Apuntes de Téenica Tistologica

extractados de las conferencias del doctor Camilo Trefogh

MICROSCOPIO

Los elementos que constituyen a los seres organizados son tan pequenos,
que no se pueden examinar a simple vista en la mayoria de los casos.
Para ello es necesario hacer uso de ciertos medios que imprimirin en nues-
tros sentidos una imagen agrandada de estos elementos.

Se sabe desde hace mucho tiempo que las lentes, es decir, los solidos
transparentes limitados por superficies esféricas, pueden, en cierlas condi-
ciones, reproducir, agrandadas, las imdgenes que se examinan por su in-
termedio.

\ntiguamente se usaban lentes formadas por cristales mis o menos cos-
tosos; hoy dia no se usan sino muy raramente, lo mas a menudo se hace
uso de lentes construidas con vidrio artificial, de una composicion quimica
determinada.

Se ha demostrado, en efecto, que las propiedades del vidrio, y en parti-
cular su poder dispersivo e indice de refraccion, dependen en gran parte de
su constitucion quimica,

Se llama crown-glass un vidrio de débil poder dispersivo y de un gran
indice de refraccion; mientras que el flinl-glass es un vidrio de un gran
poder dispersivo. El flinl-glass encierra en su constitucion quimica elevada
proporcion de Oxido de plomo, de arsénico, de manganeso y, sobre todo,
de anhidrido silicico. El ¢rown- glass encierra en su conslitucion quimica,
ademés de una fuerte proporcion de anhidrido silicico, melales alcalinos,
alcalino terrosos y anhidrido bérico: de donde se deduce que el flint-glass,
por su riqueza en plomo, es, en general, mas pesado que el crown-glass.

El poder dispersivo del flint crece con el aumento de la cantidad de 6xi-
do de plomo que entra en su composicion.

Las lentes se dividen, segtin su forma, en dos grupos principales: las unas,



mas espesas en su centro que en los bordes, se llaman lentes positivas o
convergenles, y las olras, menos espesas en el centro que en los bordes. se
Hlaman negativas o divergentes.

‘ntre las lentes posilivas se conocen : las lentes biconvexas, las plano-
convexas y ias meniscos convergenles.

Todos los rayos paralelos al eje que caen sobre una lente positiva, con-
vergen hacia un punto del eje 6plico situado del otro lado de la lente: el
Joco; la distancia que media entre el foco y el centro de la lente es la dis-
lancia focal.

Los rayos luminosos que caen paralelamente al eje de una lente negaliva
son dispersados de tal manera que parecen provenir de un punto luminoso
situado del otro lado de la lente; aqui el foco es virtual y la distancia focal
negaliva. Entre las lentes negativas, que son siempre més delgadas en el
cenlro que en los bordes, se distinguen : las lentes bicdncavas, las plano-
concavas y las meniscos divergentes.

Segiin las leyes de 6ptica bien conocidas, una lente biconvexa dard una
imagen real e invertida siempre que el objeto esté situado mas alli del foco.

\ medida que el objeto se acerca al foco, la imagen se aleja de la lente y
su tamaino aumenta: cuando el objeto se encuentra en el foco, la imagen
se hace infinitamente grande. Si el objeto se sittia entre el foco y la lente,
se obtiene una imagen derecha, virtual, mayor que el objeto y situada del
mismo lado de la lente.

A medida que el objeto se acerca a la lente, la imagen continia siendo
derecha, virtual, mayor que el objelo, aunque el tamaio de la misma va
disminuyendo a medida que el objeto se acerca a la lente.

Siose tratara de una lente biconcava, el caso es mucho mas simple.
Kllas dan de todos los objetos imagenes derechas, mds pequefias que el
objeto, y cuyo tamafio aumenta a medida que el objeto se acerca ala lente.
Cuando el objeto se coloca junto a la lente, la imagen es del mismo la-
mano que el objeto.

Si se quiere observar netamente la imagen dada por una lente, el ojo
debe estar situado a una distancia del objeto mds o menos de 250 mili-
metros y es a esa distancia del ojo del observador al objeto que se llama
distancia de la vision distinta.

Con el nombre de aberracion de esfericidad se designa la particularidad
de las superficies esféricas relringentes. por la cual, de los rayos inciden-
tes paralelos al eje, solo los mds vecinos al eje dptico convergen al foco,
mientras que los rayos incidentes marginales, mds alejados del eje opti-
co, convergen siempre en un punto situado mds cerca de la lente que
el foco.
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Los rayos rojos son refractados mas débilmente que los azules; conver-
gen, pues, hacia un punto situado a mayor distancia de la lente que los
azules. Este fendmeno constituye la aberracion de cromaticidad o aberra-
clon cromdlica. ‘

La aberracion de esfericidad se corrige simplemente, haciendo uso de
un diafragma, o sino. combinando lentes cuyos radios de curvalura sean
diferentes.

La aberracion cromética se corrige combinando lentes de un poder dis-
persivo diferente; verbigracia, combinando una lente biconvexa de flini-
glass con una lente planoconcava de crown-glass.

Hechas estas explicaciones preliminares, abordaremos la descripcion
detallada del microscopio.

IX] sistema Optico de un microscopio reposa sobre la llamada parte me-
cdnica del mismo, la cual se compone a su vez de diferentes elementos, que
pasaremos en revista detalladamente.

[La parte mecanica consta del pie en forma de herradura, que se pro-
longa hacia arriba por una columna. La mayor parle de las veces se en-
cuentra en la parle media de esta ltima, y un poco por encima del pie,
una articulacion que permite inclinar el instrumento y facilita, por lo tan-
to, la observacion en posicion sentada. Un poco por encima de esla avli-
culacion se encuentra la platina, cuadrangular o circular, solidamente
unida a la columna, y presentando en su parte media una abertura circu-
lar, la apertura del objetivo. Sobre la platina se encuentra la preparacion
a observar, mantenida si es necesario, por dos ganchos o pinzas. La plati-
na separa, al mismo tiempo, la parte superior del microscopio de la parte
inferior del mismo.

