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Resumen

Las antocianinas se registran en el maiz morado (Zea mays L) en gran proporcion. Son
unos pigmentos con varios usos industriales y con multiples efectos relacionados con la
salud. Su mayor desventaja es su baja estabilidad influenciada por temperatura, luz, pH,
humedad relativa, niveles de oxigeno entre otros. El colorante nuclear hematoxilina es
considerado toxico. Las antocianinas han reemplazado favorablemente a la hematoxilina
como colorante nuclear en la coloracion de hematoxilina-eosina de Harris y en la
coloracion del Papanicolaou. El objetivo del proyecto es evaluar la estabilidad del colorante
del maiz morado frente a la hematoxilina, en el Hospital San Juan de Lurigancho -2025. El
estudio es cuantitativo, comparativo. Se seleccionaron casetes de tejidos incluidos en
parafina de 6rganos especificos de apéndice cecal y estdbmago procesados con un método
de histoprocesamiento con xilol durante enero a diciembre del 2025. La muestra fue de 430
laminas (Aleatorio simple). Se recolectard los datos a través de un instrumento que sera
llenado por tres expertos a simple ciego que evaluaran Definicién nuclear, Intensidad de
coloracion nuclear y porcentaje de nicleo/citoplasma correctamente tefiiddas. También se
usard un instrumento de recoleccion de datos que sera llenada por un tecnélogo medico

quien codificard las lJaminas mediante nlimeros unicos no repetibles para una combinacioén
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de variables de Grupo (Hematoxilina /Maiz Morado), pH (Acido/Neutro /basico) y
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Abstract:

Anthocyanins are found in large quantities in purple corn (Zea mays L). They are pigments
with various industrial uses and multiple health-related effects. Their greatest disadvantage
is their low stability, influenced by pH, relative humidity, temperature, oxygen levels, light
among others. The nuclear dye hematoxylin is considered toxic. Anthocyanins have
favorably replaced hematoxylin as the nuclear dye in Harris hematoxylin-eosin staining
and Pap smear staining. The objective of this study was to evaluate purple corn dye’stability
versus hematoxylin at the San Juan de Lurigancho Hospital (2025). This is a quantitative,
comparative study. Paraffin-embedded tissue cassettes from specific organs of the cecal
appendix and stomach were selected and processed with a xylene histoprocessing method
from January to December 2025. The sample consisted of 430 slides (simple random). A
data collection instrument will be used, completed by three single-blind experts who will
evaluate nuclear definition, cell staining intensity and percentage of correctly stained
nuclei. A data collection instrument will also be used and will be completed by a medical
technologist who will code the slides using unique, non-repeatable numbers for a
combination of Group variables, pH and temperature.

Keywords: Zea mays. Anthocyanins. Hematoxylin. Reactivity—stability. Histological techniques.
Sustainable development.
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Contextualizacion del problema

8.1. Planteamiento problema:

Las antocianinas se encuentran en gran cantidad en el maiz morado (Zea mays L) un
tipo de maiz ancestral siendo su principal productor el Peru [1, 2]. Las antocianinas
se consideran pigmentos vegetales de tipo fenolico e hidrosolubles presentes en
distintos componentes de las plantas [3]. Las antocianinas se consideran flavonoides
y son glucdsidos de las antocianidinas unidas mediante un enlace de tipo [-
glucosidico [4]. Las antocianinas tienen varios usos industriales y tienen multiples
efectos relacionados con la salud (antibacterianos, antimutagénicos,
antinflamatorios, antiproliferativos y de neuroproteccion entre otros)[1, 2, 5, 6]. El
maiz morado tiene 6 antocianinas principales las cuales son: 2 tipos de cianidina, 2
tipos de peonidina, 2 tipos de pelargonidina siendo el principal la cianidina de tipo 3-
O-B-D-glucoésido. El rango de color por las antocianinas van en un rango del morado

oscuro al rojo [2].

La hematoxilina se extrae del arbol Hematoxylon campechianum [7]. En la
coloracion histopatologica se usan colorantes considerados toxicos habiéndose
descrito efectos en el sistema nervioso, a nivel celular, cancerigenos, y genotdxicos
en los organismos de vida acuatica por lo que urge alternativas ecoamigables [8]. La
hematoxilina puede ocasionar irritacion, toxicidad aguda, lesiones oculares y

toxicidad especifica en 6rganos por lo que siempre debe ser manejado con precaucion
[9].

Varios estudios han reportado la utilidad de la antocianina como sustituto de la
hematoxilina como colorante nuclear en la coloraciéon de hematoxilina-eosina de
Harris y en la coloracion del Papanicolaou siendo sus resultados favorables. En la
coloracion de Papanicolaou, la calidad fue de 76.7% comparada con la hematoxilina
con 98% [10]. En estudios en cortes histologicos de piezas patoldgicas, Apaza reporto
una calificacion de 7.08 (sobre 8) para la coloracion con maiz morado junto con
eosina, mientras que la Hematoxilina- Eosina tuvo 7.99 sobre 8 [11].Uriol reporto
una utilidad diagnostica para la hematoxilina-eosina comparada con el maiz morado-

eosina de 100% y 98% respectivamente [12].
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La mayor desventaja de las antocianinas es su muy baja estabilidad influenciada por
temperatura, luz, pH, humedad relativa, niveles de oxigeno, azlcares, dioxido de
azufre, vitaminas, enzimas, co-pigmentos e iones metalicos [13]. Sus cambios en el
color dependientes del pH han permitido su uso como indicador quimico de
acidez/alcalinidad [2, 14]. Su estabilidad también se afecta negativamente por el
proceso tecnoldgico usado para almacenar y extraer el maiz morado causando

cambios en su color y estructura [4].

Las antocianinas son intensamente rojo o naranja en condiciones de acidez (por
debajo de un pH de 2), sin embargo, si el pH es mayor no tendran color mientras que
en alcalinidad, su color es azulado [15]. Hay una fuerte estabilidad con pH de 2 a 3,
y relativa pobre estabilidad en condiciones neutras y alcalinas pero un rango de pH
de 2-3 le da un color rojo a naranja. La temperatura en un rango de 2 a 4 °C da gran
estabilidad a las antocianinas. La luz ultravioleta podria incrementar la degradacion
de las antocianinas. La alta humedad podria promover la reaccion de oxidacion entre

el oxigeno y las antocianinas reduciendo su estabilidad [16].

De esta manera, existen varios aspectos por investigar para reemplazar el maiz
morado en vez de la hematoxilina evaluando su estabilidad al realizar cambios en la
temperatura y pH dentro de la coloracion de Hematoxilina Eosina y su efecto final
en una coloracion Optima. Estas variables seran abordadas en este estudio para
contribuir al objetivo de sustituir de manera optima la hematoxilina por el maiz

morado en la coloracién tisular dado su impacto ambiental positivo.

8.2. Formulacion de problema:
(Cual es la estabilidad del colorante del maiz morado versus colorante hematoxilina
DE HARRIS en la coloracion de tejidos, HOSPITAL SAN JUAN DE
LURIGANCHO 2025?

8.3. Justificacion:
Si bien el reemplazo del colorante del maiz morado en vez de la hematoxilina en la
tincion histoldgica hematoxilina-eosina puede considerarse como una buena
alternativa de amplia disponibilidad y econdmica, primero debemos evaluar que

dicha coloracion nuclear del maiz morado sea estable pues son muchos los factores
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tedricos que inestabilizan al colorante del maiz morado tales como pH, temperatura
y luz solar entre otros, lo cual ocasionaria que un mismo tejido pueda obtener
diferentes tonalidades de color debido a la variacion de estos factores y de esta
manera podria ser interpretada de distinta manera afectando el proceso de
reconocimiento, interpretacion diagnostica-morfoldégica y reproductibilidad

diagnostica.

Se utilizard un método prospectivo y comparativo tomando como estandar la
coloracion nuclear de la hematoxilina en el método de coloracion hematoxilina-
eosina y se comparara con la coloracion nuclear de reemplazo con el maiz morado
usando 2 variables durante el procesamiento de coloracion: temperatura y pH. Las
laminas seran evaluadas por 3 expertos anatomo patodlogos en forma ciega mediante
un sistema cuantificable de evaluacion morfologica nuclear. Se utilizara un método
estandarizado de coloracion en todos los otros pasos histotecnoldgicos para evitar

factores que causen cualquier distorsion o disturbio en el proceso de coloracion.

El impacto social serd positivo pues el colorante nuclear del maiz morado se puede
considerar ecoamigable que su contraparte la hematoxilina lo cual redundard en
contribuir en no contaminar nuestro medio ambiente principalmente el acuatico.
También se considera un colorante mucho mas econdmico y de amplia disponibilidad
especialmente en nuestro pais. Por ello, este estudio intenta establecer variables
Optimas para un protocolo final de uso de este colorante que deberia perfeccionarse
con ulteriores estudios. Este estudio servira para que otros estudios continien
buscando un protocolo fijo, seguro y eficaz para el uso rutinario del colorante del

maiz morado en reemplazo de la hematoxilina

8.4. Objetivo general y especificos:
Objetivo general
Evaluar la estabilidad del colorante del maiz morado versus la hematoxilina de Harris

en la coloracion de tejidos, Hospital San Juan de Lurigancho, 2025

Objetivos especificos

1. Determinar la estabilidad del colorante del maiz morado sujeto a
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modificaciones constantes de la temperatura y el pH durante la coloracion de
tejidos, hospital San Juan de Lurigancho, 2025

Evaluar la eficacia de la tincion del colorante de maiz morado en tejidos
biologicos, comparandola directamente con la tincion de hematoxilina de
Harris, hospital San Juan de Lurigancho, 2025

Optimizar el procedimiento de tincion de tejidos basado en maiz morado para
mejorar su estabilidad y su adecuada capacidad de tincion, ajustando las
variables de temperatura y pH, hospital San Juan de Lurigancho, 2025
Evaluar la capacidad de combinacién de colorantes de tejidos maiz morado-
eosina comparado al estandar hematoxilina-eosina mediante la evaluacion de

la coloracion microscopica tisular final

8.5. Hipétesis: El colorante del maiz morado es estable versus colorante hematoxilina de

Harris en la coloracion de tejidos, Hospital San Juan De Lurigancho 2025

9. Marco tedrico

9.1. Antecedentes:

9.1.1. Internacionales

. Xue H et al (China, 2024) reviso las caracteristicas de las antocianinas,
analizando los factores que afectan su estabilidad durante su procesamiento y
almacenamiento teniendo como objetivo encontrar estrategias que mejoren su
estabilidad permitiendo un mejor uso principalmente en el campo de la medicina y la
alimentacion. Para tal fin, se realizé un estudio de revision de trabajos sobre la
estabilidad de las antocianinas. Dentro de sus hallazgos se menciona que los factores
como el pH, exposicion a la luz, antioxidantes, temperatura, iones metalicos,
oxigeno, humedad, impurezas, enzimas, grupos funcionales inestables y
microorganismos podrian afectar su estabilidad proponiéndose métodos para
mejorarla tales como modificaciones estructurales (acilacion, piranizacion,
glucosilacion entre otros métodos), la copigmentaciéon (intermolecular,
intramolecular, formacion de complejos metalicos y autoasociaciones) y mediante
nuevos sistemas de administracion (proteinas, polisacéridos, microencapsulacion,
liposomas, emulsion multiple y sistemas de administracion compuesta). Xue
concluye que las modificaciones estructurales por acilacion y piranizacion son las

mas importantes destacando la acilacion por su gran estabilidad, fuertes propiedades
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antioxidantes y por mantener mejor el color mientras que la piranizacion destaca por
su biodisponibilidad y actividad bioldgica, manteniendo su solubilidad original en

agua [16].

