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RESENAHISTORICA

Cien anos del colorante de Giemsa

José Perea-Sasiain

Laboratorio de Microscopia, Seccion de Biologia Celular, Departamento de Morfologia,
Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia, Bogota, D.C., Colombia.

Esta es una revisiéon general de los trabajos previos y subsecuentes al hallazgo del colorante de
Giemsa, con énfasis en los azules de metileno policromos. Se presenta un breve bosquejo biografico
de Berthold Gustav Carl Giemsa, asi como de la constitucién y mecanismo de accion de su colorante
y el resultado de analisis Unicos por HPLC de su azur Il (azul de metileno, 63,6%; azur B, 28,6%;
azur A 4, 4%; azur C, 1,4%, y tionina, 1,9%). Por tanto, el azur | no era 'puro’ sino una mezcla de
tionina y todos sus derivados metilados en los grupos amina 3 y 7, muy probablemente preparada
por oxidacion del azul de metileno en medio &cido como lo definio Lillie. Se tabulan los usos del
colorante de Giemsa informados durante los Ultimos 32 afios.

Palabras clave: Giemsa, azur, azul de metileno, azul policromo.
Giemsa stain: one hundred years of discovery

Research work associated with the development of Giemsa stain is revied, with emphasis on the
methylene blue polychromes. A short biographical sketch of Dr. Berthold Gustav Carl Giemsa is
presented, alonf with the composition of his original formulation and its mec. HPLC analyses of his
azur Il indicated the following composition: methylene blue 63.6%, azur B 28.6%, azur A 4.4%, azur
C 1.4%, thionin 1.9%. Azur | was not “pure”, but rather a mixture of thionin and all of its 3 and 7 N-
methylated derivatives. Lillie inferred that it was probably prepared by an acid oxidation process.

Applications of Giemsa stain reported in the last 32 years are tabulated.

Key words: Giemsa, azure, methylene blue, polychrome methylene blue.

Antecedentes histéricos

En 1880, Laveran comunicé (1) sus observaciones
sobre lo que se llam6 hematozoario y lo postulo
como agente causal de la malaria (paludismo): el
mérito extraordinario de ellas radica en el hecho
de que los microscopios de luz en su época
todavia no tenian totalmente perfeccionada la
Optica de alta resolucién y el condensador de luz
de Abbe (que hubiera facilitado la observacion sin
tefiir los parasitos) no se habia aun generalizado.
Igualmente, Laveran tuvo que vencer la
aseveracion, generalmente admitida en ese
momento, de ser una bacteria el agente causal
de la malaria.

La tincion diferencial de la cromatina y el
citoplasma de los plasmodios mediante el uso de
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soluciones de eosina amarillenta y de azul de
metileno (figura 1, I), esta Ultima envejecida, segln
la leyenda, con una pelicula superficial de moho,
fue publicada por Romanowsky en 1891 (2) y
resolvio toda duda que pudiera quedar sobre el
papel de los plasmodios como causa directa de
la malaria.

La siguiente década se caracterizé en este campo
por la busqueda de mezclas colorantes que
aseguraran la tincién sistematica de dicha
cromatina. Este periodo ha sido muy bien relatado
por Woronzoff-Dashkoff (2), como se resume en
el cuadro 1, con otras referencias a trabajos sobre
esos colorantes (3-23).

