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Resumen

La safranina O es un colorante biol6gico también conocido como dimetil safranina y rojo
basico 2. Al ser una molécula cargada positivamente (cation) es capaz de combinarse con
elementos celulares de cargas negativas. La tincién de safranina O es de contraste, ya que se
usa para diferenciar una estructura celular previamente tefiida con otro colorante. Se utiliza en
distintas técnicas histoldgicas que detectan células enterocromafines del tracto gastrointestinal,
el protoplasma y nicleo de microorganismos patégenos. Este colorante también se ha conver-
tido en una guia basica en la identificacion de procesos degenerativos como la osteoartritis,
debido a que la safranina O se une por cargas a los grupos carboxilo y a los grupos sulfato
(ambos con carga negativa) de los glicosaminoglicanos (GAGS), los cuales abundan en la matriz
extracelular del cartilago articular.

Abstract

Safranin O is a biological stain, also known as dimethyl safranin or basic red 2. This is a positively
charged molecule (cation) and can be binding with a negative charged cell elements. Safranin
technique is a contrast stain and it is used to distinguish a cellular structure previously stained
with another dye. Safranin stain is emploided in different histological techniques that detect-
ing enterochromaffin cells in gastrointestinal tract, the cytoplasm and nucleus of pathogens
microrganisms. This dye has become a basic guide for identifying degenerative processes such
as Osteoarthritis, due that the safranin O binds to the carboxyl and sulphate groups (negative
charged) of glycosaminoglycans (GAGs), which are abundant in the extracellular matrix of
articular cartilage.

El colorante safranina O es comUnmente utilizado para
tefiir tejidos bioldgicos, y sirve como herramienta en la
deteccion de estructuras en células eucariontes y pro-
cariontes. El nombre safranina se deriva de la palabra
«azafran» por tener un color parecido a dicha planta.
Aquellas células que se tifien con este colorante se
denominan safrandfilos. Safranina O es un colorante
biologico cuya formula quimica es C, H,;N,Cl; conoci-
do también como Ci 50240, 3,7-diamino-2,8-dimetil-5-
fenil-fenaziniumcloro dimetil safraninay rojo basico 2.
Se encuentra en forma de cristales oxidados oscuros
o polvo verde oscuro, inodoro y soluble en agua. No
es cancerigeno, ni flamable. Toxicol6gicamente puede
ocasionar al contacto enrojecimiento en la piel y los
ojos por lo que se recomienda lavar la zona afectada
con agua.>? Se considera que este colorante es facil
de manejar en el laboratorio.

Safranina O es conocido también como colorante
meriquinoide debido a que su sistema de anillos se
encuentra en una posicion intermedia de oxidacion
al tener dos anillos de tipo bencenoide y dos de tipo
quinoide (Figura 1). Los anillos de tipo quinoide son
los responsables de la coloracion y su clasificacion
es de tipo Il debido a que su sistema coloreado se
encuentra en el cation.® Los distintos tipos de safranina
se comportan en tinciones biolégicas de una manera
muy parecida, la safranina O es la mas comun y la
mas empleada.

Al ser una molécula cargada positivamente (cation)
es capaz de combinarse con elementos celulares de
cargas negativas. La tincion de Gram es el ejemplo
mas comun del uso de rojo basico 2. Esto, gracias al
aleman Carl Weigert quien mejoré la técnica de Gram
al afadir safranina después del lavado de etanol lo-
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grando tefiir de rosa a las bacterias Gram negativas,
las cuales pierden el colorante cristal violeta después
de ese lavado.* Por otra parte, las bacterias Gram
positivas quienes pueden resistir el lavado de etanol
por tener una capa gruesa de peptidoglicanos en su
pared celular quedan tefiidas en color violeta-azul.>”