. Jasphin S et al (Malasia, 2023) se planted como objetivo en su estudio revisar
sistematicamente el uso de colorantes naturales que tengan como base a las
antocianinas extraidas de plantas para la coloracion histologica, citoldgica o
microbioldgica. Se analizaron productos vegetales como Morus nigra (mora negra),
Oryza sativa (arroz negro), Clitoria ternatea L (guisante de mariposa), Allium cepa
(piel de cebolla), Syzygium cumini (ciruela negra), Punica granatum (granada), Ixora
coccinea L (flor santan), Rosa damascena (rosa damascena), Papaver rhoeas
(amapola comun) y Hibiscus sabdariffa (rosella). La revision examind la metodologia
de procesamiento de estos colorantes, considerando factores como los métodos de
extraccion, el uso de mordentes, el pH y el tiempo de tincion. Para ello, se disefio una
revision sistemadtica de 30 articulos cientificos obtenidos mediante consulta en bases
de datos (Google Scholar, PubMed, Wiley, Scopus y Web of Science). Dentro de sus
resultados, se menciona que se utilizaron un total de 10 productos vegetales
productores de antocianinas. El 49% de los estudios emple6 Hibiscus sabdariffa y
Hibiscus rosa-sinensis; el 11% utiliz6 Morus nigra y Morus alba; el 9% usé Punica
granatum; otro 9% usé Rosa damascena, el 31% restante utilizaron otras plantas. El
45% de los estudios se realizo en tejidos celulares, mientras que el 55% se enfocd en
frotis celulares, espermatozoides, parasitos y hongos. El 91% de los estudios
demostrd que los extractos de plantas con antocianinas son ttiles para la coloracion.
Respecto a los tipos de extractos utilizados, un 60% us6 extractos acuosos, un 20%
extractos alcoholicos y el 20% restante usaron ambos tipos. Entre los estudios que
compararon extractos acuosos y alcoholicos, el 40% concluy6 que los acuosos son
superiores, el 20% considero superior a los alcoholicos y el 40% no hallo diferencias
significativas. Por otro lado, respecto a los mordientes, el 46% de los estudios utilizo
mordientes, con proporciones iguales de hierro y alumbre. Cuatro estudios usaron
ambos mordientes y en comparaciones entre ellos, el hierro resulté més efectivo que
el alumbre. El 40% de los estudios que compararon tincién con y sin mordientes
concluyd que agregar alumbre no tenia efectos significativos. Finalmente, se describe
que casi todos los estudios realizaron la tincidn en valores de pH éacido. Se concluye

que los colorantes naturales con antocianinas pueden ser una alternativa viable y
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segura a los colorantes usuales en histologia. No obstante, se recomendé estudios

adicionales para evaluar su eficiencia en el campo diagndstico [17].

. Mulla SA et al (India, 2023) se propuso como objetivo mostrar el uso en
potencia de las coloraciones naturales en el campo de la citologia en paises de bajos
recursos presentando para ello una comunicacion corta. Dentro de sus resultados
describe una mejora en la accesibilidad a los estudios de coloraciones histoldgicas a
causa de los menores costos econdmicos; sin embargo, recomienda mas estudios de
eficacia de estas coloraciones. Mulla concluye que las coloraciones naturales en el
campo de la citologia tiene potencial para abaratar los estudios y hacerlos mas

accesibles pero recomienda estudiar mas su eficacia diagnostica [18].

. Zhao Y et al (China, 2023) se planted como objetivo hacer una revision de
los mecanismos reguladores de la acumulacion de antocianinas en frutas en especial
a los mecanismos de regulacion transcripcional y epigenética y su interaccion tanto
con sefiales hormonales y ambientales. Para tal fin se disefi6 una revision de articulos
cientificos relacionados con la biosintesis y regulacion de antocianinas en frutas.
Dentro de sus hallazgos se describen los mecanismos que regulan la acumulacion de
antocianinas en frutas desde diferentes perspectivas. Segun la regulacion
transcripcional, se considera que la acumulacion de antocianinas esta principalmente
regulada por el complejo MYB-bHLH-WD40 (MBW) y que los factores de
transcripcion MYB son los activadores primordiales de la biosintesis de las
antocianinas. Segun la regulacion epigenética, se considera que la hipermetilacion
del promotor de genes MYB reduce la acumulacion de antocianinas, como se ha
observado en manzanas y peras con pigmentacion reducida. De acuerdo con los
factores ambientales, se describe que la luz promueve la acumulacion de antocianinas
mediante la activacion del factor de transcripcion HYS y en la oscuridad, el COP1
degrada los activadores de antocianinas, reduciendo su sintesis. Las temperaturas
bajas impulsan la acumulacion de antocianinas al estabilizar factores de transcripcion
activadores. En contraparte, las temperaturas altas reducen su acumulacion al inducir
la degradacion de antocianinas a través de peroxidasas. También existen varias
sefiales hormonales tales como el etileno que activa la sintesis de antocianinas en
algunas frutas como manzana y uva, mientras que, en otras, como la pera, puede tener
un efecto inhibidor. Otras sefiales hormonales descritas son el acido abscisico, los

jasmonatos, las auxinas, brasinosteroides y las estrigolactonas. Zao concluye que la

| Pagina 9 de 74 |

Prohibida la reproduccion de este documento, antes del uso contraste con la informacion en la plataforma o
consulte con Procesos.



cODIGO:

REGLAMENTO DE ELABORACION DE TESIS PARA OPTAR POR
il EL TITULO PROFESIONAL, TITULO DE ESPECIALISTA Y UPNW-GTI-REG-003
Universidad GRADO ACADEMICO DE MAESTRO VERSION:01

Norbert Wiener

acumulacion de antocianinas es un serie de pasos complejos regularizados por sendos
factores tanto externos como internos, cuyo entendimiento permitira la produccion
de frutas con alto contenido de antocianinas mediante mejoramiento genético y

manipulacion ambiental [19].

. Kim HY et al (Suiza, 2023) hizo una revision de las propiedades bioldgicas
del maiz morado (Zea mays L) teniendo como objetivo su descripcion en estudios in
vitro como in vivo para lo cual se ejecutd una pesquisa bibliografica de trabajos en
idioma inglés en buscadores tales como PubMed, Science Direct, Instituto
Multidisciplinario de Publicaciones Digitales (MDPI), Google Académico entre
otros hasta noviembre del 2022. Dentro de sus resultados se describe que los extractos
de color de maiz morado poseen varias propiedades bioldgicas in vitro tales como
por ejemplo la antioxidante, anticancerigena, antidiabética, antiobesidad,
antiinflamatoria, antimicrobiana, de proteccion contra el dafo de los queratinocitos,
entre otras mientras que entre las propiedades bioldgicas in vivo destacan la
anticancerigena, antidiabética, antiobesidad, antiinflamatoria, de mejora de la
memoria, contra el estrés oxidativo, antihipertensiva, contra el desarrollo de insectos
y larvas, entre otras acciones variadas. Kim concluye que existen multiples
propiedades biologicas del maiz morado exhibidos in vivo e in vitro lo cual podrian
llevar al desarrollo de nuevas estrategias para el uso de las antocianinas del maiz

morado en los alimentos con un potencial efecto en la salud[2].

. Cai T et al (China, 2023) se plante6 como objetivo revisar las antocianinas
en los metabolitos del maiz morado, su proceso de biosintesis, su mecanismo de
regulacion génica y la trascendencia de los factores ambientales (mencionando como
ejemplo al pH, la temperatura, la radiacion ultravioleta, y el estrés hidrico) en la
acumulacion de antocianinas en las plantas. Con este fin se hizo una mini-revision
sistematica de estudios sobre el maiz morado. Dentro de sus resultados se describen
los genes reguladores y estructurales del maiz morado, sus vias de sintesis, su valor
nutricional y preventivo de enfermedades, de proteccion de las células, de prevencion
del cancer y enfermedades cardiovasculares y de mejora de la vision. Respecto a los
factores ambientales se describid que la temperatura baja indujo la expresion de genes
reguladores y estructurales mientras que a temperaturas mas altas las antocianinas se
degradaran debido al aumento de la concentracion de H202. Respecto al efecto de la

luz, se afirma que la sintesis y acumulacion de antocianina en el maiz morado es el
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resultado de la induccion de luz, pero demasiada radiacion ultravioleta B inhibiria la
sintesis de antocianinas a través del dafio al ADN. Cai concluye que el maiz morado,
gracias a sus metabolitos como las antocianinas tiene un gran potencial para la

industria de suplementos dietéticos, aditivos alimentarios y cosméticos [1].

. Alshamar HA & Dapson RW (Irak, 2021) se plante6 como objetivo
desarrollar un método de coloracion histologica natural en base a las antocianinas
extraidas de Malva sylvestris (malva comun) que reemplace la hematoxilina y eosina.
Para tal fin se disefi6 un estudio comparativo entre la coloracion extraida de la Malva
sylvestris y la hematoxilina-eosina. Se extrajo las antocianinas de los pétalos de
Malva sylvestris obteniéndose dos tipos de extractos: uno con capacidad de formar
un complejo con el aluminio para colorear el nucleo azul-violeta, y otro con
caracteristicas anionicas a pH &cido capaz de colorear el citoplasma y colageno con
un tono rosado. Se aplicaron tres protocolos de tincidon en cortes histoldgicos
procedentes de colon humano fijados en formaldehido e incluidos en parafina. Dentro
de los resultados se describe que se obtuvo una coloracion nuclear azul-violeta
mediante la interaccion de antocianinas con aluminio, sin necesidad de oxidacion,
logrando un efecto similar a la hematoxilina. Se observé que la antocianina malvidina
malonilada tenia una carga anidnica a pH 4.8—4.9, permitiendo su unién a las
estructuras citoplasmaticas generando una coloracion rojiza similar a la eosina. Se
evidencio que la coloracion tisular con el extracto de malva presentd una
diferenciacion clara entre nucleo, citoplasma y coldgeno. La comparacion con
hematoxilina y eosina mostro una gran similitud, logrando una coloracion estable y
duradera. El método usado permiti6 obtener un solo colorante natural capaz de
realizar ambas funciones (nuclear y citoplasmatica), evitando el uso de dos colorantes
sintéticos distintos. Alshamar concluye que el uso de antocianinas procedentes de
Malva sylvestris es una alternativa accesible y ecoldgica a la coloracion convencional

con hematoxilina y eosina[20].

. Silva P et al (Suiza, 2021) en su editorial sobre las antocianinas se traza como
proposito detallar sus particularidades haciendo énfasis en su efecto en la salud en
especial en la diabetes y sus efectos quimiopreventivos y terapéuticos usando como
método la descripcion simple de estos efectos. Dentro de sus resultados se describe
los efectos positivos en enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y

diabetes tipo 2 asi como los efectos anticdncer y anti -metastdsico. Silva concluye
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que se debe evaluar los efectos potenciales de las antocianinas en estudios clinicos

apropiados, asi como sus interacciones con el microbioma del intestino [5].

. Alshmar HA et al (Irak, 2021) se plante6 como objetivo investigar la
estabilizacion molecular y la complexacion de las antocianinas naturales para poder
producir una coloracion selectiva histoldgica nuclear sin que se produzca la
oxidacion. Para tal fin, se disefi6 un estudio que evaluo la selectividad y la efectividad
del extracto de roselle (Hibiscus sabdariffa) en comparacion con la hematoxilina para
la coloracion histologica realizandose pruebas espectrofotométricas y comparandolas
en las coloraciones en piel, mama y colon. Los resultados mostraron que el extracto
de roselle sumado al aluminio y en un pH adecuado forma un complejo estable sin
necesidad de oxidacion lo cual constituye un hallazgo importante pues se consideraba
que la oxidacién era un paso obligatorio. Se establecié que la interaccion entre las
antocianinas y el aluminio permitio la formacion de un color del nticleo azul-violeta
de forma selectiva. Por su parte, la espectrofotometria determino que la
complexacion se da en un pH > 3.0 y con una concentracion de aluminio adecuada,
mostrando un cambio de color del rojo al violeta. Asimismo, la tincidon de rosalum
tuvo una 6ptima definicion del nicleo, con poca coloracion de fondo y una buena
diferenciacion celular. Al combinarse con la eosina, permitié observarse un buen
contraste en los tejidos estudiados. Alshmar concluyé que se puede lograr una buena
coloracion nuclear con las antocianinas sin la necesidad de usar la oxidacion lo que
indica que los colorantes naturales constituyen una buena alternativa a la

hematoxilina [21].

