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RESUMEN

La Bixa Orellana conocida como onoto, es un pigmento de color rojo proveniente de semillas
cubiertas por un arillo viscoso de color naranja, ricas en vitamina C, hierro y proteinas, utilizado
mayormente como colorante de alimentos. Un colorante a base de tal extracto es una masa roja
gue posee una caracteristica acida, que al ser disuelto poco a poco en agua, en alcohol y éter, da
una solucién anaranjada. Objetivo General: Probar un colorante a base de Bixa Orellana en
cortes histoldgicos. Materiales y Métodos: se realizd un estudio descriptivo-observacional de
diversos cortes histologicos (6 muestras recibidas en el laboratorio de “Histotecnologia e
Histoquimica Tisular CA Maracay-Venezuela) La recoleccion de los datos se hizo mediante la
aplicacion de un cuestionario dirigido a expertos en el area de histologia; para luego representar
los resultados en graficos. Resultados: El 67% de los encuestados visualizan microscépicamente
los tejidos coloreados a base de Bixa Orellana, considerando adecuada la coloracion
citoplasmatica, mientras que un 33% no la considera adecuada. Conclusiones: El colorante a
base Bixa Orellana, es candidato para sustituir la eosina en un bateria de coloracion y también
puede ser usado como una coloracién especial.

Palabras Clave: Bixa Orellana, cortes histolégicos, coloracién

COLORING MATTER BASED ON BIXA ORELLANA FOR HISTOLOGY CUTS



ABSTRACT

Bixa Orellana known as annatto is a red pigment from seeds covered by a viscous orange ring
rich in vitamin C, iron and protein, used primarily as food coloring. A dye, based on such extract,
is an acid red mass that has a feature that when being gradually dissolved in water, alcohol or
ether, the result is an orange solution. General Objective: taste an dye based on Bixa Orellana for
histological cuts. Materials and Methods: was made a descriptive-observational test for various
histological tissue (6 samples received in the laboratory of Histotécnologia e Histoquimica
Tisular C.A. Maracay-Venezuela). The data collecting was done by a questionnaire applied to
students of histotechnology (University of Carabobo) and diverse people in the industry, the
results of this tests was represented with graphics. Results: 67% of the respondents visualized
colored tissues based on Bixa Orellana in the microscope considering appropriate cytoplasmic
staining, while 33% did not considered adequate. Conclusions: A dye based on Bixa Orellana can
be a candidate to replace eosin on the battery of coloration; also they can be used like a special
dye.

Keywords: Bixa Orellana, histological cuts, coloring



INTRODUCCION

La coloracién como proceso de tincion histolégica representa una de las Ultimas fases en el
procesamiento de tejidos, ademas de ser considera eje fundamental del procedimiento, ya que es
el medio por el cual podran ser observadas las estructuras microscopicas de las secciones de
tejidos con objeto de estudio; para posteriormente lograr su andlisis o descripcion

correspondiente y dictar un diagnostico final.

Por consiguiente, poseer informacién sobre la composicion quimica y propiedades de las
sustancias a utilizar es importante, es necesario saber dichas cualidades de los colorantes
involucrados en el proceso a realizar, conocer su efectividad de penetracion y adherencia, puesto

que éstos seran los indicadores de patologias 0 anomalias en las secciones de tejido a estudiar.

Por lo tanto, enfocado en estas referencias, el propésito de esta investigacion, es proponer la Bixa
Orellana como posible materia prima para la creacién de un colorante natural, destacando su
propiedad &cida para emplearlo como colorante citoplasmatico; buscando su aprobacién a partir
del juicio de expertos, a los cuales se le presentaron muestras de tejidos coloreados con una

coloracion hematoxilina- Bixa Orellana.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA



