras de estructuras anatomopatoldgicas, dentro del

laboratorio de patologia, por otras sustancias alternativas, con efectividad igual o superior.

En adicion a lo anterior, se plantea un proyecto novedoso para las condiciones contextuales
y caso puntual del laboratorio de patologia de la cuidad de Manizales. Se parte de las

diversas investigaciones realizadas a nivel mundial y sus hallazgos, para brindar algunas
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luces sobre las posibles sustancias alternativas fijadoras y conservadoras de estructuras
anatomopatolodgicas, dentro del laboratorio de patologia. Sin embargo, es necesario validar
los resultados antecedentes con pruebas experimentales en las condiciones particulares de
los laboratorios de patologia para tomar las decisiones més acertadas en la seleccion de las
mejores sustancias conservantes para el proceso de fijacion de estructuras

anatomopatoldgicas segun su efectividad.

Finalmente, la construccion de este proyecto se hace a partir de la busqueda rigurosa de
material bibliografico proveniente de articulos de revistas indexadas y otras fuentes de rigor
cientifico, proveyendo al campo de estudio una nueva revision contextualizada en el estado
del arte actual frente al uso de sustancias conservantes alternativas de fijacion para piezas
anatomicas y tejidos, diferentes a la usadas en la actualidad, donde su componente principal
es el formaldehido. Con lo cual, la produccion de conocimiento, partird de los Gltimos
hallazgos sobre la temética y asi proponer nuevas alternativas que llenen los vacios de
conocimiento. Este hecho resultaria en nuevos aportes académicos por parte de la Maestria
en Biologia Humana, para el quehacer del laboratorio de morfologia y en este caso de
patologia, evidenciandose en la produccion de la tesis de Maestria, el articulo publicado y
la participacion en ponencias y congresos, en donde la Maestria seréa fuente de nuevas
propuestas investigativas aplicadas a solucionar problemas concretos del area de

conocimiento.

Los hallazgos serian de gran utilidad para el laboratorio de Morfologia de la UAM,
incidiendo también, en los programas académicos que hacen uso de este espacio para el
desarrollo de sus investigaciones, incluyendo la Maestria en Biologia Humana. Entonces,
los procedimientos del laboratorio de Morfologia, resultarian mas seguros y

econdémicamente viables, aportando al desarrollo de nuevos conocimientos.
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5 REFERENTE TEORICO

5.1 ANTECEDENTES

En una busqueda previa de investigaciones acerca del fendmeno objeto de estudio, se han

sistematizado algunos articulos investigativos preliminarmente para establecer el estado del

arte sobre el uso de sustancias alternativas al formaldehido para el fijado de piezas

anatomicas.

Muestra de ello es el trabajo adelantado por Wolff et al.(13) quienes plantearon el
comparar dos métodos de conservacion cadavérica, uno con formol (solucién de
Montevideo) y otro sin formol (método de Prives) utilizando la placenta humana como
Organo experimental, evaluando sus parametros macroscopicos. Investigacion que
surgié como respuesta a las desventajas relacionadas con el uso del formaldehido, del
cual se reconocen efectos nocivos para la salud humana y la naturaleza, pero por su bajo
costo y disponibilidad permanente, ha sido un producto constante en las técnicas de
fijacién anatomica. Para el alcance del objetivo se planteé una metodologia de tipo
mixta (cuantitativa-cualitativa) cuasi experimental. La investigacion se llevo a cabo en
el Hospital Pereira Rossell de Montevideo (Uruguay), en donde se tomaron 46 muestras
de placenta humana con un peso promedio mayor a 400 g, las cuales se dividieron en
dos grupos, un grupo tratado con formol (22) y otro tratado sin formol (24). La solucion
propuesta sin formol, denominada Prives contuvo: Glicerina (45%), Acetato de potasio
(10%), Agua (40%) y Timol (5%). Siendo preparada manualmente en el laboratorio. El
experimento tomo 28 dias, divididos en dos, las primeras dos semanas fue en el
momento en que las placentas estuvieron sumergidas en las preparaciones y dejadas a
temperatura ambiente. Mientras las otras dos semanas, las placentas estuvieron al aire
libre y a temperatura ambiente, luego de ser retiradas de la solucion. Los investigadores
hicieron medidas en tres momentos: dia 14, 21 y 28, En donde recolectaron informacion
cuantitativa (peso, didmetro mayor y diametro menor) y cualitativa (consistencia, color,
olor y crecimiento micro/macro organismos). Al finalizar la investigacion, Wolff et al.

(13) aseguraron que el método Prives sin formaldehido es una opcion de calidad para la
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fijacion de piezas anatomicas, para el caso concreto de las placentas humanas. Se
mantuvo las caracteristicas macroscopicas evaluadas, evito la proliferacion de
microrganismos, los tejidos se preservaron de manera fresca y elastica (propiedades
generalmente afectadas por el uso del formaldehido). En este orden de ideas, consideran
el método Prives como una alternativa de mejor calidad y seguridad para su uso en la
fijacion de piezas humanas, mientras recomiendan hacer mayores estudios extrapolados
a animales de tamafio pequefio y a cadaveres humanos.

De otro lado, la investigacion llevada a cabo por Belloni et al.,(14) se centrd en evaluar
un nuevo método de fijacién denominado PAXgene (PreAnalytix, Switzerland) en
comparacion con la técnica tradicional con el uso de formaldehido, esto en muestras
congeladas de melanoma. La sustancia PAXgene estd compuesta por metanos y &cido
acético, su composicidn es organica, es soluble y la mezcla contiene alcoholes como el
etanol para estabilizarla. Se destaca, en la descripcion del compuesto, la propiedad de
preservar la morfologia, contenido proteico y la integridad del acido nucleico. Los
investigadores tomaron 12 muestras de melanoma a pacientes en proceso de cirugia en
el Departamento de Dermatologia del Hospital Universitario de Zurich, Suiza. Al ser
tomadas las muestras se fijaron con el uso de nitrogeno liquido, PAXgene y con
formaldehido. Para el caso de las muestras fijadas con PAXgene, se siguieron las
indicaciones de tamafio maximo, de tiempo y temperatura, recomendados por el
fabricante. En cuanto a la valoracion final, los investigadores compararon la morfologia
y la inmunohistoquimica de ambos métodos, la calidad del acido nucleico en funcion
del método de fijacion y calidad del ADN mediante secuenciacion directa. Dentro de
los hallazgos de la investigacion adelantada por Belloni et al.,(14), se destaca que el uso
del PAXgene provee ventajas en la deteccion de acido nucleico, Utiles para los
marcadores especificos vinculados a enfermedades que requieren un analisis de
ampliacién mas largo. Sin embargo, con miras al trabajo de rutina llevado en un
laboratorio de patologia, recomiendan continuar con el uso de los métodos de fijacion
tradicionales. Esto, debido a la fijacion con PAXgene provee ventajas significativas en
algunos analisis moleculares, ventaja que no es suficiente para cambiar el método

tradicional. Segun se ha revisado en la referenciada investigacion, es necesario realizar
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investigaciones complementarias para avanzar en el conocimiento de métodos
alternativos al del uso del formaldehido, con resultados a la medida de las necesidades
del trabajo de laboratorio.

Una investigacion adicional se ha llevado a cabo por Stefanits et al.,(15) con el fin de
presentar el uso de un fijador denominado KINFix (Klinisches Institut fir Neurologie
Fixative), el cual es libre de formaldehido. El uso de este fijador se ha realizado como
un sustituto del fijador comercial RCL2 el cual fue descontinuado del mercado. En
efecto, los investigadores al encontrarse con la no disponibilidad del fijador basado en
etanol, decidieron elaborar el fijador KINFix con base en los componentes del RCL2.
Entonces la receta utilizada por los autores ha sido: “para la solucion de trabajo, afiadir
537 mL de acido acético a 2.000 mL de ddH20 (jCuidado, no verter ddH20 en el acido
acético!) Llenar hasta 3.000 mL de volumen con ddH20. Afiadir 480 g de trehalosa.
Diluir con 5.000 mL de etanol 100%. EI resultado es 8.000 mL de solucion de trabajo
KINFix lista para usar” (15). Para la fijacion se tomaron muestras de tejido
neuroquirdrgico de tamafios de 20x20x5 mm méaximo. Los investigadores hicieron el
estudio comparativo con KINFix, RCL2 y formaldehido, al finalizar el estudio
encontraron que el fijador KINFix era util para conservar las caracteristicas
histoldgicas, ademas obtuvo un buen desempefio en la preservacion de las proteinas y
los &cidos nucleicos. Ahora bien, segun Stefanits et al.,(15) el fijador propuesto en la
investigacion debe ser tomado como una alternativa, sin que necesariamente deba ser
generalizado su uso, no obstante lo consideraron, inicialmente, como un complemento
para las fijaciones anatomicas convencionales realizadas con formaldehido.

De otro lado, Bussolati et al.,(16) realizaron una investigacion en donde probaron una
sustancia alternativa al formaldehido, en este caso el glyoxal. Sustancia que
comercialmente se obtiene con el 40% de concentracion, sin embargo, los
investigadores advierten resultados de baja calidad, comparativamente con los
obtenidos por medio del uso tradicional del formaldehido. Por este motivo, optaron por
la reduccion de la acidez del glyoxal, para crear un fijador neutro eliminando los acidos
del glyoxal dialdehido. Luego de la produccion en laboratorio del glyoxal libre de

acido, se utilizo en la fijacion de 30 muestras quirdrgicas humanas, de las cuales 25
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fueron tomadas de cancer de colon y 5 de céncer de estomago. Las muestras utilizadas
fueron fijadas paralelamente con el uso de glyoxal y con formaldehido. Asimismo, las
muestras fueron tefiidas en Hematoxilina y Eosina. Finalmente, los investigadores
encontraron resultados similares en cuanto a la preservacion de las propiedades
estructurales y macromoleculares de las células y tejidos, comparativamente al uso del
glyoxal libre de &cido y el formaldehido. Esta comprobacion se considera de
importancia, al leerse en su discusion que han invalidado otras investigaciones en donde
se consideraban las fijaciones con uso de formaldehido como superiores a la glyoxal,
afirmaciones que no tuvieron en cuenta el efecto negativo de la acidez de la sustancia
de fijacion. Mientras la citada investigacion, ha encontrado idoneidad como alternativa
fijadora del glyoxal comparativamente con el formaldehido, siempre y cuando se
reduzca o eliminen los acidos glioxilico, glicolico, férmico, acético y oxalico(16).

En adicion se cita la investigacion llevada a cabo por Haizuka et al.,(3) quienes se
propusieron a establecer los efectos fijadores del NVP (N-Vinyl-2-pyrrolidone) en
cadaveres humanos, como una alternativa para reemplazar el uso del formaldehido. Los
investigadores partieron de reconocer en otras investigaciones hechas con animales
efectos fijadores, antimicrobianos y conservadores. En el experimento se utilizaron 15
cadaveres de entre los 67 y 98 afios de edad. El trabajo para embalsamar se realiz6 en
diferentes concentraciones de NVP (4% — 5%, baja; 10% - 10,5%, media; 21,5%, alta),
ademas se prepararon tres cadaveres que sirvieron de control para el experimento, los
cuales fueron inyectados con una preparacion de formaldehido (5% formalina, 5%
glicerol, 5% fenol, 52% alcohol, 33% agua). Para el analisis estadistico final, los
investigadores utilizaron el paquete estadistico de t student para muestras
independientes, en donde se midieron propiedades macroestructurales de movimiento y
consistencia. Los hallazgos de la investigacion permitieron determinar que el NVP en
concentraciones entre 4% y 21,5% es un adecuado fijador, desinfectante y conservante
de cadaveres. Ademas, los cuerpos resultaron optimos para el desarrollo de las
habilidades en los estudiantes de medicina, ya que las articulaciones se mantuvieron
moviles, como también mantuvieron las condiciones de calidad de los nervios cutaneos,

venas, ligamento, tendones y viseras, facilitando su manipulacion. En este sentido, el
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NVP resulto ser una alternativa adecuada frente al uso del formaldehido para el
embalsamiento de cadaveres humanos en diferentes concentraciones.

Otra investigacion se adelanto por parte de Cisne et al.,(17) en donde se plante6 como
objetivo central el de establecer las propiedades fijadoras de una solucion con base en
etanol que contiene acido etanico. El proceso se realizé con la obtencion de tejidos de
corazon, intestino y cerebro provenientes de 15 ratones, los cuales, luego de hacerles la
eutanasia, se les extrajo 5 muestras por cada tejido, una por cada raton. Las muestras se
almacenaron a temperatura ambiente en las soluciones preparadas para tal fin:
formalina (10%), etanol (70%) y solucién etandlica de acido etanico. Luego se realizo
la extraccion de los tejidos para su deshidratacion y limpieza, para luego ser incrustados
en la parafina. El proceso de tincion se hizo con Hematoxilina y Eosina, Gomori y
Resorcina-fucsina de Weigert. La valoracion cuantitativa de la tincion histoquimica se
realizé con histogramas de intensidad de pixeles, ya que estos han servido para
demarcar las areas de interés, y previamente se elimind el posible ruido o material no
especificado. Dentro de los hallazgos sefialan que la solucién etandlica de acido tanico
es superior a las otras dos, en cuanto a su capacidad de preservar los tejidos fijados,
siendo menos toxico para quienes manipulan las sustancias. Ademas, preserva los
tejidos a nivel microscépico, demostrado con imagenes que guardaron mejor los
detalles y con histogramas de intensidad de pixeles.

Por Gltimo la investigacion de Giménez et al.,(18) hace una comparacion entre
sustancias conservantes alternativas de fijacion en anatomia patoldgica: Fine-Fix
(Milestone), Green-Fix (Diapath) y Molecular Fixative (Sakura). En el procedimiento
se buscd valorar la capacidad de fijacion tisular y de permeacién tisular en muestras de
tamafio medio. Los parametros de comparacion establecidos en la investigacion han
sido: impregnacion tisular de los fijadores, calidad y facilidad del corte, calidad de la
tincion Hematoxilina-Eosina, calidad de las Tinciones Especiales, y calidad de las
técnicas inmunohistoquimicas. Segun los autores, los resultados muestran un buen
desemperio de los productos denominados Fine-Fix y Molecular Fixative,
comparativamente con el uso del formaldehido, esto en la calidad de las fijaciones, sin

embargo, los autores consideran que los resultados no son del todo concluyentes,

24



motivo por el cual se deben ejecutar nuevas investigaciones en donde sean resueltos
problemas relacionados con las técnicas Inmunohistoquimicas, a fin de validar las

sustancias alternativas al formaldehido.

5.2 MARCO TEORICO
5.2.1 Los fijadores

Estas sustancias permiten la recuperacion de las moléculas intactas de los tejidos que han
sido fijados. Cualquier fijador debe inhibir que los tejidos se vean afectados por el
crecimiento de bacterias y agentes infecciosos, manteniendo asi la integridad tisular y
celular de los mismos. Las caracteristicas ideales que deben tener los fijadores son las

siguientes, segun Eltuom et al (19):

1. Deben ser eficaces para una amplia variedad de tejidos y 6rganos, incluido el tejido
graso, el tejido linfoide y el tejido neural, asi como para ser usados en diferentes
especies de animales sin importar su tamafio.

2. Deben ser adecuados para todos los procedimientos y pruebas de un laboratorio de
histologia: tinciones de rutina, tinciones especiales, inmunotinciones y técnicas de
hibridacion.