. Sachdev SS eta al (India, 2021) se marc6 como su objetivo evaluar la aptitud
de las antocianinas como un colorante histolégico. Para tal fin se disefié un estudio
en el cual unos cortes de 4 um de muestras fijadas anticipadamente con formol que
luego se incluyeron en parafina y se sumergieron en jugo de granadas por 2 horas. Se
hicieron algunas variaciones como la adicion de extracto de limoén o acido acético, el
cambio de orientacion de los portaobjetos y la refrigeracion de la solucion durante la
coloracion. Dentro de los resultados, se describen hallazgos positivos como la
coloracion de las células basales y suprabasales, la membrana basal, las células
inflamatorias y las fibras de coldgeno adoptando un color magenta. Las variaciones
como agregar limon, la orientacion horizontal de los portaobjetos y la refrigeracion,

cada una por separado, mejoraron las caracteristicas de la coloracion. Asimismo, la
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adicion del 4cido acético al 4% y la refrigeracion mejoraron la duracion en el tiempo
de la coloracion. Sachdev concluye que las antocianinas pueden servir
potencialmente como colorantes histologicos dada su buena disponibilidad,
estabilidad del color y ausencia de toxicidad; sin embargo, sugiere se deben seguir
estudiando variaciones para lograr mejorar las caracteristicas de la coloracion, asi

como su duracion en el tiempo [22].

. Hussain B et al (Pakistan, 2021) se plante6 como objetivo evaluar los efectos
toxicos de la hematoxilina en el rifion del pez Cirrhinus mrigala. Para ello se diseiid
un método experimental en la cual se expuso los peces a diferentes concentraciones
de hematoxilina en 5 grupos (1 pg/L, 2 ng/L, 4 ng/L, 8 ng/Ly 18 ng/L) comparandose
con un grupo control. Se hizo el procesamiento histotecnoldgicos de los rifiones de
los peces y se hizo el corte y coloracion con hematoxilina haciendo un analisis
estadistico posterior (analisis de varianza unidireccional). Dentro de los resultados se
observo una mortalidad inmediata de peces con una exposicion a una concentracion
de hematoxilina de 0,08 g/L (CL50), pero a 0,008 mg/L y 0,018 mg/L se observo un
gran dafo del tejido renal con reduccion significativa en el crecimiento de los peces.
Las alteraciones renales que se observaron fueron: degeneracion tubular,
vacuolizacién, contraccion glomerular, reduccion del lumen, congestion renal,
glomerulonefritis, ausencia de espacio de Bowman, necrosis de los tejidos
intersticiales hematopoyéticos, obstruccion de tubulos, necrosis glomerular y
aumento del espacio entre la capsula de Bowman y el ovillo glomerular. Hussain
concluyd que una pequefia cantidad de hematoxilina liberada en efluentes puede

resultar bastante toxica para la fauna acuética [8].

. Enaru B et al (Rumania, 2021) se plante6 como objetivo dar una vision
general de la estabilidad de las antocianinas revisando los factores que contribuyen
mas en su estabilidad y si el efecto de estos factores es positivo o negativo. Para ello
se realizd una revision de la literatura respecto a la estabilidad de las antocianinas.
Dentro de los hallazgos se describe que las antocianinas tienen funciones en la vida
vegetal, (dispersion de semillas, polinizacion y desarrollo de los 6érganos vegetales)
y a nivel industrial como pigmentos naturales debido a la variedad de colores que
producen (rojo, azul y morado). Adicionalmente, se describe propiedades
antioxidantes, anticancerigenas, antiinflamatorias y antimicrobianas, que podrian

ayudar en la lucha de entidades como obesidad, diabetes y neoplasias. Se hace
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hincapié que las antocianinas tienen una baja estabilidad influenciada por factores
como los sulfitos, el oxigeno, la temperatura, la luz, el acido ascorbico, pH, las
enzimas y la copigmentacion. El autor concluye que existen muchos factores que
afecta la estabilidad y biodisponibilidad de las antocianinas siendo su uso principal
como colorantes, pero también tienen propiedades antioxidantes, anticancerigenas,
antitumorales, antimutagénicas y antidiabéticas. Debido al efecto ambiental en la
estabilidad de las antocianinas se han desarrollado diversos sistemas para aumentar
su biodisponibilidad (como liposomas, microcapsulas o emulsiones)por lo que se
asume que los efectos de las antocianinas podrian ser mas potentes recomendandose
futuros estudios en la accion de cada factor y en como reducir su impacto negativo

en la estabilidad de las antocianinas [13].

. Dina H (Irak, 2021) se planteé como objetivo analizar un colorante natural
procedente del Daucus carota L. (zanahoria) como una alternativa a los colorantes
histologicos sintéticos tradicionales. Para tal fin se diseiid un estudio que comparo la
coloracion histologica del Daucus carota L y los colorantes convencionales en
diferentes tipos de tejidos. Dentro de los resultados se observo que el colorante de la
Daucus carota L es efectivo teniendo afinidad para algunos componentes celulares.
La intensidad y selectividad de la coloracion fueron dependientes del pH y del
método de fijacion tisular. Se observo una diferenciacion adecuada de las estructuras
celulares, aunque en ciertos casos la coloracién tuvo menos intensidad que los
colorantes tradicionales. El colorante procedente del Daucus carota L es estable bajo
ciertas condiciones especificas, pero tiene limitaciones en su durabilidad y contraste
en comparacion con colorantes convencionales. Dina concluyd que el colorante
procedente del Daucus carota L es una buena alternativa para la coloracion
histologica pero se necesita su optimizacion para lograr una eficiencia similar a los

colorantes convencionales [23].

. Colombo R et al (Italia, 2021) se planteé como objetivo de su revision
mostrar las propiedades bioldgicas in vitro e in vivo, su uso alimentario y no
alimentario, los métodos de extraccion de las variedades de maiz pigmentadas y los
perfiles de metabolitos secundarios en relacion con el color del maiz. Para ello se
disefid un estudio de revision respecto a la extraccion de metabolitos del maiz
coloreado, sus efectos en la salud y su uso potencial. Dentro de los resultados se

describen trabajos en animales hechos in vitro como in vivo sobre los efectos
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antibacterianos, antimutagénicos, antioxidantes, antiinflamatorios, sobre el sindrome
metabolico, la diabetes, el metabolismo de los lipidos y glucosas, y la
neuroproteccion de los extractos del maiz pigmentado en la salud animal y humana.
Ademas, se describe que las antocianinas son afectadas por el pH, exposicion a la luz
y a la temperatura durante el almacenamiento, y tienden a degradarse en otros
productos. Son varias las investigaciones realizadas in vitro e in vivo que han
evidenciado las propiedades saludables (antibacterianas, antimutagénicas,
antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas, hipoglucémicas e
hipolipidémicas) de las variedades de maiz pigmentado, principalmente por su
contenido de carotenoides, antocianinas y polifenoles. Se indica que el tratamiento
térmico en el maiz morado provoco disminuciones significativas en la concentracion
de las mezclas polifendlicas y la actividad antioxidante y también alter6 la
composicion polifendlica. Colombo concluye que existen numerosos metabolitos
secundarios pertenecientes a diferentes clases quimicas de compuestos en maiz
coloreado (semilla, grano, maiz, cascara y productos derivados del salvado) y se han
implementado diversos enfoques para la extraccion de estas moléculas. Se afirma que
la importancia de la estabilidad de los extractos derivados de maiz pigmentado es

clave para su uso potencial como productos alimenticios [6].

. Hartika G (Indonesia, 2021) se planted como objetivo evaluar la calidad de
los colorantes de origen natural usados en las coloraciones histoldgica de tejidos tanto
animales y vegetales, evaluando su composicion quimica y los factores que
intervienen para producir una correcta coloracion tisular. Para tal fin, se hizo una
revision sistematica de trabajos de los colorantes naturales en histologia entre los
afios 2010-2020, usando como bases de datos Science Direct, PubMed, Centro
Nacional para la Informacion Biotecnologica (NCBI), Research Gate y Google
Scholar. Como resultado, se reconocieron multiples compuestos quimicos en los
colorantes naturales dentro de los cuales destacan los flavonoides, alcaloides,
saponinas, taninos, antocianinas, betalainas y curcuminoides. Por otro lado, la
efectividad de la tincion obedece a factores como la concentracion del colorante, el
tiempo de tincion, el pH, el método y el solvente utilizado. Ciertos colorantes
mostraron una alta afinidad por ciertos tipos de tejidos tales como el Curcuma longa
que tifie las fibras de colageno y el musculo, y el Hibiscus sabdariffa, para la tincion

de la piel y el tejido cerebral. Hartika concluye que los colorantes naturales
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representan una buena alternativa a los convencionales por ser mas ecologicos, no
obstante, se requieren de mas estudios que evalien su estabilidad, duracion y

aplicaciones en las técnicas histopatologicas[24].

. Urquizo EP et al (Ecuador, 2019) se plante6 como objetivo estudiar la
sustraccion de antocianinas del maiz morado y su uso como un indicador quimico
para la identificacion cualitativa de elementos tanto neutros, acidos y basicos. Para
tal fin se disefi6 un tipo de investigacion basica, aplicada y experimental. El extracto
de maiz morado se utiliz6 como un indicador en actividades experimentales de una
clase de quimica llevada a cabo por estudiantes de bachillerato y universitarios
durante los afios 2018 a 2019. Como resultado se describe que el extracto de maiz
morado result6 ser un indicador relevante pues facilit6 identificar de manera correcta
a los estudiantes las sustancias acidas, neutras y basicas mediante el cambio de color
del indicador en clara relacion con el pH de las sustancias estudiadas. Urquizo
concluye que el extracto de maiz morado es un elemento 1til y practico que facilita
la observacién de las propiedades acidas y basicas de distintas sustancias en

actividades educativas [14].

. Kayesh E eta al (Polonia, 2013) se planteé como objetivo estudiar el rol de
las antocianinas en el color que adoptan las céascaras de las frutas, estudiando tanto
genes como procesos bioquimicos comprendidos en la biosintesis de antocianinas y
como estos influyen en el aspecto que adoptan las frutas. De esta manera, se hizo una
revision de articulos de investigacion sobre las antocianinas, sus genes estructurales
involucrados en su produccién y el impacto de estas expresiones génicas en la
coloracion de las cascaras de la fruta. Se usoé a la Vitis vinifera (uva) como modelo
de cultivo. Dentro de sus resultados se describe que la biosintesis de antocianinas es
regularizada por genes estructurales como la fenilalanina amoniaco-liasa, chalcona
sintetasa y antocianidina sintetasa las cuales son regulados por el factor de
transcripcion MYB. También se describe que los niveles de expresion de dichos
genes se relacionan positivamente con la concentracion de antocianinas. Se resalta
que existe una relacion entre la coloracion de la céascara de la fruta y la expresion de
los genes del fenilpropanoide y los flavonoides. Kayesh concluye que la coloracion
de la cascara de las frutas y la biosintesis de antocianinas, asi como la expresion de
sus genes estan estrechamente relacionadas lo que permitiria mejorar tanto la

apariencia como la calidad de las frutas de manera controlada [3].
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. Horbowicz M et al (Polonia, 2008) se plante6 como objetivo estudiar el papel
de las antocianinas como pigmentos bioldgicos, su presencia en frutas y verduras, su
determinacion cualitativa- cuantitativa y las ventajas de su consumo en la salud
humana. Con tal fin, se disefi6 una revision bibliografica de estudios relacionados a
la presencia de antocianinas en distintos vegetales mediante métodos clasicos por
espectrofotometria y métodos contemporaneos por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC) que puedan identificar las antocianinas en ellas. Como resultado
se describe la presencia de antocianinas en una amplia gama de frutas y vegetales
tales como la mora, las frambuesas rojas y negras, los ardndanos azules, las cerezas,
las grosellas, la naranja roja, las bayas de salco, las uvas y en verduras como la
cebolla roja, el rabano, la col lombarda, el hinojo, la lechuga roja, la berenjena, la
patata roja y el boniato morado. Se destaca que el nivel de antocianinas en las frutas
es mucho mayor que en las verduras. También se describe que el procesamiento y el
almacenamiento a baja temperatura pueden mejorar la estabilidad de las antocianinas
mencionandose que se induciria a una lenta destruccion de los pigmentos. Al
aumentar la temperatura, las antocianinas pueden transformarse en chalconas, que se
forman de manera inestable, y estas se degradan alin mas a productos de color
marrdn. Por otro lado, la luz es perjudicial para las antocianinas. Se considera que las
antocianinas aciladas se afectan menos por la luz, con solo una pequefia diferencia
en su estabilidad al exponerse a la luz cuando se comparan con las almacenadas en
oscuridad. Horbowicz concluye que las antocianinas son beneficiosas para la salud,
teniendo un efecto protector en trastornos cardiovasculares y algunas neoplasias

malignas. También mejoran la agudeza visual tanto en animales como humanos [15].