IEn la cara inferior de la platina se encuentra una corredera destinada a
soportar el aparalo de condensacion, que no es mis que un sistema de
lentes engarzado en un armazon metalico. Por medio de un tornillo si-
tuado al lado de la corredora, se puede movilizar el aparato de condensa-
cidn haciéndolo acercar o alejar de la superficie de la platina. Si se da
vueltas al tornillo hacia la derecha el aparalo se acerca a la platina, y su
lente superior penetra en la abertura objeliva hasta que se halle situada en
el mismo plano que la platina. Si se da voelta hacia la izquierda, el apa-
ralo de condensacion se alejard de la platina y, finalmente, se excenlrizara
hacia la izquierda.

Sobre el borde inferior del aparato de condensacion se ven dos bolones:
uno sirve para abrir o cerrar la abertura del dialragma irvis. el otro esla

fijado a un anillo que se puede excentrar, y sobre el cual se pueden colo-
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car vidrios coloreados. verbigracia. azules, que se usan con frecuencia cnan-
do se trabaja con luz artificial.

Debajo del aparalo de condensacion se encuentra el espejo. Es un es-
pejo doble. plateado, una de cuyas caras es plana y la olra concava. Esta
ligado a la columna por medio de un brazo articulado y fijado a un semi-
anillo metalico, movil de tal manera que se le pueden dar todas las posi-
ciones imaginables.

Por encima de la platina, el prolongamiento de la columna forma un
prisma metalico triangular, sélo visible en la extensién de pocos milime:
tros, porque se halla contenido en un cilindro hueco, metilico, llamado
portatubo.

[21 calibre del porta-tubo corresponde exactamente al espesor del prisma,
lo mismo que la longitud de su cavidad. La extremidad superior del por-
latubo esta cubierta por la cabeza de un tornillo, el tornillo micrométrico.
[Xl portatubo se prolonga hacia adelante por un brazo que lo une al tubo
del microscopio. El tubo es un cilindvo hueco, de latdon, por cuya extre-
midad superior penetra un tubo mas estrecho, provisto de una escala di-
vidida, que es el tubo de tiraje.

La unién del tubo y del portatubo se realiza por medio de una cre-
mallera redondeada sitnada detris del tubo. Ella se ajusta exactamente a
la serie de agujeros correspondientes del portatubo. y sus dientes pene-
(ran en un pequeiio lambor en las extremidades del cual se encuentra
colocada una rueda plana. Si se da vuelta a esa rueda, el tubo se mueve
hacia arriba o hacia abajo, y se acerca o se aleja, por lo tanto, de la
platina.

In la extremidad inferior del tubo existe fijado un revélver, es decir,
un dispositivo para cambiar los objetivos. Esle aparalo se compone de
una ldmina concava y de una pieza metalica movil sobre la precedente.
cuyos tres brazos llevan un anillo metalico provisto de un paso de tuerca.
La rotacion de esta pieza metalica sobre la limina se hace alrededor de
uno de sus ejes. La limina misma no posee sino un paso de tornillo, por
medio del cual esta fijada a la extremidad del tubo. Si esle tornillo esta
bien fijado, solo podra moverse la pieza de los tres anillos, de manera
que las tres aberturas anulares correspondan exactamente a la extremidad
inferior del tubo. En la parte superior del tubo de tiraje se halla coloca-
do el ocular.

Estudiaremos ahora, con mas detalle, algunas de las parles mas impor-
tantes del microscopio, a saber: los objetivos, los oculares, el aparato de
iluminacion y el tornillo micrométrico.

Los objelivos. — Siguiendo en un todo las leyes de dptica, el objelivo



b )
— 230 —

dard una imagen del objeto, real, invertida y agrandada. Para que esla
altima imagen pueda ser todavia agrandada por el ocular, es necesario
que eslé exenta en lo posible de defectos y, en particular, la aberracion
de esfericidad y la aberracion cromilica deben ser corregidas con esmero.

Para reunir las condiciones enunciadas el objetivo no debe, en realidad,
estar compuesto de una sola lente, como lo suponiamos antes. sino de va-
rias que estin situadas las unas detrds de las olras en una vaina metali-
ca comun, de manera de eslar exactamente centradas, es decir, encon-
trarse todas colocadas exactamente sobre el mismo eje «,')pl:co.

Iin general, cada lente es mas grande que la que la precede, de mane-
ra que la primera, llamada lente frontal, es la mas pequena. La lente
frontal produce sola o casi sola el aumento. Las olras lentes eslin desti-
nadas a corregir los defectos de la imagen dada por la lente frontal; son
as lentes de correccion.

La talla de una lente frontal nos indicard, pues, el poder de aumento
de un objetivo ordinario, de modo que cuanto mas grande es la lente fron-
tal tanto menor es el aumento. Los objetivos débiles poseen una distancia
focal mayor que los objelivos fuertes.

iin los objetivos débiles la lente frontal estd formada por la reunion
de varias lentes simples. En los objetivos fuertes, por el contrario, esla
formada por una sola lente simple, planoconvexa o hemisférica. cuya su-
perficie plana esta dirigida hacia el objeto.

Los diferentes sistemas de lentes que componen los objetivos estin
conslituidos por variedades de vidrios que poseen un poder de refraccion
y de dispersion diferente. Se ha llegado a construir lentes talladas en un
mineral: el espato o fluorita. La fluorita no posee un poder de refraccion
superior al crown-glass, pero su poder dispersivo es mucho mayor que
cualquiera de los vidrios que se construyen actualmente. Los objetivos en
la constitucion de los cuales entran vidrios artificiales, se conocen con
el nombre de acromdticos, y aquéllos cuyas lentes son de fluorila, se
Haman apocromdticos ; sélo diremos de estos tltimos que son de un pre-
cio muy cosloso, sin presentar grandes ventajas sobre los objetivos corrien-
les, siempre que se trale de trabajos microscopicos comunes.

Nos queda por tratar un punto importante. Hasta ahora hemos admiti-
do que los rayos luminosos emitidos por el objeto, llegaban directamente
ala lente frontal a través del aire. En realidad, esta suposicion no es exac-
ta, pues en la mayoria de los casos los objelos estdn recubiertos de una
delgada lamina de vidrio, el cubreobjeto; los rayos luminosos deben, pues,
atravesar el cubreobjelo y luego una capa de aire antes de llegar a la lente
frontal.



