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2. RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria endémica en el Pert, cuyo
diagnostico anatomopatoldgico se basa principalmente en la observacion de los
amastigotes en cortes histologicos teflidos con hematoxilina-eosina (H-E). Sin
embargo, la sensibilidad de este método disminuye en casos de baja carga
parasitaria o en pacientes con enfermedad cronica; por lo que, la
inmunohistoquimica puede constituir un método diagnostico complementario en
casos de negatividad con coloracion de hematoxilina-eosina. El objetivo del
presente estudio es determinar la utilidad diagnostica de la inmunohistoquimica
utilizando suero humano hiperinmune como anticuerpo primario para la deteccion
de Leishmania sp en biopsias cutaneas y mucocutaneas. Se realizard un estudio
observacional, retrospectivo y descriptivo; que incluird biopsias fijadas en formol e
incluidas en parafina, procesadas en el Servicio de Anatomia Patoldgica del
Hospital Nacional Cayetano Heredia durante el periodo 2021 a 2025. La
inmunohistoquimica se estandarizard mediante prediluciones del suero
hiperinmune y la inclusién de controles positivo, negativo y blanco. La utilidad
diagnéstica se evaluard comparando los resultados de la inmunohistoquimica con
los resultados de tincién con hematoxilina-eosina. Se estimaran sensibilidad,
especificidad, valores predictivos positivo y negativo, y concordancia
interobservador mediante el indice Kappa. Los resultados permitiran determinar si
la inmunohistoquimica es util para el diagnostico de leishmaniasis tegumentaria
como método complementario en biopsias con resultados negativos o dudosos por

técnicas convencionales.
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3. INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria causada por protozoos del género
Leishmania, cuando es de afectacion cutanea y mucosa se denomina leishmaniasis
tegumentaria. En regiones endémicas de América Latina, incluido el Peru,
representa un problema relevante de salud publica y constituye un motivo frecuente
de evaluacion clinica y anatomopatolédgica en hospitales de referencia (1-2). En el
ambito nacional, Peru es el décimo pais del mundo con casos de leishmaniasis, es
una enfermedad desatendida y forma parte del grupo de enfermedades metaxénicas
sometidas a vigilancia epidemiologica permanente por el Ministerio de Salud. La
informacion consignada en la Sala Situacional de Enfermedades Metaxénicas
evidencia la persistencia de casos en diversas regiones del pais, predominantemente
en los departamentos de Madre de Dios, Cajamarca y Cuzco; con un acumulado de
4322 casos en el afio 2025, siendo la forma cutdnea mas frecuente que la

mucocutanea (3).

Desde el punto de vista anatomopatologico, el diagndstico de la leishmaniasis se
realiza mediante cortes histologicos tefiidos con hematoxilina-eosina (H-E) y/o
Giemsa. Sin embargo, la sensibilidad de estas técnicas es limitada, especialmente
en lesiones con baja carga parasitaria, en fases cronicas de la enfermedad o en
pacientes previamente tratados; siendo positiva desde una 36% hasta un 78% de los

casos, segun algunos estudios retrospectivos (4-6).

Ante estas limitaciones diagnodsticas, se han incorporado métodos
complementarios, como la inmunohistoquimica (IHQ), las técnicas moleculares y

la hibridacioén in situ, con el objetivo de mejorar la deteccion del parasito en tejido



fijado en formol e incluido en parafina (7). En series comparativas, la
inmunohistoquimica ha demostrado una sensibilidad superior a la histopatologia
convencional; permitiendo identificar Leishmania en biopsias previamente
negativas por H-E o Giemsa y aumentando de manera significativa la tasa de
confirmacion diagnéstica (4,7). En el estudio de Luiz Claudio Ferreira et al. (8), se
comparo la tincién de H-E, IHQ e hibridizacion in situ con cromégeno (CISH), la
IHQ tuvo una sensibilidad del 66%, siendo mayor que la tincion de H-E y CISH.
Incluso en el estudio de Rocio S. Cardozo et al. (4), la IHQ tuvo un 65% de
positividad, frente a un 58% del PCR, lo que indica la utilidad de la THQ en el

diagnostico anatomopatologico de leishmania.