3. Deben dar los mejores resultados morfoldgicos en la tincién de hematoxilina y

eosina (H&E), y la tincidn de las secciones debe ser estable durante el tiempo que

dure su almacenamiento.

Deben ser estables, y con una vida util de al menos 1 afio.

Deben ser compatibles con la mayoria de los procesadores de tejidos.

Deben penetrar y fijar el tejido en un tiempo realista.

Deben ser comodo de usar y de almacenar, sin ser extremadamente inflamables.

Deben servir para el almacenamiento de muestras a largo plazo.

© © N o g &

Deben plantear riesgos toxicol6gicos minimos para el uso rutinario en el
laboratorio.
10. Deben ser rentables.

11. Deben ser facilmente desechables y reciclables.
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12. Deben fijar los tejidos para que se corten facilmente al incrustarlos en la parafina.

5.2.2 Métodos de fijacion

La fijacion de los tejidos puede realizarse por métodos fisicos y/o quimicos. La mayoria de

los métodos de fijacion utilizados en el procesamiento de tejidos para diagnosticos

histopatoldgicos se basan en la fijacion quimica realizada mediante fijadores liquidos. Los

métodos fisicos, como el calentamiento, el microondas y la liofilizacién son procesos

independientes y no se utilizan habitualmente en la practica rutinaria de la patologia médica

0 veterinaria, anatomia e histologia, salvo el uso de la fijacion por calor seco de los

microorganismos antes de la tincion de Gram, (20). A continuacién, se relacionan los

diversos métodos de fijacion:

Tabla 1. Métodos de fijacion

Fisicos

Fijacion por calor

En histopatologia el calor se utiliza principalmente para acelerar
otras formas de fijacion. Cada componente es menos soluble en
agua después de la fijacion por calor, como se da en el caso de un
huevo cuando se calienta, en donde la clara y la yema pueden
identificarse por separado. Cuando se toma una seccion congelada
y se coloca en un portaobjetos de un microscopio caliente, esta se
adhiere al portaobjetos fijandose como consecuencia del calor y la
deshidratacién.

Fijacién por
microondas

El calentamiento por microondas acelera la fijacion y puede
reducir de mas de 12 horas a menos de 20 minutos el tiempo de
fijacion de algunas muestras brutas y secciones histoldgicas. Este
procedimiento presenta ciertos riesgos de seguridad y debe ser
aplicado con equipos de microondas especiales.

Liofilizacion y
sustitucion por
congelacion

La liofilizacion es una técnica til para estudiar materiales
solubles y moléculas pequefias; los tejidos se cortan en secciones
finas, se sumergen en nitrégeno liquido y el agua se elimina en
una camara de vacio a -40°C. El tejido puede fijarse
posteriormente con vapor de formaldehido. En sustitucion, los
especimenes se sumergen en fijadores a -40°C, como acetona o
alcohol, que eliminan lentamente el agua mediante la disolucion
de cristales de hielo, y las proteinas no se desnaturalizan;
Llevando la temperatura gradualmente a 4°C se completa el
proceso de fijacion.

Quimicos

Fijadores
coagulantes

Tanto las soluciones organicas como las no organicas pueden
coagular las proteinas, haciéndolas insolubles. La coagulacion de
dichas proteinas mantiene la histomorfologia de los tejidos a nivel
del microscopio dptico.

Fijadores
coagulantes
deshidratantes

Los fijadores coagulantes més utilizados son alcoholes (etanol,
metanol) y acetona. El metanol estd més cerca de la estructura del
agua que el etanol, por lo tanto, el etanol compite més fuertemente
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que el metanol en la interaccion con las zonas hidrofdbicas de las
moléculas; asi, la fijacion del coagulante comienza a una
concentracion del 50-60% para el etanol, pero requiere una
concentracion del 80% o més para el metanol.

Otros tipos de
fijadores
coagulantes

Los coagulantes acidos, como el &cido picrico y el acido
tricloroacético, cambian las cargas de las cadenas laterales
ionizables, de las proteinas e interrumpen el enlace electrostatico y
de hidrégeno. Estos &cidos también pueden insertar un anion
lipofilico en una region hidrofilica y, por tanto, alterar las
estructuras terciarias de las proteinas. El acido acético coagula los
acidos nucleicos, pero no fija proteinas, por lo que se afiade a otros
fijadores para evitar la pérdida de acidos nucleicos.

El 4cido tricloroacético puede penetrar dominios hidrofébicos de
las proteinas y el anion producido reacciona con los grupos
aminos cargados. Esta interaccion precipita las proteinas y extrae
acidos nucleicos. El acido picrico o trinitrofenol se disuelve
ligeramente en agua para formar una solucién acida débil (pH
2.0). En las reacciones, forma sales con los grupos basicos de
proteinas, lo que provoca la coagulacion de las mismas. Si la
solucidn se neutraliza, la proteina precipitada puede redisolverse.
La fijacion con &cido picrico produce una tincion més brillante,
pero las soluciones de pH bajo de &cido picrico pueden causar
hidrdlisis y pérdida de 4cidos nucleicos.

Fijadores de
reticulacion no
coagulantes

Se seleccionaron varios productos quimicos como fijadores por su
potencial accion de formar enlaces cruzados dentro y entre las
proteinas y los acidos nucleicos. El entrecruzamiento puede no ser
un mecanismo importante en los actuales tiempos cortos de
fijacion, y por lo tanto los "fijadores covalentes aditivos™ pueden
ser un mejor nombre para este grupo.

Algunos ejemplos son el formaldehido, el glutaraldehido y otros
aldehidos, como el hidrato de cloral y el glyoxal, sales metalicas
como el cloruro de mercurio y de zinc, y otros compuestos
metalicos como el tetroxido de osmio. Los grupos aldehidos son
guimica y biolégicamente reactivos y son responsables de muchas
reacciones histoquimicas.

Fijacion de
formaldehido

El formaldehido en su forma de tampdn neutro al 10% (NBF) es el
fijador mas utilizado en el diagnéstico patoldgico. El
formaldehido puro es un vapor que, cuando se disuelve
completamente en agua, forma una solucién que contiene entre un
37% y un 40% de formaldehido; esta solucion acuosa se conoce
como "formalina".

El "formol al 10%" que se utiliza habitualmente en la fijacion de
tejidos es una solucidn al 10% de formol y contiene
aproximadamente un 4% en peso y volumen de formaldehido.

Fijacion de
glutaraldehido

Se sabe menos sobre las reacciones biolégicas y los efectos del
glutaraldehido en comparacidon con el formaldehido, ya que no se
ha utilizado tan ampliamente en aplicaciones bioldgicas. El
glutaraldehido es un aldehido bifuncional que probablemente se
combina con los mismos grupos reactivos que el formaldehido. En
soluciones acuosas el glutaraldehido se polimeriza, formando
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compuestos ciclicos y compuestos oligoméricos.

Fijacion de
tetréxido de
osmio

El tetroxido de osmio es un solido tdxico, soluble en agua 'y en
disolventes no polares y puede reaccionar con sitios hidrofilicos e
hidrofébicos, incluyendo las cadenas laterales de las proteinas,
causando potencialmente la reticulacion. La reaccién mejor
caracterizada del osmio es su reaccion con los enlaces insaturados
de los lipidos y fosfolipidos.

Fijadores de
reticulacion para
microscopio de
electrones

Los lipidos de las estructuras celulares (membranas citoplasmatica
y nuclear, las mitocondrias, los granulos secretores, reticulo
endoplasmico liso y rugoso.), pueden ser extraidos mediante
muchos fijadores con deshidratantes (por ejemplo, alcoholes). Por
lo tanto, para el examen ultra estructural es importante utilizar un
fijador que no solubilice los lipidos. Los fijadores preferidos son
un fijador de reticulacion fuerte como el glutaraldehido, una
combinacidn de glutaraldehido y formaldehido, o Carson's
modificado de Millonig, seguido de una post-fijacién en un agente
gue lo estabilice alin més.

Cloruro de
mercurio

Historicamente, el cloruro mercdrico era muy favorecido por sus
cualidades para mejorar las propiedades de tincion de los tejidos,
especialmente para las tinciones de tricromia. Sin embargo, ahora
rara vez se utiliza en el laboratorio clinico debido los problemas
de salud y seguridad que conlleva el uso de un fijador que
contiene mercurio, y también debido a la utilizacion de "tinciones
especiales”. Otra gran desventaja de la fijacion con cloruro de
mercurio es la formacion inevitable de depdsitos de color negro
intenso de pigmentos mercuriales.

Fijacion de
dicromato y acido
crémico

El trioxido de cromo se disuelve en agua para producir una
solucidn acida de acido crémico, con un pH de 0,85. El 4cido
crémico es un potente agente oxidante que produce un aldehido a
partir de los residuos de 1, 2-diglicol de los polisacaridos. Estos
aldehidos pueden reaccionar en las tinciones histoquimicas (PAS y

Fijadores argentafina/argir6filo) y deben aumentar el fondo de la tincion
especiales inmunohistoquimica.
El mercurio, el plomo y el zinc son los més utilizados en los
lones metéalicos fijadores actuales, por ejemplo, se sugiere que el formaldehido con
como suplemento | zinc es un mejor fijador para la inmunohistoquimica que el
fijador formaldehido solo. Sin embargo, esto depende del pH del
formaldehido, asi como del formaldehido con zinc.
Los patologos utilizan fijadores a base de formaldehido para garantizar patrones
histomorfométricos reproducibles. Se pueden afiadir otros agentes al formaldehido para
producir efectos especificos que no son posibles con el formaldehido solo. El
deshidratante etanol, por ejemplo, puede afiadirse al formaldehido para producir
formalina alcohdlica. Los fijadores compuestos son (tiles para tejidos especificos, por
Fijadores ejemplo, la formalina alcohdlica para la fijacion de algunos tejidos grasos, como la
compuestos mama, en los que la conservacién de los lipidos no es importante. Ademas, la fijacién

de muestras brutas en formalina alcohélica puede ayudar a identificar los ganglios
linfaticos incrustados en la grasa. Algunos fijadores combinados que incluyen
formalina alcohdlica son buenos para preservar el inmunoreconocimiento del antigeno,
pero pueden incrementar la tincion inespecifica o de fondo en los estudios de
inmunohistoquimica.

Fuente: Elaboracién propia con base en Suvarna et al. (20)
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5.2.3 Formaldehido

Es una sustancia quimica con formula HCHO, la cual tiene diversidad de sinénimos, donde
los mas comunes son la formalina (solucion con agua) y formol (21). Se caracteriza por ser
incoloro, inflamable, explosivo en estado gaseoso, irritante para los 0jos y vias respiratorias
(22). Ademas, es una sustancia quimica muy reactiva con la capacidad de reaccionar
consigo misma y crear paraformaldehido. Generalmente la forma en que se comercializa el
formaldehido es en concentraciones del 30% y 40% de formaldehido, 15% de metanol

como agente estabilizante, y entre el 48% y 53% de agua (21).

Ahora bien, la produccion de formaldehido es generalizada para su uso en diversas
industrias como en la produccion de papel, textiles, madera, aislamientos, resinas,
lubricantes, componentes eléctricos, detergentes, cosméticos, jugos de cafia, desinfectantes,
refinacion de petroleo, persevantes, cueros y preservacion de tejidos (21). Ante la amplia
utilizacion de esta sustancia quimica, se ha requerido de mayor vigilancia frente a los
factores de riesgo de su uso y los efectos en la salud de las personas que manipulan el

formaldehido.

Sobre esto ultimo, el formaldehido usa tres vias de acceso al cuerpo humano, al: respirarlo,
ingerirlo o entrar en contacto con la piel. Las dos primera vias de acceso son las de mayor
velocidad de absorcion (22). Los tejidos del cuerpo tienen la capacidad de degradar el
formaldehido convirtiéndolo en formato que luego es excretado por la orina. Sin embargo,
se han documentado efectos sobre la salud de acuerdo a las concentraciones de la sustancia

quimica.

Tabla 2. Efectos del formaldehido sobre la salud

Concentracion - Efectos —
Cédigo Descripcion

1% - 5% R40 Pos!b!e_s efectos car)c_ezrigel_wos _
R43 Posibilidad de sensibilizacion al contacto con la piel
R20/21/22 (l:\looncil\;c;)ipeclar inhalacion, por ingestion y en contacto

5% - 25% - - - - - -
R36/37/38 Irrita los ojos, la piel y las vias respiratorias
R40 Posibles efectos cancerigenos
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R43 Posibilidad de sensibilizacion al contacto con la piel
R23/24/25 Téxico por inhalacion, por ingestion y en contacto
con la piel
> 25% R34 Provoca guemaduras
R40 Posibles efectos cancerigenos
R43 Posibilidad de sensibilizacidn al contacto con la piel

Fuente: Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial (21).
5.2.4 Formaldehido como fijador de piezas anatomicas (proceso de fijacion)

El proceso de fijacion de los tejidos se efectla en el laboratorio de patologia basado en los
fundamentos basicos de histologia, razon por la cual se presenta a continuacion lo que se
puede considerar como el proceso tradicional de fijacion de piezas anatémicas, el cual se
realiza con el uso del formaldehido. En este sentido, los pasos para el procesamiento

histoquimico de los tejidos son:

Fijacion: En esta etapa se busca mantener la muestra lo méas parecido posible a su estado
natural. Por este motivo se requiere impedir la autolisis de las células y asi preservar la
estructura celular. En este proceso se utiliza Formol tamponado al 10% con pH neutro o
fijador de Bouin. El principal efecto es el de entrecruzar las proteinas de la muestra.
Asimismo, sirven como antisépticos impidiendo la degradacion de las estructuras, ademas
actian como mordientes, es decir, ayuda a que la posterior sustancia de tincion presente
mayor afinidad con las estructuras celulares. Segun el coeficiente de difusibilidad expuesto
por Suvarna et al. (20), este proceso de fijacion puede tardar hasta 25 horas, para una esfera

de 10 mm.

Postfijacion: Las técnicas de fijacion pueden requerir pasos adicionales antes de iniciar el
procesamiento. Los fijadores de acido picrico (Bouin) forman picratos solubles en agua, por
lo que se hace necesario colocar las casetes de tejido directamente en alcohol al 70% para
su procesamiento. Los fijadores alcoholicos, como como el liquido de Carnoy, deben
colocarse directamente en alcohol al 100%. Para ayudar a la visualizacién de pequefios
fragmentos de tejido durante la incrustacion, se pueden afiadir unas gotas de eosina al 1%,

pueden afiadirse al recipiente de la muestra 30 minutos antes del procesamiento. EI color
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rosa del tejido se mantiene durante el procesamiento, pero se desvanece durante la tincién

posterior. Suvarna et al. (20)

Deshidratacion: Las muestras de los tejidos poseen una gran cantidad de agua, con lo cual
es necesario efectuar la eliminacion de la misma, proceso que se realiza con el uso de
alcohol etilico. La deshidratacion se realiza aplicando bafios graduales de alcohol etilico en
concentraciones creciente, iniciando al 50% hasta llegar al 100%. Los tiempos que demora
sumergida la muestra en cada una de las concentraciones depende del tamafio, sin embargo,

es un proceso que podria tardar hasta seis horas.

Aclaramiento: El proceso de aclaramiento, se realiza con el uso de la sustancia denominada
Xilol con el fin de retirar el alcohol utilizado en el paso anterior. Ahora bien, el agua y el
alcohol no son solubles con la parafina fundida, sustancia a ser aplicada en el proceso

posterior.

