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l. l~TROOUCCJON 

l. l GENEIULJOAOES 

Tradicionalmente las técnicas para la tinci6n dif! 

rencial Je eritrocitos, leucocitos r plaquetas, en d L~ 

boratorio de Hcmatolog1a, han esta<lo basados en la técnl 

ca de Wri~ht, Giemsa, !·lay Grueni<al<l C
59 J, la de Pappenhcim, 

o \•ariantes de ellas, en las cuales el colorante Azul de 

Metileno es su base. El A:ul de !·!et ileno y Eosina [Cl~ 

ruro de mctil-tlonina) es un colorante ~eteroc1clico de­

rivado de una Jibenzotiazina(?BJ y tiene la caracterlst! 

ca en su estructura qutmica Je contener grupos amino en -

los anillos adicionales del heterociclo. Estos ~rupos 

amino constituyen los radicales de su afinidad colorante 

por las estructuras nucleares Je los leucocitos, que a -

su vez es la base Je su diferenciación y apreciaci6n mor 

fol6gica al microscopio. 

a~D ('!(~~ 
'">' ;-::' ¡e~ kÁAJ<~,',; 

Cll3 'il CH3 /:'-t Cll3 
grupos aminados CH3 11 3 grupos aminados 

Azul de Metileno 
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Recientemente fue introducido en Estados Unidos 

por Technicon un sistema de tinci6n para leucocitos con 

un colorante llamado Ftalocianina Cúprica Isoind6lica. -

Este colorante desde el punto de vista qu1mico, es dife­

rente del Azul de Metileno y sus derivados, pues se tra­

ta de una Ftalocianica Cúprica Isoind6lica y no e~ deri­

vado de la dibenzotiazina(ZB). 

La estructura qutmica de este colorante es la si-­

guicnte: 

grupos 

Ftalocianina Cúprica Isoind6lica 

Semejante con el Azul de Metileno la ftalociani­

na tien~ un color azul y quimicamente es una Ftalocianina 

C_úprica Isoindólica (se le llama comercialmente Azul de 

Alzacia) y tiene en su estructura también, grupos ani6ni­

cos amino, que cumplen las funciones fijadoras de este -
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colorante, semejante con el Azul de Metileno en los leu-

cocitos. Los grupos blsicos que tiene el Azul de Meti-

leno y sus derivados de la dibenzotiazina, son los grupos 

orgánicos que se fijan a los componentes bioquimicos de -

los leucocitos en la técnica de ll'right o de Giemsa, parn 

fines hematol6gicos. 

grupos 

Ftalo¿ianina COprica IsoindOlica 

Esta Ftalocianina es un pigmento que se caracteri­

za por dar colores azules o verdes, y es un pigmento in­

soluble en agua; sus soluciones coloridas son estables,y 

hasta hace algunos años sólo se le habia encontrado un -

uso como pigmento comercial y recientemente se le encon-

tró otro uso para los autoanalizadores como es el !lema--

lag D, desarrollado por la Compañía Technicon en Estados 



Unidos, Sin embargo, en nuestro pa1s el uso de estos · 

aparatos no estli muy generalizado, por el costo: por el· 

mantenimiento de sus refaccio!les y por lo cual se pensl5 · 

en sustituir una transferencia de tecnología, y en este· 

trabajo de tesis se refiere como objetivo a este punto y 

también a la síntesis de este colorante para Hematología, 

para llevar a cabo uria técnica manual que pueda ser des!!_ 

rrollada en un Laboratorio de Análisis. Se puede usar· 

esta Ftnlocianina CGprica Isoindl5lica y combinarse con · 

la Fushina y otro colorante de contraste. De acuerdo a 

·Mansbcr,· Saunders, Groner('SO), la Ftalocianina CGprica · 

lsoind6lica identifica a los leucocitos con la ayuda de· 

, ,.. otro colorante de contraste, de ;icuerdo a reacciones cito 

químicas entre los componentes bioquímicos de estas célu· 

las como lípidos, ~cides nucleicos y enzimas, y los gru· 

pos ani6nicos de la estructura quimica del colorante, nn 
tes mencionados, La Tabla No, 1 siguiente presenta los 

componentes bioqutmicos principales de la afinidad tinto 

rial en leucocitos. 

L1pi· RN:\ [lt\,\ l'osfa· 
tasa . Gluc6 Pero.d · 

CELULA dos Al ca 1 i gt.:ItO - das a XX XXX xxxx -na 

Blasto + . ++++ +a++ ncg neg neg 

Mielodtos 1 +a++++ 
+ ++ ++ . neg + + ++ 

1 



'-----11•osta-. L1pi- . R~A DXA tasa - Gluc~ Pcroxi-
CEJ.ULA do:S •. Alca l!_ geno dasa 

. XX •XXX ·xxxx nn 

Metumiclocitos. 
+ 

•:t+.+++ ncg +++ - + ++++ 
.. 