Policromos del azul de metileno

Policromo significa de muchos coloresy, en este
caso, se refiere a la capacidad de tefiir asi que
tiene un colorante. Las soluciones de azul de
metileno se oxidan lentamente y eso explica el
hallazgo de Romanowsky, pero no si el moho
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Cuadro 1. Antecedentes histéricos hasta el colorante de Giemsa.
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Afo Autor T rabajo reportado Referencia
1871 Caro* Sintesis de la eosina amarillenta (figurala) 3 (p. 4426)
1876 Caro* Sintesis del azul de metileno (figura 1b) 3 (p. 4470)
1882 Koch* Tincién Mycobacterium tuberculosis con azul policromo 4
1884 Loeffler* Tincién Corynebacterium diphteriae con azul policromo 5
1885 Sahli* Azul policromo por tetraborato de sodio (b6rax) 6
1885 Bernthsen* Sintesis industrial mejorada del azul de metileno 7
1885 Bernthsen* Preparacion del azur de metileno por oxidacion del azul 7
1885 Simon* Propone la formacion del azur por desmetilacion 3 (p. 4470)
1888 Chenzinsky Tincion del Plasmodium en azul con AM y EA 2
1890 Plehn Tincién del Plasmodium en azul con AM impuro y EA 2
1885 Unna* Azul policromo por accién de carbonatos alcalinos 8
1891 Malachowski Tincién roja cromatina plasmodial con EA-AM y bérax 2
1891 Romanowsky Tincién roja de la cromatina del plasmodio con EA-AM 2
1895 Bremer* Precipitacion del eosinato de azul de metileno 9
1899 Nocht Separacion del azur (‘rojo’) del azul policromo 2
1899 Jenner Preparacion eosinato de azul de metileno 10
1899 Laveran-Borrel* Tincién con azul policromo por éxido de plata 11
1901 Leishman Preparacion eosinato de azul policromo 12
1901 Reuter Preparacion eosinato de su azul policromo 13
1901 Lazear* Tincién del plasmodio con eosina y azul policromo 14
1902 May y Grunwald Tincién de sangre con eosinato de azul de metileno 15
1902 Wright Tincidon de sangre con eosinato de su azul policromo 16
1902 Giemsa Preparacion de azures I* y Il y su mezcla con eosina** *17, **18
1904 Giemsa Puesta en punto del colorante de Giemsa 19

* Caro sintetizé tanto la eosina amarillenta (EA) como el azul de metileno (AM), pero debe tenerse en cuenta que en 1885,
Bernthsen realizé una nueva y excelente sintesis industrial del azul de metileno cuyo uso aln se mantiene. Esta sintesis tiene
una fase final de oxidacion con bicromato de potasio, por lo cual se produce algo de azur B (8 muestras tuvieron un promedio
de 4,1% con minimo de 3,0% y méaximo de 5,1%) (20), que acompafia al azul de metileno del comercio, asi se trate del méas
'puro' y los intentos para purificarlo determinan casi siempre un incremento en su contenido de azur (21). Su purificacién (22)
por extraccién es laboriosa y no se justifica salvo para estudios o usos que ameriten su homogeneidad, en particular los que
se hacen con seres humanos vivos. Ehrlich, citado en primer lugar por Woronzoff-Dashkoff (2), realizé los primeros trabajos
biolégicos con azul de metileno (23), como lo reconoce elegantemente Bernthsen.

acelerd el proceso. La oxidacion del azul de
metileno se realiza sobre los grupos metilos
eliminandolos sucesivamente y se llega a producir
todos los derivados metilados en los grupos amino
primarios de la tionina, incluso ésta (figura 1, VI).
El factor que no fue seriamente considerado por
casi ningun autor, aparte de Kehrmann, es el hecho
de que los compuestos demetilados siguen siendo
oxidados vy, por tanto, es imposible obtener un
producto intermediario de dicha cadena sin que
existan sus antecesoresy los subsecuentes (24).
Bernhard Nocht separ6 el colorante que tifie, en
asocio con la eosina, la cromatina del plasmodio
y lo llamé “rojo del azul de metileno”.
Posteriormente, su colaborador principal en el area
quimica, Giemsa, mostré que ese colorante es el
gue Bernthsen habia llamado azur y habia

considerado, equivocadamente, que era la sulfona
del azul de metileno.

Kehrmann demostro (24) que el azur es lamezcla
de, por lo menos, dos derivados demetilados del
azul de metileno: el azur B (figura 1, I) o
trimetiltionina y el azur A (figura 1, IV) o
dimetiltionina asimétrica.

Métodos para obtener azul policromo

Como sefialé Lillie en sus publicaciones
fundamentales (25,26), los métodos de oxidacion
usados se pueden dividir en dos grupos: acidos y
basicos (figura 1). Los primeros métodos para
realizar una oxidacion progresiva de la solucion
del azul de metileno mediante el uso de bases se
utilizaron en bacteriologia: Koch y Loeffler
demostraron los bacilos (4,5) que recibieron, en
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justo homenaje, los nombres del primero y el de
Klebs-Loeffler, con el azul policromo que aln se
conoce como azul de metileno alcalino de Loeffler
(27). Es logico que el mismo procedimiento general
(6,8) se usara con el fin de lograr la coloracién
roja de la cromatina de los plasmodios como debié
hacer Malachowski (2) con el azul policromo por
accion del bérax (6).