Homogenizacion: Los tejidos se pasan por dos bafios sucesivos de parafina liquida a una
temperatura entre 58°C y 60°C, durante 1 hora en cada uno. Una vez transcurridas las 12
horas se verifica que las muestras hayan realizado el recorrido adecuadamente, si se

evidencian fallas en el proceso se debe proceder a realizarlo de forma manual (23).

Inclusion: Este punto esta precedido por uno denominado la impregnacién, en donde la
muestra es sumergida en parafina liquida, la cual, presentara unas temperaturas que oscilan
entre los 40°C y los 70°C (24), y debe impregnar todo el tejido, los espacios entre las
células y dentro de las células, asi queda totalmente infiltrada la muestra. Este proceso
puede realizarse entre tres a cuatro horas. Posteriormente se realiza la inclusién de la
muestra, la cual se coloca en un molde cubico donde se incorpora la muestra y se vierte
parafina liquida, a fin de formar un bloque. Aqui la muestra se deja endurecer a temperatura

ambiente.

Corte: Ahora el blogue obtenido del paso anterior debe ser cortado en finas capas para

poder ser visualizado en el microscopio, para esto se utiliza un micrétomo el cual usa una
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cuchilla para hacer cortes de entre 3 y 4 micras (um) (23). Los cortes obtenidos son
sumergidos en un bafio de agua caliente “bafio de flotacion” (800 cc de agua con 0.1 de
gelatina a una temperatura entre 54°C y 60°C) para que extiendan, corrigiendo arrugas y
pliegues con pinceles finos. Las laminas deben ser colocadas en una gradilla y
desparafinizar en el horno a una temperatura de 60°C durante 60 minutos. Posteriormente
las 1dminas deben colocarse en dos bafios consecutivos de xilol a temperatura ambiente

durante 5 minutos en cada uno, y ahi si, pueden ser colocadas (23).

Montaje y tincion: Los cortes ya preparados son puestos en un portaobjetos y luego se
procede a realizar la tincidn, la cual se hace segun el tipo de tejido y necesidades puntuales
de observacidn. Sin embargo, en histologia la coloracion mas comun a utilizar en el método
tradicional es la tincion Hematoxilina-Eosina (HyE), conocida como tincién de rutina. La
Hematoxilina es azul, tifie al ndcleo y regiones acidas del citoplasma. Mientras la Eosina es
rosa, tifie regiones basicas del citoplasma y fibras de colagena. Los productos para hacer las
tinciones son hidrosolubles, con lo cual se requiere eliminar la parafina, lo cual se hace con
Xileno, para luego sumergir la muestra en etanol, progresivamente de concentracién alta
(100%) a concentracion baja (50%), finaliza el proceso sumergiendo la muestra en agua
destilada. Luego se coloca el cubre objetos, proceso que puede demorar una hora. Al
finalizar se sumerge la muestra en la tincion deseada. Finalmente se realiza el montaje, en
donde se coloca la muestra sobre el portaobjetos y se aplica resinas para asegurar el cubre
objetos, el cual es necesario para proteger la muestra y garantizar que se observe a través

del microscopio.

5.2.5 Sustancias conservadoras alternativas al formaldehido para el proceso de

fijacion
e Solucidn fijadora conservadora Chilena (SFCCh)

Es una solucién desarrollada en Chile por el investigador Alberto Rodriguez, con el fin de

obtener una alternativa diferente al formol que garantice la fijacion y conservacion de
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piezas anatdmicas manteniendo sus caracteristicas (25). A continuacion, se listan los

diferentes componentes de la Solucion chilena y las funciones de cada uno.

Tabla 3. Ingredientes de la Solucién chilena

Componente Funcién principal
Cloruro de sodio (sal de cocina) Propiedades preservantes.
Nitrato de Sodio Conserva los colores.
. Inhibidor de los cambios enzimaticos, preservantes,
Glicerina
ablanda.
Alcohol etilico Deshidrata y degrada la grasa.
Cloruro de benzalconio (de uso oftadlmico) Esporicida (antifingico) en altas concentraciones.
. Desinfectante y conservante de muestras biolégicas
Formaldehido
frescas.
Esencia de eucalipto (u otro aroma) Neutraliza el olor irritante del formaldehido.

Fuente: Franco JC. (26)
5.2.6 Efectividad de fijacidn de estructuras anatomopatoldgicas

Para el establecimiento de la efectividad de fijacion de estructuras anatomopatolégicas se
requiere hacer un seguimiento cuantitativo y cualitativo de la incidencia de las técnicas en

las piezas utilizadas.

e Mediciones cuantitativas de la fijacion de estructuras anatomopatologicas

En los diferentes trabajos revisados en los antecedentes, el seguimiento de las mediciones
cuantitativas se privilegia el uso de programas de tratamiento de datos como las hojas de
calculo de Excel, ya que se desea precisar las variaciones en las medidas y calcular su

significancia estadistica.

e Peso

El seguimiento de las piezas debe abarcar las posibles variaciones que puedan presentarse
en el peso, por este motivo se considera realizar valoraciones periodicas del peso en

gramos, en cuatro estadios: ante de iniciar el proceso de fijacion (previo lavado), en el dia
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3, dia 7, dia 14, dia 21 y dia 28 (13). Este seguimiento se realiza con la medicién en gramos
del peso de las muestras y calculando el promedio.

e Diametro

Para hacer un seguimiento comparativo del efecto de las sustancias conservantes, se
requiere establecer medidas de dimensiones. Para este caso se considera el diametro de las
muestras, en un estudio ejecutado con placentas, se utilizo el didmetro placentario mayor y
menor, medido en milimetros (13). Igualmente, como lo fue para el caso del peso, el
seguimiento se realiza en el momento inicial y luego en periodos de tiempo: previo lavado,
dia 3, dia 7, dia 14, dia 21 y dia 28.

e Mediciones cualitativas de la fijacion de estructuras anatomopatolégicas

Al abordar el seguimiento de la evolucion de las muestras fijadas y conservadas, desde una
perspectiva cualitativa, se hace necesario establecer escalas de valoracion, con lo cual se
plantean escalas tipo Likert para cada uno de los atributos a identificar en la medicion

periddica.

e Color

La medicion para esta variable se hace teniendo en cuenta la posibilidad de oscurecimiento
de la muestra por efecto de la sustancia conservante (13). Para lo cual se propone una
escala de cuatro valores: natural, poco oscuro, moderadamente oscuro, muy oscuro. Las
mediciones se realizan en periodos de tiempo: previo lavado, dia 3, dia 7, dia 14, dia 21y
dia 28.

e Consistencia

En cuanto a la consistencia, se propone una escala de valoracion de tres niveles, compuesta

por las siguientes caracteristicas: normal o fresca, elastica o levemente sdélida, solida o tipo
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caucho (13). Las mediciones se realizan en periodos de tiempo: previo lavado, dia 3, dia 7,
dia 14, dia 21 y dia 28.

e Calidad de la tincion para el diagndéstico

Una actividad fundamental llevada a cabo en el laboratorio de patologia, es el del
diagndstico de cambios estructurales y funcionales relacionados con enfermedades que
comprometen a los érganos, tejidos y celulas, con lo cual es necesario contar con imagenes
de alta calidad para su analisis microscopico. En este escenario, se realizan mediciones al
finalizar todo el procedimiento de fijacion de las piezas anatdmicas. Para este caso se
considerd una escala de valoracion semicuantitativa (27), la cual permite a un experto
establecer la calidad de la tincion final para fines de diagnostico, denominacion dada por
Moelans, et al. (28). En estudios precedentes se han propuesto escalas de tres (28,29),
cuatro (27,30) y cinco (31). Para efectos de la presente investigacion se propone una escala

de cuatro: 1-pobre, 2-regular, 4-buena, 5-excelente.
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6 OBJETIVOS
6.1 GENERAL

Evaluar diferentes alternativas al formol como fijador y conservador de estructuras y tejidos

en los laboratorios de patologia.
6.2 ESPECIFICOS

e Medir la capacidad de fijacion de diferentes sustancias fijadoras y conservadoras en
estructuras y tejidos anatomopatolégicas.
e Determinar la efectividad en la conservacion de estructuras y tejidos

anatomopatoldgicos con diferentes sustancias fijadoras y conservantes.
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7 METODOLOGIA
7.1 DISENO DE LA INVESTIGACION

Se plante6 una investigacion de disefio experimental, en donde se indaga fendmenos
naturales, buscando regularidades y relaciones causales entre elementos. La caracteristica
fundamental de este disefio es el hecho de realizar la manipulacion intencional de las
condiciones naturales y posibles variables (32). Esto sucede mientras las variables, factores
0 caracteristicas del fenémeno objeto de estudio son medidos, informacion que sirve para
comprobar hipdtesis y demostrar teorias. En este sentido, la investigacion buscé comprobar
la efectividad de una sustancia para su uso en el proceso de fijacién y conservacion de

piezas anatémicas para el estudio histopatoldgico en los laboratorios de patologia.
7.2 TIPO DE INVESTIGACION

La investigacion es cuasi-experimental, buscé analizar cual es la diferencia de resultados de
una accion (diferentes sustancias fijadoras y conservadoras) sobre muestras similares de
piezas anatomicas (32). Entonces el trabajo en el laboratorio para la realizacion de pruebas,
fue la base para el establecimiento de los efectos de las sustancias alternativas al
formaldehido. Para este caso se consider6 efectuar mediciones en periodos de tiempo:
previo lavado, dia 5, dia 7, dia 14, dia 21 y dia 28., es decir, se efectuaron los procesos de
conservacién con las sustancias y se hicieron las mediciones luego para cada una de las
muestras. Se considerd como tratamiento de comparacion el formaldehido, ya que es el
método tradicionalmente difundido en los laboratorios de patologia. De cara a los
procedimientos aplicados, se aclara que una de las sustancias utilizada, llamada Glisocol,
hace parte de un proyecto de investigacion independiente adelantado en el laboratorio de
morfologia de la Universidad Autdnoma de Manizales y la Universidad de Manizales,

destacando que la informacidn sobre sus componentes se encuentra en proceso de patente.
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7.3 POBLACION Y MUESTRA

Se recibieron muestras del Instituto Caldense de Patologia (Manizales — Caldas), por medio
del medico Patélogo Alejandro Posada. La muestra estuvo compuesta por 99 piezas

patoldgicas de diferentes estructuras.

De alli se hizo un muestreo no probabilistico, no representativo, escogido por conveniencia.
En el lapso de 9 dias, empezando el 24 de agosto del 2021 y terminando el 2 de septiembre
del 2021, se recolectaron 8 muestras frescas las cuales se dividieron, por las sustancias a
probar (formol, solucion chilena y glisocol), dando un total de 24 muestras y, 25 muestras
fijadas en formol, divididas en 3 cada una, dando un total de 75 muestras fijadas en formol.

En total se obtuvo 99 muestras.

Como criterio de inclusion, se tuvo en cuenta el uso de muestras disponibles en el
laboratorio de patologia que requirieron ser fijadas y conservadas en cantidad suficiente
para la aplicacion de tres sustancias conservantes diferentes, manteniendo la
homogeneidad, a fin de no alterar los resultados finales. Se excluyeron las muestras que por
su tamafio dificultaron el procedimiento, en este caso aquellas que fueron muy pequefias y

no se pudieron dividir.

Figura 1. Muestras de diferentes cortes (Fotografias tomadas por la autora).

Apéndice Vesicula Utero

Fijadas
en
formol

Frescas
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7.4 PROCEDIMIENTO

El procedimiento llevado en el trabajo de laboratorio se ha desglosado (figura 1), la
duracion fue de 29 dias. Dando inicio con la seleccion de muestras, medicion de las
mismas, y preparacion de las soluciones a utilizar, diferenciadas entre estas.
Consecutivamente se realizo el proceso de fijacion, momento en donde igualmente se
hicieron las respectivas mediciones y toma de datos, cualitativos y cuantitativos, luego se
determind la efectividad de la conservacion observando la calidad de la tincion para el
diagndstico desde un analisis en el microscépico. Finalmente, la informacion recabada en el
proceso experimental, fue sistematizada y analizada, para emitir las correspondientes

conclusiones a la luz de los hallazgos.

Para dar alcance al primer objetivo especifico, se realizo la preparacion de tres sustancias

fijadoras en las cuales se sumergieron muestras patologicas similares.

Este procedimiento se hizo a temperatura ambiente y en un envase cerrado, siguiendo el
modelo de Wolff et al.,(13). Las sustancias seleccionadas para esta prueba fueron: formol,

solucion conservadora chilena y glisocol.
Las medidas cualitativas y cuantitativas se realizaron en seis momentos diferentes:

a) Antes de introducir las piezas en las sustancias conservantes.
b) Enlosdias 5, 7, 14, 21y 28, de acuerdo al planteamiento experimental propuesto
por Wolff et al., (13).

El dia 15y 19 se hizo la entrega de las muestras al Instituto Caldense de Patologia
(Manizales — Caldas), en total 9 para ser observadas por el patélogo, dichas muestras se
dividieron en tres grupos: 1. Muestra fresca del nodulo epiplon; 2. Muestra de la vesicula;
3. Muestra de apendice, las dos ultimas venian previamente fijadas en formol. Para el dia
28 'y 29 se entregaron otras 9 muestras a fin de realizar el proceso de hacer los respectivos
bloques para la observacion en el microscopio. Para cada caso se usaron las tres sustancias

conservantes.
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Figura 2. Procedimiento de la investigacion

Inicio del trabajo de

campo
Objetivo especifico ) i Objetivo especifico
Medir |z capacidad de fijacidén de Ceterminar la efectividad en la conservacion
diferentes sustancias fijadoras y de estructuras y fejidos snatomopatologicos
conservadoras en estructuras y tejidos con diferentes sustancias fijadoras y
] anatomopatologicas. J | conservantas.
1 ,,
Dia 1
Dia 15, 19, 28 vy 25
Agrupar muestras 13 I sy
Freparar soluciones Ewaluar la calidad de la fijacién para el
Medicionas Cualitativas y Cuanfitativas diagniéstico desde un anlisis en el
Inicio dal proceso de fijacion MICrosCopio.
Sistematizacion vy andlisis de resultados

Dias 5, 7, 14, 21 y 28

", A

Entrega del Informe final

Con miras al cumplimiento del segundo objetivo especifico planteado se procedié a la
realizacion de pruebas de laboratorio. A fin de medir parametros de calidad en la
efectividad de la conservacion de las muestras seleccionadas, evaluando las estructuras
anatomopatoldgicas de las muestras luego del proceso de fijacion. Los pasos para este

procedimiento de laboratorio fueron los siguientes:

a) Extraer las muestras patoldgicas de las sustancias conservantes, luego se elimind el
exceso de liquido, lo cual se realizé con un lavado usando agua potable, esto a fin

de obtener valores mas precisos al momento de la medicion.
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b) Hacer el proceso de fijacion y tincidn a las muestras patoldgicas lavadas.

c) Observar la calidad de la fijacion desde un analisis en el microscopio.

Luego de establecer cual ha sido la efectividad de la fijacion y la capacidad de
conservacion de las diferentes sustancias fijadoras y conservadoras utilizadas en las
muestras se hizo una comparacion. Esto se realizo en el proceso de laboratorio que incluyd
la toma de datos en diferentes momentos (inicio, 5, 7, 14, 21 y 28 dias), donde se tuvo en
cuenta las diferencias entre, las variaciones de peso, las variaciones en el diametro,
consistencia de los tejidos, cambios de color y calidad de la fijacion para el diagndstico
desde un analisis en el microscopio. El proceso comparativo, fue dirigido a encontrar
diferencias en el proceso de fijacion bajo las diferentes sustancias fijadoras y conservadoras

alternativas implementadas.