Dentro del uso de la IHQ, se ha evaluado el uso del marcador CDla como
herramienta diagnoéstica indirecta en la leishmaniasis cutanea. Aunque algunos
estudios realizados en el Viejo Mundo han reportado sensibilidades elevadas para
este marcador, como el estudio de Hasna Riyal et al (9), donde el CD1a tuvo una
sensibilidad de 70.9%, incluso en el estudio de Lopez Trujillo et al (10) tuvo una
positividad de 93.75%, muy similar a la del PCR que fue de 94%. En particular,
estudios realizados en el Peru y otros paises del Nuevo Mundo han evidenciado una
baja sensibilidad de CD1a frente a especies predominantes del subgénero Viannia,
como Leishmania braziliensis y Leishmania peruviana, en el estudio de Maria C.
Ferrufino-Schmidt et al (11), usando la clona MTB1, el CD1a solo fue positivo en
el 25% de casos, aun con amastigotes visibles en H-E. Asimismo, el estudio de
Lucero Katherine Aristizabal-Parra et al (12), usando la clona EP3622, el CD1a fue

positivo en 46,51% de los casos, siendo menor que con tincion H-E, la cual fue del



65.1%, lo que evidencia la baja rentabilidad diagndstica del CDla, incluso con

diferentes clonas.

En este contexto, el uso de suero hiperinmune, ya sea de humano o animal, como
anticuerpo primario para la inmunohistoquimica, ha demostrado ser una mejor
alternativa. En el estudio de Celeste Sanchez Romero et al (13), donde usaron como
anticuerpo primario suero anti-leishmania policlonal de raton de un laboratorio de
la Universidad de Sao Paulo para el estudio de IHQ y la compararon con PCR, la
sensibilidad de la IHQ fue de 82.3% y la sensibilidad de la PCR fue de 92.8%. En
el estudio de Luciana M. Silva-Flannery et al (14), donde usaron como anticuerpo
policlonal canino, la IHQ fue positiva en el 59% de los casos. En contraste en el
estudio de Fuentes Borda (15), que uso6 suero de paciente humano hiperinmune, la
IHQ una sensibilidad de 92 y una especificidad de 96.4 %, usando una dilucion de
1/40 del anticuerpo, a diferencia de los anticuerpos en animales que necesitan
dilucion de 1/1000. Esto indica la mayor sensibilidad de la IHQ usando suero

humano, respecto al suero animal.

En el Hospital Nacional Cayetano Heredia no se cuenta actualmente con un
protocolo estandarizado de inmunohistoquimica para Leishmania utilizando suero
humano hiperinmune, ni con evaluaciones locales de su validez diagnostica frente
a los métodos histopatologicos convencionales. Por ello, resulta pertinente evaluar
de manera sistematica el rendimiento diagnostico de esta técnica en biopsias
cutaneas y mucocutaneas procesadas durante los ultimos cinco afios, asi como
analizar su concordancia interobservador y su aporte diagnostico en comparacion

con otras estrategias inmunohistoquimicas.



La pregunta de investigacion que orienta el presente estudio es: ;Hay utilidad

diagnostica de la inmunohistoquimica utilizando suero humano hiperinmune como

anticuerpo primario para la deteccion de Leishmania sp. en biopsias cutaneas y

mucocutaneas procesadas en el Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital

Nacional Cayetano Heredia durante los tltimos cinco afios?

4. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la utilidad diagndstica de la inmunohistoquimica utilizando
suero humano hiperinmune como anticuerpo primario para la deteccion de
Leishmania sp. en biopsias cutdneas y mucocutaneas procesadas en el
Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Nacional Cayetano Heredia

durante el periodo 2021-2025.

Objetivos Especificos

Estimar la sensibilidad y especificidad de la inmunohistoquimica con suero
humano hiperinmune para la deteccion de Leishmania sp., utilizando la
tincion con hematoxilina-eosina como referencia diagnostica operativa.

Calcular los wvalores predictivos positivo y negativo de la
inmunohistoquimica en comparacion con la tincién de hematoxilina-eosina.
Evaluar la concordancia interobservador en la interpretacion de la

inmunohistoquimica mediante el indice Kappa.



e Estandarizar el protocolo de inmunohistoquimica mediante diferentes
diluciones del suero humano hiperinmune para optimizar la sefial

diagnéstica.