La Bixa Orellana tiene su origen en la América tropical y, crece tanto en regiones planas como
montafiosas, en paises como México, Ecuador, Venezuela, Brazil y Bolivia son sus principales
puntos de cultivo; aunque hoy dia, también es cultivada en India, en las islas Filipinas, en el
sureste de Africa y en Dominica. El colorante a base de Bixa orenalla es un pigmento de color
rojo proveniente de las semillas, éste ha sido utilizado por los indigenas de América del Sur y de
Europa, por més de 100 afios, para colorear alimentos y tefiir cueros, entre otros usos. Es asi, que
existen otros pigmentos naturales que pueden ser empleados de igual forma. La fabricacion de
colorantes naturales a partir de materias primas como la Bixa Orellana, ha venido utilizdndose
progresivamente en diferentes areas: En el campo de la Anatomia Patoldgica y, mas
especificamente, en el de la Histotecnologia, fueron los colorantes naturales quienes inicialmente
contribuyeron al conocimiento intrinseco celular; pero, al pasar del tiempo y la evolucion se
fueron incorporando colorantes de otro tipo, los colorantes de naturaleza sintética o artificial,
siendo ejemplo palpable y vigente de eso, el uso comun de la eosina como colorante principal en
el método clasico de coloracion (hematoxilina—eosina). Esta investigacion fue realizada con el fin
de ofrecer una perspectiva diferente, un colorante natural de bajo costo y facil uso; un colorante
que tenga como materia prima la Bixa orellana, un arbusto cuya semilla posee propiedades
acidas, lo cual permitiria la creacion de un colorante citoplasméatico como lo es la eosina
(colorante citoplasmatico sintético méas utilizado), un colorante a base de tal producto tendra
como ideal sustituir a la eosina en una bateria de coloracién, un producto como éste es de facil
adquicision, puesto que se puede encontrar en diversos establecimientos comerciales de comida
como abastos y supermercados. Beneficiara al trabajador de la salud ofreciéndole la posibilidad
de sustituir la eosina, en aquellos casos de escazes. Ademas, esta técnica puede ser ser utilizada

como alternativa en otros casos.

En consecuencia, se formul6 la siguiente interrogante: ;Podra un colorante a base de Bixa

Orellana sustituir la eosina en una bateria de coloracion?



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
Objetivo General

e Proponer la incorporacion del colorante Bixa Orellana para la coloracion de cortes

histologicos.
Objetivos Especificos

e Seleccionar diversos tejidos coloreados a base de Bixa Orellana para su futura

visualizacién al microscopio.

e Verificar la coherencia de las estructuras celulares coloreadas a partir de una coloracion

Hematoxilina- Bixa Orellana, a través de la validacion de juicio de expertos.

JUSTIFICACION

Esta investigacion se considerd importante, porque es una propuesta basada en la comprobacion
de la eficacia de un colorante para cortes histologicos a base de Bixa Orellana, en busca de poder

sustituir un colorante como la eosina en una bateria de coloracion.

Este estudio tiene relevancia, ya que el Bixa Orellana puede servir como un colorante de reserva
Yy, que sea accesible al momento de no contar con un colorante acido como lo es la eosina vy, asi

poder sustituirlo.

El estudio ofrece contribuciones a diferentes ramas, como lo son la ciencia, la docencia y la
investigacion. En la ciencia porque se aporta una alternativa en caso de faltar algun colorante
acido en un laboratorio; en el &mbito de la docencia ,puesto que, el docente puede implementar
esta técnica como un nueva forma de utilizar colorantes de emergencia en la bateria de coloracion
en el momento que sea necesario; en el caso de investigacion que pueda ser utilizada para

antecedentes de futuros trabajos acerca de colorantes naturales.



ANTECEDENTES

En relacidn al presente trabajo, Cardozo y otros autores en el afio (2006) en un trabajo titulado
“The use of stain urucum (Bixa Orellana L) in the techniques histological staining”,
manifestaron en su estudio, una nueva combinacion de colorantes naturales. Las muestras para las
pruebas de tincion se obtuvieron de piezas de necropsia de los ratones. Se evaluaron las fibras de
muestras histolégicas de musculo esquelético, glandulas, membranas serosas y mucosas, tejido
nervioso Y, en algunos tejidos epiteliales tefiidos con una solucién de hematoxilina, para tefir el

nucleo y, después, con solucion alcohdlica de achiote (Bixa Orellana) para tefiir el citoplasma.