\hora bien, al llegar a la capa de aire el rayo luminoso, como pasa
de un medio mas denso a uno menos denso, se desviard, sucediendo en-
tonces que al objetivo llegaran mucohs menos rayos luminosos de lo que
habiamos supuesto. Esta pérdida de una gran cantidad de rayos lumi-
nosos liene imporlancia cnando se trabaja con objelivos poderosos que
necesitan de la mayor cantidad de rayos luminosos para reproducir ima-
genes nilidas ; para ello se llena el espacio entre el cubreobjeto y el objeti-
vo con una subslancia especial, cuyo indice de refraccion es parecido al
del vidrio, y ¢ste es el aceile de cedro. Se llama a estos objelivos, de in-
mersion homogénea, distinguiéndolos asi de otros objelivos, en la inmer-
sion de los cuales se utilizan otros liquidos como medio intermediario.

Hay, por ejemplo, sistemas de inmersion donde se emplea el agua,
medio de poder de refraccion menor que el aceile, o bien la monobromo-
naftalina, que es méas refringente que el aceile. La monobromonaftalina
se usa para aquellos objetivos cuya lente [rontal esta formada por un flint-
glass fuertemente refringente. En resumen, un buen objetivo debe reunir
las siguientes condiciones :

1* Ser acromatico, es decir. reunir complelamente los rayos luminosos
azules y los rojos:

2" Reproducir las imagenes tan planas como sea posible;

3* Poseer un buen poder definidor, es decir, reunir lodos los rayos ema-
nados de un punto del objetivo en un mismo punto de la imagen, de tal
manera que ésla sea nela y no borrosa;

A" Poseer un buen poder de resolucion, es decir, revelar los mas finos
detalles de estructura de las preparaciones. El acromatismo de un objetivo
se consigue por el empleo convenienle de lentes de poder dispersivo dife-
rente. El poder definidor de un objetivo depende de la perfecta correccion
de la aberracion de esfericidad.

Iin fin. el poder de resolucion de un objetivo depende exclusivamente
de la apertura, y crece en proporcion directa con ella.

L.os objelivos son designados por sus constructores, por medio de cifias.
drabes o romanas, o por medio de letras. Los objelivos mas fuertes llevan
cifras mas elevadas o letras mds alejadas de la A que los débiles. Los ob-
jetivos a inmersion y los apocromaticos, son designados por su distancia
focal, expresada para los primeros en pulgadas inglesas, y para los segun-
dos en milimetros. Un objetivo 1/12, significa que se trala de un objeti-
vo que posee una distancia focal de 1/12 de pulgada inglesa, es decir. de
dos milimelros.

Oculares. — El ocular se compone de un tubo metalico mas o menos
largo, que se adapta exactamente al tubo de tiraje. yen el cual se hallan-
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colocadas las lentes. Lsta terminado en su parle superior por un anillo
metdlico que sobrepasa sus bordes de tal manera, que impide al ocular caer
al interior del tubo de tiraje.

Se distinguen varias especies de oculares: el de Huyghens, el de Ramsden
y el ocular compensador.

Estudiaremos solo el primero. Se compone de dos lentes planoconvexas,
de las cuales una, la ocular, esti situada en la parte superior, y la otra, el
vidrio del campo, estd en la extremidad inferior. Las dos lentes tienen su
cara convexa dirigida hacia el objelivo y entre las dos. en el interior mismo
del objetivo, se encuentra un diafragma. Los fabricantes designan a los
oculares con cifras drabes o romanas.

Aparato de iluminacion. — Hemos admitido hasta ahora que el objeto
emitia por si mismo rayos luminosos. lo que no corresponde a la realidad,
y es por eso que buscamos con la iluminacion artificial enviar sobre el ob-
jeto la mayor cantidad de rayos luminosos. 8i se trala de una preparacion
opaca, puede iluminarse por la parte superior (luz incidente), mienltras
que las preparaciones (ransparentes son iluminadas por debajo, a través de
la apertura de la platina (luz transmitida), por medio del espejo movil que
posce una cara plana y otra concava.

Si empleamos el espejo plano y tomamos como fuente de luz la del dia,
proyectaremos sobre el objeto un haz de rayos paralelos. Entonces cada
punto de este objeto envia al objetivo un haz luminoso ligeramente divergen-
le, cada uno de los cuales debe llenar completamente el dngulo de Ta aper-
tura del objetivo, si queremos obtener un campo visual uniformemente
aclarado en todos sus puntos. Esle espejo sélo se usard con objetivos de
pequeiio angulo, o sea con objelivos de pequeio aumento.

Con objetivos mds poderosos emplearemos haces luminosos mas diver-
genles que solo el espejo concavo puede darnos. Esle espejo concavo que
hace convergente la luz paralela, estd construido de tal manera que el
punto de convergencia de los rayos cae sobre el objeto.

Cuando se trabaja con grandes aumentos emplearemos haces todavia
mas divergentes, para‘la produccion de fos cuales debe interponerse en-
tre el espejo y el objeto un sistema particular de lentes designados habi-
tualmente con el nombre de aparato de iluminacion de Abbé o condensa-
dor de Abbé.

Este aparato consla de dos lenles empolradas en una vaina meldlica.
La cara inferior de la lente superior es algo mayor que un hemisferio,
mientras que la lente inferior es biconvexa: las dos lentes forman en con-
Junto un poderoso sistema convergente, de tal manera que los rayos que

provienen del espejo plano divergen fuertemente mas alla del foco. Este
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\hora bien, al llegar a la capa de aire el rayo luminoso, como pasa
de un medio mds denso a uno menos denso, se desviard, sucediendo en-
tonces que al objetivo llegaran mucohs menos rayos luminosos de lo que
habiamos supuesto. Esta pérdida de una gran cantidad de rayos lumi-
nosos liene imporlancia cuando se trabaja con objelivos poderosos que
necesitan de la mayor cantidad de rayos luminosos para reproducir ima-
genes nitidas ; para ello se llena el espacio entre el cubreobjeto y el objeti-
vo con una subslancia especial, cuyo indice de refraccion es parecido al
del vidrio, y éste es el aceile de cedro. Se llama a estos objetivos. de in-
mersion homogénea, distinguiéndolos asi de olros objelivos, en la inmer-
sion de los cuales se utilizan otros liquidos como medio intermediario.