Oxidacién en medio acido

La oxidacion en medio acido se realiz6 con
bicromato de potasio o de sodio con adicién de
acido clorhidrico a la solucion diluida y en
condiciones controladas (28). Lillie estudio en
forma muy completa este tipo de oxidacion (25),
cambiando condiciones de concentracion,
temperatura y tiempo, y logré un colorante de
resultados idénticos al de Giemsa (29). Poco
después, Singh y Bhattacharji lograron el mismo
resultado en India (30) donde estudios recientes
equiparan totalmente sus resultados a los del
colorante de Giemsa (31). En 1979, Russo y Lillie
demostraron (32) que la relacion AzB/AM puede
variar entre 17,5y 34,1% para lograr la coloracion
rojatipica de la cromatina plasmodial: la relacién
Optima es 25,3%, en comparacion con el resultado
obtenido en 1942 con concentraciones del 42%.
Lillie ya habia recomendado proporciones y
condiciones de coloracién ligeramente diferentes
para extendidos de sangre con el fin de estudiar
su citologia o parateiir los plasmodios (33). Los
resultados obtenidos por Marshall mediante el
analisis con cromatografia de capa fina de alta
resolucién (34) de colorantes obtenidos en el
comercio (35), asi como de muchos que preparé
siguiendo el método propuesto por diversos
autores (36), muestran que por oxidacion en acido
se produce mas dimetiltionina simétrica que azur
A(figura 1, llly IV) y azur C (figura 1, V), pero en
ningun caso tabula derivados de la tionolina
(figural, 1X) (35,36). Por su controversia con
Marino en 1905 (37), en la que Giemsa se
manifiesta abiertamente en contra de la
preparacion del azul policromo con bases, me
inclino a pensar que utilizé un método de
oxidacion acida, siguiendo probablemente el
proceso de Simon. Otros autores modificaron los
métodos anteriores (38-40). La oxidacién mediante
el bicromato de potasio sin adicién de acido dio
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buenos resultados (41), pero hay que tener en
cuenta que el pH de esta solucién es inferior a 5
(42). El Colour Index da también como método
preparativo para el azur B esta oxidacion (3).

Oxidacion en medio alcalino

La oxidacion en medio alcalino es la que da mayor
variedad de tonalidades y fue ésta la raz6n del
calificativo policromo. Es la mas compleja (figural)
y sus resultados los mas dificiles de controlar
como lo demostré Lillie (26). El i6n hidroxilo ataca
los grupos metilos sucesivamente, formando
primero azur B y enseguida mas azur A que
dimetiltionina simétrica (35). Simultaneamente, se
elimina uno de los grupos dimetilamino del azul
de metileno dando lugar al violeta de metileno de
Bernthsen o dimetiltionolina (figural,VIl),
metiltionolina (figural, VIII) y tionolina (figura 1,
IX). Cuando la oxidacién es extrema se puede
producir incluso tionol (figura 1, X) (43). Desde un
comienzo, el papel del violeta de metileno fue muy
controvertido: Giemsa le negé importancia, pero
afadio carbonato de potasio en la coloracién para
el Treponema pallidum Schaudinn propuesta por
él (44) después de la controversia con Marino
(37,45), quien le habia recomendado ensayarlo
(46). Un afio después, en 1906, MacNeal (47)
demostro la importancia del violeta de metileno
en coloraciones como la suya para el Treponema
pallidum Schaudinn. Las primeras bases usadas
fueron la potasa y soda causticas que a altas
concentraciones, cuyo pH es de 14, descomponen
rapidamente el azul de metileno; el uso de
soluciones con menores concentraciones, cuyo
pH baja a 12 para soluciones 0,01 N (42), dio
resultados mas satisfactorios y asi se uso el
hidréxido de potasio (4,5,48-50), de sodio (51-56)
y de amonio (57-60). Los carbonatos de los
elementos del grupo I, cuyas soluciones llegan
a tener un pH de 11,6 (42), se han empleado
ampliamente, en particular el de sodio,
directamente (27,61-68) o mediante el azul
policromo de Unna (8,69-71), el de potasio (27,72-
74) e incluso el de litio (75). Merece mencion
especial el bicarbonato de sodio utilizado por
Reuter (13), Wright (16), Wilson (76) y Mc Clung
(77) cuya solucién tiene un pH de 8,5, pero al
calentarla el bicarbonato se transforma en
carbonato y el pH de la solucién sube; los analisis
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Figura 1. Oxidacién del azul de metileno en medios &cido y alcalino.