:-leut róf iJ o + ...... 
+ 

segmentado 
... a++++ neg - .. ++++ 

Eosin6fiJos +a++++ neg ++T+ neg neg ++++ 

Bas6filos +a++++ ncg ++++ nC'g ne~ ncg 

'-' + 
Linfocitos - t++-1- ++++ neg •.. ++ + + neg 

Monoc i to:; ++++ + 
+a++ neg ncg neg - 3++ 

~kgacnriocitos 
+ 

++ +++ 
. . - - Jl('~ 

Pla1¡uetns 
+ - .neg neg neg neg ·neg 

rronor,..ob!astos neg +++ + neg neg neg 

l\ormoblastos neg ....... ++ neg neg neg bas6filos 

.~ormob!asto neg ++ +++ neg neg neg policromático 

Xormob!;isto + 
++++ ortocromático ne~ - neg neg neg 

Reticulocitos 
+ 

neg - neg neg neg ncg 

er i t r'lc i tos ne~ 
n.lultos +++.,.++ neg neg neg neg neg 

-
.\lega!ob!asto de ++++ +a•++• neg neg :ieg todos los tipos ne& 

Cuerpos de ncg ++ neg neg ne¡.: neg llowell-.Jollr 

Cuerpos de .luer 
1 

++++ ++ nei: 
1 

ne~ neg i •+++ 
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+leve, ++.rnod~rado, +++medianamente intenso e 

++++ intenso¡ dado por el por~entaje de células que se ti 

ñen.C3Bl 

La Ftalocianina .COprica Isoindólica fue introducida 

como un colorante biológico por Steedman( 3l). Desde -­

aquel tiempo empezó a ser investigada firmemente su utili 

dad en citologla, histoquirnica, histologla, etc. como un -

colorante para la demostración de rnucopolisacáridos. Me, 

Manus y Baillie(3ll usaron el colorante para teñir fibro­

blastos, Dane y HermanC3l) usaron la Ftalocianina COprica -­

Isoindólica para teñir rnucina, queratina y prequeratina. 

Goldstein uso la Ftalocianina COprica Isoind6lica dentro 

del mecanismo de tinción de mucina. Así concluyó que la 

selectividad de la Ftalocianina COprica Isoindólica depe~ 

de particularmente de la dimensión de su larga estructura 

(corno demostró por sus experimentos en diálisis y por la -

alta porosidad de la estructura de los bas6filos los cua-
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les acepta y están coloreados por esto. Wismar C3l) us6 

la Ftalocianina Ctípriéa ·1soid61ica con Hematoxilina pari. 

teñir cortes de tejidos ... 

Pantalla del 
Hemalog D 

La explicaci6n de esta pantalla del osciloscopio -

demuestra la actividad de las partículas. S6lo señales 

sobre las lineas más bajas horizontales son leucocitos. 

La pantalla est!í dividida en 7 regiones numeradas. La · 

~o~laci6n de leucocitos está caracterizada por su posi-· 

ci6n en la pantalla: región l; regi6n pequeña de linf~ 

citos; regi6n 2: células· largas no teñidas (LUC); re· 

gión 3: monocitos .débilmente peroxidasa positivos, en · 

la.s regiones 4 ,.~s. y 7 neutr6filos. 
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Ehrlich(69) estableció las bases de la diferencia-­

ci6n morfológica de l~s c~lulas hemáticas en base a col~ 

rante de anilina, los colorantes de anilina consisten en 

sales de ácidos y bases. Este investigador unió los -

color~ntes ácidos y básicos llamándolos neutros. Los c~ 

lorantes policromáticos gracias a la unión de colorantes 

ácidos y básicos se mejoran las propiedades tintoriales -

y además se prolonga el colorante resultante. Al coloran 

te de anilina se le denominó "colorante tri:icido de 

BhrlicW', que actualmente ya no tiene uso práctico. 

Jenner( 69 ) utilizó el precipitado de la Eosina mez­

clada con el Azul de Metileno, y posteriormente le agre­

gó metanol para así obtener una sustancia colorante y fi 
jadora al mismo tiempo. El colorante de Jenner, o colo­

rante de May-Gruenwald en esencia act6a bajo el mismo m~ 

todo pero no tiene la capacidad <le que se observen los -

detalles leucocitarios, las plaquetas y los n6cleos de -

los parásitos. 

