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FORMALDEHIDO

Reg. No.: 50-00-0
IUPAC: Metanal
Comercial: Formalina, formol
Masa molecular relativa: 30.03
Gas incoloro de olor penetrante
Solucién saturada al 40%

H

1868 Vvan Hoffman

DESCUBRIMIENTO SINTESIS

1859 Alexander Butlerov
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Formacion de enlaces cruzados

Ferdinand Blum

Paso 1

1893 Proteina Formaldehido Metilo Base de Schiff

O -H20
- Ry——NH, + J\ <—= R,—NH <= R;—N
\ 3

Médico CH,-OH \CH2
.. P 2
Bactericida —

Conservante Base de Schiff ADN o proteina Producto con enlaces cruzados

O R;{—N + Nuc—R, <= R;—NH R,

AN \ F
)j\ CH, CH;—Nuc

Fijador para histologia H
Solucién formaldehido neutro 4%
FORMALDEHIDO %
Fijador/Conservante:

Interrumpir procesos de
descomposicion (autdlisis y la

International Agency

utrefaccion . . .
P ) Sﬁ for Research on Cancer gltOtOlelpldadd
' i Ministerio enotoxicida
Conserva integridad estructural do Salud Piiblica {, J'f World Health Carcinogénesis

3)
b S
Agencia Nacional de Regulacion, Control p NS Ofga nization

Endurece los tejidos y Vigilancia Sanitaria - ARCSA e
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Introduccion
ALTERNATIVA QUIMICA ALTERNATIVA BIOLOGICA

Lot 105H1142
Hygroscopiy

Store at room ton““”‘

o

Sigma-Aldrich

115455-5005

Mercury (1) chloride
ACS reagent, >99.5%

| _ § 256462.0944 *
st \@ -L:)E He"?ftx l’refservatuvel ¢
o ¢ Ve = ': no? use for clinica >
SR S Conservante o fijador
. % S e or iy Histologia
0 g i Facil obtencion
\- ‘ R Wy Econdmica

No toxica
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Introduccion

Antioxidantes

MIEL DE ABEJA

Apis mellifera

Aldehidos,
furanos, cetonas,

bencenos y sus
derivados

Antibacterianas

Acidos (pH 3.2 -
4.5): acético,
citrico, glucénico y
otros.

Producto biolégico de composicion
compleja y variable.

17% H,0
82% Azucares

Aminoacidos
enzimas, vitaminasy
minerales

Manuka
Honey
Ointment

The natural choice
in first aid for minor
cuts and burns.

4 )

Net Weight
1oz - 28.4g

A

MEDICAL |
GRADE
MANUKA

Momificacion
Embalsamiento
Curacioén de heridas
Injerto de tejidos

Histologia

HONEY

I-Maaini & Bryant, 2008) (Albaridi, 2019) (Manyi-Loh et al., 2011) (Rossano et al., 2012)
ilkinson & Cavanagh, 2005).
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MODELO
PORCINO
Fisiologia y anatomia similar al
T humano
N1z Aplicaciones:
< Diagnostico médico
L | : Investigacion
A e - Ingenieria de tejidos
El higado - funciones del
> metabolismo, desintoxicacion,
produccion y excrecion de bilis.
ARy - 80% Hepatocitos de entre
. Pl . y 25a40 um
% X . : 100 000 y 200 000
o A hepatocitos ordenados en
Modelo hesagonal PR filas paralelas formando
’ | lobulillos de 1 a 2 mm, canales o sinusoides.
Los angulos con triadas portales demarcados por tejido
(Ducto biliar, vena portal, arteria hepatica) conectivo

(Aspinall et al., 2020) (Heydari et al., 2020) (O’'Dowd et al., 2020) (Zachary, 2022).
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Justificacion

O
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FORMALDEHIDO

H

M

ﬁ@m

Medio de transporte conservante
provisional de tejidos

Alternativa ante la ausencia o riesgo de uso
del formaldehido

Hasta que la muestra llegue a un laboratorio
donde pueda ser fijada convencionalmente.