informados para el colorante de Wright (36) dan
menor cantidad de productos demetilados y un
contenido de azur B y violeta de metileno junto al
azul de metileno sin transformar con una relacién
de azur B/AM de 33,3y 42,4 %, en dos muestras
diferentes (20); otros productos de descom-

posicidn se encuentran en cantidades menores.
El tetraborato de sodio (bdrax), cuyas soluciones
tienen un pH 9,5, que disminuye al calentar (42),
informado por Sahli (6), Manson (27) y otros
autores (78-83), da un azul policromo de excelente
composicion para la coloracion de plasmodios,
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como lo demostraron Donaldson y Lillie (84). Un
resultado igualmente bueno obtuvo Fields (85) con
el azul policromo preparado por Hitch mediante
el fosfato disddico. Los métodos de oxidacion
extrema con adicion de bases fuertes como es el
peréxido de sodio (86) y el del clorato de potasio
en medio alcalino (87) determinan una desviacion
a la derecha de la secuencia oxidativa y
desaparicion total del azul de metileno y acumulo
de tionolinas y tionol (figura 1, derecha) (36). El
oxido de plata, a pesar de su bajisima solubilidad
en el agua, sube significativamente el pH de la
solucion y se comporta como una base fuerte,
pero si se siguen las instrucciones de Laveran
(10) y las de otros (88-92), el azul policromo
resultante (azul de Borrel) debe asimilarse al de
Balch (cuadro 2). En condiciones de reaccion mas
enérgicas, Bernthsen produjo principalmente
violeta de metileno con el 6xido de plata (7).
También se ensayaron el 6xido mercurico amarillo
(93) y la alimina activada (21).

Durante la primera guerra mundial, la necesidad
llevé a Stévenel, en Guayana Francesa, a usar
como oxidante el permanganato de potasio (94);
los autores que lo utilizaron posteriormente lo
consideran excelente (95-102), pero no se han
publicado andlisis posteriores de los productos
de oxidacién. La accion del ozono (103) no puede
considerarse por si sola, pues el autor utilizé una
solucién bésica. Igual comentario merece el
método con sulfato de cobre amoniacal (104), pero
laaccion del colargol preparado segun Crédé (105)
es mas dificil de explicar. Métodos fisicos como
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los rayos X (21) y la luz ultravioleta (106) son de
interés tedrico pero de aplicacion préactica dificil.

Resefia biografica de Giemsa

Berthold Gustav Carl Giemsa (figura 2) nacié en
Blechhammer, Alemania, el 20 de noviembre de
1867 y murio en Biberwier, Austria, el 10 de junio
de 1948 (107). Fue un farmacéutico con estudios
de postgrado en quimica, mineralogia y
bacteriologia. Tenia conocimiento de primera mano
sobre enfermedades tropicales por haber
permanecido en Africa oriental durante 3 afios
como boticario y quimico oficial. Al regresar a
Alemania complement6 sus estudios en quimica
organica y bioquimica en Berlin y entré a trabajar
en el Institut fir Schiffs und Tropenkrankheiten
(Instituto para Enfermedades de la Marineria y
Tropicales) de Hamburgo, dirigido por Bernhard
Nocht. Giemsa preparé azur [,muy probablemente
por el método de Simon, y desarroll6 un colorante
paralos plasmodios en gota gruesa que constituye
hasta el dia de hoy el patron comparativo para
cualquier otro método de diagnéstico de la malaria
(29,31,108).También realiz6 trabajos en
guimioterapia con arsenicales para la sifilis, con
derivados de la quinina y para la utilizacion del
bismuto en terapéutica, pero su nombre se ha
inmortalizado por el desarrollo de su colorante
(14). El cuadro 3 detalla las publicaciones que hizo
sobre este tema (109-121).En vida, Giemsa
merecid opiniones criticas (122) sobre la forma
en que publicé su trabajo, sin indicar cémo preparé
el azur I, pero a su muerte, su discipulo Kirchmair

Cuadro 2. Andlisis originales de azures Il comerciales y azul de Balch.