Figura 3. Muestra en diferentes estadios de medicion (Fotografias tomadas por la autora).

Almacenamiento Medicion del peso Medicion del didmetro

7.5 MATERIALES E INSTRUMENTOS

Para la recoleccion de la informacidn se plantearon listas de chequeo, una en donde se
valoraron las mediciones cuantitativas (peso, y diametro), otra en donde se valoraron las
mediciones cualitativas (color, consistencia y calidad de la fijacion para el diagndstico),
para el color se utilizd escalas de valoracion (natural, poco oscuro, moderadamente oscuro,
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muy oscuro); para consistencia (normal o fresca, elastica o levemente sélida, sélida o tipo
caucho); y para la calidad de fijacion: pobre, regular, buena, excelente).

Materiales e Instrumentos a utilizar que hacen parte del laboratorio

Formol tamponado al 10%.
Solucién chilena.
Glisocol.

Frascos baciloscopia 0 muestra laboratorio EXC Referencia 000844,

1
2
3
4
5. Caja de Tapabocas X 50 Unidades EXC Referencia Begut Sevenpharma.
6. Monogafas EXC Referencia H-0004.

7. Calculadora Casio HI-815.

8. Nevera de Poliestireno de 20 Litros.

9. Cuchillas de bisturi, Marca: Surgical Blades, Referencia: SKU:M00250
10. Balanza analitica de precision digital Capacidad: 600 gramos Boeco.

11. Microscopio Binocular, Referencia: M280, Marca: UNICO.

12. Cinta métrica flexémetro de uso médico, Marca: Queralto.

Figura 4. Elementos de laboratorio (Fotografias tomadas por la autora).

Instrumentos de
Balanza analitica manipulacion y
medicion

Formol Solucién salina
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7.6 OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

A continuacion, se presentan las diferentes variables consideradas para el desarrollo del

estudio y su correspondiente operacionalizacidn para el tratamiento estadistico.

Tabla 4. Operacionalizacién de variables

Obje:uyos Variables T|pp de Indicadores Valor Escalas
especificos variable
Capacidad de | Numérica Peso Gramos Razén
la fijacion. Numérica Didmetro Milimetros Razon
Categoérica Color Escala (.j? Ordinal
valoracion
Categérica Consistencia Escala ‘_j? Ordinal

valoracion

Medir la capacidad

de fijacién de

diferentes sustancias

fijadoras y

conservadoras en

estructuras

anatomopatologicas.

. Efectividad en Efectividad en
3‘;?{:3}'&? é‘z " la la conservacion | oo o
conservacion de conservacion. | Categérica desde un valoracion Nominal
analisis en el

esfructuras L. microscapico.

anatomopatolégicas

con diferentes

sustancias fijadoras

y conservantes.
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7.7 PLAN DE ANALISIS

La informacion recolectada durante el proceso de trabajo de campo se tabuld y siguio el

siguiente plan de analisis:

Tabla 5. Plan de anélisis

Excelente (5)

Anélisis
Indicadores Escalas Valor Méto_dc_)lde Anél_lisi_s inferencial
medicién descriptivo
Paramétrico
Balanza
analitica de
Peso Razén Gramos precision
digital
Capacidad: 600
gramos Boeco.
Cinta métrica
flexdmetro de
Diametro Razén Milimetros uso médico,
Marca:
Queralto.
Natural (0)
Paco oscuro (1) Observacion Eistribuqién de Prueba
i recuencias
Color Ordinal Moderadamente ?rf\l/estigador ANNOVA
oscuro (2) Medidas de
tendencia
Muy oscuro (3) central
Normal o fresca Test de Tukey
© Medidas de
variabilidad
Elastica o Observacion
Consistencia Ordinal levemente s6lida | del Prueba Pos Hoc
D investigador
Solida o tipo
caucho (2)
Pobre (1)
Calidad de la Regular (2) Observacion
fijacion parael | Nominal del
diagnostico Buena (4) investigador
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Para el proceso de recoleccion de informacion se diligencid la siguiente tabla con la
informacion correspondiente, para su sistematizacion con el uso del software estadisticos
SPSS version 26.

Tabla 6. Formato para la recoleccion de informacién

Muestra Fecha Color Consistencia | Diametro Peso Calidad de la tincién
para diagnostico

ZIa|w (-

7.8 ANALISIS DE LA INFORMACION

La informacién recolectada de campo se organizd y tabul6 en un libro de Excel, se
diferenciaron las mediciones de cada una de las muestras para cada sustancia usada,
separando los resultados cuantitativos y cualitativos. Se hizo un analisis estadistico
descriptivo y un analisis de varianza a los diferentes resultados para demostrar la
efectividad de la fijacion y conservacion. Para el andlisis se utilizd el paquete estadistico
SPSS version 26.

7.9 CONSIDERACIONES ETICAS

La presente investigacion se considera en la categoria de investigacion con riesgo minimo.
Esto es porque las fuentes de informacion y el material de trabajo hace parte de muestras
que se dispongan dentro del laboratorio de patologia. Con lo cual, se hizo una solicitud
formal a este laboratorio para disponer de material con fines estrictamente académicos en
donde todos los procedimientos y resultados obtenidos estaran disponibles al personal del

laboratorio de patologia para su consulta.

No se afecta negativamente los andlisis de rutina que el laboratorio de patologia
participante esté practicando a sus pacientes, los cuales podran obtener un adecuado
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informe de patologia, tal y como lo harian si parte de sus tejidos nunca se hubieran
utilizado para la realizacion de este trabajo investigativo.

Asi mismo, la participacion del laboratorio de patologia dentro de la investigacion no fue
una causal de beneficio econémico o material alguno. Ademas, la informacidon publicada al
finalizar el trabajo solo relaciona aspectos académicos y experimentales del trabajo de

campo.

Finalmente, el trabajo de investigacion ha sido avalado por el comité de bioética de la
Universidad Auténoma de Manizales (Anexo A), esto luego de haber disefiado un
protocolo para el laboratorio de morfologia que incluyera la presente investigacion (Anexo
B).
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8 RESULTADOS

En el presente apartado se exponen los resultados obtenidos que corresponden al trabajo de
campo ejecutado con las diferentes muestras previamente fijadas en formol y muestras
frescas. Para el caso de las muestras previamente fijadas en formol, en total se utilizaron 25
muestras conformadas por siete tejidos humanos distintos, en cantidades diferentes:
Amigdala (2), Apéndice (8), Lipoma de espalda (1), Masa mama derecha (1), Prostata (1),
Utero (4) y Vesicula (8). Para las muestras frescas, se usaron ocho muestras de diferentes

tejidos humanos: Ovario (4), Piel (3) y Nodulo epiplén (1).
Resultados de las muestras fijadas en formol

En primera instancia se presentan las medidas correspondientes a la medicion de
consistencia y color para las 25 muestras de tejidos previamente fijados en formol. Dichas
mediciones se hicieron a través de 28 dias, arrojando los siguientes resultados. Las
muestras evaluadas fueron las de Amigdala, Apéndice, Lipoma de espalda, Masa mama
derecha, Prostata, Utero y Vesicula.

Como se puede observar en la tabla 7, los resultados obtenidos durante las mediciones en
los dias 1, 5, 7, 14, 21 y 28, muestran que no existen diferencias en la consistencia y el
color. Lo anterior para todos los tipos de tejidos como también para los tres tipos de

solucién conservante.

Tabla 7. Consistencia y color por cada tipo de solucion conservante

Dia Formol Solucioén chilena Glisocol

Consistencia Color Consistencia Color Consistencia Color
0 dias Normal Natural Normal Natural Normal Natural
5 dias Normal Natural Normal Natural Normal Natural
7 dias Normal Natural Normal Natural Normal Natural
14 dias Normal Natural Normal Natural Normal Natural
21 dias Normal Natural Normal Natural Normal Natural
29 dias Normal Natural Normal Natural Normal Natural

En las tablas posteriores se exponen los resultados obtenidos de las mediciones de diametro
y peso hechas en los diferentes dias. Las tablas se presentan para cada uno de los diferentes

tejidos, en relacion con las tres diferentes soluciones conservantes. Se aplicé la prueba de
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ANNOVA de un factor para identificar las variaciones de las medias de peso y didmetro
entre los dias de medicion para cada solucion conservante. Se observa un valor p cercano a

1,0 para cada una de las variables.

En la tabla 8 se observan los resultados correspondientes a ocho muestras de apéndice, para
el caso del didmetro el cambio a través de los 28 dias de este, con el uso de formol,
solucion chilena y glisocol no presentd diferencia estadisticamente significativa en la
media. Asimismo, para el cambio del peso, se observo que este fue practicamente constante

a través del tiempo.

Tabla 8. Medias de peso y didmetro de 8 muestras de apéndice en soluciones conservantes

Dias Formol Solucién chilena Glisocol
X peso (g) x didmetro (cm) X peso (g) X didmetro (cm) X peso (g) X didmetro (cm)

15 2,3 1,8 3.1 1,1 2,1
5 15 2,3 18 2,9 1,1 2,1
7 15 2,3 1,8 2,9 1,1 2,1
14 15 2,3 1,8 2,9 1,0 2,1
21 1,2 2,1 1,7 2,9 0,9 2,1
28 1.2 2,1 1,7 2,9 0,9 2,1

p valor 0,958 1,000 0,997 0,959 0,926 1,000

En la tabla 9 se puede observar las mediciones hechas en ocho muestras de vesicula durante
los 28 dias. Tanto en la variacion del peso y diametro, para las tres sustancias, no se

presentaron diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 9. Medias de peso y didmetro de 8 muestras de vesicula en diferentes soluciones conservantes

Dias Formol Solucién chilena Glisocol
x peso (g) x didmetro (cm) X peso(g) x didmetro (cm) X peso (g) X didmetro (cm)

1,8 3,8 2,0 3,8 2,8 4,4
5 1,9 3,8 2,1 3,8 2,8 4.4
7 1,8 3,8 2,1 3,8 2,8 4.4
14 1,8 3,8 2,0 3,8 2,8 4.4
21 1,6 3,6 2,0 3,7 2,5 43
28 1,6 3,6 2,0 3.7 25 4,3

p valor 0,969 0,981 1,000 0,995 0,995 1,000

En la tabla 10 se muestran los resultados de las mediciones para cuatro muestras de Utero,
se identifica que no hubo variaciones estadisticamente significativas en peso y diametro a

través de los dias para cada una de las soluciones conservantes.
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Tabla 10. Medias del peso y diametro de 4 muestras de Gtero en diferentes soluciones conservantes

Dias Formol Solucién chilena Glisocol
X peso (g) x didmetro (cm) X peso (g) X diametro (cm) X peso (g) X didmetro (cm)

2,5 2,8 2,9 33 33 3,0
5 2,5 2,8 3,0 33 33 3,0
7 2,4 2,8 3,0 33 32 3,0
14 2,4 2,8 3,0 33 32 33
21 2,4 2,8 3,0 3,3 3,2 3,3
28 2,4 2,8 3,0 3,3 3,2 3,3

p valor 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,996

En la tabla 11 se observa las variaciones de peso y diametro para dos muestras de amigdala,

las cuales no presentan variaciones estadisticamente significativas a través de los 28 dias.

Tabla 11. Medias del peso y didmetro de 2 muestras de amigdala en diferentes soluciones conservantes

Dias Formol Solucién chilena Glisocol
x peso (g) x didmetro (cm) X peso(g) X didmetro (cm) X peso (g) X didmetro (cm)
0 0,7 2,0 2,0 2,0 1,6 2,0
5 0,8 2,0 1,9 2,0 1,7 2,0
7 0,8 2,0 1,9 2,0 1,7 2,0
14 0,8 2,0 1,9 2,0 1,7 2,0
21 0,8 2,0 19 2,0 1,7 2,0
28 0,8 2,0 1,9 2,0 1,7 2,0
p valor 0,966 1,000 0,999 1,000 0,966 1,000

De otro lado, se presentan a continuacién las muestras a las cuales se les hizo el mismo
procedimiento, pero por unidad, las cuales corresponden a prdstata, masa mama derecha y

lipoma de espalda.

En la tabla 12 se observa que las variaciones en el peso y didmetro para la muestra de
préstata en las diferentes soluciones conservantes es baja y practicamente se mantienen los

valores a través de los dias.

Tabla 12. Peso y diametro de una muestra de prdstata en diferentes soluciones conservantes

) Formol Solucién chilena Glisocol
Dias Peso Diametro Peso Diametro Peso Diametro
0 39 4,0 3.2 4,0 2,7 4,0
3.8 4,0 3,2 4,0 2,7 4,0
3.8 4,0 32 4,0 2,7 4,0
14 38 4,0 32 4,0 2,7 4,0
21 38 4,0 32 4,0 2,7 4,0
28 3.8 4,0 32 4,0 2,7 4,0
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En la tabla 13 se observa que las variaciones en el peso y didmetro para la muestra de masa
mama derecha en las diferentes soluciones conservante es baja y practicamente se

mantienen los valores a través de los dias.

Tabla 13. Peso y diametro de una muestra de masa mama derecha en diferentes soluciones conservantes

i Formol Solucion chilena Glisocol
Dias Peso Diametro Peso Didmetro Peso Diametro
0,3 1,0 0,2 2,0 0,2 1,0
0,3 1,0 0,2 1,0 0,3 1,0
0,3 1,0 0,2 1,0 0,3 1,0
14 0,3 1,0 0,2 1,0 0,3 1,0
21 0,3 1,0 0,2 1,0 0,3 1,0
28 0,3 1,0 0,2 1,0 0,3 1,0

En la tabla 14 se observa que las variaciones en el peso y didmetro para la muestra de
lipoma de espalda en las diferentes soluciones conservante es baja y practicamente se

mantienen los valores a través de los dias.

Tabla 14. Peso y diametro de muestras de lipoma de espalda en diferentes soluciones conservantes

i Formol Solucidn chilena Glisocol
Dias Peso Diametro Peso Diametro Peso Diametro
41 4,0 37 5,0 4,0 5,0
4,0 4,0 37 5,0 39 5,0
3,8 4,0 3,7 5,0 38 5,0
14 38 4,0 3,6 5,0 38 5,0
21 38 4,0 3,6 5,0 38 5,0
28 38 4,0 3,6 5,0 38 5,0

Posteriormente a la presentacion de las muestras previamente fijadas en formol, ahora se

presentan los resultados de las muestras frescas.
Resultados de las muestras frescas

En este apartado se presentan los resultados de las mediciones efectuadas en las ocho
muestras de tejido fresco conformadas por ovario, piel y nddulo epiplén. Las mediciones

fueron ejecutadas durante 28 dias.
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En la tabla 15 se puede observar los resultados obtenidos en consistencia y color desde el
dia 0 hasta el dia 28 para todas las muestras conservadas en solucion chilena, formol y
glisocol. Para el caso del formol, desde el dia 5 paso6 de ser una consistencia normal a
solida, la cual se mantuvo. En cuanto al color, fue variando de natural a poco oscuro en los
dias 5y 7, para terminar en moderadamente oscuro desde el dia 14 al 28. La solucién
chilena mantuvo la consistencia normal a través de los 28 dias y el color cambié de natural
a poco oscuro, lo cual sucedio en los primeros 5 dias y se mantuvo hasta el final del
experimento. Las muestras de glisocol mantuvieron una consistencia normal los 28 dias y el

color cambié de normal a poco oscuro en el dia 14, lo cual se mantuvo hasta el dia 28.