Hay, por ejemplo, sistemas de mmersion donde se emplea el agua,
medio de poder de refraccion menor que el aceile, o bien la monobromo-
naftalina, que es mas refringente que el aceile. La monobromonaftalina
se usa para aquellos objetivos enya lente frontal esta formada por un flini-
glass fuertemente relringente. En resumen, un buen objetivo debe reunir
las siguientes condiciones :

1* Ser acromatico, es decir. reunir complelamente los rayos luminosos
azules y los rojos:

2" Reproducir las imagenes tan planas como sea posible;

3* Poseer un buen poder definidor, es decir, reunir lodos los rayos ema-
nados de un punto del objetivo en un mismo punto de la imagen, de tal
manera que ésla sea neta y no borrosa;

4" Poseer un buen poder de resolucion, es decir, revelar los mds finos
detalles de estructura de las preparaciones. Ll acromatismo de un objetivo
se consigue por el empleo conveniente de lentes de poder dispersivo dife-
rente. Il poder definidor de un objetivo depende de la perfecta correccion
de la aberracidon de esfericidad.

Iin fin, el poder de resolucion de un objetivo depende exclusivamente
de la apertura, y crece en-proporcion direcla con ella.

Los objetivos son designados por sus constructores, por medio de cifias.
drabes o romanas, o por medio de letras. Los objelivos mas fuertes llevan
cifras méas elevadas o letras mas alejadas de la A que los débiles. Los ob-
jetivos a inmersion y los apocromaticos, son designados por su distancia
focal, expresada para los primeros en pulgadas inglesas, y para los segun-
dos en milimetros. Un objetivo 1/12, significa que se trala de un objeti-
vo que posee una distancia focal de 1/12 de pulgada inglesa, es decir. de
dos milimetros.

Oculares. — El ocular se compone de un tubo meltalico mds o menos

largo. que se adapta exaclamente al tubo de tiraje. yen el cual se hallan-
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colocadas las lentes. Lstd terminado en su parle superior por un anillo
metilico que sobrepasa sus bordes de tal manera, que impide al ocular caer
al interior del tubo de tiraje.

Se distinguen varias especies de oculares: el de Huyghens, el de Ramsden
y el ocular compensador.

Sstudiaremos solo el primero. Se compone de dos lentes planoconvexas,
de las cuales una, la ocular, esta situada en la parte superior, v la olra, el
vidrio del campo, estd en la extremidad inferior. Las dos lenles tienen su
cara convexa dirigida hacia el objelivo y entre las dos. en el interior mismo
del objelivo, se encuentra un diafragma. Los fabricantes designan a los
oculares con cilras drabes o romanas.

Aparato de iluminacion. — Hemos admitido hasta ahora que el objeto
emilia por si mismo rayos luminosos, lo que no corresponde a la realidad,
y es por eso que buscamos con la iluminacion arlificial enviar sobre el ob-
jeto la mayor cantidad de rayos luminosos. Si se trata de una preparacion
opaca, puede iluminarse por la parte superior (luz incidente), mientras
que las preparaciones lransparentes son iluminadas por debajo, a través de
la apertura de la platina (luz transmitida), por medio del espejo movil que
posee una cara plana y olra concava.

Siempleamos el espejo plano y tomamos como fuente de luz la del dia,
proyectaremos sobre el objeto un haz de rayos paralelos. Entonces cada
punto de este objeto envia al objetivo un haz luminoso ligeramente divergen-
le, cada uno de los cuales debe llenar completamente el dngulo de la aper-
tura del objetivo, si queremos oblener un campo visual uniformemente
aclarado en todos sus puntos. Este espejo solo se usard con objetivos de
pequeno angulo, o sea con objetivos de pequeno aumento.

Con objetivos mis poderosos emplearemos haces luminosos méas diver-
genles que solo el espejo concavo puede darnos. Este espejo concavo que
hace convergente la luz paralela, estd construido de tal manera que el
punto de convergencia de los rayos cae sobre el objelo.

Cuando se trabaja con grandes aumentos emplearemos haces todavia
mas divergenles, para‘la produccion de los cuales debe interponerse en-
tre el espejo y el objeto un sistema particular de lentes designados habi-
tualmente con el nombre de aparato de iluminacion de Abbé o condensa-
dor de Abbé.

Iiste aparato consla de dos lenles empolradas en una vaina meldlica.
La cara inferior de la lente superior es algo mayor que un hemisferio.,
mientras que la lente inferior es biconvexa: las dos lentes forman en con-
junto un poderoso sistema convergenle, de tal manera que los rayos que
provienen del espejo plano divergen fuertemente mas alld del foco. Esle



— 233 —

condensador posce una apertura de 1,20 y suministra rayos luminosos
que divergen 1o/ grados. Si se quiere ulilizar complelamente esta aper-
tura, es decir, evilar el desperdicio de los rayos que atraviesan el aire
que separa el condensador del portaobjeto, se debe reunir la cara superior
del condensador con la cara inferior del portaobjeto por medio de una
gola de aceile (inmersion).

Muchas veces sucede que no se desea utilizar todo el cono de rayos dade
por el aparato de iluminacion. sino una parle ; es enlonces que se debe
estrechar dicho cono por medio de dispositivos que se designan con el
nombre de diafragma. Los diafragmas estin intercalados sobre el trayeclo
de los rayos entre el espejo y el condensador, y pueden reducir el cono
luminoso a un minimun.

En nuestro estativo el diafragma es un diafragma iris, {ijado al aparato
que contiene el condensador debajo del sistema de lentes.

Un diafragma iris se compone de un gran nimero de delgadas laminillas
melalicas (12 a 18) cuya forma es la de una linula. Estas laminillas estdn
colocadas en un tambor metalico, de manera que se recubren completa-
mente.