Disminuir o amortiguar
emisiones y exposicion

Hipotesis 9

Existen diferencias
estadisticas significativas
en la histologia de tejido

hepatico porcino
conservado con miel de
abeja.

»

(Emsen, 2007) (Meo et al., 2017) (Samarghandian et al., 2017).
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Objetivos 1

Objetivo General

Evaluar histologicamente tejido hepatico porcino conservado en miel de abeja.

Objetivos Especificos

- Valorar mediante criterios histomorfoldgicos, la arquitectura celular, autdlisis, y calidad de la tincion
hematoxilina/eosina en muestras de tejido hepatico porcino conservadas con solucion de miel de abeja
al 10% y 20%, solucién de formaldehido al 4% y solucidn de suero fisioldgico al 0.9%, durante 10 dias.

- Determinar los efectos de la contraccion celular mediante morfometria de los perimetros y dreas

celular y nuclear de hepatocitos de muestras de tejido hepatico porcino conservadas con solucion de
miel de abeja al 10% y 20%, solucidon de formaldehido al 4% y solucién de suero fisiolégico al 0.9% con

tincidon hematoxilina/eosina, durante 10 dias.
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Materiales y metodos

H 5
La muestra
b J\q | B
We Rl |‘q
X N - . -

MA: Miel de abeja 10%
MB: Miel de abeja 20%
F: Formaldehido 4% (C +)
S: Suero fisiolégico 0.9 (C -)

Higado sanoy fresco
Peso: 1.375 kg
Macho adulto (100 kg)
Raza: Yorkshire
Edad: 22 semanas
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Materiales y metodos 14

Miel de abeja Miel de abeja
10% 20%

TOTAL: 80 fragmentos de tejido hepatico porcino

Formaldehido Suero fisioldgico
4% 0.9%

ESPE\ ¢
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FIJACION INICIAL

in IEII
IEBERNN
10 dias
Cada dia %======= Este proceso permitio
2 fragmentos peee==—_ | | detener la descomposicion

del tejido

Solucion fijadora de

: 'dehido al 4% Firmeza para facilitar su
ormaldehido al 4%

corte
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Materiales y metodo
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L

s

——

=
e S

2

e/
7% Z
2
7

Z

22 oK
2 *

4 Zofn) >~

/ A s/ y

7 20 o
iy y

Ndhero de muestra: JOo23-MB 1

Tipo de muestra: Tejido hepatico porcino

04_05_2023

Tejido hepatico porcino

04_05_2023
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HISTOTECNOLOGIA

Fijacion/Deshidratacién (etanol)/Aclaramiento (Neo-Clear)/Infiltracion (Histoplast) Incrustacion

Bloqueo Enfriamiento Crio- consola Hidratacion Mlcrotomla E S p E : :
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Microtomia

Materiales y metodos

Microtomia

Tincién

Estufa

Tincion

Protocolo de tincién ,f:on hematoxilina/eosina

Reactivo Tiempo (minutos) Inmersiones (veces)
Xileno 2 10
Xileno 2 10
Xileno 2 10

Etanol al 100% 2 10
Etanol al 95% 2 10
Etanol al 95% 2 10

Agua corriente 2 10
Hematoxilina 10-15 50

Agua corriente 2 10

Agua corriente 2 10

Acido hidroclérico al 1% en etanol al 70% 1-2 5-10
Agua corriente 2 10
Agua de amonio al 0.25% 10-30 segundos (azulado) 2-3
Agua corriente 2 10
Agua corriente 2 10
Eosina 1-3 10-20
Etanol al 70% 2-3 10-15
Etanol al 95% 2-3 10-15

Etanol al 100% 2-3 10-15
Etanol al 100% 2-3 10-15
Etanol al 100% 2-3 10-15

Xileno 2-3 10-15

Xileno 2-3 10-15

Xileno 2-3 10-15
Cubrimiento Laminilla

(Carson & Hladik, 2009).
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ZEISS ZEN version 3.8