Tabla 15. Consistencia y color por cada tipo de solucién conservante

Dia Formol Solucion chilena Glisocol
Consistencia Color Consistencia Color Consistencia Color
0 dias Normal Natural Normal Natural Normal Natural
. - Poco
5 dias Solida Poco oscuro Normal Normal Natural
oscuro
. Solida Poco
7 dias Poco oscuro Normal Normal Natural
oscuro
. Solida Moderadamente Poco Poco
14 di Normal Normal
dias oscuro orma oscuro orma oscuro
p Solida Moderadamente Poco Poco
21 dias Normal Normal
oscuro oscuro oscuro
P Solida Moderadamente Poco Poco
28 dias Normal Normal
oscuro oscuro 0scuro

A continuacion, se presentan las tablas correspondientes a las mediciones de peso y
diametro en los dias 0, 5, 7, 14, 21 y 28. Las tablas se presentan una por cada tejido,
ademas se uso la prueba estadistica de ANNOVA para un factor con el fin de establecer las
posibles diferencias estadisticamente significativas en las variaciones de las medias de peso
y diametro en los diferentes dias.

En la tabla 16 se muestran los resultados para peso y diametro en 4 muestras de ovario. No
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la variacion de peso y
diametro a través de los 28 dias en las tres diferentes sustancias conservantes. Se observa

un valor p cercano a 1,0 para cada una de las variables.
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Tabla 16. Medias de peso y diametro de 4 muestras de ovario en diferentes soluciones conservantes

} Formol Solucioén chilena Glisocol
Dias xpeso(g) xdiametro(cm) X peso(g) X didmetro(cm) X peso(g) X didmetro (cm)
0 0,8 3,0 0,8 38 13 33
5 0,7 2,8 0,9 38 1,3 33
7 0,7 2,8 0,9 38 1,3 33
14 0,7 2,8 10 3,8 1,2 3,3
21 0,7 2,8 1,0 38 1,1 33
28 0,7 2,8 1,0 3,8 1,1 3,3
p valor 1,000 1,000 0,999 1,000 0,999 1,000

En la tabla 17 se presentan los resultados de las mediciones en tres muestras de piel. Al
aplicar la prueba de ANNOVA, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas de variacion de peso y diametro entre los dias 0 y 28. Lo anterior aplicé para

las tres sustancias conservantes.

Tabla 17. Medias de peso y didmetro de 3 muestras de piel en diferentes soluciones conservantes

Dias Formol Solucién chilena Glisocol
x peso (g) x didmetro (cm) X peso(g) X diametro (cm) X peso (g) X didmetro (cm)

0,7 2,0 0,5 1,7 0,4 3,0
5 0,7 2,0 0,5 1,7 0,4 3,0
7 0,7 2,0 0,5 1,7 04 2,7
14 0,7 2,0 0,5 1,7 04 2,7
21 0,7 2,0 0,5 1,7 0,4 2,7
28 0,7 2,0 0,5 1,7 04 2,7

p valor 1,000 1,000 1,000 0,956 1,000 0,553

Por ultimo, los resultados de la muestra de nodulo epipldn fueron omitidas, ya que durante
el trabajo de laboratorio se enviaron al laboratorio del Instituto Caldense de Patologia
(Manizales — Caldas). En consecuencia, las mediciones correspondientes a los dias 21y 28

no fueron realizadas.

En seguida se presentan los resultados de la valoracién de la calidad de la fijacion para el
analisis microscépico. Dicha evaluacién fue ejecutada por el Dr. Alejandro Posada
Restrepo en el Instituto Caldense de Patologia (Manizales — Caldas). Las muestras fueron
enviadas al completar 15y 29 dias en las sustancias fijadoras. Cabe destacar que el trabajo
realizado en dicho laboratorio considerd estos parametros: preservacion de arquitectura

tisular microscépica, conservacion del contorno celular, preservacion de la basofilo nuclear
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y ausencia de necrosis y/o apoptosis. Lo anterior para entrar a considerar que las muestras

en las imagenes fueron de calidad y con buena preservacion.

Resultados de la evaluacion de las muestras frescas ofrecidas por el medico patélogo

para para el diagndéstico desde analisis microscopico (anexo c)

Se da inicio con los resultados correspondientes a las muestras frescas, las cuales
corresponden a una de nodulo epiplén y una de ovario. Las observaciones a través del
microscopio se hicieron para determinar calidad de la muestra y calidad de la tincion para
el diagnostico.

En la tabla 18 se observa que, en general para cada una de las soluciones conservantes
(formol, glisocol y solucion chilena) la calidad ha sido adecuada, con una excelente calidad
de la tincion para el diagnostico.

Tabla 18. Resultados de la evaluacion de calidad de la fijacion para el diagnéstico desde analisis microscopico —
Muestras frescas

Formol Glisocol Solucion chilena
Calidad de Calidad de Calidad de Calidad de Calidad de Calidad de
la tincion muestra la tincion muestra la tincion muestra
para antes de para antes de para antes de
diagndstico evaluar diagndstico evaluar diagndstico evaluar
15 dias Eg?pull')on Excelente Adecuada Excelente Adecuada Excelente Adecuada
29 dias Qvario Excelente Adecuada Excelente Adecuada Excelente Adecuada

A continuacion, se presentan las imagenes de las muestras de nddulo epiplon, que fueron
observadas a través del microscopio. Durante la observacion fue posible observar tejido
conectivo denso con ocasionales linfocitos dispersos. Asimismo, se observo la ausencia de

especializaciones citoplasmicas.
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Figura 5. Imagenes de microscopio de las muestras analizadas

Nodulo epipldn - Solucion
chilena

Nodulo epiplon - Formol fresca No6dulo epiplon — Glicosol

Dia 15 Dia 15 Dia 15

Fuente: Fotografias suministradas por el Dr. Alejandro Posada Restrepo del Instituto
Caldense de Patologia (Manizales — Caldas)

Resultados de la evaluacion de las muestras fijadas en formol ofrecidas por el medico

patdlogo para para el diagnéstico desde analisis microscopico (anexo c)

Ademas, para las muestras fijadas en formol se tomaron una de apéndice y otra de vesicula

a fin de observar la calidad antes de evaluar y la calidad de la tincion para el diagnostico.

En la tabla 19 se observa que las muestras de apéndice y vesicula tuvieron una calidad antes
de evaluar, adecuada. En cuanto a la calidad de la tincién para el diagnostico, excelente.
Resultados presentes también en las tres diferentes sustancias conservantes.

Tabla 19. Resultados de la evaluacion de calidad de la fijacion para el diagndstico desde analisis microscopico —
Muestras fijadas en formol

Formol Glisocol Solucion chilena
Calidadde (o ijaqge  Calldadde  oiiagde  CAIMAAde oiiad de
la tincion la tincion la tincion
ara muestra antes para muestra antes para muestra antes
P A de evaluar L de evaluar L de evaluar
diagndstico diagnostico diagndstico
19 Apéndice  Excelente Adecuada Excelente Adecuada Excelente Adecuada
dias Vesicula Excelente Adecuada Excelente Adecuada Excelente Adecuada
28 Apéndice  Excelente Adecuada Excelente Adecuada Excelente Adecuada
dias Vesicula Excelente Adecuada Excelente Adecuada Excelente Adecuada
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En las imégenes siguientes, se aprecia la calidad de las muestras de vesicula biliar vistas al
microscopio. En estas muestras en especial se requiere identificar las numerosas
microvellosidades ubicadas en la superficie luminal. Ademas, es posible observar las
células epiteliales absortivas. Asimismo, la identificacion de los vasos sanguineos, células
plasmaticas y linfocitos, esto de manera dispersa. También es posible ver con claridad la

capa muscular.

Figura 6. Iméagenes de microscopio de las muestras analizadas

Vesicula biliar - Formol fresca Vesicula biliar - Solucién chilena Vesicula biliar — Glicosol

Dia 28 Dia 28 Dia 28

Fuente: Fotografias suministradas por el Dr. Alejandro Posada Restrepo del Instituto

Caldense de Patologia (Manizales — Caldas)
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9 DISCUSION

El presente trabajo de investigacion permitio establecer hallazgos referentes a la
comparacion entre sustancias conservantes. En primera medida se encontro que las
muestras patoldgicas previamente fijadas en formol no tuvieron cambios significativos en
cuanto a la consistencia y el color, segin las mediciones realizadas durante los 28 dias, lo
cual se observo en el caso de las tres sustancias conservantes: formol, solucion chilenay
glisocol. Durante el tiempo de las diferentes mediciones la consistencia fue normal y el
color natural. Lo anterior se diferencia del estudio adelantado por Wolff et al. (13), quien al
usar formol y la sustancia prives (Glicerina (45%), Acetato de potasio (10%), Agua (40%)
y Timol (5%)), si observd cambios en la consistencia y el color, para el caso del formol la
consistencia se torno sélida y el color marrén. Mientras que la sustancia prives mantuvo

una consistencia fresca y elastica y el color natural de la muestra (rojo).

En los resultados obtenidos en la presente investigacion, también se evidenciaron cambios
en las muestras frescas, las cuales en su consistencia se tornaron solidas por el uso de
formol, asimismo el formol oscurecié moderadamente las muestras. De otro lado, para la
solucion chilena y glisocol los cambios en el color fueron solo de natural a poco oscuro, y
la consistencia permanecié normal. Estos hallazgos son consistentes con el trabajo de Wolff
et al. (13), ya que en sus resultados muestra que la sustancia alternativa al formol mantuvo
el color natural y la consistencia varié solo de fresca a elastica, por lo cual, enfatizan, que
es una alternativa de mejor calidad y seguridad para su uso en la fijacion de piezas

humanas.

Ahora bien, de cara al peso y el diametro de las muestras, en el estudio adelantado por
Wolff et al. (13) se observé que la media en cada caso disminuyeron, lo cual es natural por
los procesos de conservacion que extraen agua y la deshidratacion causa cambios en el
diametro y peso. En comparacion con los hallazgos del presente trabajo de investigacion,
aqui los resultados mostraron valores que se mantuvieron relativamente constantes a través

del tiempo.
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Retomando la consistencia y color, cabe destacar el estudio de Haizuka et al. (3) quienes
mostraron resultados estadisticamente significativos con la aplicacion de la prueba de t
student, se compard unas sustancias de N-vinilpirrolidona y formol (grupo control),
aplicadas en cadaveres. Al finalizar se encontro que el uso de la sustancia alternativa al
formol mantuvo la calidad de los tejidos, consistencia y elasticidad, validandola para su
futuro uso en el laboratorio. Dichos hallazgos son consistentes con los arrojados en el
presente trabajo de investigacion, incluso posibilitando la realizacion de trabajos futuros

con cadaveres.

Ahora bien, al realizar la evaluacion de calidad de la fijacién para el andlisis de
microscopio, en los dias 15y 29, se encontrd que el uso de las sustancias conservantes

(formol, solucion chilena y glisocol), mantienen la calidad de las estructuras, y no existen

diferencias significativas. Este resultado se pudo evidenciar igualmente en los hallazgos de

Cisne et al. (17) quienes concluyeron que el uso de solucion a base de formol puede ser
reemplazada por sustancias conservantes a base de etanol, lo cual se demostré en pruebas
de microscopio que muestran la consistencia en la calidad de la tincion final para el

diagndstico. Incluso se cita la necesidad de cambiar un paradigma sobre el uso del formol

el cual es toxico y no presenta resultados excepcionales en la calidad final de las muestras.

Por otra parte, Giménez et al., (18) establece que para el proceso de fijacion tisular y de
permeacion tisular en muestras de tamafio medio en piezas anatomicas de sustancias
alternativas como: Fine-Fix (Milestone), Green-Fix (Diapath) y Molecular Fixative
(Sakura) permiten un buen desempefio en las dos primeras piezas Fine-Fix y Molecular
Fixative, sin embargo, los resultados no se pueden obtener de forma inmediata ya que la
sustitucion de formol en dichos productos alternativos generan problemas con algunas
técnicas de analisis, por ende, se requiere de investigaciones previas para resolver dicha
problematica en las técnicas Inmunohistoquimicas, a fin de validar las sustancias
alternativas al formaldehido. Por ende, es necesario evitar el uso del formol ya que no

genera resultados especificos en las muestras.
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Asi como en la presente investigacion se realiz6 la correspondiente evaluacion por
microscopio con ayuda de Instituto Caldense de Patologia (Manizales — Caldas), el
desarrollo de investigaciones relacionadas con la evaluacion de sustancias conservantes se
hace en el marco del diagnostico, para la cual se requiere proteger las estructuras
microscopicas de los tejidos. Ahora bien, la evaluacién de las sustancias elegidas, formol,
solucion chilena y glisocol, resultaron efectivas a este cometido. Cabe citar en este punto, la
investigacion de Bussolati et al. (16), quienes utilizaron sustancias comerciales de glioxal,
un compuesto quimico organico libre de acidos, luego de la realizacion de pruebas en 30
muestras concluyeron que, esta sustancia alternativa al formol conserva las propiedades

estructurales y macromoleculares de las células y los tejidos.

En la misma via el estudio de Stefanits et al. (15) es concordante con los hallazgos de la
presente investigacion, debido a que encontrd resultados positivos en el uso de sustancias
alternativas al formol, para este caso concreto utilizando una mezcla de acido acético y
etanol. Al ejecutar una comparacion con el proceso de fijacion y conservacion con el uso de
formol, encontraron que se mantienen los detalles morfoldgicos de los tejidos, ademas que
permite el almacenamiento de los tejidos a temperatura ambiente. De otro lado la baja
degradacidn de los componentes de los tejidos es leve, no inevitable, pero en las pruebas de
laboratorio y microscopia fueron de alta calidad. Siendo estos resultados un referente que
respalda el uso de sustancias alternativas al formol para los procesos de fijacion y
conservacion de tejidos humanos. Otra investigacion que usé etanol, en la conservacion de
muestras de tumores, fue la de Belloni et al. (14), quienes desearon evaluar esta nueva
técnica de conservacion de tejidos (usando etanol) en comparacién con la fijacion con
formol y las muestras de tejido fresco congelado. Uno de los hallazgos tiene que ver con la
conservacion de la calidad final de los tejidos para el trabajo de microscopia en el
diagnostico. De otro lado, resaltan la importancia de implementar sustancias alternativas
que eviten las intoxicaciones y reduzcan los gastos excesivos, como lo es el formol y la

congelacién a temperatura de -70°C, respectivamente.

En el marco de las consideraciones hasta aqui descritas se destaca como principal fortaleza

de esta investigacion el hecho de que los resultados son comparativamente afines con otras
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investigaciones relacionadas, llegando hasta el punto de la evaluacion de la calidad para las
pruebas de microscopia, esto Ultimo permite que sean tomadas las sustancias alternativas al
formol (la solucion chilenay el glisocol), como sustancias efectivas en los propositos de los
laboratorios de patologia. De otro lado, la medicion de la consistencia y color de las
muestras permitio establecer un seguimiento concreto de la evolucion de las muestras,

corroborando que la solucidn chilenay el glisocol si cumplen con pardmetros de calidad.