Asi, los autores llegaron a la deduccion que la bixina (Bixa Orellana) es un colorante y la
combinacion de esto con hematoxilina representa una nueva técnica que muestra la tincion
histoldgica, resultando igualmente satisfactorias a las técnicas convencionales. Por lo tanto, es
facil de usar, no tiene toxicidad y es de bajo costo (2). En este sentido, Hernandez y otros autores
en el afio (2004) en un trabajo titulado “Obtencion del colorante de la semilla de achiote (Bixa
Orellana) utilizando microorganismos celuloliticos”, realizan este principal aporte que se llevé a
cabo con la finalidad de extraer el colorante bixina, presente en la semilla del achiote, mediante
un tratamiento que ofrezca ademas, de buenos rendimientos, un producto libre de componentes

toxicos.

El proceso se basa en el uso de microorganismos productores de celulasas, capaces de degradar la
pared celular de las semillas donde se encuentra el pigmento para facilitar su liberacion en un
medio acuoso, obteniéndose rendimientos del 81%, mayores a los ofrecidos por extraccion
acuosa y ligeramente menores que los obtenidos con tratamiento &cido-base, obteniéndose una
pasta que muestra picos en el intervalo de los 1600 cm-1 representativo de los grupos carbonilos

caracteristicos de la estructura de la bixina (3).

Por otra parte, Garcia del Prado y otros autores en el afio (2009), en su articulo de revision
titulado “La Bixa orellana L como posible sustancia reveladora de placa dentobacteriana”, ya
que la bixa Orellana representa un producto natural facilmente asequible en el medio ambiente,
por encontrarse ampliamente distribuido en el territorio, surge la idea de su posible uso

estomatoldgico como sustancia reveladora de placa dentobacteriana (4).



MARCO TEORICO

La Bixa Orellana es un arbusto muy ramificado con copa densa casi esférica, hojas perennes,
alternas, simples, enteras, elipticas, cordiformes u ovaladas, con base cordada, apice agudo,
peciolo largo de hasta nueve cm de longitud. La variedad roja presenta ramitas jovenes de color
rojo y hojas verde pardo con nervaduras rojas, flores vistosas que ayudan a la polimerizacion,
cada flor con cinco sepalos cafes, cinco petalos de color blanco o rosa (variando por especie) de
textura granulosa, con numerosos estambres amarillos o vinotinto. La Bixa Orellana (onoto)
prospera en climas diversos, preferentemente en los de tipo calido-humedos, semicéalidos y
templados, con temperaturas que varian entre 20 y 30 °C y precipitaciones anuales mayores a
1000 m (1).

Como colorante: de la porcion carnosa (arillo rojo-naranja) que envuelve a la semilla, se extrae
un colorante apreciado industrialmente para dar color a productos alimenticios (queso,
mantequilla), aceites, ceras, barnices, pinturas, cosméticos y fibras textiles (de seda y algodon).
Para obtener el colorante (“oriana™) se pone las semillas en agua caliente. Se deja en reposo unos
dias y luego se cuela el liquido, siendo el asiento el colorante. Otra forma es prolongar la
ebullicidn hasta que se produzca una pasta. El colorante no es muy estable a la luz. Las semillas
contienen de 40 a 45 % de celulosa, 3.5 a 5.5 % de sucrosa, 0.3 a 0.9 % de aceite esencial, 3 % de
aceite, 4.5 a 5.5 % de pigmentos, 13 a 16 % de proteina, asi como alfa y beta carotenoides y
otros. La Bixa Orellana se caracteriza por poseer un sabor insipido, por lo que es adecuado para

dar color a las comidas ademas se usa en productos cosméticos con el mismo fin (1).

Una coloracion es el proceso por el que un cuerpo toma color por la accion de una sustancia
colorante. Se considera efectuada una coloracion cuando el objeto coloreado no se destifie con un
lavado efectuado con un disolvente del colorante. Muchos colorantes necesitan el efecto de otra
sustancia para actuar. A esa sustancia se le llama mordiente. EI mordiente puede ser un

componente del propio colorante, 0 manejarse de forma independiente (5).
El mecanismo de accion de los colorantes puede ser:

Quimico: El colorante y la sustancia coloreable se combinan por su caracter acido basico, dando

sales insolubles (5).