. Dangles, Elhabiri & Brouillard (Francia, 1994) se planted6 como objetivo
investigar la complexacion entre los iones de aluminio y un modelo sintético de
antocianina en una solucion acuosa evaluando tanto su estabilidad y la variabilidad
de su color. Para tal fin, se disefid un estudio un estudio espectroscopico, cinético y
termodinamico en un rango de pH entre 2 y 5. Se midio el coeficiente de estabilidad
de los complejos formados, se analiz6 las formas de pigmento en funcion del pH y
se hizo espectroscopia para evaluar los cambios estructurales tras la complexacion
con aluminio. Dentro de los resultados, se identificaron complejos de aluminio con
antocianinas en diversas formas, incluyendo tanto las especies coloreadas como en

las incoloras. La estabilizacion del color ocurrié en un rango de pH estrecho cuando
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la complexacion es maxima. Se establecidé que la forma anidnica quinonoidal de la
antocianina es muy importante en la serie de pasos asociados a la complexacion con
aluminio. También, se advirtid que la complexacion provoca un cambio de color del
rojo flavylium a un tono purpura intenso. La interaccién pigmento-metal es mas
fuerte en metanol que en el agua, lo que revela que la atraccion electrostatica es
fundamental en la estabilidad del complejo. La cinética de la reaccion fue quien
determind que la tasa de formacion de los complejos dependiera del pH y de la
disponibilidad de la forma anidnica del pigmento. Dangles concluye que el aluminio
es muy efectivo para estabilizar y modular el color de las antocianinas en condiciones
ligeramente 4cidas, lo que probablemente tenga implicaciones industriales al usar

colorantes naturales [25].

. Al-Tikritti SA et al (Inglaterra, 1978) se planted como objetivo evaluar el uso
de extracto de mora (Rubus fruticosus) como una alternativa natural a la hematoxilina
para la tincion histologica nuclear. Para tal fin, se disefié un estudio que comparo el
Rubus fruticosus con la hematoxilina para la tincién nuclear. Para ello, se extrajo un
tinte de las moras y se probaron diferentes formulaciones con sales metalicas (cloruro
de aluminio y cloruro férrico) para optimizar la coloracion histolégica. Se realizaron
estudios de espectrofotometria y cromatografia para compararlo con la hematoxilina.
Las coloraciones se usaron en muestras histologicas cuyo medio de fijacion fue el
formol, Zenker, Carnoy y secciones congeladas, con evaluaciones en diversas
técnicas histologicas como el Escarlata azul Martius, el 4cido peryodico de Schiff'y
el Van Gieson. Dentro de sus resultados, se observo que la solucién de mora produjo
un color del ntcleo azul-violeta intenso, casi indistinguible de la hematoxilina,
excepto por un suave tono verdoso. La coloracidon tuvo una buena afinidad por el
nucleo celular y estuvo estable por mas de 18 meses bajo exposicion a la luz. Se
determind que el componente activo es una antocianina, identificada como cianidina,
con un pico de absorcion en 530 nm. La adicion de iones de aluminio produjo un
desplazamiento batocromico (cambio en la absorcion hacia longitudes de onda
mayores), confirmando la interacciéon entre la antocianina y los metales. La
coloracion fue efectiva en distintos tipos de muestras y se pudo utilizar en
combinacion con colorantes tradicionales sin afectar los resultados. Al-Tikritti
concluye que la antocianina extraida de la mora (Antocianina BB) es un colorante

nuclear viable y estable, con un rendimiento semejante a la hematoxilina. Su facil
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obtencion, bajo costo y resistencia a la decoloracion hacen que sea una buena

alternativa para el reemplazo de la hematoxilina[26].

9.1.2. Nacionales

. Moya-Salazar MJ et al (Lima, 2023) se plante6 como objetivo el validar el
uso de un colorante extraido de la uva (Vitis vinifera), como una alternativa a la
tincion de Papanicolaou en citologia cervical, buscando reducir costos y toxicidad.
Para tal fin, se disefio un estudio en el cual se recolectaron muestras de dos variedades
de uva (Tempranillo y Malbec) usadndose tres métodos de extraccion del colorante
los cuales fueron el uso directo de productos pre-fermentados, la aplicacion de
fragmentos de cascara de uva en las muestras, y la extraccion alcoholica. Se
realizaron pruebas en 30 muestras cervicales siguiendo un protocolo doble ciego y se
compararon los resultados con la tincidon convencional de Papanicolaou. Dentro de
los resultados se menciona que la coloracion con Vinatela resalto estructuras
basofilas como los nucleos celulares y los bordes citoplasmaticos. También se
encontr6 que V. vinifera Malbec tuvo un mejor desempefio en la tincidon en
comparacion con V. vinifera Tempranillo. El tiempo Optimo aproximado de
coloracion fue de 12 minutos. Asimismo, la coloraciéon con Vinatela consiguié un
indice de calidad de tincion de 0.89, cercano al de la tincion de Papanicolaou
convencional que fue de 0.94, lo que representa una buena capacidad para la
identificacion celular. Se destaca también el efecto ecologico positivo del uso de
colorantes naturales. Moya-Salazar concluye que la vinatela, obtenido de la uva
Malbec, es una buena alternativa para la coloracion nuclear convencional citologica
cervical por su buena afinidad por estructuras basoéfilas y su reducido impacto

ambiental [27].

. Sanchez JA (Lima, 2021) se plante6 como objetivo determinar la utilidad del
colorante de maiz morado para el método Papanicolaou de coloracion citoldgica en
extendidos cervicovaginales, siendo el disefio del trabajo de tipo comparativo,
cuantitativo y descriptivo, de nivel aplicado obteniéndose para ello una muestra de
cien portaobjetos de extendidos por duplicado de un universo total de tres mil
portaobjetos obtenidas de un puesto de salud de Lima Sur usdndose un instrumento

de evaluacion realizado por tres consultores. El borde nuclear se pudo colorear con
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una calidad de 68.25 y 97,50 % para el maiz morado y Hematoxilina de Harris
respectivamente. La cromatina se pudo colorear con una calidad de 66.50 y 97 %,
para el maiz morado y Hematoxilina de Harris respectivamente. La diferenciacion
del citoplasma se pudo coloreara con una calidad de 83,50 y 98 % para el maiz
morado y Hematoxilina de Harris respectivamente, y la calidad de la diferenciacion
del fondo del frotis fue del 88,75 y 99 %para el maiz morado y Hematoxilina de
Harris respectivamente. Sanchez concluye que la calidad de colorante fue 76.75 y 98
% para el maiz morado y Hematoxilina de Harris respectivamente mencionado que
el maiz morado demostr6 ser una alternativa como colorante tisular del nticleo celular

en los papanicolaous procedentes del cérvix-vagina [10].

. Apaza TL (Arequipa, 2016) realizo su estudio en el Hospital Honorio
Delgado Espinoza plantedndose como objetivo contrastar la tincion tisular del nucleo
celular realizado por el maiz morado y la Hematoxilina en cortes del proceso
histotecnologico de estructuras tisulares anatomicas, para lo cual disefio un estudio
de tipo comparativo, experimental y transversal habiéndose estudiados cien tipos de
tejido procedente de apéndice, prostata, piel y estomago seleccionandose dos
portaobjetos por cada pieza anatdmica coloreandose con Hematoxilina-Eosina y
Maiz Morado- Eosina. De esta manera, se obtuvo un puntaje promedio sobre ocho
de 7.08 y 7.99 para el maiz morado y la hematoxilina con la eosina respectivamente
concluyendo que la tincion del maiz morado podria considerarse una alternativa de
coloracion nuclear dada su asequible produccidn, precio y gran disponibilidad
resaltandose que los microscopistas mencionaron que el 98% de tinciones hechas con
el Maiz Morado-Eosina se consideraron aprobadas resaltando su utilidad diagnostica,
un 2% lo considero no aceptables, y un 100% considero la coloraciéon Hematoxilina

-Eosina aceptable [11].

. Uriol PO (Lima, 2004) realizo su estudio en el Hospital “Dos de Mayo” y
“Maria Auxiliadora” fijandose como meta la evaluacion de la coloracion del niicleo
celular efectuado por el maiz morado en corte producto del procesamiento
histotecnologico de productos tisulares anatdmicos siendo su investigacion del tipo
experimental y comparativa. Unas 100 muestras de prostata, ganglio, piel, estomago
y apéndice se colorearon una parte con Hematoxilina- Eosina y la otra con maiz
morado haciéndose posteriormente una evaluacion simple ciego viéndose el patron

de tincion (que incluian tincién de los bordes del nucleo, Imagen histolégica, grado
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de diferenciacion citoplasma con el nacleo, tincidon de la Cromatina y tincidon del
nucleo) y las impresiones de los microscopistas sobre la utilidad para realizar el
diagnostico. Se obtuvo como resultados un puntaje promedio de 8.42 y 9.98 para las
tinciones de Maiz Morado con la eosina y Hematoxilina junto con la eosina. El
puntaje concluyente de la tincion proveniente del maiz morado fue 76, 21 y 3% para
las calificaciones de buena, regular y mala respectivamente; mientras que la
hematoxilina obtuvo un 100% de calificacion buena. Respecto a las impresiones de
los microscopistas que analizaron las tinciones considerando la utilidad para realizar
el diagnostico se obtuvo 98 y 100% para el maiz morado-eosina y la hematoxilina —
eosina respectivamente. Uriol concluye que la coloracion del maiz morado es una
opcion adecuada de tincion nuclear destacando su precio, facil proceso de extraccion

y disponibilidad [12].

. Rabanal-Atalaya M et al (Cajamarca, 2021) en su revision se propuso como
objetivo el andlisis de las antocianinas procedentes del maiz morado describiendo su
estructura quimica, tipos y elementos que inciden en su color y estabilidad, sus
variedades en el Peru, y sus diferentes actividades biologicas en especial su propiedad
antioxidante. Para ello se recabo articulos cientificos entre el 2014 y el 2021, en las
bases de datos de Google Scholar, Biblioteca Virtual del Concejo Nacional de
Ciencia, Tecnologia e Innovacion Tecnologica (CONCYTEC), PubMed, Scopus, y
Web of Science. Dentro de sus resultados se describe el estado recomendable de
extraccion de las antocianinas es 1 gramo de muestra junto con agua (15 mL) con una
agitacion constante por un tiempo de 15 minutos a temperatura de 90 grados
centigrados, destacando su alto efecto antioxidante tanto in-vitro como in-vivo.
Dentro de sus resultados se describe la estructura de la antocianina dentro de la
agrupacion de flavonoides al ser glucdsidos de las antocianidinas como una
estructura basica de un nucleo de flavona con un anillo aromético benzopirilio y otro
del grupo fenolico. La estabilidad de las antocianinas dependeria del tipo de pigmento
antocianico, oxigeno, temperatura, el acido ascorbico, luz, enzimas y el pH. Las razas
del maiz morado peruanas derivarian de una raza conocida como Kculli y son varias
tales como por ejemplo huancavelicano, caraz, cantefio, negro de Junin, Cuzco,
arequipeio, entre otras razas. Asi también, se describen sus actividades antioxidantes
y biologicas benéficas en la obesidad, anticancerigenas, disminuyendo la opacidad

del lente (visual) y en el sistema cardiovascular. Rabanal-Atalaya concluye que el
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método de extraccion de las antocianinas preferido es el clasico por su poco precio

para su produccion, facil mantenimiento, estableciendo claramente las condiciones

Optimas para su proceso de extraccion. También se concluye que las antocianinas

tienen multiples propiedades biologicas potencialmente benéficas en la salud [4].