Un anillo movil mueve estas laminillas, las cuales se van recubriendo
para circunscribir en el centro un poligono curvilineo, casi circular, a través
del cual pasarda el haz luminoso. Nosolros podemos, pues, gracias a este
aparato, ensanchar o estrechar a voluntad el cono luminoso.

Iin particular, puede ser venlajoso suprimir completamente el aparato de
iluminacion paralos pequeiios aumentos, y en esle caso pondremos en lugar
del aparato, un diafragma cilindrico, cuya apertura superior puede ser
cerrada por medio de laminas meldlicas, en cuyo cenlro se encuentran aguje-
ros de pequeno didamelro.

La mejor fuente de iluminacion para el microscopio es la luz del dia,
v. gr. la de una nube blanca, puesto que la luz cenital y la luz solar, deben
ser formalmente proscriln.& Entre las fuentes de iluminacion arvtificial, la
mejor y la mas empleada es la de gas, poniendo detris de la fuente lumi-
nosa una pantalla o un reflector.

Ll tornillo micrométrico. — Nos queda por dar una descripcion precisa
del tornillo micrométrico, que conslituye la parte mecanica mas importante
del microscopio, y que exige una descripcion detallada. Como hemos
dicho antes, la columna del microscopio se contintia por encima de la pla-
tina, bajo la forma de un prisma que se halla metido dentro de la cavidad
del portatubo. EI prisma termina en una extremidad cilindrocénica que
sobrepasa la extremidad del portatubo, la cual posee un tornillo que Ja
alraviesa, y que al girar ejerce su presion sobre un resorte de acero encerrado



dentro del portatubo. Estando el resorte en contaclo directo con el prisma,
se comprende facilmente que la mayor o menor presion ejercida por el tor-
nillo tendra por resultado el ascenso o descenso de la columna y por con-
siguiente del portatubo.

Debemos, sin embargo, hacer presente, que los tornillos micrométricos de
las diferentes casas constructoras, si bien estan basados en el mismo prin-
cipio, pueden presentar diferencias esenciales.

Reglas para el uso del microscopio. — La mayor parle de las casas cons-
tructoras de microscopios proveen al comercio, desde hace algunos aiios, de
instrumentos de igual valor. No es necesario insistir de nuevo sobre los cui-
dados asiduos que necesita un microscopio para su conservacion. Ante todo
debe preservarse del polvo, poniéndolo siempre en su caja después de su
uso. o cubriéndolo con una campana de vidrio.

Cuando se transporta un microscopio de un lugar a otro, se debe lo-
mar por su base y no por el portatubo. como se hace a menudo. Los
objetivos deben ser manejados delicadamente, limpidndolos de cualguier
suciedad por medio de un pano suave o de un panuelo, aunque es prefe-
rible limpiarlos con una gamuza. Si aun con estos elementos no se consi-
guiera una perfecla transparencia, se pueden poner los objelivos en una
solucion débil de alcohol.

Si la lente frontal se halla en perfeclas condiciones y no oblenemos una
imagen clara, lo mejor es devolver el objetivo al fabricante y nunca desar-
marlo para efectuar una limpieza que redundard en perjuicio del lente mismo.

No debe dejarse nunca el microscopio desprovisto de oculares ni de
objetivos.

Un punto merece lodavia algunas aclaraciones, y es la instalacion de la
preparacion, que ofrece a menudo dificultades al debutante. Siusamos obje-
tivos fuertes sucederd a menudo que la lente frontal llegue a estar en con-
tacto con el cubreobjelo; un exceso de presion de parte del observador
puede tener como resultado la raptura del cubreobjeto, cuando no pase otra
cosa peor, como ser el posible deterioro de la lente, accidente grave e irre-
mediable, sobre todo si se trata de objetivos de inmersion.

Debe ser regla absoluta para los principiantes, examinar primero cada
preparacion con un pequeno aumento, pasando luego a un aumento mayor,
dando vuelta al revolver portaobjetivo y enfocando la preparacion por me-
dio del tornillo micrométrico.

Si se quiere emplear para el examen un objetivo de inmersion, luego de
haber buscado con un objetivo de pequeno aumento el sitio deseado, se co-
loca una gotita de aceite de cedro sobre el medio del cubreobjelo, y se
acerca la lente hasta que llegue a contacto del aceite. Una vez terminada la
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operacion, se limpiard el objelivo frotandolo delicadamente con un pano
embebido en xilol o en alcohol fuerte. Mientras se observe un preparado.
deberd enfocarse continuamente, para lo cual nos serviremos del lornillo
micromélrico, medianle cuyo movimiento oblendremos siempre una ima-
cen nilida.

Talesson, en pocas palabras, los elementosnecesarios parael conocimiento
y uso de los instramentos mas necesarios al histologo y a todo el que use o

efectite trabajos microscopicos.

GENERALIDADES SOBRE TECNICA HISTOLOGICA

METODOS DE CONSERVACION. METODOS DE FIJAGION

La téenica histologica es el conjunto de métodos utilizados para la con-
feccion de las preparaciones microscopicas.

LLa lécnica esta basada en parle sobre las propiedades del instrumento de
investigacion, el microscopio. y en parte, sobre las del objeto que se quiere
estudiar. Un ejemplo concreto fijard mejor las ideas al respecto que largas
disertaciones ledricas.

Supongamos que se lrala de hacer una preparacion microscopica de un
rinon por ejemplo.

La primera larea serd la de reducir esle drgano voluminoso a dimensio-
nes, convenienles y ademas lralar de oblener una preparacion que pueda ser
examinada por transparencia. Dividiremos, pues, el drgano, por medio deun
instrumento apropiado, en corles tan finos como sea posible, o bien, una vez
extraido un pedazo con una lijera, lo disociaremos por medio de agujas.

Iisto hecho, recubriremos el objeto ya colocado sobre una limina de vi-
drio (el portaobjeto), con una laminilla mas pequefia (el cubre objeto).

Si deseamos praclicar el examen de la preparacion por medio de un obje-
tivo fuerte, el espesor del objeto no debe ser mayor de una fraccion de mi-
limelro, a causa de la pequenez de la distancia focal.