Romanowskyl 691 observó que uniendo la Eosina con el 

producto del Azul de Metileno enmohecido se forma el Azur 

de Netileno, que es el producto de la reacción del Azul -

de Metileno,y tiene un color rojo purpdrco; posteriormen­
te ~alachwski observó que con este colorante metacromáti-

co se observan formas que no aparecen en los de Jenner o 
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de May-Gruenwald y que el Azul de Metileno se puede obt~ 

ner por la alcalinización del Azul de Metileno para des 

pués mezclarlo con Eosina. 

Continuaron las numerosas modificaciones del méto-

do de Romnnowsky. Una de ellas es la de Wright( 69 ) que 

es la de mfis apl icaci6n actualmente en los Laborator los -

·de Hematolog1a. 

I.1.1 CLASIFICACION DE LOS COLORA~TES 

Con algunas excepciones todos los coloran--

tes sintéticos son compuestos org§nicos arom§t icos. Ellos 

pueden estar divididos dentro de dos grupos principales: 

no i6nicos y i6nicos (catiónicos y aniónicos) C3tl. 

El Indice de Color clasifica a los coloran-

tes aniónicos como leidos, b§sicos, directos y mordentes 

de acuerdo a su uso en la Industria Textil. 

La molécula del colorante no-i6nica consis-

te en tres parte~ principales llamadas el crom6gcno, el -

cromóforo y el aux6cromo. 
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Un crom6geno es aquella sustancia arilo sin cambi~ 

la cual es coloreada en virtud de.q~e contiene urt crom6-

foro como parte d~ su. estructuri: 

Un crom6f oro es una configuraci6n que tiene uno o 

mis grupos de enlaces. El crom6foro es responsable de 

que el crom6geno sea colorido. 

Conectando el crom6geno del colorante a un i6n o · 

no- Hin (.arma el grupo lla:nado aux6cromo, .que pueden ser · 

divididos en dos grupos según su funci6n. Un coligador -

es una clase especial de aux6cromo y por su naturaleza -

puede ser ~cido o blsico y puede ser cargado positiva o -

negativamente. En los colorantes el coligador est~ sin -

carga. La funci6n del coligador cargado es transformar -

el crom6geno dentro del colorante i6n y facilitar mas tar 

<le la uni6n con sustancias de carga contraria. 

En la tabla ~o. II de colorantes (pag 12) son cla­

sificados de acuerdo a la funci6n de sus colígadores. 

Los coligadores ~ciclos rn~s importantes son so 3-, -

HS03·· Naso~. COOH, NaCOO, OH, sao y KO. Todos estos 

grupos son conocidos como colígadores ani6nicos de una 
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clase u otra, pero los coligadores OH y COOH tambi~n ocu 

rren en algunos col~rantes cati6nicos. Los co ligadores 

. bfisicos m5s importantes son N+, NH
2 

y NH. Estos est:in -

dentro de los colorantes cati6nicos de una clase u otra.C3I) 

·Se explica la fijación de los colorantes como un -

fenómeno f1sico-qu1rnlco, explican qu~ la entrada de los 

colorantes a los tejidos, es por 6srnosis. La fijación -

del colorante dentro de los tejidos es por propiedades -

de afinidad electrónica de grupos con cargas( 40l. 

La Ftalocianina Cúprica Iso-Ind6lica (colora"nte ca 

tiónico Clase 1). 



Clase 1 
. .l.cido 

¡ 

I.1. 2 TABLA No. II. ··.·· -

GRUPOS DE COLORANTES ~OR SUS CARACTERISTICAS:}QÚIMICAS ( 3 l) 

COLORANTES s INTETICOS ORG,\NrcósJ: ,- ' ' ·. 

Grupo I 

Colorantes ~o-i6nicos 

Grupo 2 

1 --- -,- --- 1 
Clase 2 
Basico 

Clase 3 
:\eutral 

Clase 4 
Anfotéricos 

Clase. 1 
Colorantes totalmente 

básicos 

Grupo 3 
Colorantes Ani6nicos 

1 
t 

Sub-Grupo 1 

Colorantes Totalmente Acidos 

Clase 2 
Colorantes b~sicos teniendo 

canales-lado ácidos 

c1Je 3 ---- c1d~~-4- . c1ds~ 5 - -·~se 6 1 Clase 1 
Colorantes que carbo 
xilaron sin grupos -
OH 

Cl¡ase 2 
Colorantes que car­
boxilaron sin ~ru--
pos OH ~ 

Colorantes que sulfo 
naron sin grupos mr 

Colorantes que sul 
fonaron con grupos 
OH 

Colorantes que sul 
fonaron con grupos 
carboxilo y grupos 

Con grupos OH co 
ellos los coliga 
dores 

1 
Sub-Grupo 2 

Colorantes débilmente anfotéricos 

Clase 1 
Sin Grupos OH 

Clase 2 
Con Grupos OH 

OH . 