9.2. Bases teoricas:

9.2.1. Variable desenlace

9.2.1.1

Coloracion de maiz morado

Conocimientos generales del maiz morado

El maiz morado, también llamado Zea Mays, es una variacion de
maiz que se produce en los Andes de Pert y Bolivia
principalmente. Tiene un significado cultural y simbolico al
haberse utilizado en rituales y ceremonias, y se considera un
alimento sagrado. Tiene un color morado que lo distingue que se
debe a la presencia de las antocianinas, un tipo de pigmento
flavonoide con propiedades antioxidantes y con muchos
beneficios para la salud. Tiene un largo tiempo de uso en la
cocina tradicional andina, donde se utiliza para preparar una
variedad de postres, panes y bebidas, incluyendo la conocida
"chicha morada".

El maiz morado destaca también por su contenido nutricional. Es
rico en fibra, vitamina C y la vitamina B) y minerales (tales como
zinc y el hierro). Ademas, las antocianinas han demostrado
efectos valiosos como mejoramiento de la salud ocular y una
disminucién del riesgo de problemas cardiologico -vasculares.
Las propiedades antioxidantes del maiz morado se atribuyen
principalmente a las antocianinas, que alivian el efecto negativo a
causa de los radicales libres en nuestra economia. Por su alto
contenido en antioxidantes, es un ingrediente conocido en la
industria de suplementos dietéticos y productos saludables.

Estas sustancias también pueden tener efectos antiinflamatorios y
anticancerigenos. Algunos estudios sugieren que una

alimentacion compuesta regularmente por alimentos con
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Antocianinas

O - azucar

/ O - aztcar

bastantes antocianinas podria mejorar la salud metabolica y
neuronal.

En la actualidad, la popularidad del maiz morado ha crecido mas
alla de su region de origen, y se ha comenzado a cultivar en otras
partes del mundo debido a su atractivo color y beneficios

nutricionales[2-6, 15, 16].

CianidinaR'=0OHR2= H
2 PelargonidinaR'=H R2=H
Peonidina R1 = OCH3 R2=H

Malvidina R"OCH3 R2 OCH3
Delfinidina R'OH R2 OH

Fuente: Colombo, R., L. Ferron, and A. Papetti Colored Corn: An Up-Date on

Metabolites Extraction, Health Implication, and Potential Use. Molecules, 2021. [6]

(traduccion)

Procedencia del Maiz Morado

El maiz morado, también celebre como maiz de color purpura, se
origina en la region de los andes de Sudamérica, particularmente
en areas que corresponden actualmente a Perti y Bolivia siendo
cultivado por civilizaciones indigenas desde hace siglos formando
parte importante de su dieta y cultura. Los incas lo valoraban por
sus cualidades alimenticias y por su uso en ceremonias y
actividades rituales. En el Perti es muy conocida por su uso en la
tradicional chicha morada.

La diversidad genética del maiz morado es rica y ha sido
estudiado en agronomia al adaptarla a diferentes microclimas y
condiciones de cultivo. Actualmente es reconocido
internacionalmente por sus beneficios para la salud y su potencial

como superalimento. La investigacion sobre sus propiedades
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nutricionales y funcionales han aumentado mostrando su valor en
la dieta y en relacion con la agricultura sostenible y la

biodiversidad [2-6, 15, 16].

Componentes quimicos del maiz morado
Es rico en compuestos quimicos. La composiciéon quimica del

maiz morado incluye los siguientes componentes:

1. Antocianinas: son pigmentos fenolicos responsables de su
color, sus cualidades antioxidantes y otras potenciales ventajas en
la salud. Las antocianinas mas comunes encontradas en el maiz
morado son:

o Cianidina-3-glucésido

o Cianidina-3-sambubiosido

o Cianidina-3-rutinosido

2. Polifenoles: los cuales contribuyen a su actividad antioxidante.
Incluyen los acidos caféico, p-cumadrico y ferulico, que son

destacados por sus cualidades en la salud.

3. Carbohidratos: contiene una gran cantidad de carbohidratos,
principalmente de almidon que representa un 70 a 80% de su peso
seco. El tipo de almidon presente varia dependiendo de su

estructura y digestibilidad dependiendo de la variedad del maiz.

4. Proteinas: representan un 8 al0% de su composicion. Estas
proteinas son esenciales para diversas funciones biologicas e

incluyen aminoécidos esenciales.

5. Fibra dietética: tiene un contenido de fibra considerable, que
puede contribuir a la salud del tracto gastro-intestinal y a la

regulacion sérica de los valores de los azucares.

Pagina 24 de 74

Prohibida la reproduccion de este documento, antes del uso contraste con la informacion en la plataforma o

consulte con Procesos.



Universidad
Norbert Wiener

REGLAMENTO DE ELABORACIO’N DE TESIS PARA OPTAR POR UPNW(-:g'?:f;ROI;G-OOS
EL TITULO PROFESIONAL, TITULO DE ESPECIALISTAY
GRADO ACADEMICO DE MAESTRO VERSION:01

6. Minerales: Se describen hierro, magnesio, fosforo, zinc y

potasio que son necesarios para diversas funciones metabdlicas.

7. Vitaminas: El maiz morado es una fuente de varias vitaminas,
entre ellas varias del grupo B, como por ejemplo la niacina,
riboflavina y tiamina. También contiene vitamina E, que funciona

como un antioxidante.

8. Lipidos: Aunque en menor proporcion, también contiene
grasas, que son esenciales para el metabolismo y la absorcion de

ciertas vitaminas[2-6, 15, 16].

e Componentes quimicos de la antocianina
Las antocianinas se consideran estructuras fendlicas vinculadas al
grupo de los flavonoides y se caracterizan por su estructura
quimica basada en un nucleo de cationes de 2-fenilbenzopiran.
Esta estructura incluye un anillo aromético unido a un heterociclo
que contiene oxigeno, que a su vez se conecta a un tercer anillo
aromatico a través de un enlace C—C. La configuracion resultante
forma una estructura esquelética altamente conjugada de tipo C6-
C3-C6. Las antocianinas son generalmente glucosidos de
antocianidinas, que poseen una conformacion basica que puede

incluir un anillo de tipo bencénico, un heterociclo y grupos -OH.

Los principales aglicones o antocianidinas que se encuentran
como unidades monoméricas dentro de las antocianinas incluyen:
* Petunidina (Pt)

* Peonidina (Pn)

* Delfinidina (Dp)

* Pelargonidina (Pg)

* Malvidina (Mv)

* Cianidina (Cy)
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Cada una de estas antocianidinas presenta variaciones en su
estructura, principalmente en la disposicion y la cantidad los
grupos hidroxilo, que son responsables de los variados tonos de
color que muestran las antocianinas como el rojo, azul, violeta o
magenta. Ademas, el pH del medio en el que se encuentran las
antocianinas influye en su coloracidn, lo que provoca variaciones

de tonalidades.

Las antocianinas pueden sufrir modificaciones estructurales tales
como la acilacion y glicosilacion dando origen a una variedad de
formas con distintas propiedades de estabilidad y color. Las
presentaciones mas habituales son los glucosidos, como la

pelargonidina y la cianidina de tipos 3-glucdsidos.

Los grupos funcionales en las antocianinas, como los grupos
hidroxilo (-OH), metoxilo (-OCHs), glucosidos y acilo, juegan un
papel decisivo en sus propiedades. Estos grupos determinaran su
estabilidad quimica y color, su solubilidad en agua y su capacidad
para interactuar con otros compuestos, como los copigmentos,
que pueden estabilizar la estructura de las antocianinas frente a
agentes influyentes tales como la luz y la temperatura. Estos
grupos también son responsables de las propiedades antioxidantes
de las antocianinas y de su potencial para concurrir en reacciones

de esterificacion y sustitucion.

Ademas, las antocianinas pueden interactuar con iones metalicos
como el Fe**, Cu*" y otros, formando complejos metalicos que
contribuyen a la solidez quimica de las antocianinas dando un
color estable lo cual tiene aplicaciones en la industria de alimentos

y bebidas.

La estructura quimica de una antocianina puede representarse de

manera simplificada como una cadena que incluye un anillo
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bencénico, un heterociclo y grupos -OH en diferentes posiciones,
lo que resulta en una estructura altamente compleja que puede

variar segun las modificaciones que sufra. [1-6, 15, 16, 28].

Conceptos generales sobre el color en el maiz morado

El maiz morado produce su color caracteristico debido a la
presencia de antocianinas. Estas antocianinas dan color a diversas
plantas y frutas y son especialmente responsables de las
tonalidades azuladas, moradas y rojas. En el caso del maiz
morado, las antocianinas existentes se consideran principalmente

la cianidina-3-O-glucosido y la pelargonidina, entre otras. [3]

Mecanismos de produccion del color:
1. Copigmentacion:

- Intermolecular: Las antocianinas pueden formar complejos con
otras moléculas colorantes incoloras a través de interacciones no
covalentes que incluyen apilamiento n-mt, enlaces de hidrogeno e
interacciones hidrofébicas. Esta copigmentacion estabiliza y
aumenta la intensidad del color.

- Intramolecular: Este tipo de copigmentacion sucede dentro de
las propias moléculas de antocianinas, donde grupos funcionales
especificos interactian entre si, lo que contribuye a la estabilidad
y al color.

- Auto-asociacion: Las antocianinas pueden auto-asociarse
debido a interacciones hidrofobicas, formando estructuras que
protegen a los pigmentos de la hidrélisis, lo que mejora la

estabilidad y la expresion del color.

2. Complexacion metélica: Las antocianinas pueden unirse a
iones metalicos (como Fe** o Al**), formando complejos que
ayudan a estabilizar e intensifican la expresion del color [1-6, 15,

16, 28].
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e Variaciones del color del maiz morado
Las variaciones pueden deberse a varios factores:
- pH del medio: se observa de color rojo en condiciones acidas,
moradas en pH neutro y azulado en ambientes alcalinos.
- Concentracion de antocianinas: A mayor concentracion se
observan tonalidades mas intensas u oscuras.
- Condiciones ambientales: Factores a mencionar como, por
ejemplo: luz, presencia de oxigeno y temperatura también tienen
un efecto en la estabilidad y por lo tanto la variacion en el color
de las antocianinas.
- Interacciones con otras sustancias: La presencia de otros
compuestos como azucares y otros polifenoles puede inducir
cambios en el color debido a la copigmentacion, lo que lleva a
diferentes tonalidades y mejor estabilidad del color [1-6, 15, 16,
28].

e Variables influyentes en la estabilidad de la antocianina

1. pH: Las antocianinas podrian hallarse en formas variadas
supeditandose al valor del pH del medio, lo que afecta su
estabilidad y color. Son més estables en un rango de pH de 2 a 3,
pero su estabilidad disminuye en condiciones neutras o alcalinas,

lo que provoca cambios en su color y su posible degradacion.