Colorante Contenido de Azul de Azur B Azur A Azur C Tionina
colorante (%) metileno (%) (%) (%) (%) (%)
Azur Il Hollborn 45,8 63,8 30,5 4,22 0,74 0,74
Azur 1l Grubler 69,1 63,5 26 4,6 2,0 3,1
Giemsa (Allied) 64,3 20,2 11,4 2,2 0,7
Giemsa (Fisher) 65,8 21 10,1 2,2 1,0
Azul policromo (Balch) 47,7 48,9 33,4 6,5 4,1 7,2

Nota: el porcentaje relativo de azur B en el azur | era, por lo tanto, del 61% y 53,4%, quedando 31,9% y 31,75% de azul de
metileno y resultando un 8,4% y un 9,2% de azur A, del que no se supo, por carecer de patron adecuado, qué porcentaje
de dimetiltionina simétrica contenia. La relacion AzB/AM en estas muestras es de 29% y 32%. El bajo contenido de materia
colorante de los azures |l originales reduce la concentracién real en la solucién madre del colorante de Giemsa, 54% la
muestra de Hollborn y 31% la muestra de Grubler. El azul de Balch fue obtenido de Harleco, Filadelfia, EE.UU.
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Figura 2. Retrato de Berthold Gustav Carl Giemsa, obtenido
del Instituto Bernhard-Nocht, Hamburgo, Alemania, y
reproducido con su autorizacién. Cortesia de Martina-
Christine Koschwitz, bibliotecéloga, Instituto Bernhard-Nocht.

publicé un extenso articulo sobre su colorante
(123); en el centenario de su nacimiento se le
dedicaron al menos seis notas necrologicas en la
prensa cientifica: cuatro referenciadas por Nauck
(107) y dos mas recuperadas en Medline
(124,125); en 1996 aparece otra biografia (126)
gue se une a la de Nauck en la enciclopedia
biogréfica de cientificos alemanes (107). Su trabajo

Cuadro 3. Temas de trabajo de Giemsa con su colorante.
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se considera uno de los cinco mas importantes
del Instituto Bernhard Nocht entre 1900 y 1960
(127).

Colorante de Giemsa

En su primera publicacién, Giemsa (12) enumera
los trabajos previos realizados, cita el azur I, sin
dar ningunaindicacién del método de preparacion
utilizado, lo equipara con el rojo del azul de
metileno de Nocht (2) e insiste repetidamente en
que es puro. En el segundo articulo, publicado
poco después (13), mezcla el azur | con igual
cantidad de azul de metileno para mejorar los
resultados, llama a esta mezcla azur Il y afiade
eosina amarillenta potasica en relacion
estoiquiométrica, calculando el peso molecular
del azur | como el de la sulfona, no de la
trimetiltionina, y afiade nuevamente azur Il. La
mezcla final tiene azur ll-eosina 0,6%, azur Il
0,l16% (27), con la cual se prepara la solucion
madre del colorante, para una concentracion final
del 0,8% en otra mezcla de 1 volumen de glicerol
por 3 de metanol quimicamente puros. Esta
solucion debe conservarse totalmente protegida
del aire con el fin de evitar su hidratacion, pues
los dos solventes son higroscopicos, pero la
recomendacién general es la de comprar la
solucion madre ya preparada. La solucién colorante
final se realiza afiadiendo dos o tres gotas de
solucién madre por dos mililitros de agua destilada,
ajustando el pH a 6,8 para estudios de