5. MATERIAL Y METODO

a) Disefio del estudio: Estudio observacional, retrospectivo, descriptivo y de corte

transversal.

b) Poblacion: Todas las biopsias cutdneas y mucocutaneas con sospecha clinica e
histopatologica de leishmaniasis, fijadas en formol e incluidas en parafina,
procesadas en el Servicio de Anatomia Patologica del Hospital Nacional Cayetano

Heredia durante el periodo comprendido entre enero de 2021 y diciembre de 2025.

Criterios de inclusion

- Biopsias con diagndstico histopatoldgico previo de leishmaniasis y aquellas
con sospecha clinica o histologica de leishmaniasis (aunque hayan sido
negativas en H-E inicialmente).

- Bloques de parafina con material histologico adecuado para estudio
inmunohistoquimico.

- Casos con informe histopatoldgico disponible.

Criterios de Exclusion

- Biopsias con tejido insuficiente o con artefactos de fijacion y
procesamiento.

- Biopsias no encontradas en archivo



- Casos que no cuenten con la informacién clinica minima necesaria

¢) Muestra: La muestra estard constituida por todas las biopsias cutineas y
mucocutaneas con sospecha clinica e histopatoldgica de leishmaniasis, fijadas en
formol e incluidas en parafina, procesadas en el Servicio de Anatomia Patologica
del Hospital Nacional Cayetano Heredia en el periodo enero de 2021 y diciembre
de 2025, que cumplan con los criterios de inclusion establecidos (muestreo no
probabilistico por conveniencia). Al incluirse la totalidad de casos elegibles

disponibles, no se realizaréd calculo de tamafio muestral.

d) Definicion operacional de variables: Anexo 1.

e) Procedimientos y técnicas:

Se recolectara la informacion de los informes de anatomia patologica mediante una
ficha de recoleccion de datos (Anexo 2). Previa coordinacion con las autoridades
correspondientes, se realizara la revision de los registros del Servicio de Anatomia
Patologica del Hospital Nacional Cayetano Heredia con la finalidad de identificar
los casos que cumplan los criterios de inclusion. Para cada caso seleccionado se
procederd a la recuperacion del bloque de tejido fijado en formol e incluido en
parafina; asi como de la lamina correspondiente a la tincién convencional con H-E
archivada. Las ldminas de H-E disponibles seran evaluadas inicialmente mediante
microscopia Optica para verificar su estado de conservacion y la adecuada
visualizacion de las estructuras histologicas. En aquellos casos en los que la [dmina
de hematoxilina-eosina se encuentre dafiada, desgastada o no permita una adecuada

identificacion de amastigotes de Leishmania sp., se realizard una nueva tincion de



H-E a partir del bloque de parafina correspondiente. En los casos en los que la
lamina de H-E se encuentre en adecuadas condiciones para su evaluacion
histopatologica, no se realizard una nueva tincion; procediéndose directamente a la
aplicacion de la técnica de inmunohistoquimica. De cada bloque seleccionado se
obtendran cortes histologicos seriados de 4 pm de espesor, los cuales seran
montados en laminas portaobjetos tratadas. Los cortes seran destinados, segiin
corresponda, a la tincion convencional con hematoxilina-eosina y al estudio

inmunohistoquimico.

Técnica de inmunohistoquimica

Para la aplicacion del método inmunohistoquimico se empleara suero humano
hiperinmune anti-Leishmania como anticuerpo primario, el cual serd obtenido de
un paciente con infeccion natural por Leishmania sp. que tenga un titulo de
anticuerpos por inmunofluorescencia indirecta (IFI) mayor a 1:40, ya que la norma
técnica del Ministerio de Salud de Perti, considera una prueba IFI positiva con un
resultado mayor o igual a 1:40. La obtencion del suero sera realizado previa firma
de consentimiento informado del paciente (Anexo 3). El suero hiperinmune sera
alicuotado en crioviales y conservado a —20 °C hasta su utilizacion. Para su empleo
como anticuerpo primario, el suero sera llevado a temperatura ambiente durante
aproximadamente 30 minutos. Previo a la aplicacion del método
inmunohistoquimico, se realizard una fase de estandarizaciéon del anticuerpo
primario, en la cual el suero humano hiperinmune seré prediluido en tampén PBS
(buffer fosfato salino) a pH 7,2, evaluandose las siguientes diluciones: 1/40, 1/80,

1/160 y 1/320. La seleccion de la dilucion a emplear en el desarrollo del estudio se



realizard en funcion de los resultados obtenidos durante esta fase de
estandarizacion, considerando la intensidad del marcaje, la relacion senal-fondo y

la ausencia de tincion inespecifica.