Todas estas manipulaciones necesitan tiempo, a menudo mucho tiempo,
pasados en preparalivos, durante los cuales el objelo experimentard modi-
ficaciones puesto que todo organismo sufre después de la muerte profundas
alteraciones que cambian su estructura original, alteraciones que son. en
general, tanto mas rapidas cuanto més pequeidio es el objeto. Debemos, pues,
o bien relardar estas modificaciones. o hacerlas imposibles realizando una
preparacion inalterable. Ademas, sinosotros corlamos unriiion (del ejemplo)
en corles lan finos como sea posible, y lo conservamos inalterable en su
estructura habitual, surge otra dificultad.
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Los diferentes tejidos que constituyen nuestro objelo poseen propieda-
des Oplicas tan parecidas que su diferenciacion e identificacion se hacen
dificiles y aun imposibles a los observadores no iniciados. Para facilitar el
diagnostico convendrd, pues. lratar las preparaciones de diversas maneras
por medio de las materias colorantes, vale decir, colorearlas.

Los medios microlécnicos pueden dividirse facilmenlte en (res grupos. a
saber : 1° los métodos de conservacion ; 2° los métedos de division : 3° los
mdétodos de coloracion.

Giracias alos progresos realizados hace cincuenta aios, poseemos un verda-
dero arsenal de instrumentos mas o menos complicados, y una cantidad de
productos quimicos, reaclivos y malerias colorantes que ulilizamos en micro-
téenica. Estudiaremos, pues, estos diferentes agentes y su uso en histologia.

METODOS DE CONSERVACION

Las condiciones en las cuales se examina un objelo no son siempre lan
desfavorables como en el ejemplo del rindn. Si descendemos a examinar
seres inferiores de la escala zooldgica, nos encontraremos con millares de
m';_{‘ani.\‘nms lan pequeﬁos y lan lransparenles, como para podm' ser obser-
vados y conservados vivos durante algunas horas y a veces hasla durante
algunos dias. Aun en animales superiores y en el hombre, pueden obser-
varse y conservarse algin tiempo con vida, ciertos elementos de pequeiia
talla. Es relativamente facil, por ejemplo, estudiar al microscopio y al'estado
fresco. sangre o espermatozoides.

Las caracleristicas de eslas observaciones en el vivo, es el poder exami-
nar un objeto en condiciones vecinas a las normales. Asi, para examinar
infusorios provenienles de un acuario, los examinaremos en el agua de este
mismo acuario. Pero si examinamos, por ejemplo, corpusculos sanguincos,
no los colocariamos en agua, donde sucumbirian instantineamente, sino
en un medio como el suero sanguineo, o en un liquido isotonico. Si elegi-
mos un liquido hipotdnico, como el agua destilada, este liquido penctra
por 6smosis en los hematies y los hincha; si inversamenle usamos una
solucion hipertonica de una sal. aunque sea inofensiva, los hematies se
deshidratan y se retracn.

L.os medios naturales mas favorables para el estudio de los tejidos de los
mamiferos son el suerosanguineo, obtenido por centrifugacion de sangre
coagulada, o el liquido amnidtico, proveniente del titero gravido de una
vaca o de un poreino.

Se emplea también con el migmo fin, el liquido de la cdmara anterior
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del ojo de los grandes animales, obtenido por puncion de la cornea, hecha
con una jeringa de Pravatz. Entre los mejores medios indiferentes artificia-
les, el mas conocido es la solucion fisiologica de cloruro de sodio; ella debe
conlener para el examen de los tejidos en los mamiferos y en el hombre
0.9 por ciento de cloruro de sodio. La solucion de Ringer es todavia mejor;
encierra en 1000 centimelros ciibicos de agua destilada, 8 gramos de cloruro
de sodio, 0,2 de cloruro de potasio, 0,3 de carbonato dcido de sodio y 0.2
de cloruro de calcio. A pesar del gran valor bioldgico que encierra el examen
de organismos vivos, los exdmenes morfologicos se hacen generalmente to-
mando por base tejidos muertos y conservados, para lo cual debe obser-
varse el mayor cuidado al matar y conservar los organos, de manera de con-
servar lo mds fielmente que sea posible su estructura original. Esta estructura
debe ser fijada.

Se designan los métodos y los reactivos empleados con este {in, con el
nombre de métodos de fijacion y agenles fijadores. v

Si los elementos han sido muerlos en un estado conforme a aquél que
presentaban durante la vida, podran ser facilmente conservados inlactos
durante largo tiempo. Para comprender bien las condicionés en las cuales
se realizan las fijaciones de los tejidos animales, haremos una corta incur-
sion en los dominios de la quimica biologica.

Las células y las subslancias intercelulares que constituyen los organis-
mos, se componen principalmente de: agua, cuerpos minerales, hidratos
de carbono, grasas y albuminoides. Los albuminoides que, bajo nuestro
punto de vista, forman la parte mas importante de los tejidos, son cuerpos
extremadamente complicados y de un peso molecular considerable. Bajo el
punto de vista qnimico son, en parte neulros, en parte dcidos, en parte
bésicos, y son solubles en el agua, en los dlcalis y en los dcidos débiles.

Su particularidad més importante bajo el punto de vista técnico, es la
siguiente : pueden hacerse mds o menos insolubles, es decir, son precipita-
dos o coagulados por intermedio de ciertos agentes fisicos y quimicos.

El calor es el medio mas conocido para precipitar la albimina. Si
se calienta una solucion de albimina a una lemperatura vecina a los 100
grados, todos los corpusculos albuminoides son precipitados a condicion
que la solucion posea una reaccion débilmente dcida. Laalbimina precipi-
tada se hace insoluble, entonces, en el liquido donde estaba disuelta antes.

Si se agrega a una solucion de albumina un dcido mineral, o ciertos
acidos orgénicos, se obliene lo mismo una precipilacion ; la albuminase ha
transformado en una acido-albiimina que es ligeramente soluble en los dcidos
diluidos.

