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Los colorantes hematolégicos han sido utilizados para el diagnéstico, trata-
miento, prondstico y prevencion de enfermedades, donde a lo largo de la historia
poco a poco desde el siglo XVII a la fecha, se ha mejorado la capacidad para
tefiir células. Los avances en procesos de sintesis han permitido modificar qui-
micamente la estructura de estos, ademas de incluir algunos componentes que
le dan una mayor eficacia al proceso de tincién, dando como resultado diversas

opciones para mejorar la observacion de células de la sangre con una mayor
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eficacia como lo son las tinciones Romanowsky, Wright, May-Grunwald,
Giemsa y Leishman.
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La hematologia es el area de la medicina sobre el diagndstico,
tratamiento, prondstico y prevencion de las enfermedades que ata-
fien a la sangre, a través del estudio de los elementos formes que
la componen que son eritrocitos (gldbulos rojos), leucocitos (glé-
bulos blancos) y trombocitos (plaquetas).® Para llevar a cabo el es-
tudio morfologico de las células, es necesario utilizar herramientas
como el microscopio y procesos de tincion, que permitan resaltar
sus caracteristicas y aumentar el contraste de anormalidades que
éstas tengan.?®

Debido a que los colorantes son especificos, la tincién de una
muestra permite la ubicacion de estas estructuras dentro de un
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tejido, célula u organismo. Ademas, se puede determinar si una
estructura esta presente o no, o bien, si es posible hacer la cuanti-
ficacion de la molécula detectada.*®

Los colorantes deben de reunir dos caracteristicas para poder ser
utilizados y contrastar las células a observar. En primer lugar, tie-
nen un grupo cromaoforo, esto es que la molécula contenga en una
de sus partes grupos funcionales que absorben a una longitud de
onda y les permiten emitir luz dentro del espectro visible.® En se-
gundo lugar, el colorante debe unirse a la célula mediante enlaces
covalentes, ionicos o interacciones hidrofdbicas, ademas los colo-
rantes deben de ser solubles.”

5. Johnston, W.T. The discovery of aniline and the origin of the term “aniline dye”.
Biotech. Histochem. 2008, 83(2), 83-87. DOI:10.1080/10520290802136793
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Los colorantes empleados en el area biomédica se clasifican como co-
lorantes acidos y basicos, dependiendo de su carga ya sea positiva o ne-
gativa, siendo los cationes basicos y los aniones &cidos. En histoquimica
e histologia los colorantes que contienen grupos -SOs?, -COO" y -0,
son clasificados como colorantes acidos.® Los colorantes basicos se de-
finen como aquellos que en su estructura tienen una carga positiva,
como los derivados de azina, cristal violeta, entre otros.®
Las primeras técnicas de tincion celular que surgieron se basaron en el
uso de colorantes que existian en la naturaleza, estas técnicas simples
eran usadas para ver las caracteristicas de las células y compararlas con
otras, 0 bien conocer su estructura normal. Se sabe que Leeuwenhoek
en el siglo XVII1, uso colorantes extraidos de plantas como el azafran'y
el indigo solo para dar contraste a sus preparaciones, pero no hay evi-
dencia de su uso en la observacion de las células de la sangre solo en
fibras musculares.3, 11112 El principal componente natural del azafran,
responsable de producir color en solucién es la crocetina, mientras que
para el indigo es la indigotina (Figura 1). 1314
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Figura 1. Estructura quimica de los componentes del azafran e indigo
y tincién celular. (a) Crocetina; (b) Indigotina, (c) tincion celular con
azafran, e (d) indigo.?>16:17.18
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La crocetina es una aglicona, presenta la estructura de un &cido
conjugado poliinsaturado, cuatro grupos metilo y siete dobles en-
laces conjugados.’® Se ha demostrado que tiene la capacidad de
atravesar las membranas celulares por difusion pasiva, una vez en
el interior puede establecer interacciones hidrofébicas con diver-
sos componentes moleculares anionicos del citoplasma y nu-
C|eO.20’21

La indigotina y sus derivados (carmin de indigo) presenta en el
centro un enlace 7 conjugado que es el cromoforo, responsable de
absorber la luz a una determinada longitud de onda y provocar que
se observe de color azul cuando se incorpora por disolucion en las
estructuras celulares.*

Posteriormente en el siglo XIX comenzaron a utilizar colorantes
extraidos de animales, el més usado fue el carmin obtenido del in-
secto del nopal (cochinilla). En 1858 Joseph von Gerlach establece
el primer protocolo para tincion de células usando el carmin, sin
embargo, no se usé en células de la sangre.??