2. Temperatura: Las altas temperaturas aceleran la degradacion de
las antocianinas, ya que esto puede conducir a la desglucosilacion
y a la conversion en productos degradativos como chalconas. La
cinética de degradacion es endotérmica y se incrementa con el

aumento de la temperatura.

3. Luz: La exposicion de una antocianina a la luz, especialmente
a rayos de tipo ultravioleta, puede ocasionar degradacion

significativa de las antocianinas, reduciendo su vida util y
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produciendo compuestos degradativos. Aunque la luz puede
promover la biosintesis de antocianinas, su efecto negativo

durante el almacenamiento debe tenerse en cuenta.

4. Oxigeno: La interaccion de las antocianinas con el oxigeno
provoca su degradacion a través de mecanismos de oxidacion. La
carga de oxigeno puede acelerar la degradacion. Se ha observado
mayor estabilidad de las antocianinas en ambientes andxicos o en

condiciones de vacio.

5. Iones metalicos: La presencia de ciertos iones metalicos puede
afectar la estabilidad de las antocianinas. Algunos iones
metalicos, como Zn** y Ca?', pueden mejorar su estabilidad,
mientras que metales como Fe** pueden tener efectos duales,
estabilizando el color, pero promoviendo su degradacion en

ciertas condiciones.

6. Otros factores: La humedad puede influir negativamente,
promoviendo reacciones de oxidacion. Ademads, impurezas,
enzimas y microorganismos pueden degradar las antocianinas,
reduciendo su efectividad en aplicaciones como colorantes o en

la salud [2-6, 15, 16].
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Fuente: Xue, H., et al., Factors affecting the stability of anthocyanins and strategies for

improving their stability: A review. FoodChem X, 2024. [16] (traduccion)

e Exposicion a los rayos solares y expresion del color
La exposicion a los rayos del sol repercute en la expresion del
color de las antocianinas de varias maneras, principalmente a
través de la regulacion de su biosintesis y su estabilidad en

presencia de diferentes tipos de luz.

1. Regulacion de biosintesis: La luz tiene un papel trascendental
en la sintesis de antocianinas, donde diferentes longitudes de onda
tienen efectos distintos. La luz azul es efectiva para inducir la
expresion génica vinculada a la biosintesis de antocianinas, lo que

resulta en un aumento en su acumulacion en las plantas. Esto se
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debe a que la luz activa ciertos factores de transcripcién que son

esenciales para la produccion de estos pigmentos.

2. Degradacion por luz ultravioleta: la luz solar también puede
tener efectos adversos, especialmente la radiacion ultravioleta, al
acelerar la degradacion de las antocianinas reduciendo su vida
media al generar productos intermedios que descomponen las
antocianinas en compuestos como chalconas, que son menos
coloridas e incluso incoloras. Este proceso de degradacion reduce
la cantidad de antocianinas y puede alterar el color de los tejidos

vegetales que las contienen.

3. Intensidad de luz: Se ha observado que los niveles ptimos de
luz favorecen la produccion de antocianinas, mientras que
condiciones con luz insuficiente limitan su sintesis y de esta
manera la expresion del color. En condiciones de luz adecuada se
logra la maxima acumulaciéon y estabilidad de antocianinas,

contribuyendo a la intensa coloracion vista en frutas y flores.

4. Mecanismos de mantenimiento del color: las antocianinas
pueden tener mecanismos para evitar la descomposicion por luz,
como los efectos de copigmentacion que pueden proteger a las
antocianinas de la degradacion. Esta interaccion permite
mantener la intensidad del color al mejorar la estabilidad ante la

luz.[2-6, 15, 16].

e Exposicion a la temperatura y expresion del color de las
antocianinas
1. Degradacion térmica: Las antocianinas son sensibles a las
variaciones de temperatura. El proceso de degradacion de las
antocianinas es endotérmico y se acelera por el incremento

térmico. Conforme este incremento se produce, la constante de
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degradacion se incrementa con disminucion de la vida media de
las antocianinas causando perdida de su color.

2. Vias de degradacion: Existen dos principales vias de
degradacion térmica para las antocianinas.

o La primera es la desglucosilacion donde las antocianinas
se convierten en antocianidinas y luego son transformadas
en compuestos como metanol, chalconas y derivados de
acidos benzoicos.

o La segunda es la apertura del anillo de las antocianinas,
que también conduce a la formacion de chalconas, que son
pigmentos de color amarillo.

3. Estabilidad a diferentes temperaturas: Las antocianinas
muestran una mejor estabilidad a temperaturas bajas, lo que
sugiere que condiciones frescas preservarian su estructura y color.
Adicionalmente se ha observado que temperaturas elevadas
desestabilizan interacciones no covalentes que contribuyen a la
copigmentacidon—un fenémeno donde las antocianinas se asocian
con otros compuestos para mejorar su estabilidad y color.

4. Influencia en la sintesis de antocianinas: Se ha observado que
la temperatura elevada induce al aumento de factores de
transcripcion negativos los cuales inhiben la expresion génica
vinculada con la biosintesis de antocianinas, mientras que
temperaturas mas bajas favorecen la expresion de estos genes.[2-

6, 15, 16].

Influencia del pH en la expresividad del color de la
antocianina

El pH tiene un papel importante en la expresividad del color de la
antocianina debido a sus propiedades idnicas y a la estructura
molecular de estas sustancias. Las antocianinas existen en sendas
maneras supeditadas al pH del medio:

o pH bajo (pH < 2): Las antocianinas prevalecen en una
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condicion cationica (flavylium), la cual es responsable de
los tonos rojos intensos.

o pH moderado (pH 3-6): En este rango, las antocianinas
pueden desprotonarse, lo que conduce a una forma
incolora (hemiacetal) o al amarillo (chalcona) debido a la
ruptura de estructuras ciclicas.

o pH neutro (pH alrededor de 7): las antocianinas presentan
una mayor proporcion de formas neutras (quinoides) que
contribuyen a colores purpuras.

o pH alto (pH 8-10): En este rango, las antocianinas se
ionizan y tienden a adoptar formas azules (quinoides
ionizadas).

Las alteraciones en el color y forma de las antocianinas estan
relacionadas con la estabilidad de estos compuestos, que es mayor
en condiciones acidas (pH 2-3) y disminuye en medios neutros y
alcalinos. La variacion de color observados con los cambios de
pH (rojo-purpura-color incoloro-azul) tiene aplicaciones
practicas, como en tiras de prueba de pH, aprovechando la
sensibilidad de las antocianinas a los cambios en el pH.

Ademas, las investigaciones han establecido que la estabilidad de
la antocianina es relativamente pobre en condiciones neutrales y
alcalinas, lo que implica que no solo el color sino también la
funcionalidad de las antocianinas se ven comprometida bajo estas

condiciones [2-6, 13-16, 29].
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e Efecto del tiempo en la pérdida de la expresividad de color en

antocianinas

El paso del tiempo influye en la pérdida de la manifestacion del

color de las antocianinas a través de varios mecanismos de

750 800 850

degradacion que se intensifican con el tiempo.

1. Degradacion térmica: Con el tiempo, la temperatura juega un
papel crucial ya que el proceso de degradacion de la antocianina
sigue una cinética de primer orden, donde el incremento térmico
precipita la degradacion y reduce la vida media de los
compuestos. Se describe la desglucosilacion de las antocianinas a

antocianidinas, que pueden transformarse en estructuras de color

menos estables, como chalconas y derivados de carboxilo.

2. Oxigenacion y luz: La exposicion al oxigeno y a la luz,
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especialmente la radiacion ultravioleta causa degradacion de las
antocianinas. La interaccion con el oxigeno promueve reacciones
oxidativas directas y también induce a la formacion de productos
de degradacion que diluyen la fuerza de expresion del color
original. Con el transcurrir del tiempo, las antocianinas perderan
su color vivo por la oxidacion y la formacion de compuestos

intermedios.

3. Condiciones de pH: La estabilidad de las antocianinas es mayor
en condiciones acidas, pero al cambiar el pH hacia un neutro o
alcalino, su estructura puede transformarse y dar lugar a formas

menos coloreadas.

4. Concentracion de compuestos protectores: La eficacia de
antioxidantes como el 4cido ascorbico también juega un papel
importante. Aunque en algunas situaciones pueden estabilizar las
antocianinas, en otros contextos pueden inducir su degradacion

acelerando las reacciones que alteran su color.

5. Auto-asociacién y copigmentacion: A medida que las
antocianinas se degradan, su capacidad para formar complejos
mediante auto-asociacidon o copigmentacion con  otros
compuestos puede verse comprometida, lo que puede afectar la

expresion del color[2-6, 15, 16].

9.2.1.2 Coloracion de hematoxilina:

La hematoxilina es un pigmentador nuclear obtenido del 4rbol Hematoxylon

campechianum (duramen), el cual en un inicio solo lo encontrdbamos en

Campeche (México). Se extrae del arbol usando agua caliente y luego se

precipita de la solucion acuosa mediante la urea. La hemateina es el principal

producto de oxidacioén de la hematoxilina y es el responsable de su color

caracteristico. La hemateina se puede producir a partir de la hematoxilina

mediante dos maneras:
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1. Oxidacién natural a razén de exponerse al aire o los rayos solares. La
soluciéon conservara su capacidad de tinciéon por mucho tiempo aun
considerando que es un proceso de 3-4 meses considerado lento.

2. Oxidacion quimica. Los oxidantes quimicos convierten la hematoxilina en

hemateina rdpidamente, por lo que estas soluciones estan listas para su uso

inmediatamente después de su preparacion, pero tienen una vida til mas corta

comparada a la oxidacion natural

OH OH

Oxidacion

A H
Hematoxilina Hematina

Figura tomada de Basic and Advanced Laboratory Techniques in Histopathology and
Cytology pagina 71[30].

La hemateina es anidnica, con poca afinidad tisular y no actiia como colorante
nuclear sin un mordiente. El cation metélico del mordiente le otorga carga
positiva al complejo colorante-mordiente lo cual le deja unirse a sitios
anionicos como lo es, por ejemplo, la cromatina nuclear.

Las soluciones de hematoxilina se clasifican segun el mordiente utilizado en:

. Hematoxilinas de alumbre

. Hematoxilinas de hierro

. Hematoxilinas de tungsteno
. Hematoxilinas de molibdeno
. Hematoxilinas de plomo

. Hematoxilinas sin mordiente
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La tincion no automatizada con hematoxilina y eosina para cortes de parafina

es la siguiente:

1.

Desparafinar los cortes al micrétomo y rehidratarlos con una graduacion
descendente de alcohol a agua.

Eliminar los pigmentos de fijacion si fuese necesario.

Tefiir con hematoxilina de alumbre durante el tiempo adecuado conforme
al tipo de hematoxilina.

Lavar bien con agua corriente del cafio hasta que los cortes adquieran un
color azul durante 5 minutos o menos.

Producir la diferenciacion con alcohol acido al 1 % (Acido clorhidrico al
1 % en alcohol con una concentracion del 70 %) durante unos 5-10
segundos.

Lavar bien con agua del cafio hasta que los cortes adquieran un color azul
nuevamente (10-15 minutos). También se pueden azular sumergiéndolos
en una solucidn alcalina y luego enjuagando con agua del cafio durante 5
minutos.

Tefiir con eosina Yellow al 1 % durante 10 minutos.

Lavar con agua corriente del cafio durante 1-5 minutos.

Deshidratar con alcoholes, aclarar y montar.

Los resultados son los siguientes:

e Niucleo celular: azul/negro

e Citoplasma celular: diferentes tonos de rosa
e Fibras musculares: rosa intenso/rojo

e (Globulos rojos: naranja/rojo

e Fibrina: rosa intenso[7, 9, 30, 31].

El hemalum es una solucién de tincion que se obtiene disolviendo

hematoxilina junto con un agente oxidante, una sal de aluminio y un éacido

débil en agua[32].