El procedimiento inmunohistoquimico sera desarrollado segun el protocolo
empleado por el Servicio de Anatomia Patologica del Hospital Nacional Cayetano
Heredia (16) (Anexo 4). Para el revelado de la reaccion inmunohistoquimica se
utilizard cromdégeno rojo, seleccionado con la finalidad de evitar confusion con
pigmentos enddgenos como melanina y hemosiderina, los cuales pueden interferir

en la interpretacion cuando se emplean cromogenos de color marrdn.

Control de calidad

En cada corrida de inmunohistoquimica se incluirdn controles positivos, controles
negativos y controles blancos. El control positivo correspondera a una biopsia
previamente confirmada como positiva para Leishmania sp.; el control blanco
consistira en la omision del anticuerpo primario; y el control negativo
correspondera a una biopsia tegumentaria de otra patologia distinta de

leishmaniasis.

Responsable de la ejecucion técnica

Los procedimientos de procesamiento histologico, la coloracion con hematoxilina-
eosina y la ejecucion de la técnica de inmunohistoquimica seran realizados por un
tecndlogo médico capacitado y con experiencia en el area de Anatomia Patoldgica,
perteneciente al Servicio de Anatomia Patologica del Hospital Nacional Cayetano

Heredia, siguiendo los protocolos institucionales vigentes.
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Interpretacion de resultados

La inmunohistoquimica serd considerada positiva cuando se observe
inmunomarcaje de color rojo, compatible con amastigotes de Leishmania sp.,
predominantemente localizados en el interior de macrdéfagos, sobre un fondo tisular

azul claro proporcionado por el contratefiido.

La evaluacion de las laminas tefiidas con hematoxilina-eosina y de las laminas
procesadas por inmunohistoquimica serd realizada de manera independiente por
dos médicos patodlogos, quienes desconoceran los resultados del método alternativo,
con la finalidad de evaluar la concordancia interobservador. Discrepancias entre

patologos seran resueltas por consenso y/o por un tercer patdlogo.

f) Aspectos éticos del estudio:

El presente proyecto serd sometido a evaluaciéon y aprobacion por el Comité
Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
y por el Comité de Etica del Hospital Nacional Cayetano Heredia, asi como al jefe
del Servicio de Anatomia Patoldgica del ya mencionado hospital, previo al inicio
de su ejecucion.El estudio serd de caracter retrospectivo y se realizard utilizando
biopsias cutdneas y mucocutdneas fijadas en formol e incluidas en parafina,
archivadas en el Servicio de Anatomia Patologica; por lo que no se requerira la
obtencion de consentimiento informado individual. No se realizard ninglin
procedimiento adicional ni intervencion directa sobre los pacientes. La informacion
clinica y anatomopatoldgica sera manejada de manera confidencial. Para este fin, a

cada caso se le asignard un codigo numérico, garantizando el anonimato de los
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pacientes y evitando la utilizaciéon de datos que permitan su identificacion. Los
resultados obtenidos seran utilizados exclusivamente con fines académicos y
cientificos. La obtencion y el uso del suero humano hiperinmune anti-Leishmania
se realizaran respetando los principios éticos de la investigacion biomédica, previa
autorizacion correspondiente y con consentimiento informado del donante,
asegurando la confidencialidad de su identidad y el uso exclusivo del material

bioldgico para los fines del presente estudio.

g) Plan de analisis:

La informacion recolectada serd registrada en una base de datos en el programa de
Microsoft Excel para MAC y posteriormente procesada utilizando el programa IBM
SPSS Statistics 25 para Mac. Se realizard un analisis descriptivo de las variables
del estudio. Las variables cualitativas se resumiran mediante frecuencias absolutas
y relativas, mientras que las variables cuantitativas, de corresponder, se describiran
utilizando medidas de tendencia central y dispersion. Para evaluar la utilidad
diagnostica de la inmunohistoquimica utilizando suero humano hiperinmune anti-
Leishmania, se construird una tabla de contingencia 2 x 2 comparando los
resultados de la inmunohistoquimica con los resultados de la tinciéon convencional
con H-E, considerada como referencia diagnostica operativa. A partir de dicha tabla
se calcularan la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo, junto con sus respectivos intervalos de confianza al 95%. La
concordancia interobservador en la interpretacion de la inmunohistoquimica sera
evaluada mediante el indice Kappa de Cohen, interpretandose de acuerdo con los

criterios establecidos en la literatura. Los resultados del analisis seran presentados
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en tablas y graficos, y se considerara un nivel de significancia estadistica de p <

0,05.
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Equipos e Instrumentos

Reactivos para inmunohistoquimica
(buffers, bloqueadores, soluciones)

3000

3000

Anticuerpo primario (suero humano
hiperinmune / anticuerpo anti-
Leishmania)

Sistema de deteccion (polimero
HRP/AP)

2000

2000

Cromogeno rojo

1200

1200

Material de laboratorio (portaobjetos,
cubreobjetos, crioviales, pipetas,
guantes)

400

400

Impresiones, copias y encuadernacion

200

200

Total estimado

6800

Cronograma:

2026

Actividad

Ene

Feb

Mar

Abr | May

Jun | Jul

Planificacion y elaboracion del X

proyecto

Presentacion y aprobacion del
proyecto

Recuperacion de bloques y
laminas H-E

Estandarizacion de la
inmunohistoquimica

Procesamiento IHQ y lectura de
laminas

Analisis estadistico

Redaccion final y publicacién
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8. ANEXOS

Anexo 1: Operacionalizacion de variables

. Definicion Definicion s Tipo de .
Variable cHnIcio ermnie Medicion P Indicador
conceptual operacional variable
Tiempo
transcurrido Edad
desde el registrada en ~ De razén
.. . Afios :
Edad nacimiento hasta | el informe . No aplica
cumplidos )
el momento de | anatomopato- Continua
la toma de la logico
biopsia
Sexo
Condicion consignado Masculino Nominal )
. . Masculino /
Sexo bioldgica del en el informe .
. . C . Femenino
paciente anatomopato- | Femenino Dicotomica
l6gico
Ubicacion
o Zona anatomica | descrita en el . Nominal Cutanea /
Localizacion . Registro
< donde se obtuvo informe Mucosa /
de la lesion . textual o .
la biopsia anatomopato- Politdémica | Mucocutanea
l6gico
. ., Observacion
Identificacion microscopica
histologica de p .
Resultado . de . Nominal "y
amastigotes de . Presencia o Positivo /
. . amastigotes . .
Leishmania sp. iy ausencia . Negativo
H-E . . en ldminas Dicotomica
mediante tincion -
convencional tefiidas con
H-E
Observacion
Deteccion de de
Leishmania sp. | inmunomar-
Resultado de . P .. . .
. . mediante caje rojo Presencia o Nominal .
inmunohis- . . ; ) Positivo /
;o inmunomarcaje | compatible | ausencia de .
toquimica . P Negativo
con suero con marcaje Dicotémica
(IHQ) :
humano amastigotes
hiperinmune en
macrofagos
Confirmacion Integracion )
Resultado . & . Nominal | Confirmado /
C . anatomopatolo- | de hallazgos Registro
diagnostico . S No
gica de de H-Ee diagnéstico T
final : o Dicotémica | confirmado
leishmaniasis [HQ
Capacidad de la | Proporcion Cuantitativa
Sensibilidad IHQ para de casos Célculo Porcentaje de
de la THQ identificar positivos por | estadistico ., sensibilidad
Proporcion
correctamente | IHQ entre los