Fisico: La coloracion se realiza por disolucion del colorante en el tejido. Esto es independiente
del compartimiento quimico. El colorante penetra y se mezcla con los componentes del tejido. Un
proceso fisico importante de coloracion es la llamada impregnacion: el colorante penetra en los
huecos del tejido, dependiendo tal penetracion de la densidad del tejido y del poder de difusion

del colorante (5).

Fisico - quimico: EIl colorante y el tejido se unen por poseer cargas eléctricas de polaridad
opuestas; es decir, por atraccion electrostatica. Hay que tener en cuenta, que algunas sustancias,
como las proteinas, tienen caracter anfotero: adquieren carga positiva o negativa segun el pH del
medio en que se encuentren. Hay otro mecanismo fisico — quimico, que es el llamado de
absorcion por tension superficial, gracias a la adhesividad que hay en la superficie de ciertas

sustancias (5).
Tipos de Colorantes:
Por su origen:

« Colorantes Naturales: pueden ser extraidos de animales (carmin) o extraidos de vegetales
(hematoxilina, orceina, azafran, pimenton). Algunos se comportan como acidos (azafran,

orceina), y otros como bésicos (carmin, hematoxilina).

« Colorantes Artificiales: son los derivados de la anilina. Por su comportamiento quimico,
pueden ser acidos, bases 0 neutros (se combinan con el tejido para dar sales) o bien
pueden ser indiferentes (que no dan sales, son solubles en alcohol y en las grasas, pero no

en agua y se usan para tefiir las grasas) (5).

Los tejidos son conjuntos de células especializadas en realizar una determinada funcion. Los
principales tipos de tejidos son: Tejido epitelial, su funcion es recubrir superficies; Tejido
conjuntivo, su funcién es unir 6rganos internos; Tejido cartilaginoso, su funcién es formar
estructuras; Tejido adiposo, su funcion es constituir reservas energéticas; Tejido 6seo, su funcién
es formar estructuras esqueléticas; Tejido muscular, su funcién es hacer contracciones y
extensiones; Tejido nervioso, su funcién es captar estimulos y emitir respuestas; La sangre su

funcién es transportar alimentos, O, y CO; (6).



TIPO DE INVESTIGACION
La investigacion es experimental de campo, ya que consiste en la manipulacion de una variable
experimental no comprobada, se realiza un experimento el cual dependen completamente del

investigador y de las decisiones que tome para manejarlo (7).

Esta investigacion es experimental de campo, ya que se realizard un experimento el cual es la
creacion de un colorante a base de Bixa Orellana y, a partir de este experimento los resultados

seran descritos de manera puntual definiendo las caracteristicas y propiedades de dicho colorante

(7).

METODO DE INVESTIGACION
El método de investigacion empleado en este trabajo corresponde a un estudio de caso basado en
diversas tecnicas de investigacion que son: el cuestionario y el muestreo por conveniencia

(muestras no probabilisticas) (7).

MATERIALES Y METODOS

POBLACION Y MUESTRA

POBLACION: Se entiende por poblacion el conjunto finito o infinito de elementos con
caracteristicas comunes, para los cuales seran extensivas las conclusiones de la investigacion (8).
Para este trabajo, la poblacion estuvo conformada por las biopsias que lleguen al Laboratorio de

Histotecnologia e Histoquimica Tisular C.A. Maracay-Venezuela.

MUESTRA: Se entiende por muestra al subconjunto representativo y finito que se extrae de la
poblacion accesible; es decir, representa una parte de la poblacion objeto de estudio. De alli, es
importante asegurarse que los elementos de la muestra sean lo suficientemente representativos de
la poblacion que permita hacer generalizaciones (8).