El colorante safranina O es conocido como de con-
traste, ya que se usa para diferenciar una estructura
celular previamente tefiida con otro colorante.2 Como
colorante de contraste se puede utilizar en distintas
técnicas histolégicas. Rojo basico es de gran ayuda
cuando se quiere observar la presencia de capsulas
bacterianas; se mezclan bacterias en una suspension
coloide fina de particulas coloreadas como tinta china
y luego safranina que tifie un halo alrededor de las
capsulas bacterianas. Se utiliza en la tincién Schae-
ffer Fulton para detectar presencia de endoesporas;
primero se tifie con el colorante verde malaquita, y
finalmente se usa Ci 50240 para tefiir el resto de cé-
lulas sin endoesporas.® También es util para observar
células enterocromafines del tracto gastrointestinal, los
cortes del tejido se impregnan con cloruro de plata, la
plata no reducida se retira con tiosulfato de sodio y se
agrega safranina; las células enterocromafines mues-
tran granulos de color pardo a negro. El protoplasma
y nlcleo de microorganismos patégenos de la familia
Rickettsiaceae se puede tefir con safranina mediante
la técnica de Castafieda, realizando un frotis en un
amortiguador de fosfatos pH 7.6, se deja secar al
aire, se tifie con solucién de azul de metileno por tres
minutos y se contrasta con safranina. Las brucellas
se tifien con el método de Koster modificado; se seca
y fija el frotis a la llama, se tifie por un minuto con 2
partes de safranina saturada en solucién acuosa y 3

O Quinoide

1 Bencenoide

Figura 1. Anillos bencenoides y quinoides en formula
estructural de safranina O, tomada y modificada de fi-
cha técnica safranina O de Merck Chemicals México.

partes de solucidon de hidroxido potasio 1 mol/L, se
lava con agua corriente y se tifie con azul de metileno
fenicado al 1%, si el resultado es positivo se pueden
observar las brucellas de color naranjay el fondo azul.
Se ha reportado que este tipo de colorante puede
ser toxico para algunas cepas bacterianas ya que se
ha observado que en presencia de safranina O en
dilucién 1:5,000 se inhibe el crecimiento de todos los
biotipos de B. suis. Sin embargo, todos los biotipos
de B. abortus y B. melillenses proliferan en presencia
de la misma.®1°

Este colorante se ha convertido en una guia béasica
en la identificacion de procesos degenerativos como
la osteoartritis, debido a que safranina O se une por
cargas a los grupos carboxilo y a los grupos sulfato
(ambos con carga negativa) de los glicosaminoglica-
nos (GAGSs), los cuales son estructuras terminales
de los proteoglicanos como el agrecano, que es un
componente esencial del cartilago articular y de la
placa de crecimiento de los huesos. De modo que al
tefiir peptidoglicanos se puede cuantificar la pérdida de
tejido cartilaginoso, considerando la pérdida de tincion
cuantificada en escala Mankin o escala de artrosis.**?

Figura 2. Placa de crecimiento de ratén tefiida con co-
lorante safranina O que se une a las cargas negativas
de los proteoglicanos permitiendo la identificacion de
tejido articular en color rojo.

Imagen en color en: www.medigraphic.com/rid
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La tincion safranina O/verde rapido da como resultado
proteoglicanos (PG) naranjas y hueso color verde: la
intensidad de la tincion de la safranina O es directa-
mente proporcional al contenido de PG, no obstante
esta relacion estereoquimica se ve alterada cuando se
combina con verde rapido. En procesos patoldgicos en
los que se produce pérdida excesiva de PG del carti-
lago, el contenido de PG excesivamente bajo puede
ser detectado con anticuerpos y no con safranina O.
Debido a que durante el procesamiento histoldgico de
los tejidos los descalcificantes y alcoholes extraen y
precipitan facilmente glicosaminoglicanos, esto puede
alterar la composicion del tejido en estudio, por ello
algunos histélogos incluyen 0.5% de safranina en el
descalcificante para evitar la pérdida de PG.** Proba-
blemente al unirse safranina a los PG les confiera una
mayor estabilidad molecular y evite su precipitacion,
pero eso no esta muy claro adn.

La tincién safranina O para proteoglicanos en
cartilago articular consiste en sumergir laminillas con
cortes de la muestra, en hematoxilina férrica de Wei-
gert la cual tifie de negro los nucleos, posteriormente
se diferencia con alcohol &cido, se lava y se utiliza
verde rapido con la finalidad de tefiir hueso, se lava
con acido acético y posteriormente se incuba el tejido
en el colorante safranina O, el cual se une a las car-
gas negativas de los glicosaminoglicanos, finalmente
se deshidrata el tejido con alcoholes y se aclara con
xileno.*? Una vez montada la muestra con resina, po-
dremos ver en cualquier microscopio de campo claro,
tejidos tefiidos en rojo, verde y negro; cartilago, hueso
y nlcleos, respectivamente (Figura 2).
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