Respecto a la ecotoxicidad de la hematoxilina se han hecho algunos estudios

que demuestran que causaria citotoxicidad. Un estudio demostré que la
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exposicion a Hematoxilina de una concentracion de 0.08 g/L (LC50) resulto
en la muerte casi inmediata del 50% de los peces. Hubo dafio renal tales como
degeneracion Tubular, vacuolizacion, congestion, glomerulonefritis, ausencia
de Espacio de Bowman y necrosis. Se describi6 adicionalmente reduccion del
crecimiento observado en una reduccion considerable del peso de los peces
expuestos. Estos hallazgos resaltan la toxicidad de la hematoxilina, incluso en
concentraciones minimas, y su repercusion perniciosa en la salud de los

organismos acuaticos [8].

9.2.2. Variable exposicion

Eficacia de la coloracion nuclear

El analisis histopatoldgico de los tejidos es esencial para el diagndstico
microscopico en especial del cancer. Este procedimiento se basa en la tincion
de muestras con colorantes histologicos, como la hematoxilina y eosina, para
resaltar los componentes celulares y facilitar su interpretacion por los médicos
patologos. Este método ha perdurado practicamente sin innovaciones por un
periodo mayor a cien afios, aunque existen variaciones en su aplicacion. La
variabilidad en la tincidon es comun en la rutina histotecnoldgica, tanto dentro
de un mismo laboratorio como entre diferentes laboratorios. Esto rara vez es
considerado un riesgo clinico, sin embargo, falta evidencia detallada. Las
guias profesionales y las practicas de laboratorio subrayan la significancia de
conservar una calidad amplia en la tincion y reducir su variabilidad mediante
evaluaciones de calidad internas y externas, pero hasta el momento, la
evaluacidn cuantitativa rutinaria de la tincion con hematoxilina-eosina sigue

siendo dificil de lograr [33].

Intensidad de la coloracion
Varios factores influyen en la intensidad de las coloraciones histologicas tales
como:
1. Afinidad del colorante con la muestra de tejido diana
La afinidad de un colorante por un tejido diana quiere decir su tendencia
a unirse a €l. Un colorante acido, como la eosina, se adhiere fuertemente

a muestras acidofilas, como las proteinas citoplasmaticas. En cambio,
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2.

3.

4.

5.

el colorante acido muestra afinidad minima por sustancias basofilas.
Ademas, la afinidad del colorante por un tejido estd influenciada por el

pH y la concentracion de sales inorganicas presentes en el disolvente.

Geometria de la muestra: La geometria o la topografia de la muestra

también tiene un impacto en la tincion.

- Cuando el tejido es grueso, la penetracion del colorante se ve
dificultada, lo que provoca que la parte central del tejido se tifia de
manera menos efectiva.

- Topografia de la superficie: La superficie de las secciones de parafina
es mas uniforme que la de las secciones hechas con un criostato, lo que
favorece una coloracion mas eficiente.

- Alteracion de la microtopografia del tejido: El alcohol, al ser un fijador
coagulante, modifica la estructura tisular y celular. Este efecto de
fragmentacion causado por el alcohol acelera la penetracion del
colorante.

- Geometria interna del tejido: La estructura bioldgica del tejido también
puede afectar la tincidn; por ejemplo, los canaliculos de la médula 6sea
se tifien mas rapidamente con la tincion de tionina de Schmorl que el

tejido conectivo que los rodea.

Concentracion del tejido diana: La cantidad de tejido diana afecta la
intensidad de la tincidn; a mayor cantidad de tejido diana, mas fuerte sera

la coloracion.

Velocidad de reaccion: La rapidez con la que ocurre la reaccion en el
tejido diana también determina el patron de tincidon. En la reaccion de
Feulgen, el corto tiempo de reaccidon solo expone unos pocos grupos

aldehido, lo que resulta en un patron de tincion débil.

Velocidad de pérdida de tincién: El patron de tincion se ve fuertemente
influido por la velocidad con la que se pierde la tincion. En algunos casos,

la pérdida de tincion es intencional, como en los procesos de diferenciacion
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o destincion. La diferenciacidon suele eliminar el exceso de tincion en la

célula, lo que ayuda a distinguir mejor los organismos [30].

Definicion nuclear, porcentaje de células correctamente teiiidas e
intensidad de coloracion nuclear

Estos parametros estan asociados al andlisis de la calidad de una coloracion
histologica y se evallan cuantitativamente mediante la evaluacion de
patélogos con muchos afios de experiencia de preferencia sin saber que estan
observando (estudio a ciegas) para asi minimizar el sesgo subjetivo. La
evaluacion se realiza principalmente con la observacion con los objetivos de
200x y 400 usando una tabla que describe los factores de Definicion nuclear,
intensidad de coloracion nuclear y porcentaje de células correctamente
tefiidas.

Un estudio establecié una tabla conjunta en la que evalud la tincion nuclear,
citoplasmatica y la claridad de la tincion estableciendo puntuaciones para su
clasificacion (puntuacion superior a 7 se considerd excelente, una puntuacion
de 6 o 7 como buena, y una puntuacion de 5 o menos como mala). Las
secciones calificadas como excelentes o buenas se consideraron adecuadas
para el diagnostico, mientras que las de puntuacion baja fueron consideradas
inadecuadas. En caso de desacuerdo entre los dos observadores, se consulto a
un tercer patdlogo experimentado para que resuelva la discrepancia. La
coloracion nuclear se catalogé con una puntuacion de 1 (azul gris), 2 (azul
marino) y 3 (azul-morado). Por su parte la claridad o definicion de la

coloracion se catalogd como 1 (ambiguo), 2 (incospicuo) y 3 (distintiva) [34].

9.2.3. Relacion entre exposicion y desenlace

Los cortes coloreados con hematoxilina y eosina pueden tener una baja calidad

lo cual puede manifestarse de la siguiente manera:

- Tincidn irregular en los cortes.

- Presencia de burbujas o manchas en los nucleos.

- Mala distincion entre nucleos y citoplasma

- Tincion excesiva o insuficiente con hematoxilina o eosina.

- Precipitacion de color azul-negro en los cortes tefiidos.
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Para tales situaciones se recomienda hacer las siguientes correcciones:

Corregir la deshidrataciéon incompleta del tejido en el procesador;
considerar sustituir el xileno por un solvente similar.

Evitar dejar el tejido en parafina fundida durante periodos largos al
realizar la inclusion de los tejidos.

Asegurarse de que no haya agua ni fijador en la parafina fundida durante
la inclusion.

Mantener un control constante del grosor de los cortes durante la la
seccion con el micrétomo.

Asegurar un buen control sobre las concentraciones, el pH y la caducidad
de los reactivos de coloracion; filtrar la solucion de hematoxilina
regularmente.

Verificar que las secciones estén bien secas y a una temperatura adecuada
(<70 °C) antes de la tincion, o tratarlas brevemente con etanol absoluto y
xileno antes de la tincion.

Optimizar los tiempos de tincion con hematoxilina y eosina.

Evitar la sobrediferenciacion o infradiferenciacion en la tincion con
hematoxilina.

Ajustar los detalles del paso de azulado en la tincion y asegurarse de que
el agente azulante se elimine completamente antes de aplicar la eosina

[35].
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Foto de una coloracion de hematoxilina eosina optima con una adecuada coloracion
nuclear y citoplasmatica. Fuente: Wick MR. The hematoxylin and eosin stain in
anatomic pathology—An often-neglected focus of quality assurance in the laboratory.

Seminars in Diagnostic Pathology. 2019;36(5):303-11. [35]
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Foto de una coloracion inadecuada especialmente del nucleo que puede llevar a

interpretaciones microscopicas incorrectas. Fuente: Wick MR. The hematoxylin and

eosin stain in anatomic pathology—An often-neglected focus of quality assurance in the

laboratory. Seminars in Diagnostic Pathology. 2019;36(5):303-11. [35]

9.3. Definiciones:

Maiz morado: El maiz morado produce su color caracteristico debido a la
presencia de antocianinas. Estas antocianinas dan color a diversas plantas y
frutas y son especialmente responsables de las tonalidades azuladas, moradas y
rojas. En el caso del maiz morado observaremos como antocianinas

preponderantes a la cianidina-3-O-glucosido y la pelargonidina, entre otras. [3]

Hematoxilina: Colorante nuclear usado en la tincion de rutina de hematoxilina-
eosina. La hematoxilina se extrae de la corteza del arbol Haematoxylum
campechianum, que se encuentra principalmente en el estado de Campeche,
Meéxico. Actualmente también estd disponible en las Antillas [30]
Antocianina: La antocianina constituye el conjunto mas voluminoso y diverso

de pigmentos vegetales fenolicos solubles en agua derivados de la via de los
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fenilpropanoides. La genética y la bioquimica de la via de biosintesis de las
antocianinas constituyen una rama importante y bien caracterizada del
metabolismo de los flavonoides [3]

- Colorante nuclear: La hematoxilina de Harris es una buena tincion nuclear
rapida. Se realiza una diferenciacion posterior para eliminar el exceso de
hematoxilina mediante alcohol 4cido en la coloracion de citologia. En histologia,
se considera a la hematoxilina como un tinte nuclear confiable que pigmenta los
nucleos celulares de un negro azulado. [30]

- Definicion nuclear: Evaluada en la fase analitica del control de calidad
microscopica. El control de calidad es un paso crucial, y la interpretacion final
del portaobjetos siempre la realiza un patoélogo colegiado. En el laboratorio de
histopatologia, las interpretaciones preliminares y finales las realizan
unicamente los patdlogos junior y senior. Sin embargo, en la parte citologica, el
citotecnologo principal examina los frotis cervicales. El informe final siempre
debe ser realizado por el citopatdlogo consultor [3].

- Intensidad de coloracion nuclear: Factores que median en la fuerza de la
expresion de la tincion
. Afinidad del colorante con la muestra de tejido diana: El colorante acido

se une al tejido acidofilo con carga positiva, mientras que el colorante
basico se une al tejido baséfilo con carga negativa.
. Geometria de la muestra:
- Tejido grueso: Menor penetracion del colorante
- Topografia de la superficie: Superficie mas uniforme, mejor
tincion
- Microtopografia del tejido: Microtopografia con alteraciones de
la fijacion del alcohol
- Geometria interna del tejido
. Concentracion de la muestra diana: Cuanto mayor sea la cantidad de
tejido diana, mas intensa sera la tincion.
. Velocidad de reaccion: Un tiempo de reaccion corto suele disminuir la
intensidad de la tincion.
. Tasa de pérdida de la tincion: Una diferenciacion excesiva suele eliminar

la tincion [30]
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- Porcentaje de células correctamente tefiidas: En el caso de coloraciones de

rutina e inmunohistoquimica se hace controles de calidad que incluyen el
porcentaje de células correctamente tefiidas bajo una coloracion especifica. En
un estudio de Bartos, al analizar el indice Ki-67, se clasifico como el nimero de
células tumorales positivas para Ki-67 dividido por el numero total de células
neoplasicas. De forma similar se asume que en el caso de la hematoxilina serian
dada por la division entre nucleos tenidos/total de nicleos multiplicado por 100

[36].

10. Metodologia:

10.1. Enfoque de investigacion

e Cuantitativo:

Este estudio se considera cuantitativo pues al analizar los factores de influyen
positiva o negativamente en la expresion del color del nucleo al usar maiz morado
comparado con la hematoxilina estaremos produciendo evidencia empirica
estableciendo nexos entre las variables (pH, temperatura) con la intensidad de la
coloracion usando alguno de los 2 colorantes nucleares descritos. De esta manera
facilitaremos mas datos medibles (variaciones cuantitativas del pH y temperatura)

para poder perfeccionar la técnica de coloracion nuclear con maiz morado [37].
10.2. Tipo de estudio: basico.