Por lo tanto, la muestra estuvo constituida por seis secciones histoldgicas de diferentes tejidos
anatomicos: Eséfago, Rifién, Reseccion Transuretral (R.T.U), Ovario Medular, Piel y Mucosa
Gaéstrica.

PROCEDIMIENTO



Para preparar el colorante a base de Bixa Orellana se cumplié con el siguiente protocolo: se

tomaron 28 gramos de Bixa Orellana comercial (onoto), la cual fue disuelta en una solucion de

hidroxido de potasio (KOH), y dejada en reposo durante 24 horas. EL KOH, fue realizado con

200 ml de agua destilada y 4 gramos de KOH, mezclados con un agitador magnético durante 5

minutos.

El procedimiento para una coloracion Hematoxilina- Bixa Orellana para Iaminas histologicas se

basé en:

N o a bk~ wDnh e

8.
9.

Se desparafina en xilol durante 5 minutos (dos veces).

Colocar las muestras en alcohol 100% por 1 minuto.

Colocar las muestras en alcohol 85% por 2 minutos.

Lavar en agua corriente para eliminar el exceso del alcohol con 7 dips (sumergir 7 veces)
Lavar en agua destilada con 7 dips. (sumergir 7 veces)

Se sumerge en hematoxilina por 5 minutos.

Lavar en agua corriente por 5 minutos para eliminar el exceso de colorante y para
diferenciar las estructuras histologicas.

Se reviste la ldmina en Bixa Orellana KOH por 8 minutos.

Diferenciar con agua destilada con 5 dips. (sumergir 5 veces)

10. Secar al aire durante 5 minutos.

11. Aclarar las muestras en xilol por 3 minutos (tres veces).

12. Para finalizar, realizar el montaje de las laminas con flo- texx (medio de montaje).



RESULTADOS

¢Permite la visualizacion microscopica?
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Grafica No. 1: Segun los resultados obtenidos, la mayoria de los encuestados dijo que se permite la
visualizacion estructural, en todos los cortes presentados, exceptuando el R.T.U y el de Ovario Medular,
donde existe menor diferenciacion.

¢Considera adecuada la coloracion citoplasmética?
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Gréafica No. 2: Esta muestra, que la mayoria de los expertos consideran adecuada la coloracion
citoplasmatica, utilizando colorante a base de Bixa Orellana; pero para el R.T.U, no es adecuada en un
100%.



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De acuerdo a los objetivos que se plantearon al comienzo de este proyecto, se puede afirmar que
al mezclar la Bixa Orellana comercial (onoto) con el hidroxido de potasio (KOH), el producto
resultante puede ser empleado como colorante. Esta aseveracion se sustenta en los resultados
expuestos en el Grafico No. 1 y en el Grafico No. 2, en los cuales se aprecia que al colorear el
citoplasma con este colorante, la mayoria de los encuestados respondié que se permite la
visualizacion estructural en todos los cortes presentados, exceptuando el R.T.U y el de Ovario
Medular, donde existe menor diferenciacién: En consecuencia, cumple con los parametros y
objetivos propuestos en este estudio los cuales son el definir y caracterizar las estructuras basicas

que se encuentran en los diversos cortes.

Los investigadores recomiendan, la aplicacion y elaboracién de colorantes histoldgicos naturales,
como lo es el caso de éste realizado a base de Bixa Orellana comercial (onoto), la cual al ser
procesada de manera correcta puede generar un colorante como el expuesto; siendo asi de facil
adquisicion comercial. Debido a la gran demanda del rubro, la obtencion de algunos de los
colorantes empleados en el desempefio laboral son de dificil acceso, es por ello que un colorante
natural como el realizado es muy practico, ya que la mayoria de los colorantes comerciales son

importados teniendo un elevado costo y dificultad para adquirirlos.