4X (para lobulillos),
10X (para lobulillos),
40X (para los
sinusoides y las
triadas portales)

100X (para los hepatocitos en cinco campos opticos / 6 hepatocitos por campo)

Microscopio 6ptico Primo Star (© Carl Zeiss)
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Materiales y metodos

DETALLE CELULAR Y NUCLEAR
MORFOMETRIA
DIiA 3 (100X)

ESPE N
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Materiales y metodos 21

Criterios i :
histomorfologicos Autolisis Morfometria celular
|| Arquitectura celular y calidad de Variables cualitativas | Medicidn de perimetros
la tincion (variables cualitativas) ordinales descriptivas. celulares y nucleares
Prueba binomial exacta de | Programa ZEN calcula
Fisher areas celulares y nucleares

a N

| Coeficiente de correlacion

Analisis estadistico ! de Pearson |

Unidad experimental: laminilla con cortes histolégicos de tejido , ‘
— ANOVA

hepatico porcino, por cada dia y tratamiento determinado. - )

a N

Pruebas post-hoc de
— Dunnet (controles) y Tukey
(entre tratamientos).

" w

Analisis con programa RStudio.

valor-p < 0.05

FESPE\ 4
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Materiales y metodos 22

Operacionalizacion de variables de criterios histomorfoldgicos de arquitectura celular

Variable Puntuacion
Detalle celular (hepatocito) Detalle del |.1ucleo 1 .(aceptable)
(hepatocito) 0 (inaceptable)
Membrana citoplasmatica, delimitada e intacta Membr:an? QUEiear
. . Delimitada 1
Contraste Nucleo: Citoplasma marcado
Intacta

Membrana citoplasmatica, no delimitada o Membrana nuclear 0

desintegrada No delimitada
Contraste Nucleo: Citoplasma indistinguible Desintegrada

Operacionalizacion de variables de la calidad de tincion Hematoxilina/Eosina

Variable Puntuacion
Tincion de citoplasma Tincién de nicleo 1 (aceptable)
(hepatocito) (hepatocito) 0 (inaceptable)
Citoplasma rosa Ndcleo violeta azulado 1
Citoplasma violeta Nucleo violeta oscuro 0

HESPE\ ¢
SPE” s e s NS

(AI-Maaini & Bryant, 2008) ecuADoR INNOVACION PARA LA EXCELENCIA !\Mw#
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Materiales y metodos

Operacionalizacion de variables de criterios histomorfoldgicos de autdlisis.

Variables Puntuacion
Lobulillos Sinusoides Triadas portales (0-5)
l.)ls.tmtc?s y Dlstlntosy dlstlr\gwbles Distinguibles 0
distinguibles Hepatocitos alineados
Moderadamente distinguibles Moderadamente distinguibles
Moderadamente . . . : . 1
R Pérdida leve de la alineacién Desintegracion leve
distinguibles ) . ) .
de hepatocitos Dispersion del colageno
. Poco distinguibles Poco distinguibles
Solitarios - . . 2
e Pérdida moderada de la Desintegracion moderada
distinguibles . ., . . . .
alineacion de hepatocitos Dispersion del colageno
Dificilmente identificable Dificilmente distinguibles
Poco - . . . ‘2
e Pérdida grave de la alineacidén Desintegracion avanzada 3
distinguible ) .
de hepatocitos Restos de colageno
Dificil de , I\!o identificable Desintegracion completa
e Pérdida completa de la . 4
distinguir ) - ) Restos de colageno
alineacioén de hepatocitos
No identificable No identificable No identificable 5

(Ceciliason et al., 2021)

23
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Resultados y discusion

= ie

CEE

e >
S 3
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] Higado
f S 24 horas
/ Miel de abeja al 10% Q
% " 1 , z *-9
\ | ‘ .
a0 = L Miel pura
"‘ Excelentes A wd >30 dias
detalles e e
s $ %7 celulares
Tiempo - ‘ F: 1 mm/hora Buen detalle celular Buen detalle celular
minimo ) R . (1HQ)