Suh-Grupo 3 

Colorantes moderada o fuertemente anfótéricos 

Clase 1 
Con Grupos OH 

Clase 2 
Con Grupos OH 

---.-¡ 
Clase 3 

Con "Grupos ·.·OH·. con s6lo 
sus cóligadores ácidos 
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I.1.3 DIFERENCIAS Y SIMILITUDES QUIMICAS ENTRE EO­
SINA AZULADA Y VERDE DE METILO 

La eosina azulada es una sal disOdica de 41: 

5' -Dibromo-2', 7' -dinÚrofluoresce1na; hidroxiclibromo 

de sodio tlinitro-o-carboxi-fenil-fluorina. Es soluble -

en agua con fluorescencia verde y es soluble en ~lcali, 

Se usa para teñir madera, algodón y papel. En Histolo-

g1a y Hematolog1a se usa en la t~cnica de Kright como el 

colorante de contraste para ver las tinciones ele epite-­

lio, fibras musculares, ver el nlícleo que se tiñe de co-

lor morado. Paredes celul6sicas y es un colorante cito 

pl~smico. Proviene de la nitración Jcl ~·, S' -dibromo-

fluoresceína. Tiene por fórmula desarrollada(l), 

o 

Eosina Azulada 
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El Verde de Metilo es una doble sal de color 

pardo muy obscura o negro grisáceo, Soluble en agua y 

.poco soluble en alcohol que forma soluciones azules-ver-

dosas. Es soluble en hidr6xido de sodio con precipita-

do rojo-violado. Se utiliza en la industria para imprl 

mir y teñir textiles y como tinci6n biol6gica. Tiene -

una estructura que tiñe los núcleos de los leucocitos de 

color verde. Su f6rmula quimica es(ll, 

Verde de Metilo 

I .1.4 OBTENCION DEL ANHIDRIDO S•\MINO FTALICO 

El anh1drido 5-amino ftAlico se puede obte--

ner a partir de la (l-naftil amina por la oxidaci6n con-­

trolada, usando como catalizadores el sulfato mercuroso -

en medio ácido, este paso de síntesis no se realiz6, sino 



'· 

1 5 

que se cont6 con el anh1drido 5-amino ft:1 lico (ZS) 0 

83 oxidnci6n 

"ta) 
(O) 

H2N 
HgS0

4 

(3-naltil amiro 
11 o 

anh1dr ido 5 amino ftálico 

El anh1drido 5-amino ft~lico reacciona con 

la urea para dar e1 4-amino ftalonitrilo, formado, reac--

cionar~ con el cloruro cuproso, para originar la Ftaloci! 

nina Cúprica lsoind6lica, condensándose en cuatro molécu-

las. En esta reacción. 

,, a\r:º 
H2:-l~C/~2 ,, urea 

e; N 

N 

anhídrido 5-amino ft:1lico O ~-amino ftalonitrilo 

amino-ftalonitrilo + 2 CuC1
2 



-1- \ 
/ ' 
' \ 

Ftalocianina Cfiprica IsoindOlica 

16 



11. OBJETIVOS 

1) Con '1a Ftalocianina Cúprica Isoind6lica una t~c 

nica de tinci6n manual para los leucocitos. 

Z) Sintetizar qulmicamente a este colorante en el­

Laboratorio para ser usado en la tinci6n hemato 

16gica. 



III. HIPOTESIS 

Con el colorante de Ftalocianina Cúprica Isoind61i­

ca se observa una morfología leucocitaria, eritrocitica • 

y plaquetaria simple y adecuada. Esta tinci6n sustitu! 

r& a la del colorante de Wright y otras. 



IV. MATERIAL Y METODO 

En el Hemalog D, de la Compañia Technicon los leuc~ 

citos son contados por medios computarizados en los aut~ 

analizadores, pero por otra parte ~ensamos que se pueden 

realizar también manualmente con la ayuda de un microsc~ 

pio de luz y un objetivo de inmersiOn y fué necesario e! 

perimentar a este respecto, encontrando diferentes con-­

centraciones tanto, de reactivos y tiempos necesarios p~ 

ra que ocurra la tinciOn hematolOgica y que se aprecien-

buenas im~gcnes y también contables qe los leucocitos al 

microscopio (ver fotografías pag 26-33). 

Estas condiciones son diferentes de aquellas que se 

utilizan en los aparatos auto~atizados como el Hemalog D, 

que es en la detecci6n osciloscOpica y es diferente para 

su conteo porcentual. 