Afio Tema de la publicacion Referencia
1902 Coloracion de parasitos de la malaria 12,13
1904 Simplificacion y perfeccionamiento de su colorante 14
1905 Controversia con Marino sobre uso de azul policromo 26
1905 Tincion del Treponema pallidum Schaudinn 27
1907 Tincion del Treponema pallidum Schaudinn en extendidos 109
1909 Tincién de preparados microscépicos humedos 110
1910 Tincidon de extendidos y cortes con colorante de Giemsa 111
1910 Tincién de cortes con colorante de Giemsa 112
1910 Tincion rapida con el colorante de Giemsa 113
1910 Nueva tincién rapida con el colorante de Giemsa 114
1913 Aceite de parafina para sellar preparados humedos de Giemsa 115
1914 Tincioén rapida con colorante de Giemsa de extendidos secos 116
1922 La esencia de la coloracion de Giemsa 117
1924 La practica de la coloracion de Giemsa 118
1934 Historia, teoria y avances de la coloracion de Romanowsky 119
1935 Coloracion de Romanowsky de protozoos en extendidos viejos 120
1935 Observaciones de mérito sobre los granulos de Schuffner 121

10
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hematoldgicos, o a 7,4 para la bisqueda de
plasmodios. El tiempo de coloracion debe
prolongarse por 20 a 30 minutos o mas en los
casos del llamado Giemsa lento; el exceso de
azul se puede eliminar lavando el preparado con
agua destilada. Giemsa disefid su colorante y su
método de coloraciéon para el diagndstico
microscopico de la malaria y para hacerlo mas
eficaz los preparados mas Utiles son la gota
gruesa de sangre, a la cual quita la hemoglobina
de los glébulos rojos por medio de agua (‘lacado’
0 hemdlisis). La tincion de extendidos de sangre
en capa delgada requiere fijacion, que
generalmente se realiza con metanol, para el
estudio fino y la clasificacién de las especies de
Plasmodium o de la citologia sanguinea. Poco
después de las publicaciones de Giemsa,
Pappenheim propuso (128) iniciar la tincion de los
extendidos de sangre con el colorante de May y
Grunwald (15), que actiia como fijador por estar
disuelto en metanol, y es en todo equivalente al
colorante de Jenner, e inicia la coloracién que
posteriormente se completa y afina con el
colorante de Giemsa: es el método panéptico de
excelentes imagenes en el estudio de los
extendidos de sangre para observacion personal
(129) y de aspirados de médula 6sea o
mielograma (130) (cuadro 2) (131).

Fue tal el éxito del colorante de Giemsa que ya
en 1913 Langeron, principal tratadista francés en
microscopia, opté por suprimir en la segunda
edicion de su Manual (132) la descripcion del
método de Borrel para preparar el azur oxidando
azul de metileno con oOxido de plata (11) y
recomendar el uso del colorante de Giemsa.

Durante la primera guerra mundial (1914-1918),
se demostrd la dependencia en el suministro de
colorantes biol6gicos de la industria alemana, la
cual se estima que proveia el 88% de los
colorantes de sintesis utilizados a nivel mundial
(133). Para usos de laboratorio clinico, el colorante
de Giemsa constituia practicamente un monopolio
de los fabricantes alemanes que contaban con el
control de calidad de las firmas Grubler y Hollborn.
Durante dicha guerra se realizaron ensayos para
sustituir el Giemsa, que no se obtenia en el
mercado, realizando ensayos originales como los
de oxidacioén directa ya indicados y, al concluir la
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guerra, Langeron, en la tercera edicion de su
Manual (134), vuelve a incluir la descripcion
detallada de la preparacion del azul de Borrel, que
se debia asemejar mucho al azul de Balch
preparado en los EE.UU., cuya composicion
aparece en el cuadro 2.

Durante los siguientes afios se mantuvo el interés
para buscar alternativas al colorante de Giemsa
pero fue menor, pues ya se habia reanudado el
suministro de los colorantes alemanes. Giemsa
se favoreci6é al no haber patentado su
procedimiento, que en caso de ser una variante
del método de Simon no cumplia el criterio de las
patentes quimicas en Alemania para reconocerle
el hallazgo. La incautacion de todas las patentes
alemanas luego del Tratado de Versalles, legitimo
la actitud de Giemsa.