16




casos positivos por
verdaderos de H-E
leishmaniasis
Capacidad de la Proporcion
IHQ para de casos Cuantitativa )
Especificidad . . negativos por Célculo Porcentaje de
identificar . o
de la THQ [HQ entre los | estadistico ., especificidad
correctamente . Proporcion
casos negativos negativos por
H-E
Probabilidad de Casos
Valor que un ‘resultado Ver@deros ’ Cuantitativa '
. e positivo por positivos / Célculo Porcentaje de
predictivo -
cos IHQ sea un total de estadistico . VPP
positivo (VPP) .. Proporcion
verdadero positivos por
positivo IHQ
Probabilidad de Casos
Valor que un resultado | verdaderos Cuantitativa
predictivo negativo por negativos / Célculo Porcentaje de
negativo IHQ sea un total de estadistico Proporcion VPN
(VPN) verdadero negativos por p
negativo [HQ
— =
. Grado de Comparacion o Kappa (<0.4
Concordancia de lecturas e Cuantitativa | pobre, 0.4—
. acuerdo entre . ) Indice
interobserva- atolocos en la independien- Kanna 0.6
dor Iljec fur ag de THQ tes de dos PP Continua moderada,
patologos >(.6 buena)

Anexo 2: Ficha de recoleccion de datos

Codigo del caso:

I. Datos generales del paciente

1. Edad:

2. Sexo:

anos

[ Masculino [ Femenino

II. Datos de la muestra anatomopatologica

3. Tipo de muestra: [ Biopsia cutanea L[] Biopsia mucosa [l Biopsia
mucocutanea

4. Localizacién anatomica de la lesion:

5. Afio de procesamiento de la biopsia:
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II1. Resultados histopatologicos (Hematoxilina-Eosina)
6. Resultado de H-E: [ Positivo para Leishmania sp. [ Negativo

7. Observacion microscopica:

IV. Resultados de inmunohistoquimica

8. Resultado de IHQ con suero humano hiperinmune: [ Positivo [ Negativo

9. Patrén de marcaje observado:
L] Amastigotes intracelulares en macrofagos

1 Otro:

V. Diagnostico anatomopatoldgico final

10. Diagnostico final: [ Leishmaniasis confirmada [ No confirmada

VI. Concordancia interobservador

11. Lectura Patologo 1: [ Positiva [ Negativa
12. Lectura Patologo 2: [ Positiva [ Negativa
13. ;Hubo discrepancia?: [1Si [ No

14. Resultado final tras consenso: [ Positivo [1 Negativo

VI1I. Observaciones adicionales

Anexo 3: Consentimiento Informado para participacion del paciente con suero

hiperinmune

Titulo del estudio

Uso de inmunohistoquimica con suero humano hiperinmune como anticuerpo
primario para la deteccion de Leishmania sp. en biopsias cutaneas y mucocutaneas.

Nombre del investigador responsable: Angel Josué Rudas Huaripata
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Invitacion a participar

Usted esta siendo invitado(a) a participar de manera voluntaria en un proyecto de
investigacion que se desarrollard en el Servicio de Anatomia Patologica del
Hospital Nacional Cayetano Heredia. Antes de decidir su participacion, es
importante que lea cuidadosamente la informacion que se presenta a continuacion.
Si tiene alguna duda, podra realizar todas las preguntas que considere necesarias.

Proposito del estudio

El objetivo del estudio es evaluar la utilidad diagnostica de la inmunohistoquimica
utilizando suero humano hiperinmune como anticuerpo primario para la deteccion
de Leishmania sp. en muestras de tejido. Su participacion permitird contribuir al
desarrollo de métodos diagndsticos complementarios que podrian mejorar la
identificacion de esta enfermedad.

Procedimiento

En caso de aceptar participar, se le solicitara la autorizacion para la obtencion de
una muestra de sangre venosa, la cual serd utilizada exclusivamente para la
obtencion de suero con altos titulos de anticuerpos contra Leishmania sp. La
extraccion sera realizada por personal de salud capacitado, siguiendo las normas de
bioseguridad vigentes. El suero obtenido serd procesado, almacenado y utilizado
unicamente con fines de investigacion en el marco de este estudio.

Riesgos y molestias

La extraccion de sangre puede ocasionar molestias leves, como dolor transitorio en
el sitio de puncidn, aparicion de hematomas o sensacion de mareo. No se prevén
riesgos mayores asociados al procedimiento. En todo momento se tomaran las
medidas necesarias para minimizar cualquier incomodidad.