Material y Método 

Primer colorante de Fta loe ianina Cúprica I soind61ica 

Se prepara una soluci6n de: 

l. Verde de Metilo 1 gr. 

2. Solución de acetato de sodio 0.1 N cbp. 100 ml 
de etanol aiustar el nH a 4.2 
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3. Ftalocíanina C(!prica Isoirrdólica lgr. 

4. EDTA lOOmgr.' 

.5. Cloruro de cetil piridino 5-6 gotas 1% (500 mgr 
·10 ml de metanol). 

6. Tween 20, 5-6 gotas al 1% (O,l ml· 10 ml de me· 
tanol). 

I¡isolver los colorantes (1 y 3) en la solución -
dos, verificar ~! a 4.2 y ajustar 4, 5 y 6. 

7. Affadir 25 rnl de H20 destilada, se calienta pa· 
ia disolver el colorante. 

8, Se agregan 25 rnl de propilenglicol, se calienta 
hasta ebullición y luego se filtra en papel f i.!, 
tro Watmann N z. Se checa el pH a 7.4 y sino, 
se ajusta. 

Segundo Colorante de Fushina. 

l. Se prepara una soluci6n de fushina 

a) Se p repara una solución de fushina 1 gr. 

b) Disolviendo el HCl ZN. 

2. Se prepara una solución de NaN02 
a) Se disuelven NaN0 2 al 4% (disolviendo l gr 

en 25 ml de agua destilada). 

A la hora de preparar el frotis se disuelven la so­

lución de fushina hexazotizada con nitrito de sodio. 



Buffer de Wright 

Fosfato disódico 

Fosfato monopot~sico 

Agua destilada 

4.539 gr 

5. 940 gr 

100.00 ml 

21 

De ésta soluci6n tomar 9.54 ml y aforar a 2 lt de -

agua destilada y checar el pll entre 6.4 y 6.S 

TECNICA 

l. Hacer el frotis. 

2. Dejar secar al aire. 

3. Fijar con metano! 98\, dextrosa 1.5\, resorci-­

nol 0.5% y fluoruro <le sodio 84 mg. 

4. Secar con pistola de aire 30 segundos. 

S. Teñir con el colorante 1° de Ftalocianina Cúpr! 

ca Isoindólica 10 minutos. 

6. Lavar con Buffer de Wright. 

7. Contateñir con el colorante preparado de fushi­

na y nitrito de sodio 30 segundos. 

8. Lavar con Buffer de Wright 5 minutos. 
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9 Secar con pistola de aire. 

10 Observar. 

ial 

Portaobjetos 

~ceite de inmersi6n 
Sangre con anticoagulante (oxalato de sodio) p~ 
ra el frotis. 
Frascos para guardar los colorantes. 

Goteros. 
vasos de precipitados para hacer los lavados. 

Pistola de aire caliente. 

Papel filtro Watmann # 2. 

Cámara reflex 

Lente macro marca "Cano" 

Material y N&todo 

Material 
3 matracas de 250 ml de erlenmeyer 

baño mar1a 

aceite 
l term6metro de -lOºa 250ºC 

1 embudo Buchner 

1 matraz kitasato de 250 ml PYREX 



mechero con manguera 

soporte 

tela de alambre 

embudo de talle largo 

tripie 

burcta 

2 matracas aforados rle 

' vidrio de reloj 

Sus.tanc ia,s 

anhidrido 5-amnio ft~lico 

urca 

cloruro cuproso 

h
2
so

4 
(O. l N) 

etanol 

agua destilada 

Espectrofot6metro C6leman 

TECNICA 

250 ml 

ó,O gr 

8. O gr 

2. O gr 
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En un matrDz que contenga la urea y el leido bórico 

se introducen en un bafio de aceite luego calentando a 

180°- 200ºC. La urea, el ácido bórico funden en una me! 

cla transparente )' desprendiendo amoníaco. Cuando la -
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temperatura interior llegue a lSOºC, se agrega una mez­

cla pulverizada, de cloruro cuproso y del anh1drido 5- -

amino ft~lico. Con el tcrm6metro introducido en la ma-

sa fundida, se vigila la temperatura entre lSOºC y 180°~ 

y se mezclan el polvo agregado de anhidrido 5-amino ft~­

lico y cloruro cuproso, conviene tapar la boca del .matraz 

de éste con vidrio de reloj con objeto de evitar pérdidas 

del anhidrido 5-amino ftllico por sublimación de esta -­

sustancia. 

Al afiadir la mezcla de clorur~ cuproso se produce -

primeramente un color verde que termina transformlndose -

en un colorante azul con brillo purpúreo que es la Ftalo 

cianina Cúprica Isoind6lica, la mezcla debe quedar total 

mente seca, lo que ocurre al cabo de 30 minutos de cale.!! 

tamiento. 