= M: é? mm/hora : E S p E &!
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100
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100
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w Tratamientos

80 - B MA
70 MB
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w0 | Tratamientos
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AUTOLISIS

Digestidn enzimatica

Natural
Espontanea
Compleja Puede evidenciarse en:
Rapida
. Retrasos en la fijacién
Continua
Gradual Uso de fijador inapropiado

Cantidad y concentracion de fijador

10—

W —
—_—
—_—
| —

La fijacion 6ptima
inmediatamente en
solucién fijadora

Puede detener los
procesos de autdlisis

=
\ 4

§HESPE\ ¢
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CALIDAD DE TINCION

Tincion de los nucleos de los hepatocitos
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Resultados y discusion

: '3‘."”’ 7%"9!" :
LN P ‘G %’Q@oﬁ F

: 'l‘_#;.g:{:.;\'ﬁ r.Hl W

24 horas

o
N2

v Fijador acido
favorece tincién de
componentes

celulares acidos

&

Buena calidad
en la tincion
H/E

Van Gieson para colageno
Miller para elastina

IHQ:
Vimentina para citoplasmas

barinath et al., 2020) (Srii et al., 2017)
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Morfometria de las dreas celulares

CONTRACCION CELULAR
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33

Morfometria celular computarizada
Observar cambios consistentes

Contraccion celular — artefactos

Dia 1:
MA de 27.17%
MB de 39.12%

Dia 1:
MA de 5.5%
MB de 22.24%

E—=

Dia 5-6:
MA de 50.33%
MB de 46.43%

1
2
Dia 9:

MA de 42.72%
MB de 44.21%

0

< contraccion /U\
H

(Alwahaibi et al., 2022) (Carson & Hladik, 2009) (Muddana et al., 2017).
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MECANISMOS DE FIJACION DE LA MIEL

ACIDEZ (&)

ACTIVIDAD GLUCOSA OXIDASA

Diversos acidos, pH de 4-5 Diluir miel > actividad Ac. Glucénico
Oxidacién de glucosa (Conservante)
Acido glucénico y H,0, Alimenticia
Higiene
Farmacéutica

EFECTO OSMOTICO

Azlcares Y7 Guayaquil 0.283 — 1.48 mg HMF/kg de miel
Miel pura — alta hipertonicidad % ) Babahoyo 0.76 a 1.75 mg HMF/kg de miel
Miel diluida — baja hipertonicidad Quito 3.01 a 18.64 mg HMF/kg de miel
Contraccidn ligera

ALDEHIDOS ) Jb

pH &cido, temperatura alta y 2FA ]
Almacenamiento prolongado %
indice furanico \/U\ N L j
Hidroximetilfurfural (HMF) OH

¢.Enlaces cruzados?
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(Albaridi, 2019) (Jimenez, 2016) (Kuriachan et al., 2017) (Salis et al., 2021) (Velasquez & Goetschel, 2019). =
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Conclusiones

e Detalles celulares y nucleares
identificables.

e Autdlisis lenta.

e Estructuras hepaticas moderadamente
distinguibles.

e Calidad excelente tincién H/E.

Dia 6

Histomorfologia

e Area celular, contraccion moderada y
progresiva sin diferencias entre los

MOI‘meetrl’a tratamientos.

e Area nuclear, contraccidn lenta y
eIUIar progresiva, con diferencias entre
tratamientos. MA < MB.

<Dia6
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Ensayos de

HMF

* Produccion
» Cuantificacion
 Aplicacion

Recomendaciones

Otros tejidos

« Sanos
» Patoldgicos
« Tamanos

Pruebas
moleculares

* Integridad
ADN, ARN

Gestion

tinciones residuos

e Caracteristicas
especificas

« DBO
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Familia Freddy Proano, Ing. Pedro
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