Wittekind y su grupo propusieron el azur B para
reemplazar al azur Il de Giemsa en las
coloraciones de sangre (135) sin tomar en cuenta,
al igual que Marshall (136), la tincion de los
plasmodios y otros hemoparasitos. Como
consecuencia de esta propuesta, se formalizé una
norma de la ICSH (137) recomendando el azur B
y la eosina amarillenta como coloracién para
citologia sanguinea.

Mecanismo de la coloracién de Giemsa

El azur B con la eosina, unidos a nivel de la
cromatina del plasmodio o de otros protozoarios,
dan un color rojo al ndcleo; el citoplasma toma el
color del azul de metileno: es el 'efecto’
Romanowsky en sentido estricto (figura 3a). En
sentido ampliado, los autores contemporaneos
amplian el término 'efecto’ al color violeta rojizo
nuclear de células sanguineas y de médula 6sea
tefiidas con el colorante de Giemsa (figura 3b):
éste sefialé (117) que su azur | se uniria a los
radicales fosfato del ADN, entonces llamado &cido
timonucleico, y que la eosina actia como
mordiente. Los factores que determinan este
efecto, de acuerdo con el buen resumen de
Woronzoff-Dashkoff (2), son los planteados por
Wittekind y coautores, al igual que Marshall,
quienes proponen que los colorantes interactdan
con la cadena de ADN y entre si. Wittekind
considera que el colorante que primero se liga es
el azur B. Marshall (137) y otros (138,139) dan
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importancia Uunicamente al azur B pero no
proponen ninguna explicacién para el color rojizo
de la cromatina del plasmodio tefiido con el
colorante de Giemsa y los derivados del método
de Romanowsky, que difiere a simple vista del
violaceo purpureo de los nucleos de ciertas células
hematicas, pues sus publicaciones no mencionan
tinciones de plasmodios.

Perspectiva actual

Al contrario de los nombres de investigadores de
igual o mayor mérito, como es Lillie, el de Giemsa
permanece inclume en la literatura médica y
cientifica. La busqueda 'Giemsa' por Medline arroja
un total de 3.694 publicaciones entre 1970y el 31
de diciembre del 2002 y clasificadas después de
la automatizacion electronica del sistema. La
ampliacion de la basqueda por ese sistema cubre

Cuadro 4. Usos actuales del colorante de Giemsa.
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los resiimenes y textos de los articulos en que
se utilizo el colorante o en que se hace referencia
al mismo Giemsa y sus estudios (cuadro 4).

En contraste con el buen nimero de trabajos con
células sanguineas, s6lo 14 estan clasificadas
como pertinentes a «hematologia» paradoja
explicada por el uso de los sistemas
automatizados de recuentos globulares
sanguineos y de los diferentes tipos de leucocitos
(leucograma o formula leucocitaria) que han
relegado a dltimo término en la practica (140) el
interés investigativo sobre los colorantes de las
células sanguineas como métodos de estudio: hay
amplia oferta de equipos automatizados en el
comercio y la indicacion de los fabricantes es usar
s6lo los colorantes que ellos proveen y para los
cuales han calibrado sus equipos (141).

Area de estudio Temas especificos

Referencias en Medline 1970-2002

Citologia
Células madres
Células sanguineas
Leucocitos
Medula ésea, células
Hemocitoblasto
Megacariocito
Citodiagnostico

Genética
Cromosomas
Bandas cromosomas
id con Giemsa-11*

Patologia
Biopsias
Leucemia
Microbiologia
Virus
Chlamydia
Bacteria
Pneumocystis carinii
Helicobacter pylori
Borrelia
Legionella
Treponema sp.
Parasitologia
Toxoplasma gondii
Leishmania sp.
Plasmodium sp.
Micologia

1.975

135
77
648
17
4
118
30
373

895
1.147
39
5
211

1.058

1.166
256

532
121
97
676
84
278
16
4
2

329
26
61
134

529

Nota: el nimero de referencias del area de estudio no guarda necesariamente relaciéon con el nimero de referencias sobre

los temas especificos dentro de cada area.
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CENTENARIO DEL COLORANTE DE GIEMSA

3a. 3b.