Las sales de los melales pesados constituyen agenles mucho mas impor-
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tantes para la precipitacion de las albiminas. Estas sales transforman la
albimina en un albuminato metalico insoluble en el agua, es decir, en una
combinacion poco estable de 6xidos metdlicos y albiimina. ®

Xl alcohol es también un medio de precipitacion. Si se mezcla alcohol a
una solucion de albiimina, ésta precipita, pero si se le agrega agua, el pre-
cipitado se redisuelve. La albimina no ha sido desnaturalizada por este
procedimiento. Sin embargo si se deja actuar el alcohol durante un cierto
tiempo, la albimina se hace insoluble.

Il formol, solucion de formaldehido en agua, es hoy dia frecuente-
menle utilizado en las ciencias y en la prictica de laboratorio, puesto que
forma con la mayoria de los cuerpos albuminoides una combinacion me-
talica insoluble en el agua.

istas propiedades de los albuminoides son de gran interés para la técnica
histologica, puesto que permiten fijar las imagenes celulares alterables
transforméandolas en substancias solubles e inalterables.

Fijar, no significa olra cosa para nosolros cue precipilar la albdamina;
todo buen medio de fijacion debe ser, pues, un buen medio de precipilacion.
La practica de estos tltimos anos nos ha hecho conocer un gran nimero
de procedimientos de precipitacion de la albiimina, que se usan parala fija-
cion.

Ilemos aprendido, ademds. que en general exislen venlajas en combinar
la accion de diferentes reactivos; asi, por ejemplo, se mezcla con venlaja
alcohol o soluciones de sales metilicas con dcidos, en particular con el
acido acélico, obteniendo excelentes resultados. ‘

Antes de abordar el estudio detallado de los diferentes medios de fijacion,
es necesario todavia pasar en revista algunas nociones importantes bajo el
punto de vista general y bajo el punto de vista practico.

Para oblener en las preparaciones imigenes fieles de las estructuras vi-
vientes, es necesario evidentemente, fijar el objeto vivo. Eslo, ¢uees suma-
menle facil cuando se trata de piezas animales que pueden extracrse del
animal en seguida de muerto, no pasa lo mismo cuando se trata de conse-
guir, por ejemplo, drganos humanos, por la cantidad de horas que separan
¢l momento de la muerte. de nqu(‘l en que se pueden retivar los 6rganos,
distancia que favorece la alteracion de los elementos celulares. Ademds se
conoce la dificultad para conseguir piezas analdémicas humanas frescas,
dado que sdlo pueden obtenerse de algin anfiteatro o de los ajusticiados. Se
utilizan también los drganos provenientes de fetos.

Para matar los animales se emplea la mayor parte de las veces el cloro-
formo. Los pequeios animales se colocan debajo de una campana de vidrio
en la cual se introduce un tapon de algoddén embebido en cloroformo.
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MEDIOS DE DIVISION

Iistos métodos tienen por objeto obtener, de un drgano mas o menos vo-
luminoso de la economia, preparaciones delgadas, (ransparentes, penelra-
bles a los rayos luminosos y, por lo tanlo, apropiadas para usos micros-
copicos.

La preparacion de los objetos destinados a esle {in puede ser oblenida
por métodos mas o menos diferentes, pero que en suma se reducen a dos
principales : o bien se busca conservar la posicion reciproca de las partes
conslituyentes de un tejido, o bien se busca separarlo de sus conexiones,
en olros lérminos, disociarlo o aislarlo. Se consigue lo primero por los
métodos de los corles, que permilen dividir drganos enleros en pequeios
fragmentos de un espesor que puede variar segin las necesidades. Son los
métodos mas importantes en histologia. Sin embargo. los métodos de di-
sociacion presenlan todavia un gran inlerés, porque ellos nos ensenan,
mejor que los corles, la forma de los elementos que componen los tejidos.

METODOS DE DISOCIACION

Los elementos constitutivos de la mayor parte de los tejidos oponen
una cierla resistencia a la separacion mecanica. Para no cilar sino un ejem-
plo, es totalmente imposible separar mecinicamente una fibra muscular
de su tendon, puesto que estan solidamente unidos entre si por una subs-
lancia interslicial particular. Muchos tejidos se presentan a estudio en con-
diciones semejantes, y es por esto que debemos tratar de disolver quimi-
camenle las substancias intersticiales, con lo cual el aislamienlo mecinico
de los elementos no ofrecerd mayor dificultad. Se designan los agentes qui-
micos susceplibles de disolver las substancias inlersticiales con el nombre
de liquidos maceradores. Exislen en gran nimero, pero solo trataremos los
mas imporlemles.

Después de la muerte de los tejidos, el jugo inlersticial conslituye un
medio donde se disuelve, por ejemplo, el cemento intercelular de los ele-
mentos epileliales.

Asi, los objetos que se fijan un largo tiempo después de la muerle, estan
mas o menos desprovistos de epilelio.

Un excelente medio de maceracion de los epitelios es el alcohol débil
o alcohol al tercio (una parte de alcohol a go grados por dos parles de
agua), con el cual, en 24 horas, los epilelios mas diversos se dejan di-

sociar.
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Los vapores de dcido acético actian lodavia mejor, segun nuestra expe-
riencia; se extiende, por ejemplo, una mucosa sobre una placa de cera o
de vidrio que se cubre con un cristalizador en el cual se ha echado dcido
acélico. Algunos minutos después se puede separar, a grandes colgajos. el
epitelio del corion.

La lejia potasica constituye un liquido de maceracion de uso facil. Se po-
nen 32,5 gramos de polasa ciuslica en un vaso bastante grande. Se le agre-
gan 67,5 gramos de aguay se disuelve agilando continuamente. Como
duarante la operacion la temperatura de la solucion se eleva, se pondra el
vaso en agua f[ria. Isla lejia concentrada aisla en 25 6 30 minutos las
fibras musculares lisas o estriadas, aunque a veces las retrae baslante.

Para macerar los tubos y alvéolos de las diferentes glandulas se emplean,
sobre todo, los dcidos minerales concentrados, tales como el dcido nitrico,
el acido clorhidrico, y se deja que actiien durante 24 a 48 horas sobre las
pequeiias piezas. Cuando los tejidos han sido preparados por la accion de
agenles quimicos convenienles, se pueden disociar mecdnicamente.