El &cido carminico es el componente principal del carmin y es el
responsable de dar color.?® La estructura quimica se compone de
un nuacleo de antraquinona unido a residuos de acido carboxilico,
un grupo metilo, cuatro grupos hidroxilo y una hexosa, (Figura
2).2* Este compuesto forma puentes de hidrégeno o complejos de
coordinacion si hay metales presentes.?
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Figura 2. Estructura quimica del &cido carminico y tincion celular.
() acido carminico, (b) tincion celular con carmin, 2425

La hematoxilina (1863) fue empleada como colorante nuclear,
proviene del extracto vegetal de la planta palo de Campeche, fue
modificada para mejorar su eficiencia mediante su oxidacion a he-
mateina y mezclados con una sal metalica (Figura 3).%6 Es un co-
lorante basico, interactGa con los componentes celulares de carga
negativa, como los son los acidos nucleicos.?’
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Figura 3. Estructura quimica de la hematoxilina y tincién celu-
lar. (a) oxidacion de la hematoxilina a hemateina, (b) tincién ce-
lular con hematoxilina.?62

25. Ellis, R. Gallery of histologycal section. IMVS Division of Pathology. The
Queen Elizabeth Hospital. Disponible en linea en: https://www.ihcworld.com/ro-
yellis/gallery/mucicar.htm (acceso 2, noviembre, 2023)

26. Titford, M. The long history of hematoxylin. Biotech. Histochem. 2005, 80, 73-
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28. Leukostasis in Chronic Lymphocytic Leukemia, Scientific Figure on Re-
searchGate. Disponible en linea: https://www.researchgate.net/figure/Hemato-
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En 1879 Paul Erlich mejord notablemente el estudio microsco-
pico de las células sanguineas desarrollando técnicas de tincion
para distinguir sus caracteristicas.?®> Empled colorantes acidos y
basicos derivados de la anilina, tifié los granulos citoplasmaticos,
que son distintivos de los glébulos blancos.* Los derivados de la
anilina estan constituidos por un croméforo de anillos bencénicos
de alta densidad electrénica, ademas de la accién de los auxocro-
mos como lo son los grupos amino que alteran los valores de las
longitudes de onda en las que absorben la luz, generando un color.
El verde de metilo y naranja G (Figura 4) son derivados de la
anilina utilizados por Erlich, son colorantes cationico y anidnico
respectivamente, presentando afinidad por las cargas de las molé-
culas celulares.?”
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Figura 4. Estructura quimica de los colorantes usados por Erlich.
(a) verde de metilo; (b) naranja G y (c) tincion celular con técnica
de Erlich.303!

Otros colorantes derivados de la anilina son el tipo Ro-
manowsky, constan de un colorante de azul de metileno y sus pro-
ductos de oxidacion (azur B) y la eosina Y.

Las tinciones tipo Romanowsky son: Wright, Giemsa, May
Grunwald, Jenner, Nocht y Leishman. Todas estas tinciones tienen
como base la mezcla del azul de metileno, tiazina y eosina. La tia-
zina es azur B segin Giemsa, el cual se puede obtener por oxida-
cién del mismo azul de metileno, el componente eosina por lo

29. Rodak, F.B. Morfologia y Funcién de los componentes Celulares y Examen de
Extendidos de Sangre Periférica. Hematologia Fundamentos y Aplicaciones Cli-
nicas, 2% edicion.; Editorial Médica Panamericana: Buenos Aires, Argentina,
2010; pp 57.
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trum 2016, 4, 1-13. DOI: 10.1128/microbiolspec. MCHD-0032-2016

31. Kay, A.B. The early history of the eosinophil. Clinical & Experimental Allergy
2015, 45, 575-582. DOI:10.1111/cea.12480

32. Marshall, P.N. Romanowsky-type stains in haemotology. Histochem. J. 1978,
10, 1-29. DOI: 10.1007/bf01003411
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regular es eosina Y.% Estas interactiian con la estructura cationica
plana y las sialiladas de la membrana del glébulo rojo, en las re-
giones hidrofilicas y el glucocélix, con capacidad de disolverse en
lipidos. La formacién de especies neutras de quinoneimina pre-
senta mayor distribucion intracelular, por tal motivo el azul de me-
tileno tifie los eritrocitos de color azul verdoso.** El color plrpura
de los nucleos, se da gracias a la interaccion molecular entre la
eosina y el complejo azur B-ADN.* Las propiedades de este tipo
de tinciones dependen del nimero de enlaces de los colorantes con
las estructuras quimicas de la célula, asi como de las interacciones
del azur By la eosina Y (Figura 5).
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Figura 5. Estructura quimica de los derivados de anilina tipo Ro-
manowsky. (a) azur B, azur I, (b) azul de metileno. (c) Tincion ce-
lular por técnica de Romanowsky. 3%

En la tincion de Wright se utiliza el colorante azul de metileno,
en un proceso de oxidacion lenta dando origen a los policromos.
La oxidacién del azul de metileno ocurre en los grupos metilos,
los cuales son eliminados sucesivamente y de esta manera se pro-
ducen derivados metilados de los grupos amino primarios de la
tionina, los cuales han sido considerados por Wright y Keher-
mann.