El producto obtenido se filtra y se recristaliza de 

etanol o CHC1 3 se lava con un poco de agua, se acidifica 

con ac. sulfúrico (O.l ~) y se seca al vacío en Buchner. 

El anhidrido 5-amino ftllico se puede conseguir en -

el comercio puede ser sintetizado, nosotros lo obtuvimos 

comerciálmente. 
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Esta Ftalocianina CCiprica Is'oind6lica puede ser iden-

tific~da por su espectro de absorci6n ya en la zona de uv 

del E. P. da un mlíximo de absorci6n entre 600 y 650 nm -

de longitud de onda (A) o una absorci6n de O, 4 a 0,6, -

lste serta un esquema de su espectro de absorci6n ultra-

violeta. 
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V. RESULTADOS 

Los resultados obtenidos en las siguientes prepara-

ciones obtenidas y coloreadas con este método de tinción, 

usando como base el colorante heteroc1clico Ftalocianinn 

Cúprica Isoind6lica, se presentan en las siguientes· jicr~ 

fotograf1as, y esquemas que hemos interpretado en ellas. 

Estas fueron obtenidas usando un microscopio SPENCE 
4ox/0,6S modelo A¡o DARK PHASE y usando objetivo de au-­

mento 4ox/0.6S y usando una camar~ reflex marca· Cano y -

lente macro marca Cano modelo PX-64 CB, POLAROID: MINI· 

PORTRAIT, HITACON AUT0-3000 S. 

ExplicaciOn de las fotografías en color. 

PlG. tinci6n de Ftalocianina Cdprica Isoindólica-

Pushina. Gr~nulos de colorante. En el sentido siguiendo 

las manecillas del reloj se aprecia en el centro un Jeu· 

cocito, cromatina azul, citoplasma de color pardo r núcleo 

masivo. 
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FIG.1 Fotograf1a en color. 
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FIG. 2 .Tincil'>n de Ftalci~iani.na•C(Jprica'Isoindillica-
. .. í 

::::~: ;,, · ,, ;:~:.;,;;;;,~;:;i~;¡:r;;~;,,;,~1;;;~;;:;:::: ·· 
CCipr ica. IsoindilHca::, antes'de;Ha'tincil'>?~''rii,;tampoco.se ·· 

:l. m:rá
5

:g.e: vn···~ei:s'. 1o;b}:t,',e~:n¡~1,¡d~a'.ts~'P!ª!·:··r~=ªf mf ~;·~~~~t~f .~t1~1·~ª•ts,A,c;.'º~n;.;mdi:1•~c,:1: ;º,' ~ 
'tratar de.ajus.tar. 

nes de la. t~cnica.· 
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FIG. 3 Tinci6n de Ftrilocianina Cúprica Isoind6lica­

Fushina, Gr~nulos de colorante, Resi~uos~de ieucocitos 
. . ·,. ', .. ~ . . :· ·-. ' - ' 

polimorfonuci"eares, se. ap~ecian: sus núcleos .. azurés, mem-

branas no muy 't~ñldas, falÚi Úempó' d~ \Í.nÚ6npara: con­

trarrestar>• hubó plasm6l:isis; nDc1~6{:"te~i.dos ae'azul y 

citoplasma colór pardo a l,as cua~io y c~hc.~ de ia: tarde -

en sentido de las manecillas del ·relcij. 
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' ' 

FIG. Tinci6n, ,de Ftalocianina CCipfica, isoind6lica -

::: :::·;,,',:~~j!~~if t~;;~~i~iil~~l~~Í~v~;::t::::::: 
cromatina ret iculai\'.úizúfi'0):'i topbsmiú si'n'::teñ'ir /~ se,,apré-

·. : .. : .~ --- ):: : ~-\\~=~1 :·:;'_~;-:::.~~'.'.l~;J,:;~;~;1.~~7~!~i~~::~-~~~);;~i~:~$i;_;:Y.;:i~1~,\'>i : .. ;,. :~;,:~:~~;1;v:.1J:JJ(';j:t:L~t.-,:;· : .: · 
cia '1a ,forma¡,:arr,lñónadaii;'/del{nt'¡Cleo ánúlaciónes' cito - ~ 

p l1i sm ic as ; '.:~¡f i~~j~].~;~;i~if '::f:~~0~~'.t,J;;~~'1i~~;j ' ' 'f~;,;;~t: ~en t ~ o 

se ob~:~;V~ :Jk ,)i;[~¡~n~~,, éon', ázul, 
. ~' ;,- :1:!.( .. ; ~· 

por contraste se observ~ su m~~b~~na ~iÍ~pl~~m1itica, bien 

limitada la membrana nuclear, apreciación de cromatina m~ 

siva, se aprecia claramente una zona vacuolada y una con­

centraci6n de cromatina scgOn ln grlfica. 
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F IG. 5 Tinc i6n de Ftaloci~nina Cúprica I soind61ica-