Sin embargo, se destaca que en futuras investigaciones se deberian buscar otras relaciones,
por ejemplo, hacer la indagacién con muestras de un solo tejido y destacar los mejores
resultados entre sustancias conservantes. Esto a fin de refinar la seleccion de la mejor
sustancia. Posteriormente se propondrian otras investigaciones en donde se identificard, si
una sustancia pudiese tener cambios estadisticamente significativos dependiendo del tejido
humano para la fijacion, conservacion, y posterior tincion para el diagndstico como por
ejemplo las pruebas moleculares, las cuales, se utilizan en muestras de tejidos o sangre para
determinar y a su vez verificar si existen ciertas proteinas, genes u otras moléculas de
enfermedad o afeccion. Cabe mencionar, que las pruebas moleculares permiten también
planificar un tratamiento y medir su eficacia, por lo cual, su inclusion en algunas muestras
puede ser potencialmente positivos en la optimizacion de los productos alternativos
estudiando en el presente estudio. Ahora bien, a manera de listado de chequeo se proponen
las siguientes actividades a ser desarrolladas en el laboratorio de patologia para el estudio
de sustancias alternativas al formol, que seria un trabajo complementario al presente para

Ilegar a resultados concluyentes:

a) Ejecutar evaluaciones de la efectividad de la fijacion de las sustancias alternativas al
formol durante las primeras 24 a 48 horas. Esta prueba demostraria si las sustancias
son adecuadas para los tratamientos que requieren respuestas rapidas y oportunas,
manteniendo la calidad de los tejidos y su integridad para el diagndstico en el
laboratorio de patologia.

b) Hacer pruebas en donde se utilicen solo muestras en fresco, para eliminar el posible
sesgo relacionado con el uso de muestras previamente fijadas en formol. Ademas,

teniendo en cuenta una mayor cantidad y variedad de tejidos para evaluar.
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c) Asi mismo, al evaluar las sustancias hacer cruces entre tipos de tejidos, tipos de
sustancias y métodos de tincion, incluyendo tratamiento totalmente aleatorizados,
como lo exigen los experimentos puros. En este punto se pueden adicionar estudios
mas especializados como coloraciones especiales o de histoquimica, estudios de

inmunohistoquimica y pruebas de biologia molecular.

Los resultados encontrados adicionan nuevos conocimientos para evaluar diferentes
alternativas al formol como fijador y conservador de piezas anatomicas para el estudio
histopatol6gico en donde se evidencia que el formol mantiene de forma significativa la
adecuada estructura de las piezas anatomica, siendo de esa manera un buen método de uso
en los laboratorio de patologia para la realizacion de cualquier diagndstico, ya que le
garantiza de mejor forma observar y analizar las estructura, desarrollo y funciones de las

muestras de personas con diferentes afecciones.

Por otra parte, el formaldehido o formol es una sustancia quimica muy reactiva con la
capacidad de reaccionar consigo misma (21), por lo cual, posee un uso generalizado en
diversas industrias. En esta investigacion su uso se relaciona con la histopatologia como un
preservante de tejidos, de forma mas especifica como: un fijador y conservador de piezas
anatomicas en los laboratorios que se lleva a cabo mediante los fundamentos béasicos de
histologia en los tejidos a través de una serie de procesamiento histoquimico basados en
etapas de fijacion, postfijacion, deshidratacion, aclaramiento, homogenizacion, inclusion,
corte, montaje y tincion, siendo un proceso con etapas de similar importancia para
garantizan calidad en el momento de la evaluaciéon adecuada de los tejidos a través del

microscopio.

Sin duda el formol o formaldehido resulta ser efectiva en las evaluaciones de sustancias
conservantes y de piezas anatomicas, por lo tanto, su aplicacién en los tejidos permite
mantener siempre la muestra lo mas parecido posible a su estado natural con el propdsito de
entrecruzar las proteinas e impidiendo la degradacion de las estructuras para una mayor
afinidad con las estructuras celulares. Sin embargo, unas de las debilidades que presenta el

formol en las practicas de laboratorio es que presenta 3 vias de acceso al cuerpo humano
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mediante, la respiracion, ingerirlo o al entrar en contacto con la piel, siendo las dos
primeras vias de acceso las de mayor velocidad de absorcion (22), por ello, su utilizacion
requiere de mayor vigilancia frente a los factores de riesgo de su uso y los efectos en la

salud de las personas que lo manipulan.

Ahora bien, otra fortaleza encontrada en el estudio es que, al evaluar las diferentes
alternativas al formol como fijador y conservador de piezas anatdmicas para el estudio
histopatoldgico en los laboratorios, se mantiene la estructura original durante todo el
proceso histoquimico, calidad de los tejidos, facilitando el proceso de evaluacién y
diagndstico por parte del pat6logo.
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10 CONCLUSIONES

Una vez realizada la evaluacion de las tres sustancias conservantes: formol, solucion
chilena y glisocol, como fijadores y conservadores de los tejidos de piezas anatomicas, se
pudo evidenciar que no se presentaron cambios significativos en la consistencia y el color
de las muestras patoldgicas, las cuales fueron observadas durante 28 dias. EI volumen de
las muestras también fue preservado, asi como su color y consistencia. Lo anterior permite
concluir que las tres sustancias pueden ser empleadas de forma confiable y satisfactoria

como fijadoras y conservadoras de piezas anatémicas.

Es de anotar que los cambios que se observaron en las muestras frescas, en los casos en los
que se utilizaron la solucidn chilena y el glisocol, fueron positivos, puesto que el color de
las muestras pasé de ser natural a un poco oscuro y su consistencia permanecié normal. Por
otra parte, en los casos en los que se empled el formol, las muestras se tornaron sélidas en
su consistencia y moderadamente mas oscuras. Estos hallazgos permiten establecer que las
dos sustancias fijadoras usadas en el experimento como alternativas al formol, son opciones
viables dada su calidad para la fijacion de piezas anatdmicas, pues no alteran de forma

significativa la estructura ni elasticidad de las mismas.

Al examinar la calidad de la fijacion de las muestras para su analisis en el microscopio, a
los dias 15y 29, se pudo establecer que las tres sustancias fueron igualmente efectivas, y
asi lo reflejaron los resultados, los cuales permitieron observar que la calidad de la tincion
para el diagndstico fue excelente. Si bien es cierto que las muestras frescas presentaron
ciertas variaciones, estas no se consideran significativas, pues son una consecuencia normal

de la aplicacion del formaldehido durante el proceso de fijacion de los tejidos.

En cuanto a los cambios que se dieron con relacion al peso y el didmetro de las muestras,
estos fueron bajos, sin ser estadisticamente significativos. Asi mismo, la calidad final de las
muestras no se vio afectada, pues al ser enviadas al laboratorio, conservaron sus
caracteristicas propias, haciéndolas adecuadas para el tratamiento y la posterior emision de

diagnosticos por parte del patélogo, lo cual se corrobor6 incluso con las fotos de los tejidos
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en el microscopio. Por esa razon, emplear otras sustancias conservantes en las pruebas de

microscopio permite una consistencia de calidad en la tincion final para el diagnostico.

Todo lo anterior, permite concluir que el uso de otras sustancias fijadoras y conservadoras
diferentes al formol, para el caso especifico de este estudio la solucion chilena y el glisocol,
resulta potencialmente viable y ventajoso para el desarrollo de estudios histopatoldgicos en
los laboratorios de patologia.

63



11 RECOMENDACIONES

Es necesario ejecutar investigaciones en donde se realice el procedimiento de fijacion de
tejidos frescos y se hagan seguimientos durante las primeras 24 a 48 horas, a fin de
establecer la efectividad de las sustancias alternativas al formol, en etapas tempranas del

proceso.

Se recomienda adelantar nuevas investigaciones en donde se utilice un solo tipo de tejido y
mayor tiempo en la fijacion y conservacion, a fin de refinar la calidad de las sustancias
utilizadas, y asi seleccionar la mas conveniente desde el punto de vista préactico para el

laboratorio de patologia.

Desde la presente investigacion se puede dar inicio a nuevos estudios en donde se evalle
con que tipos de tincion las soluciones alternativas al formol tienen la mejor respuesta en
calidad. Asi mismo, se pueden llegar a emplear pruebas moleculares con las nuevas
sustancias alternativas para evaluar la enumeracion o identificacion de microorganismos
patdgenos en los tejidos a través de la Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR), como una
técnica de gran aplicabilidad a futuro reduciendo los niveles de toxicidad en los

laboratorios.

Como recomendacion final se debe velar por la proteccion de los trabajadores de los
laboratorios de patologia, los cuales se ven expuestos al peligro por el uso constante del
formol en sus analisis, por esa razén, aplicar nuevas sustancias en las pruebas moleculares
garantizaria menos toxicidad cancerigena, teratogénico y mutagénico en aquellos
individuos que utilizan el formol en sus practicas de laboratorio, respaldando de igual

forma la calidad de los procedimientos.
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13 ANEXOS

Anexo A. Aval del comité de bioética

OLICITUD DE AVAL ETICO, BIOETICO Y DE INTEGRIDAD

CODIGO: GIN-FOR-038

CIENTIFICA PARA LOS PROYECTOS O PROGRAMAS DE
O e o8 INVESTIGACION QUE SE REALIZARAN CON LA VERSION: 1
m PARTICIPACION DE SERES VIVOS Y MATERIAL FECHA
— ORGANICO POR PARTE DE INVESTIGADORES DE LA g;g?‘“;ﬁg" DEL
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MANIZALES' 27/MAR2020

A. DATOS GENERALES DEL PROYECTO O PROGRAMA

-

Titulo del proyecto o programa: Alternativas al formol como fijador y

conservador de estructuras y tejidos en los laboratorios de patologia.

Nombre de los grupos de investigacion: Cuerpo movimiento
Nombre de los semilleros de investigacion: Morfi
Duracién del proyecto: 26 meses

ooswN

Pendiente
Cadigo del proyecto en comité de investigacion: Pendiente

N

Nombre de las instituciones participantes: Universidad Auténoma de Manizales

Numero del acta y fecha de aprobacion del proyecto por el comité de investigacion:

B. DATOS DEL INVESTIGADOR PRINCIPAL, COINVESTIGADORES Y
ASISTENTES DE INVESTIGACION O SEMILLEROS DE INVESTIGACION!

Datos de los investigadores principales

Nombre: Lorena Beatriz Hoyos Santos

Titulo académico: Bacteriéloga

Numero de contacto: 300 528 9928

Correo electrénico: lorenab.hoyoss@autonoma.edu.co

Grupo de Investigacion: Cuerpo movimiento

Departamento al que pertenece: Maestria en Biologia Humana
Institucion: Universidad Autonoma de Manizales

NoOoOLLON =

Nombre: Oscar Andrés Alzate Mejia

Titulo académico: Magister de Biotecnologia en salud

10. NUmero de contacto: 3116192694

11, Correo electronico: oalzate@autonoma.edu.co

12. Grupo de Investigacion: Cuerpo movimiento

13. Departamento al que pertenece: Ciencias Basicas Biolégicas
14, Institucion: Universidad Auténoma de Manizales

C. DATOS SOBRE EL ALCANCE DEL PROYECTO O PROGRAMA

1. Resumen del proyecto:

El formaldehido ha sido catalogado como una sustancia con propiedades toxicas,
cancerigenas y mutagénicas donde su principal via de ingreso al cuerpo es por el

' Pueden ser estudiantes de maestria o especializacién clinica en cdontologia o de doctorado y sus

tutores.
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sistema respiratorio, causando irritacion y afecciones crénicas que incluso derivan en
cancer. El presente proyecto de investigacion se ha centrado en proponer diferentes
alternativas al uso del formol tamponado al 10% con pH neutro como fijador y
conservador de piezas y tejidos anatdmicos en los laboratorios de patologia. Lo
anterior enmarcado en la necesidad de establecer el uso de herramientas y
compuestos que sean amigables con el medio ambiente y la salud de los
profesionales. Ahora bien, para alcanzar el referido propésito se plantean los
siguientes objetivos especificos: Medir la capacidad de fijacion de diferentes
sustancias fijadoras en estructuras y tejidos anatomopatolégicos. Determinar la
efectividad en la conservaciéon de estructuras anatomopatolégicas con diferentes
sustancias conservantes.

La investigacion es cuantitativa de tipo cuasiexperimental. El procedimiento consiste
en la identificacion de la capacidad fijadora y conservadora de diferentes sustancias
en estructuras anatomopatolégicas, integrandolas experimentalmente, y en lo
posible, en el proceso de los laboratorios de patologia de la ciudad. Se recibiran
muestras de los laboratorios de patologia de la IPS oncélogos de occidente y de
Citosalud por medio del médico Patélogo Alejandro Posada. La muestra esta
compuesta por 32 piezas patolégicas de diferentes estructuras. De alli se hace un
muestreo no probabilistico, no representativa, escogida por conveniencia,
distribuyendo cada una de las 32 piezas en 3 grupos para la aplicacion de las
sustancias fijadoras y conservadoras (tres soluciones en total). Como criterio de
inclusion, se tendra en cuenta el uso de muestras disponibles en los laboratorios de
patologia que requieran ser fijadas y conservadas en cantidad suficiente para la
aplicacion de tres sustancias conservantes diferentes, manteniendo Ia
homogeneidad, a fin de no alterar los resultados finales. Se excluiran las muestras
que por su tamario dificulten el procedimiento, en este caso aquellas que sean muy
pequenas y no se puedan dividir.

En cuanto a los resultados esperados, se quiere identificar las sustancias fijadoras y
conservadoras de estructuras anatomopatologicas en diferente grado y tiempo.
Asimismo, por medio de una validacién estadistica de las variables cuantitativas del
experimento, se determinara la efectividad de las sustancias puestas a prueba. Luego
seran seleccionadas las mejores sustancias conservantes para el proceso de fijacion
de estructuras anatomopatoldgicas seguin su efectividad, Por Gltimo, se espera la
reduccion de la exposicion del personal del laboratorio de patologia a efectos
causados por la toxicidad del formol, y la posible disminuciéon de los gastos
relacionados con la adquisicion de sustancias conservadoras para el proceso de
fijacion de estructuras anatomopatologicas en el laboratorio de patologia de la ciudad.

Fecha de inicio Maestria: 01 agosto del 2019

Fecha de terminacion Maestria: 01 diciembre del 2021
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2. Indicar las implicaciones éticas, bioéticas y de integridad cientifica.

Para el caso de la presente investigacion, al tratarse del manejo de tejidos
provenientes de seres humanos, se siguen los lineamientos estipulados por la
Resolucién 008430 de 1993, en donde se sefiala la necesidad de contar con
protocolos y estandares para el seguimiento de la procedencia y manejo de los tejidos
segun la normatividad que los rige en los procedimientos de laboratorio. De otro lado,
se debe garantizar el respeto por la fuente de obtencién de las muestras a ser
procesadas.

3. Tipo de riesgo segin la Resolucion 008430 de 1993, por medio de la cual el
Ministerio de Salud, establece las normas cientificas, técnicas y administrativas para la
investigacion en salud:

1. Investigacién sin riesgo: __ (Si marca esta opcién, anexar consentimiento,
asentimiento informado cuando aplique y/o cartas de aval de instituciones
externas donde se hara recoleccién de informacion)

2. Riesgo minimo: X (Si marca esta opcion, anexar consentimiento,
asentimiento informado y/o cartas de aval de instituciones externas donde se hara
recoleccién de informacién y protocolo si lo considera)

3. Riesgo mayor al minimo: ___ (Si marca esta opcion, anexar consentimiento,
asentimiento informado y protocolo para el manejo de seres vivos en investigacion
y/o cartas de aval de instituciones externas donde se hara recoleccion de

informacién)
4. Describa cada una de las fuentes y naturaleza de los fondos de la
investigacion.
Fuentes | +OTAL PRESUPUESTO | FINANCIADO | CONTRAPARTIDA

Rubros

1. Personal $ 5.000.000 $ 5.000.000
2. Viajes $ 3.000.000 $ 3.000.000
3. Salidas de Campo $ - N/A

4. Materiales $ 2.000.000 $ 2.000.000
5. Bibliografia $ $

6. Descripcién Equipos $ $

7. Software $ - N/A

8. Servicios Técnicos $ $

9. Mantenimiento $ - N/A

10. Publicaciones y Patentes | $ $
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11. Legalizacion Contrato $ N/A

12. Otros $ $

13. Administracién $ - N/A

TOTALES $ 10.000.000| $ - $ 10.000.000

5. Describa si el proyecto de investigacion requiere algin tipo de permisos o
licencias para su desarrollo.

No aplica.