Figura 3a. Trofozoito de Giardia duodenalis tefiido con coloracién de Giemsa. 1000X. Obsérvese que los nucleos toman un
color rojizo, ocasionado por la unién del azur B con la eosina a nivel de la cromatina, mientras el citoplasma toma el color del
azul de metileno. Este es el denominado “efecto Romanowsky” (cortesia del Laboratorio de Parasitologia del Instituto
Nacional de Salud). 3b. Megacariocito en extendido de médula 6sea humana tefiido con la coloracién pandptica de Pappenheim
(May-Grunwald-Giemsa). Aumento 1.000X, con ampliacién fotogréafica posterior. Obsérvese el color violeta rojizo de los
nucleos del megacariocito y de las células que lo rodean. El color se debe a la unién del azur | con los radicales fosfato del
ADN. La flecha sefiala un grupo de plaquetas segregadas del megacariocito (cortesia de la doctora Alicia Gaitan Cortés de
Perea, Departamento de Morfologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia).

Tzanck (142) desarroll6 un método de
citodiagnoéstico inmediato mediante la coloracion
de extendidos o impresiones por el método
panoptico de Pappenheim (128) o May-Grunwald-
Giemsa que se sigue utilizando (129) (figura 2).
El area de la genética es la del mayor numero de
comunicaciones en la que se utilizé el colorante
de Giemsa después de diversos tratamientos
previos al material de estudio. El uso de colorantes
fluorescentes permite comparar las bandas
obtenidas con los dos métodos. En el llamado
Giemsa-11 (143), la solucion del colorante en
tampén fosfato se ajusta a un pH final de 11,6
afiadiendo solucion de soda cdustica. Esta mezcla
fue utilizada inicialmente para demostrar la
heterocromatina densa del cromosoma 9 y
posteriormente se ha generalizado.

Al pH utilizado se establecen condiciones
similares a las que obtuvo Giemsa al afadir
carbonato de potasio para la tincion de Treponema
pallidum Schaudinn y se generan derivados de
la tionolina, principalmente el violeta de metileno.
Hay un total de 1.028 citas de Giemsa-11.

La tincién de cortes histolégicos fue una de las
areas iniciales de trabajo con el azul de metileno
oxidado y la eosina (144). Giemsa indic6 el uso
de su colorante para cortes (111,112), otros
autores usaron sistematicamente el azur Il en
histologia y embriologia (145). En el momento
actual, la coloracién de Giemsa se utiliza para
tefiir biopsias del mas variado origen y, entre
nosotros, las de mucosa gastrica para tefiir y
detectar la presencia de Helicobacter pylori. El
uso inicial de esta coloracién como rutina no
prueba la ausencia de dicha bacteria, pero sélo
estos negativos ameritan el estudio con métodos
MAs precisos pero mas complejos y costosos.

El colorante de Giemsa sigue teniendo un gran
uso en la busqueda de Plasmodium en sangre: el
método en gota gruesa es el patron de
comparacion de los métodos de fluorescencia e
inmunofluorescencia y de los multiples colorantes
comerciales (146). El método pandptico es muy
conveniente para observar no solo la citologia
sanguinea sino también la presencia eventual de
hemoparasitos.
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Comentarios

La multiplicidad de métodos para preparar azul
de metileno policromo, al igual que los numerosos
métodos propuestos para reemplazar el colorante
de Giemsa, muestran las dificultades para
utilizarlo y solo deberian considerarse sus
equivalentes los que se hacen con azul de metileno
policromo por oxidacion en &acido. Los métodos
que utilizan policromos preparados en medio
alcalino no lo serian en sentido estricto.

Discombe propuso (147) que toda publicacion que
incluya coloraciones de sangre deberia incluir el
origen y el numero de lote del colorante del
fabricante; en realidad, el ideal seria incluir el
analisis porcentual de las sustancias contenidas
en lamezcla, pero esto no resulta practico y menos
para soluciones que cambian al actuar. Una
alternativa seria la mezcla de colorantes de alta
pureza disponibles en la actualidad sin un
sobrecosto exagerado. Este sistema ya fue
propuesto por varios autores con colorantes menos
homogéneos (148-150).
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