Se considera a este estudio como basico pues mediante la observacion de los
cambios de las variables influyentes en la expresividad de los colores de las
antocianinas se permitird obtener mas datos a los ya existentes para asi formular
un proceso tedrico Optimo para que se obtenga los mejores resultados en las
coloraciones histologicas que usen maiz morado como un colorante del ntcleo
celular [38].
10.3. Diseiio de investigacion: Comparativo

Mediante este estudio se busca encontrar la combinacién asociativa entre las

variables de luz y temperatura con la calidad de la coloracion buscando que las

antocianinas del maiz morado se presenten en su forma mas estable que permita una

optima coloracion del nucleo celular. De esta forma, modificando las variables

causales habria un efecto que podria mejorar o empeorar (calidad de la coloracion)
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[38].

Asignaremos al grupo de los casos a las laminas producto de las coloraciones
nucleares hachos con maiz morado mientras que el grupo de control seran las laminas
que usaron la coloracion rutinaria de hematoxilina eosina considerada en todo el orbe

como una de las mas Optimas y que servird para la comparacion. [39].
Poblacion y criterios de seleccion:

Casetes de tejidos incluidos en parafina de o6rganos especificos de apéndice cecal y
estobmago que hayan sido procesados con un método de histoprocesamiento que
incluye uso de xilol solamente realizados en anatomia patologica perteneciente al
Hospital MINSA San Juan de Lurigancho durante el periodo enero a diciembre del

2025.

En este caso la poblacion hace referencia a casetes de tejidos incluidos en parafina
pues de ellos se obtendra las laminas para la posterior coloracion sea bien
hematoxilina eosina o maiz morado que seran en definitiva las laminas a los cuales
se dirige el estudio modificando las variables para observar la calidad de la coloracion

[40].
Muestra y muestreo:

Muestra: esta compuesta por 430 ldminas portaobjetos provenientes de los casetes
conteniendo determinados tejidos (estdmago y apéndice cecal) que fueron incluidos
en medios de parafina histologica y que se sometieron a un proceso histotecnoldgico
que comprenda xileno en anatomia patoldgica del Hospital del ministerio de Salud

conocido como San Juan de Lurigancho en el periodo enero-diciembre del 2025.
Formula: n=((Z xs)/E)?
e 7=1.96
e Desviacion estandar (s)=1
e Error tolerado (E) =03
Muestras necesarias= 43 laminas coloreadas por grupo
Numero de grupos de coloraciones de las ldminas:

e Coloraciones = 2 (un grupo coloreadas con Hematoxilina y otro grupo con
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Maiz morado). El grupo de hematoxilina seria (01) un grupo estable de

referencia con temperatura ambiente y pH neutro.

Solamente el grupo de laminas coloreadas con el maiz morado tendria las variaciones

en su pH y temperatura.
e pH=con 3 opciones (pH acido, neutro y basico)
e Temperatura= con 3 opciones (temperatura ambiente, 37 C y 58C)

e Total de combinaciones para el grupo de coloracion de laminas con el

maiz morado: 3x3=9
Total de grupos de coloracion de laminas: Hematoxilina (1) + Maiz morado (9)

Muestras necesarias= 43 (laminas por cada grupo) x 10 (total de grupos) = 430

laminas de coloracion

Muestreo: Aleatorio simple
Este muestreo es mas util cuanto mas homogénea es la poblacion [40].

10.6. Variables:

Coloracion de maiz morado:

El maiz morado tiene dentro de sus componentes uno que principalmente le da el

color conocido como antocianina [4].
Coloracion de hematoxilina:

Compuesto cristalino incoloro obtenido mediante la extraccion de palo de tinte
(Haematoxylon campechianum) con éter. Puede utilizarse como indicador con un
rango de pH de 5 a 6, pero se utiliza principalmente en forma oxidada como colorante
nuclear en microscopia. Debido a la carencia de cromofobos, la hematoxilina
estrictamente no deberia considerarse como colorante. La hematoxilina para que
actie como un colorante debe oxidarse convirtiéndose en hemateina lo que se lograra
exponiéndola a O2 atmosférico a la solucion base de hematoxilina pero también se

puede lograr agregando determinados oxidantes [7, 41].
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Operacionalizacion de variables
Definicion Dimensiones | Indicadores Unidad de medida Escala Valor final
operacional
1: Coloraciéon | Es el colorante de | No aplica en | Color morado del | Intensidad  de la | Ordinal No aplica
de maiz | origen vegetal de | el estudio nucleo celular coloracion: (gradualidad de |en el
morado: tipo  fenolico e ) ) la intensidad de | estudio
P -adecuada: se ven 1+: inadecuada, baja
hidrosoluble llamado : . la coloracion)
detalles nucleares intensidad
antocianina presente
en el maiz morado -inadecuada: baja o 2+: adecuada, se ve
2, 4,15).- demasiada intensidad, | detalle nuclear
no se ve detalles :
3+: 1inadecuada, alta
nucleares (10). . )
(10) intensidad
2: Coloracion | Colorante de wuso | No aplica en | Color morado del | Intensidad  de la | Ordinal Valor final
de rutinario en gran | el estudio nucleo celular coloracion: (gradualidad de )
No aplica
hematoxilina: | parte de laboratorios . . la intensidad de
-adecuada: se ven 1+: inadecuada, baja en el
de histopatologia en ) ) la coloracion ,
P & detalles nucleares intensidad ) estudio
el mundo obtenido
-inadecuada: baja o | 2+: adecuada, se ve

de duramen del arbol
haematoxylon

campechianum [9].

demasiada intensidad,
no se ve detalles

nucleares (10).

detalle nuclear

3+: inadecuada, alta

intensidad
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Eficacia de la
coloracion

nuclear

Evaluaciéon de 1la
calidad de la
coloracion

(intensidad de la
coloracion,
definicion  nuclear,
porcentaje de células
correctamente
coloreadas del
nucleo-citoplasma y
tiempo de

coloracion)

Intensidad de

la coloraciéon

Definicion

nuclear

Porcentaje de
células
correctamente
tefiidas  del
nucleo-

citoplasma

Intensidad de la
coloraciéon (en wuna

escalade 1 a$).

Definicion nuclear

(evaluado por un
experto en el campo o
mediante un sistema
de puntuacion de 1 a

5).

Porcentaje de células
correctamente tefiidas
del nucleo-citoplasma
(Porcentaje de células
correctamente tefidas

(de 0% a 100%).

Intensidad de la
tincion: Escala

numérica (de 1 a 5).

Definicion nuclear:
Escala numérica (de 1 a

5).

Porcentaje de células
correctamente tefiidas
del nucleo-citoplasma:

Porcentaje (%).

Escala Likert de
1 a 5: Para
intensidad  de
tincion y
claridad de

observacion.[40]

Porcentaje: Para
cobertura de
tincion (de 0% a

100%).

Promedio
ponderado
de la
puntuacion
obtenida en
cada uno
de los
indicadores
para
obtener
una medida

global de la

eficacia.
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10.7. Procedimientos y técnicas:

10.7.1.  Técnicas
Técnica de recoleccion de datos mediante un instrumento pre-establecido para ser

llenado por un experto

10.7.2.  Descripcion de instrumentos
Se usara un instrumento de recoleccion de datos que sera llenada por 3 microscopistas
considerados médicos con amplia experiencia como anatomo patodlogos a simple
ciego (sin saber el proceso de coloracion usado).
Dicho instrumento de recoleccion de datos evaluara 3 pardmetros microscopicos que
mediran la eficacia de la coloracion nuclear:
1. Definicion nuclear (en una escala de 1 a 4)
2. Intensidad de coloracion nuclear (en una escala de 1 a 4)
3. Porcentaje de células (nicleo/citoplasma) correctamente tefiidas (en una escala

dela4)

También se usard un instrumento de recoleccion de datos que serd llenada por un
tecndlogo medico quien codificard las ldminas mediante nimeros arabigos unicos no
repetibles para un contexto Unico de combinacion de 5 variables (grupo, pH y
temperatura), siendo las opciones:
1. Grupo: 2 opciones (Hematoxilina /Maiz Morado)
2. pH: 3 opciones (Acido/Neutro /basico)
3. Temperatura: 3 opciones (Ambiente/ 37 grados C/ 58 grados C)

10.7.3.  Validacion
Se confecciona un formato para validacion de los instrumentos de investigacion el
cual sera evaluado por 3 expertos anatomo-patélogos con una amplia experiencia en

diagnosticos microscopicos que garantice la calidad de las observaciones realizadas

[42].

10.7.4.  Confiabilidad
Se evaluard la confiabilidad del instrumento usado para recolectar nuestro datos

usando el coeficiente Alfa de Cronbach constatando que las mediciones obtenidas
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sean soOlidas y estables [42].

10.8. Plan de analisis:
10.8.1. Recoleccion de Datos

a. Corte y Coloracion: Se realiza cortes al micrétomo de muestras de tejido en cortes

distribuidos en 2 grupos (maiz morado y hematoxilina).

e Grupo | (Hematoxilina): 1 corte (las variables se establecerdn con una

temperatura ambiente y pH neutro)

e Grupo 2 (maiz morado): 9 cortes (3 para temperatura y3 para pH)

b. Evaluacion por Expertos: tres expertos anatomo-patodlogos evaluardn las laminas

coloreadas utilizando una escala de puntaje predefinida en una tabla estandar.

2. Registro de Datos: se confeccionara un archivo de base de datos en Excel donde se
registrard las puntuaciones de cada experto para cada muestra segin su grupo

(Hematoxilina o Maiz morado) y su variante (temperatura y pH).
10.9. Aspectos éticos y de integridad cientifica:

e Debido a que se trabajaran con muestras histologicas, no se requiere el
consentimiento informado de los pacientes- La investigacion serd pasible de
revision y posterior aprobacion por un Comité Institucional de Etica e

Integridad Cientifica previo a su puesta en marcha.

e [os datos seran obtenidos y estudiados con precision garantizando reportar

resultados fidedignos.

11. Recursos y presupuestos:

Tabla01.Recursosypresupuestos

PRECIO PRECIO
UNITARIO CANTIDAD TOTAL
RECURSOS HUMANOS
Tecnologo Medico 150 1 150
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Medico anatomo-patdlogo

100

3

300

RECURSOS MATERIALES Y EQUIPOS (BIENES)

Laminas con cortes de tejidos 10 1000 10 000

pH metro 1 200 200

Termometro 1 70 70
SERVICIOS

Histotecnologicos de proceso 1 500 500

GASTOS ADMINISTRATIVOS Y/O IMPREVISTOS

Hojas

0.1

400

40

Impresiones

0.5

400

200

Etiquetas

0.2

1000

200

TOTAL

11660

12. Cronograma de actividades:

Tabla 02. Cronograma de actividades

Actividad

2025

Mes | Mes| Mes

Mes| Mes
4 5

Mes| Mes| Mes

Revision de literatura

objetivos e hipotesis

IPlanteamiento, formulacion X
del problema, justificacion,

muestra, definicion y
operacionalizacion de
variables

Definicion y planificacion
metodoldgica, seleccion de

grupos de coloracion
hematoxilina y maiz
morado

Recoleccion de datos de los

hematoxilina y maiz
morado

Evaluacion por los expertos
de los grupos de coloracion

Analisis de datos y
procesamiento
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7 |Redaccidon de conclusiones X
y preparacion de
documento final
8 |Revision por el Comité de X
Etica
9 [Planificacion de defensa de X
proyecto de tesis y su
sustentacion
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14. Anexos

TABLA DE EVALUACION POR EXPERTO
FECHA:
CODIGO DE LAMINA: (segun la etiqueta del portaobjeto)

Deficiente | Aceptable Bueno Excelente

Definicion nuclear

Intensidad

coloracion nuclear

de

Porcentaje de células
(nucleo/citoplasma)
correctamente tefiidas

Firma y sello del Experto
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TABLA DE SEGUIMIENTO DE LAMINA

FECHA:

CODIGO DE LAMINA: (codigo unico establecido por el Tecnologo Medico)

Marque con una X

Caracteristicas
Grupo Hematoxilina | Maiz
Morado
pH Acido Neutro basico
Temperatura Ambiente 37 grados C | 58 grados C

Firma y sello del Experto
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