6. Describan los acuerdos de propiedad Intelectual asumidos por los integrantes
del proyecto de investigacion.

Correspondiente a la Maestria en Biologia Humana. Publicacion por la estudiante, el tutor
y el médico asesor.

7. Describa si el proyecto de investigacion utilizara microorganismos
susceptibles de afectar de alguna manera el ecosistema en general y cual sera
Su manejo.

No aplica.

8. Area de Investigacion: De acuerdo a los siguientes grupos, ¢ defina el area
que usted considera, especificando por qué?)

Grupo I: Investigaciéon con Humanos:

Grupo II: Investigacion que requiere Acceso a contrato de Recursos Vegetales o
Diversidad Biolégica:

Grupo llI: Investigacién con microorganismos:

Grupo IV: Investigacion con organismos genéticamente modificados:
Grupo V: Investigacion social: _____

Grupo VI: Investigacion urbanistica: __

Grupo VII: Investigacion no incluida en los grupos anteriores: _X

Grupo VIII: Otra ¢ Cual?

¢Por qué escogio el area?
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D. DECLARATORIA DE  INHABILIDADES, INCOMPATIBILIDADES,
CONFLICTOS DE INTERESES Y ACUERDO DE CONFIDENCIALIDAD
PARA INVESTIGADORES (3)(°)

Descripcion de las inhabilidades: Ninguno.

Descripcion de las incompatibilidades: Ninguno.

Descripcion de los conflictos de intereses: Ninguno.

Acuerdo de confidencialidad: En razén a que tendré (mos) acceso a informacion
confidencial me (nos) comprometo (s) a:

- No incurrir en las siguientes conductas (copiar, citar, usar o divulgar los contenidos
del proyecto de investigacion sin las autorizaciones que correspondan de acuerdo a lo
convenido con los autores, poblacién participante o las entidades financiadoras).

- No hacer uso diferente a los resultados del proyecto, de la informacion a la que
tenga acceso en razén del proyecto mismo, para beneficio propio o de terceros diferentes
a los del proyecto.

Acuerdo de integridad cientifica:

- Haré (mos) exposicion de los resultados de manera fiel a lo expresado en ellos, de

2 Inhabilidad: es la incapacidad, ineptitud o circunstancias que le impiden a una persona adelantar una investigacion, y
en clertos casos, impide el ejercicio de investigador a quien ya se encuentre vinculado al proyecto. De igual manera se
tendran en cuenta las inh de las cuales cada investigader dara cuenta al Comité segun el caso.

patibilidad: imp Idad juridica de coexistencia de des actividades, que hace ref i la s én
juridica ralaci con la aceptacién de cargos y /o investigaciones de los que se devele de manera mamf esza un conflicto
de intereses. Se recuerda que en caso de que elinvestigador incurra en una inhabilidad o ir tivikdad, ¢ se
del proyecto de investigacion

Conflicto de intereses: son aquellas sﬂuac«ones de nesgo que benen lugar en cualquier circunstancia en que un interés

interfiere ¢ puede interferr con la cap i de una p ion o institucidn para actuar de acuerdo con el
interés de ctra parte Para eslos efectos téngase en cuenta los sxgu:enles tipos de confliclos de intereses: Financiero:

el gador tiene P en una emp 9 o equivalente que se rel a o ente
con las activid propias del proy dei on. Intel | do se tiene un interés intelectual, académico o
cientifico en un tema en pamcular La declavaaén de este tipo de intereses es mdnspensable para salvaguardar la calidad
y objetividad del trabajo ifi Per o hos de pr dad intelectual o industrial que estén cirectamente
relacionades con las 4 o actividades de i igacion, Familiar. cuando alguno de los familiares, hasta tercer
grado de c« guinidad y seguncdo de afinidad, estan relacionados de manera directa ¢ indirecta en los aspectos
financiero o intelectual, con las activi invest ad liar,

? Estas definiciones son tomadas de la Universidad Libre seccional Pereira (s.f). Documento del
comité de ética.
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acuerdo con los métodos empleados, considerando que estos sirven para la toma de
decisiones informadas.

- La custodia de la informacion del proyecto estara a cargo de:

INVESTIGADORES

Nombre: Lorena Beatriz Hoyos Santos Firma: j,‘,,;”-i
Cedula: 1102843079 T
Nombre: Oscar Andrés Alzate Mejia Firma: ,

Cedula:75095838 -

RS T (RN Y

En sesion del dia 11 de agosto de 2021 como consta en el acta 121 del Comité de
Bioética de la Universidad. Exposicion oral de forma virtual. Se analizé el proyecto
y se conceptud de la siguiente manera:

Es aprobado como investigacion de riesgo mayor al minimo, no por las personas que
participan sino los mismos investigadores por el manejo de las estructuras anatémicas de
los cadaveres y el material que van a poner a prueba. En el manejo de las diferentes
sustancias debe tener un protocolo de vertimiento y manejo de materiales usados. Se
deben actualizar los protocolos de bioseguridad para los integrantes del laboratorio antes
durante y después del manejo de las estructuras. Después de la sesion fue entregado al
comité todos los documentos corregidos y fueron aprobados los ajustes a los protocolos.

Maria del Carmen | Coordinadora de Ia | reddeinvestigacion@a
Vergara Q Unidad de | utonoma.edu.co

Investigacion, relatora
del Comité de Bioética

clinica de Odontologia- | co

Jackelinne Mullete | Representante del area | imullet@atonoma.edu.
SALUD W
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Andrea del Pilar | Representante del area | andrepgm@autonoma.
Gonzalez clinica de Fisioterapia- | edu.co

SALUD W
Juan Manuel | Experto en ética jvargas@autonoma.ed
Vargas u.co

Responsabilidad Etica, Bioética y de Integridad Cientifica del Investigador: el aval
otorgado por el Comité de Bioética en Investigacion de la Universidad Auténoma
de Manizales, sobre un proyecto de investigacién llevado a su consideracién, no
releva, ni sustituye la responsabilidad ética, bioética y de integridad cientifica de
los investigadores, por tanto, ellos deben asumir siempre la responsabilidad de la
integridad en todos los aspectos del proyecto o programa.

El comité de Bioética de investigacion de la UAM podra hacer seguimiento al
proceso de investigacion para asegurar que se cumpla con los requisitos que
permitan proteger la vida e integridad de los seres vivos que en ella participan, al
igual que el uso y la custodia de la informacién. Los investigadores deben informar
cualquier cambio al proyecto que modifique el tipo de riesgo o altere la informacién
aqui contenida al comité de Bioética.

Nota: Este formato se debe entregar con una semana de anticipacion a la fecha de sesién
mensual del Comité de Bioética de Investigacion (CEl) de la UAM con los anexos
correspondientes.

Anexar:

1. El formulario se debe enviar al correo electronico a
comitedebioeticauam@autonoma.edu.co
2. Anexo consentimiento informado, asentimiento o autorizacion de instituciones
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externas (cuando aplica)

Anexo protocolo para el manejo de seres vivos en investigacion (no aplica)
Anexo protocolo para el manejo de desechos orgdnicos en investigacion

(cuando aplica) Los que corresponden al manejo del laboratorio de patologia.
5

. Anexo presentacion en PowerPoint al comité de bioética UAM
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Anexo B. Protocolo laboratorio de morfologia

UNIVERSIDAD
AUTONOMA DE
MANZALES

UAM'

PROTOCOLO LABORATORIO
DE MORFOLOGIA.

Proyecto de investigacion: Alternativas al
formol como fijador y conservador de
estructuras y tejidos en los laboratorios de
patologia.

Lorena Beatriz Hoyos Santos (Estudiante de Maestria en Biologia Humana)

Oscar Andrés Alzate Mejia (Asesor. Docente coordinador laboratorio)
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ALCANCE

El presente documento esté destinado para el personal responsable del transporte,
procesamiento y descarte de las muestras utilizadas en el proyecto Alternativas al
formol como fijador y conservador de estructuras y tejidos en los laboratorios de
patologia. Que se llevara a cabo en el laboratorio de Morfologia de la Universidad

Auténoma de Manizales

OBJETIVO

Describir los procesos y criterios para el transporte, procesamiento y descarte de
las muestras utilizadas en el proyecto Alternativas al formol como fijador y
conservador de estructuras y tejidos en los laboratorios de patologia.

INTRODUCCION

El formaldehido ha sido catalogado
como una sustancia con propiedades
téxicas, cancerigenas y mutagénicas
donde su principal via de ingreso al
cuerpo es por el sistema respiratorio,
causando irritacion y afecciones
cronicas que incluso derivan en
cancer.

El  proyecto de investigacion
Alternativas al formol como fijador y
conservador de estructuras y tejidos
en los laboratorios de patologia, se ha
centrado en proponer diferentes
alternativas al wuso del formol
tamponado al 10% con pH neutro
como fijador y conservador de piezas
y tejidos anatébmicos en los
laboratorios de patologia. Lo anterior
enmarcado en la necesidad de
establecer el uso de herramientas y
compuestos que sean amigables con
el medio ambiente y la salud de los
profesionales.

La investigacion es de enfoque
cuantitativo y tipo cuasi experimental.

El procedimiento consiste en la
identificacion de la capacidad fijadora
y conservadora de diferentes
sustancias en estructuras
anatomopatolégicas,  integrandolas
experimentalmente, y en lo posible, en
el proceso de los laboratorios de
patologia de la ciudad.

En cuanto a los resultados esperados,
se quiere identificar las sustancias
fijadoras y conservadoras de
estructuras anatomopatologicas en
diferente grado y tiempo. Asimismo,
por medio de una validaciéon
estadistica de las variables
cuantitativas del experimento, se
determinara la efectividad de las
sustancias puestas a prueba. Luego
seran seleccionadas las mejores
sustancias conservantes para el
proceso de fijacibn de estructuras
anatomopatoldgicas segun su
efectividad. Por ultimo, se espera la
reduccion de la exposicion del
personal del laboratorio de patologia a
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efectos causados por la toxicidad del
formol, y la posible disminucién de los
gastos relacionados con la adquisicion
de sustancias conservadoras para el
proceso de fijacion de estructuras
anatomopatolégicas en el laboratorio
de patologia de |a ciudad.

El proyecto se desarrollara en el
Laboratorio de Morfologia (Anfiteatro)
que se localiza en el primer piso
blogue 13, es un laboratorio disefiado
para la docencia de la anatomia y
cuenta con la infraestructura
necesaria para la actividad
académica. Alli se desarrollan clases
practicas de anatomia con cadaveres.
El anfiteatro estd a disposicion de
estudiantes de pregrado y postgrado
de odontologia, fisioterapia, Ingenieria
biomédica, atencién pre hospitalaria.
Asi mismo ofrece sus servicios a otros
programas de salud de las diferentes
universidades de la ciudad. En este
servicio se incluye la sala denominada
Ananoteca con huesos humanos y
réplicas de partes del cuerpo humano.

La capacidad de atencion del
laboratorio es de 30 estudiantes y
docente para sesiones de 2 horas.
Maneja un Horario de lunes a viernes
de 8:00 am. a 12.00 m, 2:00 p.m. a
6:00 p.m. y los sabados de 8:00 a.m. a
1:00 p.m. Nimero de trabajadores: Un
auxiliar y el docente responsable del
grupo.

Residuos que genera: Biosanitarios,
anatomopatoldgicos, industriales,
solidos impregnados.

Para el caso de la presente
investigacion, al tratarse del manejo
de tejidos provenientes de seres
humanos, se siguen los lineamientos
estipulados por la Resolucién 008430
de 1993, en donde se sefala la
necesidad de contar con protocolos y
estandares para el seguimiento de la
procedencia y manejo de los tejidos
segun la normatividad que los rige en
los procedimientos de laboratorio. De
otro lado, se debe garantizar el
respeto por la fuente de obtencion de
las muestras a ser procesadas.

Con base en lo descrito previamente
se realiz6 el presente documento
dirigido al personal responsable del
transporte, procesamiento y descarte
de las muestras utilizadas en el
proyecto antes mencionado.

BIOSEGURIDAD
TRANSPORTE DE MUESTRAS

El envio de las muestras hasta el
laboratorio debe tener como finalidad
un transporte seguro en las
condiciones adecuadas, con el menor
tiempo posible. Las personas
encargadas de esta actividad estan en
riesgo de exposicion a sustancias
toxicas y material infeccioso o
contaminado, que pudiera liberarse de
recipientes rotos o con fugas, por lo
cual es importante que su embalaje
garantice la integridad del personal
que los manipula.

79



CODIGO: GIN-FOR-033
UNIVERSIDAD
ICNOMADE PROTOCOLO VERSION: 1
UAM' LABORATORIO DE FECHA ELABORACION
MORFOLOGIA DEL DOCUMENTO:
VIGRLADA MINEDUCACION 18/FEB/2019

CRITERIOS DE RECHAZO DE
MUESTRAS:

Al momento de recibir las muestras en
el laboratorio de Morfologia, se debe
verificar las condiciones en las que se
recibe con el fin de confirmar que
cumplen con los requisitos de calidad
y cantidad.

Las muestras tendran los siguientes
criterios de exclusion:

Cuando no cumplan con la
cantidad necesaria para
implementar en las sustancias
a probar.

Muestra recolectada en
recipientes no aptos para el
analisis.

Muestra que no cumplen con
las condiciones de embalaje y
transporte.

Muestra que puede presentar
algun riesgo al manipularla por
derrames por no cumplir con
adecuado embalaje.
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durante, y ! durante, y despt;és que se exponen | implementaran en caso que acciones a
después d,e \ia d'e loa I?s para minimizar suceda un implementar
procedimientos procedimientos participantes los riesgos evento adverso | tienen sustento
tedrico con las
referencias
Recipientes de Aire fresco. En
ANTES vidrio caso. necfesario.
transparente, respiracion por CORPONOR
TranSPOl‘le de bO(;aeapr:;::OZ t:pa instrurr:zﬁ':;Tes Si (2015) HOja de
3 A . seguridad
estructuras Riesgo de caucho de cierre | hay dificultad para formaldehido
patolégicas (desde exposicion a hermético. respirar, entonces
el instituto Caldense | sustancias toxicas Recipiente de suministrar ROTH (2016)
gecF;Ttologi:, i:,;:z:::: Io plastico oxigeno. Llamar al l;icha de %atgs
ncologos de 2 translucido o de médico. € seguridad:
occidente y contaminado, que | o ) onco, boca Solucién de
Citosalud al p::'::i:')?:;?e'ze ancha y tapa de Aclarar con formaldehido
patc:la:g(;raa:‘loerll(;cl‘JeAM) rotos o con fugas. plést(;(;o c(i:ecr:raeucho Z?::::taen:reli:i?:z CIEMTO (20186)
hermético. . Hoja de datos de
20 minutos, seguridad:
Al momento de manteniendo Formaldehido
estar en contacto abiertos los
con las muestras parpados. Evitar
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tener presente las que el agua
normas de contaminada tras
Bioseguridad lavar el ojo
como: Guantes. | afectado entre en
bata, tapabocas, | contacto con el
mg:;:;{as ojo en buen
* estado. Llamar al
Las muestras oftalmélogo.
seran
transportadas en Aclarar con
neveras de
b abundante agua,
pdle%grézﬁ-para preferiblemente
conservacion y t'b'?' .duran(;e
mayor precaucion minimo 2

minutos. Eliminar
ropa contaminada.
En caso de
presentarse
irritacion
persistente
consultar a un
meédico.