Se recomienda también, utilizar s6lo este colorante natural en caso de emergencia, ya que los
resultados con eosina son mas fiables. La Bixa Orellana es capaz de indicar las estructuras
basicas presentes en los tejidos, mas no de destacarlas como lo hace la coloracidn con eosina, que
con su caracteristica de fluorescencia es capaz de definir de manera méas precisa dichas

estructuras.
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ANEXOS

Bixa Orellana comercial

Colorante a Base de Bixa
Orellana e hidréxido de
potasio (KOH)

Estante de reactivos

Procesador de tejidos

Inclusion - creacion del

bloque de parafina

Bafio de flotacion —

Microtomo




Corte de bloques de

parafina en 5micras

Corte de bloques de

parafina en 5micras

Primera parte de la bateria

de coloracion

Lavando las laminas en

agua destilada

Aplicacion del colorante a
base de Bixa Orellana

Segunda parte de la bateria

de coloracion




Corte de Rifidn (Capa cortical) coloreado con | Corte de Rifion (Capa cortical) coloreado con
colorante a base de Bixa Orellana colorante a base de Bixa Orellana

Corte de Esofago coloreado con colorante a Corte de Esofago coloreado con colorante a

base de Bixa Orellana base de Bixa Orellana




Corte de Rifion (Capa cortical) coloreado con Corte de Rifién (Capa medular) coloreado con
colorante a base de Bixa Orellana colorante a base de Bixa Orellana

Corte de R.T.U coloreado con colorante a base | Corte de Piel coloreado con colorante a base de

de Bixa Orellana Bixa Orellana




Corte de Piel coloreado con colorante a base de | Corte de Ileon terminal coloreado con
Bixa Orellana colorante a base de Bixa Orellana

Corte de Ileon terminal coloreado con colorante | Corte de mucosa gastrica coloreado con

a base de Bixa Orellana colorante a base de Bixa Orellana
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INSTRUMENTO DE VALIDACION A TRAVES DE JUICIO DE EXPERTOS

El presente instrumento pretende evaluar el efecto del colorante Bixa Orellana aplicado a cortes
histolégicos. En consecuencia agradecemos la revision del conjunto de preparados histolégicos

permite que lo presentemos a continuacion:

Permite la visualizacién Considera adecuada la
microscopica coloradién citoplasmatica
Si No Si No
ESOFAGO el i
RINON 3 /
RT.U /
)
OVARIO
PIEL I/ /
MUcosA |/
GASTRICA / v
Observaciones: — ¢ 2 nd/e o> —cﬁ/7‘(,c i i D
DATOS DEL EXPERTO

NOMBRE APELLIDO PROFESION. /FWM /]
] ya / /l

i B 7 | BT B
2 0)

{ ’
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INSTRUMENTO DE VALIDACION A TRAVES DE JUICIO DE EXPERTOS

El presente instrumento pretende evaluar el efecio del colorante Bixa Orellana aplicado a cortes

histolégicos. En consecuencia, agradecemos la revision del conjunto de preparados histologicos
permanentes, que se presenta a continuacion:

Permite la visualizacién Considera adecuada la
microscépica coloracién citoplasmética
Si No Si No
ESOFAGO >< x
RINON >< X
RT.U X X
OVARIO L
MEDULAR >< ><
PIEL X >(
MUCOSA )
GASTRICA X X
Observaciones:
DATOS DEL EXPERTO

Zose LOET R Ls  WiSBIENDoco

i
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(//




UNIVERSIDAD DE CARABOBO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA DE CIENCIAS BIOMEDICAS
DEPARTAMENTO DE SALUD PUBLICA
T.S.U. EN HISTOTECNOLOGIA
TRABAJO MONOGRAFICO

INSTRUMENTO DE VALIDACION A TRAVES DE JUICIO DE EXPERTOS

El presente instrumento pretende evaluar el efecto del colorante Bixa Orellana aplicado a cortes
histoldgicos. En consecuencia agradecemos la revision del conjunto de preparados histologicos

permite que lo presentemos a continuacion:

Permite la visualizacién Considera adecuada la
microscépica coloracién citoplasmatica

Si No S No
ESOFAGO X /\/
RINON X ,)(
RT.U o ' )/ o X
OVARIO
MEDULAR Y X
PIEL 4
MUCOSA _
GASTRICA X X

Observaciones:
DATOS DEL EXPERTO
NOMBRE APELLIDO PROFESION FIRMA

-
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