Fushina. Esta imagen se seleécion6 para. dení~strar la -

imagen en los .eritrocitos, se aprecian algunos grlínulos -

de color también. 
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FIG. 6 Tinci6n deiFtaloci~nina Cúprica': i:soind6Üca­

Fushina. '. ·,~· l:as ,once de ·1~' noche/ este.~ampo de. tfoci6n · 

,::,:::::i~~~il:i~~i~tl~~~{~iííi{~~~l~i;~f l~tf #:::º'. 
dos neutr6filos:'cada''uno ,de ellos' con' tr,es' segmentos, nú­

~ .,;->'.-.. f:--: '.t:~:~ }~·:i~/~f;;70\~ :f/¡>r:, . .-~t :~'.~_·:.::/:::fr.~.~·; ~: .. _f;:;:::\~,~:f :·~~·.,, '.'._~,:;\:, ~;iC-":.:,.,_ ·, · ·,. 
e leo .azul',. ·e1· :'otro:·se.: encuentrii':: a: 1 las.'•l!eii!':'de<'la tarde; -

Granilladories d.to;ia:s~:itic¿~; ~e;Ür~Úto~ pardos. 
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FIG. 7 Tinci6n d~.Ftalocianina Cfiprica Isoind61ica-­

Fushina. En.el ceritrci.yala,sdiezd~l~nri~he: .. Este --

:::;;,;;~~~~~if liE:;i!~J~i~Jl}Jt1~l~t::~:;~11.~ 
do~·, neutr6filils:uno::con:dos,i!!.eg~énto.s··y~'ot'r.!>i,con; ;:;~s· 
.segme~~~·~:·'i>~i" ~¿~~~;~·•··~~'e\¡~·~:~~·~~~··iri~~l~~'.,"I;a~~~~n• ta~ 
bién en el citoplasma granulaciones teñidas en color par-

do. 



VI. DISCUSION 

La técnica empleada seria sumamente fitil en la dif! 

renciación de padecimientos infecciosos ·generales como · 

es el caso de la mononucleosis infecciosa en el que se · 

tifien perfectamente el nficleo de color azul y el cito~­

plasma de color pardo los linfocitos. 

En la Compafi1a de TECHNICON se utiliza saponina p~ 

ra destruir los eritrocitos, pero en este trabajo ,exper! 

·mental no se ocup6 saponina, por lo cual los eritrocitos 

no se destruyen y por esto sin·e esta técnica, para deter 

minaci6n de ti pos de anemia. 

El anticoagulante usado en esta técnica fué el oxa· 

!ato de sodio que como sabemos actfia sobre el factor V -

de la coagulaci6n y el calcio y no altera la morfologia · 

de los leucocitos en pequefias cantidades que es lo que · 

tratamos de identificar. 

La temperatura a la que estuvo sometida la muestra· 

fué de lOºC, se refrigera al inicio del experimento pue! 

to que a altas temperaturas las células de la sangre to­

tal y sus enzimas se desproteinizan y aumentan su activ! 

dad enzimltica. Lo mis factible es bajar la temperatura 

para que los componentes Je La célula se conserven mfts · 

tiempo y se puedan obtener frotis donde se observen lo~ -
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leucocitos mejor. 

Esta t6cnica de tinci6n para la diferencial de leu 

cocitos es confiable porque es reproducible aunque no es 

exacta. 

Los m6todos del cloroacetato de esterasa y esterasa 

inespecífica proveen algunas ·ventajas sobre los métodos -

descritos ~orno es el caso del PAS). Estos métodos son 

simples, reproducibles y la locali:ación de la enzima es 

prcc isa, Los productos de la reacción son altamente 

cromógenos e insolubles en muchos solventes orgánicos, 

Los frotis tenidos por esos métcdos pueden ser prepara-­

dos en Permount )' guardados permanentemente. 