INS (2020)
Manual de
procedimientos
para la toma,
conservacion y
envio de muestras
al Laboratorio
Nacicnal de
Referencia
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Inhalacion:
Irritacion del
DURANTE Sumergir las Nrack iratori Hasta 0,3 ppm CORPONOR
: racto respiratorio | ge recomienda BoAES Holad
muestras patolégicas superior Ia uilizacion d ( ) Hoja de
en Formol. ! Umzaoon a9 seguridad
acompafiadade | respirador con formakiabido
Extraer las muestras tos, disnea. mascara facial
patolégicas de las Cuando la completa con ROTH (2016)
sustancias exposicion es cartucho para Ficha de datos
conservantes (28 prolongada formaldehido. Aire £ de seguridad:
dias). puede causar Para A0 0900, = Solucién de
dolor de cabeza, | concentraciones | S350 N€cesaro, | ¢, aidehido
Hacer el proceso de Hani 2 respiracion por
palpitaciones, superiores 0
fijacion y tincion. i : : medios CIEMTO (2016)
e inflamacién de | desconocidas | . o B
: las vi instrumentales. Si | Hoja de datos de
Observar la calidad asvias usar :
de la fiiacién desd respiratorias S S hay dificultad para seguridad:
st minglisa iginand espiracores A€ | respirar, entonces | Formaldehido
un analisis en el onginando linea de aire Al
microscépico. laringitis y (SAR) 0 b T (| NS @020
_ bronconeumonia. | respiradores de | X'9€N°: -lamara Manual de
Determinar la En casos s ailo medico. procedimientos
efectnvndaq enla extremos puede contenido para la toma,
conservacion de ocasionar muerte | (SCBA). NIOSH conservacion y
estructuras por edema. recomienda usar envio de muestras
anatomopatolégicas Exposiciones siempre SAR o al Laboratorio
con diferentes i i Nacional de
repetidas a bajas | SCBA por ser :
sustancias fijadoras ; Referencia
J concentraciones, sospechoso
Jioohiehiieiiien pueden carcinégeno.
ocasionar

irritacion de las
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mucosas, dolor
de garganta,
faringitis,
resequedad de la
boca, nariz y
garganta.

Aclarar con
abundante agua
durante minimo

Contacto con Gafas de 20 minutos
ongionFuede | e | manenenc
quemaduras, y | proteccion visual éab:;;zsg/s“ar
::tr?nizi se encuentra P :;l)xe ol égua
ceguera. Una mrc :sl;raazg rel contaminada! tras
exposicion recomendado lavar el ojo
prolongada (pieza facial afectado entre en
puede ocasionar contacto con el
conjuntivitis. completa). ojo en buen
estado. Llamar al
oftalmélogo.
Contacto con la Para Aclarar con
piel: Contactos | o, 5oiciones | abundante agua,
repetidos con el superiores a 8 preferiblemente
producto pueden iy
causar irritacion horas, usar' tibia, _durante
e incluso en caucho de butilo minimo 20
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algunos casos o nitrilo, Vitén. | minutos. Eliminar
producir Ulceras. Para ropa contaminada.
Contactos exposiciones En caso de
prolongados superiores a 4 presentarse
pueden generar horas, usar irritacion
dermatitisy | noopreno, PVC. persistente
sensibilidad de la
3 - consultar a un
piel. Utilizar ropa de rodios
trabajo '
adecuada que
evite el contacto
del producto,
overol resistente
al quimico.
Las diferentes
estructuras se

deben manipular
con las pinzas
adecuadas que
se encuentran
dentro del
laboratorio.

85



CODIGO: GIN-FOR-033
UNIVERSIDAD
mmg PROTOCOLO VERSION: 1
p LABORATORIO DE
Ly UAM MORFOLOGIA FECHA FLARGIRACION
VIGILADA MINEDUCACION 18/FEB/2019
Enjuagar la boca
con agua y luego
DESPUES a5 suministrarla en
iraacons sbundancie.
inflamacion de la Ap_llc?%ém
Manejo de residuos | boca, garganta, posterir: Caman
peligrosos después esofago y activo (20-40
de los estomago, gramos de
procedimientos diarrea. Puede suspension al
presentarse daifio 10%). Llamar al
en los rifiones y médico. Si el
en el sistema paciente esta
nervioso central convulsionando,
con sintomas N/A inconsciente o
como copvul;non, perdiendo la
inconsciencia y consciencia no
muerte, para suministrar nada
dosis superiores
a 30 ml. de por la boca. No
formaldehido al provocar el
40% en peso. La vémito, si este
cantidad ocurre
necesaria para espontaneamente,
producir la mantener a la
muerte es de victima inclinada
0,03L a 0,50L. para reducir el
riesgo de
aspiracion,
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PROTOCOLO MANEJO DE RESIDUOS PELIGROSOS DESPUES DE LOS PROCEDIMIENTOS

ACTIVIDAD

DESCRIPCION

RESPONSABLE

DEPENDENCIA
O UNIDAD DE

GESTION

CARGO Y/O
PUESTO DE
TRABAJO

REGISTROS INFORMACION

SISTEMAS DE

(o]
APLICATIVOS

Separar el
residuo de
acuerdo con
sus
caracteristicas.

Los residuos solidos y
liquidos se separan de
acuerdo con su
peligrosidad en los

recipientes respectivos.
Los cortopunzantes en
guardianes, separar
adecuadamente las
radiografias en laminas de
plomo, acetatos y plastico y
carton, los solidos no
peligrosos, tales como
reciclables, organicos y
ordinarios o inertes, en la
caneca gris, beige y verde
respectivamente.
(Procedimiento manejo de

residuos sélidos) el vidrio

Laboratorio

Generador
del residuo

N.A

N.A
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en especial puede ser

dispuesto en caneca

incluyen organicos sin
metales pesados,
halégenos o nitrégeno,

con metales pesados,
acuosos sin metales
pesados y 6rgano

separados.

blanca, los peligrosos que

organicos con halégenos,
nitrégeno o azufre, acuosos

metalicos, en recipientes

Registrar el tipo y cantidad

residuos

sélidos y

acuosos
generados.

Registrar tipo y
cantidad de los

en practicas docentes,

la fecha en que sean
retirados del laboratorio o

que se realicen
tratamientos internos
previos a la disposicion
final.

de los residuos generados

proyectos de investigacion
y servicios de extension, en

; ; ; Formulario
Laboratorio | Funcionarios

RH1

N.A
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Rotular el recipiente en que
Rotular el se almacenan los residuos Formato
recipiente para | peligrosos para identificar ’ < A “etiquetado
los residuos las caracteristicas de Laboratorio | Funcionarios | o .. oo N.A
peligrosos. peligrosidad, lugar y peligrosos”
actividad de origen. 9 '
El laboratorio debera
Elaborar el elaborar los protocolos de Formato:
protocolo de |tratamiento de cada uno de Protocolo de
tratamiento de | los residuos peligrosos que | | aboratorio | Funcionarios| tratamiento N.A
residuos se generan por el de reskdiios
peligrosos. desarrollo de sus .
actividades. peligrosos.
Implementar el | Cada vez que se genera el Formato:
protocolo de | residuo, debera seguirse e Protocolo de
tratamiento de | implementarse las Laboratorio  |Funcionarios| tratamiento N.A
residuos directrices establecidas en de residuos
peligroso el protocolo de tratamiento. peligrosos
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Tratar el
residuo.

El tratamiento del residuo
sdlido y/o acuoso se realiza
acuerdo con los protocolos

establecidos y
caracteristicas de este.

Es importante aclarar que

no todos los residuos que

se generan requieren
tratamiento previo y
aquellos a la disposicion
final se consideran pre-
tratamientos. Estos detalles
deben registrase en el
formato “Protocolo de
residuos Peligrosos™ y en el
formulario RH1.

Laboratorio

Formato:
Protocolo de
tratamiento

Funcionarios | d€ residuos
peligrosos

Formulario
RH1

N.A

Almacenar
temporalmente
los residuos.

Los residuos se almacenan
en el laboratorio para su
recoleccion interna por
parte del personal de
servicios generales
debidamente capacitados
Para el almacenamiento de
residuos se tiene en cuenta
el grado de peligrosidad y
las incompatibilidades que
éstos pueden tener. Este
almacenamiento temporal
no debe superar un ano en
el lugar de generacion.

Laboratorio

Funcionarios N.A

N.A
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Realizar
recoleccion
interna de
residuos

Los residuos son
evacuados de su sitio de
generacién por parte del

personal de servicios

generales en el menor
tiempo posible para evitar
la proliferacion de vectores
y enfermedades asociados
a estos.

El personal del laboratorio
registra en los formatos
RH1 la cantidad de
residuos que se evacuan
del laboratorio; el personal
de aseo cuenta con
dinamoémetros para pesar
cada una de las bolsas
evacuadas.

De tratarse de animales
muertos y de otros
residuos de riesgo

biolégico que por sus
procesos de
descomposicién o malos
olores puedan generar

Laboratorio

incomodidades, deben

Formato:

Personal de | Recoleccion
servicios Interna

enerales .
g Formulario

RH1

N.A
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conservarse congelados en
cavas, e informar de esto a
servicios generales, para
que los retire previo a la
recoleccion de los residuos
de riesgo bioldgico. La
frecuencia de recoleccion
interna esta en funcion de
la cantidad de residuos que
genere cada laboratorio.

Los residuos de riesgo
biologico son recolectados
por una empresa
especializada que tiene
una frecuencia de
recoleccién semanal. No
Realizar deben ser liquidos de tal
recoleccion forma de no generar Empresas de

externa de escurrimientos. gestion externa.
residuos A A
Los residuos de riesgo

quimico son recolectados
por empresas
especializadas para
incineracion, previa
solicitud. La frecuencia de

recoleccion no es

Registro de
recoleccion
por parte de
la empresa

N.A de gestién

externa para

los residuos
de riesgo
quimico

N.A
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periddica, esta en funcion

Para esta recoleccion, los
residuos deben ser
empacados en optimas
condiciones para no
generar derrames y
cualquier tipo de accidente,
y debidamente marcados,
cada caja debe tener el
rotulo con el rombo de y el
tipo de peligro que
representa para su
transporte externo. Estos
adhesivos son
proporcionados por de
Laboratorios o por la
empresa de gestion
externa.

de las tasas de generacion.
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La empresa de aseo
contratada por realiza la
disposicion final de los
residuos a través de Certificado
técnicas como relleno de
Realizar la sanitario, incineracion y/o disposicién
disposicion encapsulamiento. Empresas de NA final por Nk
final de los La empresa de gestion | 9estion externa : parte de la 2
residuos. externa entrega a cada empresa de
laboratorio el certificado gestion
respectivo en el que se externa
establezca el tipo de
técnica utilizada para la
disposicién final.
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UNIVERSIDAD AUTG OE FECHA DE NUMERO DE
MANIZALES REVISION REVISION

MACROPROCESO DE GESTION

CARACTERIZACION DEL PROCESO

29-03-2012 SGPP2012-001

RESPONSABLE; Centros de Estudios Amblentales y Desarrolio

Universidad

ALCANCE: Aplica a los sectores de la Universidad Auténoma de Manizales.
OBJETIVO: Realizar un buen manejo de los residuos peligrosos generados en 1o

ENTRADAS ‘ SALIDAS

elmumas  paa . eAdecuada

I academia v ko disposiciénen la

administrativo, fuente (separacién)

*Quimicos neutralizados
*lnsumos requeridos para eAlmacenamiento temporal
©l proceso Kadémico.
' FORMATOS
REQUERIDOS
DEPENDENCIAS DE
APOYO
Almacén
Direccionamiento Hojas dl‘;j s;:uridad RESPEL.
académico OCEDIMIENTOS CADO Control lo.
Servicios generales Lt 1Pel g Be Control en compras,
Direccién administrativa 20rdinarios o inertes Control de entrega en
almacén

Coordinadores de
clinicas, talleres y
laboratorios.
CEA
SUBPROCESO
CARACTERIZADO
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Anexo C. Resultados de evaluacion del Instituto Caldense de Patologia (Manizales — Caldas)

‘@ \ UNIVERSIDAD
% AUTONOMA DE
ot
A UAM
[ VGLADAMINEDUCACION |
Fecha de Calidad macroscépica de Calidad de la tincién
recepcion en Ndinaro de Tiempo la muestra al llegar al para diagnostico
el instituto s TRiectn de instituto caldense Tipo de muestra (1=pobre, 2=regular,
caldense de fijacién (0O=adecuada, 4=buena,
patologia. 1=inadecuada) S5=excelente)
o Nédulo Epiplén- Formol
15-09-2021 1 15 dias i (Fresca #6) G
/ T z >
; Nédulo Epiplén- Solucién chilena
15-09-2021 2 15 dias ¢ (Fresca #6) 5
: Noédulo Epiplén- Glisocol
15-09-2021 3 15 dias ;Z (Fresca #6) 9
Vesicula- Formol
15:03:2022 g 19dfas g (Fijadas en formol #2) £5
5 Vesicula-Solucién Chilena
15-03-202 = Ddes ¢( (Fijadas en formol #2) 9
Vesicula- Glisocol
1509201 5 19 dias ¢ (Fijadas en formol #2) g
. Apéndice- Formol
iosad 7 12dlas 52( (Fijadas en formol #13) 5
X Apéndice- Solucién Chilena
109200 ; Hdias Lz( (Fijadas en formol #13) 5
Apéndice- Glisocol
020 ? 1S (Fijadas en formol #13) 5
A . Restrepd
I/ , I¢jandro Posada
Diligencié y revisé: / / L A }‘ / Aeance patdlogo
% "gd'f;; n ‘J%‘ : M%
|

(<9
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Fecha de Calidad macroscépica de Calidad de la tincién
recepcion en Namero de Tiempo la muestra al llegar al para diagnostico
el instituto o Buiacive de instituto caldense Tipo de muestra (1=pobre, 2=regular,
caldense de fijacién (0O=adecuada, 4=buena,
patologia. 1=inadecuada) S5=excelente)
Ovario - Formol
24-09-2021 1 29 dias Q( e 5
2 Ovario - Solucién chilena
24-09-2021 2 29 dias ¢ (Frasca bS] 5
- Ovario - Glisocol
24-09-2021 3 29 dias ﬂ( (Fresca #5) 5
2 Vesicula- Formol
20-03:2021 4 &l a( (Fijadas en formol #4) 5
A ‘ Vesicula-Solucién Chilena
24:09-2021 2 28 dias Q( (Fijadas en formol #4) -5
; A Vesicula- Glisocol
24:09-2021 2 Sos @ (Fijadas en formol #4) 5
" Apéndice- Formol
24-09-2001 Z 23dlas Q/ (Fijadas en formol #6) V,C
G ¢ Apéndice- Solucién Chilena 5
44092021 8 S ¢ (Fijadas en formol #6)
: : Apéndice- Glisocol
0l 2 e dies Q( (Fijadas en formol #6) -5
; Alejandro Posada Restreps
. { | Médico 0
Diligencié y revisé: i M ( s l é’( s mozg
! \I — R Med 1523
|
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