33. Wittekind, D.H. On the nature of Romanowsky-Giemsa staining and its signif-
icance for cytochemistry and histochemistry: an overall view. J. Chemother
1983, 15, 1029-1047. DOI: 10.1007/BF01002498

34. Wainwright, M., Crossley, K. B. Methylene blue a therapeutic dye for all sea-
sons. J. Chemother 2002, 14, 431-443. DOI: 10.1179/joc.2002.14.5.431

35. Perea-Sasiain, J. Cien afios del colorante de Giemsa. Biomedica 2003, 23, 5-
18. DOI: 10.7705/biomedica.v23i1.1193

36. PDGFR#-Rearranged Myeloid Neoplasm with Marked Eosinophilia in a 37-
Year-Old Man; And a Literature Review - Scientific Figure on ResearchGate.
Disponible en linea: https://www.researchgate.net/figure/Wrights-stain-of-pe-
ripheral-blood-cells-shows-increased-eosinophil-A-and-mar-
ked_figl 313819793 (acceso 2, noviembre 2023)

La composicion del colorante de Giemsa consta del azur B (clo-
ruro de 3-metilamino-7-dimetilaminofenzatonio) y eosina unidos,
los cuales van a actuar a nivel de la cromatina, dando un color rojo
al ndcleo mientras que el citoplasma toma el color azul, gracias a
que el azur I se une a los radicales fosfatos del ADN celular. Segin
Wittekind el colorante azur B es obtenido a partir del azur 1.%°

La tincion de May-Griinwald es una mezcla de eosina 4cida y
azul de metileno, que quimicamente se transforma en eosinato de
azul de metileno (catiénico), los azures y la eosina acida (anio-
nico),¥ siguiendo el mismo fundamento que los colorantes usados

en Giemsa (Figura 6).2
o ®
986! - ‘
s \K‘,CH3 Br X Br
|
CHs NaO 0] 0
Br

(a) (b)

Br

.(.

(c)

Figura 6. Estructura quimica de los colorantes usados en Giemsa
y la tincién celular. (a) Cloruro de metionina, (b) Eosina (eosi-
nato), y (c) tincion celular por técnica de Giemsa.?”8

La tincion de Leishman estd compuesta por azul de metileno con
metanol, una mezcla de alcohol y glicerol como disolventes de los
colorantes, en ocasiones se sustituye por el DMSO (dimetilsul-
foxido) debido a su estabilidad en soluciones acuosas. Su compo-
sicién quimica es el azur B (trimetiltionina), producto oxidativo
del azul de metileno,*® ademas puede contener derivados cationi-
cos de tiazina: azul de metileno, azul A y en ocasiones violeta.*°

37. Tincion de May Griinwald-Giemsa jPipetéalo! Disponible en linea: https:/pi-
petealo.wordpress.com/2016/12/11/tincion-de-may-grunwald-giemsa/  (acceso
4, septiembre, 2023)

%, Hamghalam, M.; Ayatollahi, A. Automatic counting of leukocytes in Giemsa-
stained images of peripheral blood smear. 2009 International Conference on Di-
gital Image Processing 2009, 13-16. DOI: 10.1109/ICDIP.2009.9

39. Fasakin, K.; Okogun, G.R.A. Tincién de Leishman modificada: el misterio se
revela. Brit. Med. J. 2014, 4, 4591-4606. DOI: 10.9734/bjmmr/2014/10855

40. Lyon, H.O.; De-Leenheer, A.P. Standardization of reagents and methods used
in cytological and histological practice with emphasis on dyes, stains and chro-
mogenic reagents. Histochem. J. 1994, 26, 533-544. DOI:10.1007/BF00158587
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Una de las tinciones mas actuales es el método de tincion rapida
conocida como Field, la cual se introdujo para proporcionar un
método rapido de tincién en las extensiones hematologicas de gota
fina. Esta se fundamenta en los principios de la tincién tipo Ro-
manowsky, teniendo como base el azul de metileno policromo y
la eosina, se prepara con fosfato disédico dodecahidratado y fos-
fato monopotéasico para policromar, uniéndose asi a las moléculas
de ARN del citoplasma de los glébulos blancos.*

Conclusién

Las tinciones hematoldgicas y sus modificaciones a través del
avance quimico, el entendimiento de las interacciones moleculares
entre los colorantes y las estructuras celulares son herramientas
que han impactado significativamente en el desarrollo de diferen-
tes areas como lo son ensefianza, diagndéstico e investigacion mé-
dica. Actualmente, se continta en la basqueda de nuevas estrate-
gias con una perspectiva de mejora en tiempos, costo y selectivi-
dad de los procesos de tincion usados en el &rea de Hematologia.

41. Bain, B.J.; Bates, I. Métodos de preparacion y tincion de las extensiones san-
guineas y de la médula ésea. Hematologia Practica, 122 ed.; Elsevier: Barcelona
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