Varios autores han usado de esterasa inespec1fica -

con el marcador de enzima para monocitos. En sus méto-­

dos los mielocitos exhiben una actividad clara y fuerte 

pero pueden ser diferenciados de los monocitos por tener 

una actividad en presencia de fluoruro. En el método -

en el que se utiliza acetato de <>l.-naftil y fushina he­

xazotizada, la actividad enzimática de los granulocitos -

l!S difusa y muy débil, considerando que la actividad de -

los monocitos es muy fuerte y granular. El contraste 

entre esas dos es tan marcado que no es necesario usar -

fluoruro para ampliar mis la diferenciación. Este móto 
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do es muy fitil en la identificaci6n de monocitos e his­

tiocitos en frotis' y determinando la pureza de la prepQ_ 

raci6n de linfocitos, 

La combinaci6n de 111s métodos para la estcrasa inc~ 

pecífica y el cloroacctato de estera provee· un signifi­

cado. obj ctivo y cxatto demostrando monocitos y granulo­

citos simult~neamente en muchas preparaciones citológi­

c1;1s. En l'IS leucemias agudas esta combinación de mét~ 

dos citoquímicos es superior a la tinción de Romeno~sky 

en la identificación de células y puede auxiliar en la -

difcrenciaci6n del diagn6stico de algunas leucemias mo 

nocíticas o granuloc1ticas. En Muy raros casos se de­

muestran micloblnstos con poca o nula actividad del clo 

roacetat o de esterasa, el método incspec1Cico de la es­

terasa-pero~id~sa puede ser usado en lugar del método -

del cloroacctato de esterasa. 

En el método de la peroxidasa los monoc itos y los -

granu}ocitos son positivos. Es frecuente experimentar 

que esos dos tipos de células puedan ser diferenciadas 

por la reacción de la peroxidasa por la actividad de e~ 

ta enzima en los monocitos es m~s debil que la encon­

trada en los granulocitos por cualquier técnica, pueden 

tener una fuerte actividad de la peroxidasa, mas que de 
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los monocitos. Esta difercncfa cuantitativa entre las -

actividades de las enzimas de los monocitos y los granul~ 

citos puede ser despreciable cu~ndo un mftodo es sensi-­

tivo usando el método de Kaplow. En lo que respecta a -

esta reacci6n del cloroacetato de esterasa es mds inespe­

cífica para los granulocitos que la reacci6n de la peroxi 

<lasa. 

Los métodos del cloroacetato de esterasa y peroxida­

sa fueron examinados para determinar la habilidad para -­

teñir los mieloblastos en la sangre de pacientes con leu­

cemia aguda. El método de ~aplow fué el m~s sensitivo -

para el método de cloroacetato de esterasa. La combina-

ci6n técnica del cloroacetato de esterasa y peroxidasa -­

pueden probar que es mds sensitiva la identificaci6n de 

mieloblastos en una leucemia granuloc1tica aguda que cual 

quiera de los mtitodos por aislado. 

Generalmente se acepta que los neutr6filos, eosin6-

filos. y granulocitos bas6filos son derivados de 1 mielo-­

blasto comOn y un promielocito. Si esto es verdad, después de 

rastrear las conexiones del sistema de enzimas o productos metab61i-· 

cos intermedios debería ser encontrado en esas células. De -

cualquier modo cuando los granulocitos fueron examinados 
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con peroxidasa (cianuro-resistente o cianuro-sensitivo) -

cloroacetato de esterasa y metacromasia, s6lo los granu­

locitos neutr6filos (pero no los eosin6filos o basOfilo~ 

demostraron que se podían rastrear conexiones con mielo­

blastos. y promielocitos. El mielocito eosin6filo y sus 

descendientes difieren porque sus mieloblastos y promie­

locitos tienen grlnulos metacromlticos y son muy débiles 

de actividad de cloroacetato de csterasa y peroxidasa. -

Esos lineamientos encontrados en los eosin6filos y en -­

los granulocitos bas6filos pueden ser derivados de algOn 

mieloblasto o promielocito que son diefercntcs de la cfi 

lula madre o de los granulocitos neutr6filos. Esas c!­

lulas jóvenes son cianuro-resistentes a la actividad de -

la peroxidasa o con grlnulos metacromlcicos presentes en 

los frotis de pacientes con o sin leucemia de la mfidula 

Es muy raro en los teñidos de frotis de pacien--

tes con leucemia escogidos para este fin que no se les -

encuentre leucemia. Considerando que los frotis de pa-

cientes con leucemia granulocltica cr6nica que presentan 

eosinofilia o basofilia de células j6vencs se han encon­

trado difícilmente. 
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VII. CONCLUSIONES 

l. El diseno de una ~!cnica manual para la tioci6n­

de leucocitos usando el colorante heteroc1clico Ftalocia­

nina Cúprica Isoindólica puede ser llevado a cabo en un -

Laboratorio de Anllisis Clínicos que cuente con el equipo 

sencillo de tinci6n. 

2. La síntesis de este colorante sí es posible, P! 

ra actualmente por la situaci6n de nuestro país para obt! 

ner las materias primas, s6lo lo logramos parcialmente. 
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