Beneficios

Usted no recibird un beneficio directo por su participacion. Sin embargo, la
informacion obtenida podria contribuir al fortalecimiento de las técnicas
diagnosticas para la leishmaniasis, beneficiando a futuros pacientes.

Confidencialidad

La informacion obtenida durante el estudio serda manejada de forma confidencial.
Los resultados seran utilizados tnicamente con fines académicos y cientificos.

Participacion voluntaria

Su participacion es completamente voluntaria. Usted puede decidir no participar o
retirarse del estudio en cualquier momento, sin que ello genere ningtn tipo de
perjuicio en su atenciéon médica presente o futura.

Uso de l1a muestra bioldgica

El suero obtenido sera utilizado exclusivamente para los fines descritos en este
estudio. No sera empleado en investigaciones adicionales ni transferido a terceros
sin una nueva autorizacion expresa.
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Contacto

Si tiene alguna pregunta relacionada con el estudio o con sus derechos como
participante, podrd comunicarse con el investigador responsable o con el Comité
Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia.

Declaracion de consentimiento

He leido la informacion proporcionada, he tenido la oportunidad de realizar
preguntas y he recibido respuestas satisfactorias. Declaro que comprendo el
proposito del estudio y acepto de manera voluntaria participar en la investigacion,
autorizando la obtencidn y uso de mi muestra de sangre para los fines descritos.

Nombre del participante:

Firma y huella del participante:

Fecha: |/ / 4 )

- J

Anexo 4: Protocolo de procedimiento inmunohistoquimico

1. Enfriar los bloques seleccionados hasta -20°C.
2. Rotular las laminas de acuerdo al cédigo asignado.

3. Realizar cortes con el microétromo, de 3 a 4 micras dependiendo del tejido.

4. Recoger el corte obtenido con una lamina de vidrio y colocar en bafio de
flotacion, manteniendo una temperatura cercana a 50 °C, con una variacion maxima
de+2°C.

5. Las laminas seran transferidas a un recipiente con agua fria y recoger nuevamente
el corte de tejido con una inclinacion de 45°, evitar formar burbujas y dejar secar a

temperatura ambiente

6. Las laminas serdn sometidas a calentamiento en estufa a 60 °C por 1 hora
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7. Inmersion en xilol o sustituo de xilol, en dos tiempos consecutivos de 5 minutos
cada uno.

8. Inmersion en alcohol absoluto en dos tiempos consecutivos de 5 minutos cada
uno.

9. Inmersion en alcohol de 96°en dos tiempos consecutivos de 5 minutos cada uno.

10. Las laminas serdn llevadas a agua destilada, permitiendo la completa
hidratacion durante 5 minutos.

11. Recuperacion antigénica usando bafio maria con solucion recuperadora a 96°C
por 45 minutos.

12. Posteriormente dejar enfriar a temperatura ambiente de 5 a 10 minutos.

13. Los cortes seran colocados en camara hiimeda y sometidos a lavados sucesivos
con soluciéon tampon.

14. aplicar agente bloqueador de la actividad peroxidasa enddgena durante 5 a 10
min.

15. Lavar con solucién de lavado (solucion salina tampon fosfato) por 3 veces, de
1 minutos cada uno.

16. Agregar el anticuerpo primario y dejar reposar durante 25 minutos.

17. Lavar con solucién de lavado (solucion salina tampon fosfato) por 3 veces, de
1 minutos cada uno.

18. Colocar el polimero (HRP) por 30 minutos aproximadamente.

19. . Lavar con solucion de lavado (solucion salina tampon fosfato) por 3 veces, de
1 minutos cada uno.

20. Agregar el cromogeno rojo por 1 a 5 minutos.

21. Lavar con solucion de lavado (solucion salina tampén fosfato) por 1 minuto y
luego con agua destilada.

22. Evaluaciéon microscépica de la tincion.

23. Contratincion nuclear utilizando hematoxilina, seguida de una solucion alcalina
para resaltar las estructuras tisulares.

24. Evaluacion microscdpica de tincion y contratincion.

25. Deshidratacion progresiva mediante alcoholes de concentracion creciente.
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26. Aclaramiento con xilol o sustituto de xilol por 2 minutos.

27. Montaje permanente mediante la aplicacion de medio de montaje y laminilla
cubreobjeto
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