Asi, seagilarin los epitelios tratados con alcohol al tercio; después de al-
gunas horas las células caen al fondo del vaso, de donde se las puede reco-
ger por medio de una pipela o por cenlrifugacion.

Las mucosas somelidas a los vapores de acido acélico, serdn divididas en
pequenos fragmentos por medio de un bisturt o de una espatula, luego se
aislaran las células sobre el portaobjeto por medio de un par de agujas o de
una simple agilacion.

Los fragmentos de musculos tratados por la potasa serdn transportados
en glicerina pura, a la cual se agregard, agitando con precaucion. tintura
de iodo mientras el liquido se decolora. A las 24 horas se pasa el tejido al
agua y se disociard por simple agitacion.

De las glindulas tratadas con dcidos minerales se extraen pequeiios frag-
mentos, que se extienden sobre un portaobjeto en glicerina débil (una parte
de glicerina en dos partes de agua).

METODOS DE CORTES

\si como la disociacion de los objetos frescos no sometidos a un tra-
tamiento previo ocasiona dificullades considerables, lo mismo los corles
ulilizables de los objelos frescos se obtienen dificilmente. Para que un ob-
jeto pueda ser corlado en corles finos debe poseer una cierla consistencia,
que dificilmente se encuentra en los tejidos del cuerpo. lin efeclo, y es el
caso mas [recuente, los tejidos son demasiado blandos y no ofrecen una re-
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sislencia suficienle a la navaja, o bien, estin lan impregnados de sales calcd-
reas que la navaja no puede cortarlos (huesos, dientes, cartilagos de anima-
les adultos). Solo el cartilago de los animales jévenes posee condiciones
de dureza que lo hacen apto para ser cortado por la navaja.

Las condiciones en las cuales se encuentran los objetos fijados son mas
favorables; la mayor parte de los métodos de fijaciéon confiere a los orga-
nos una cierla consistencia y hasta una dureza considerable.

Il procedimiento mas antiguo para el endurecimiento de las piezas es el
frio. Il objeto es congelado y dividido en cortes. Este método, aunque an-
liguo, da todavia buenos resultados.

Los mélodos de inclusion conslituyen un procedimiento bien diferente.
IX1 objeto es embebido en un cuerpo sélido fundido, que se solidifica des-
pués de su penetracion. La parafina y la celoidina son las substancias que
hoy dia desempenan el papel mas importante en las inclusiones.

Para incluir un objeto en parafina es necesario llevar a este cuerpo a
una temperatura igual o superior a su punto de fusion. Si se mantiene un
tiempo suficiente en esta parafina fundida un objeto tratado previamente
de una cierta manera. este objeto ‘es penetrado por el vehiculo y adquiere
por enfriamiento una consistencia que depende directamente del punto de
fusion de la especie de parafina empleada.

La celoidina pasa, al contrario, al estado liquido, por disolucién en
una mezcla de alcohol y éter. Los objetos son incluidos en esta solucion y
endurecidos por evaporacion y por un tratamiento ulterior conveniente.

Para los cortes se ha usado siempre la navaja. Este instrumento, de uso
muy extendido, debe ser excelente para que los corles den buenos resultados.
Sin embargo, esle medio primitivo, a pesar de su bondad, ha caido en
desuso, dado que poseemos instrumentos que permiten obtener corles su-
mamenle finos: los microlomos.

Describiremos con algunos detalles en los parrafos que siguen, los tres
meétodos de cortes mas importantes para el {in que nosotros descamos: mé-
todo de congelacion, métodos de las inclusiones a la parafina y método a la
celoidina.

METODO DE CONGELACGION

IEs bien sabido que el frio no ejerce accion nociva sobre muchos orga-
nismos, aun muy diferenciados. Recordaremos solamente que, segun las in-
vestigaciones de Raul Pistel, las ranas pueden ser enfriadas hasta 28 gra-
dos bajo cero, tomando la consistencia del hielo y sobrevivir todavia si se
las descongela con cuidado. Los musculos de los mamiferos pueden so-
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portar durante largo tiempo temperaturas de — 5o grados y contraerse muy
enérgicamente después de haber sido descongelados. Sobre los objetos fija-
dos, el frio no produce ningiin deterioro.

Los objetos congelados de una manera conveniente toman una consis-
tencia favorable para los corles; lenemos, pues, con el {rio, un agente de
endurecimiento muy practico.

Aprovéchase para ello el enfriamiento producido sobre una platina me-
talica, ala cual llega por medio de una caiieria apropiada el acido carbo-
nico que se liene encerrado en un obus metdlico, bajo la fuerte presion de
varias atmosferas.

I2l acido carbonico proyectado debajo de la placa metéalica que soporta
la pieza analémica, trae como consecuencia la congelacion de los liquidos
que impregnan los tejidos (fijadores, suero fisiologico, liquidos organicos),
y de ahi el endurecimiento progresivo de la pieza destinada a ser corlada.

Una vez juzgada suficiente la dureza adquirida por la pieza, se reduce
a corles ulilizando la navaja del micrétomo, que en la generalidad de los
casos es de un tipo especial, por ejemplo, micrélomo de congelacion tipo
Sartorius.

s convenienle acostumbrarse a manejar el congelador, puesto que la
insuficiencia de dureza impide hacer buenos cortes por la poca resisten-
cia ofrecida al filo de la navaja. lin cambio, el exceso de congelaciion hace
que los cortes se vuelvan quebradizos y, por lo tanto, ficiles de desgarrar.

Los cortes asi hechos, quedan sobre la navaja o caen sobre el micréto-
mo, donde se descongelan; o se recogen en un crislalizador con agua des-
tilada.

La consistencia del objeto tiene una gran importancia para la oblencion
de corles ulilizables; depende no sélo de la temperatura, sino también de
la estructura de la piecza.

El aparato produce, sobre la mesa de congelacion, una temperatura de
—12 a —1) grados, lelﬁporatura quees, en general, muy convenienle para
piezas frescas embebidas en sus jugos naturales, pero demasiado baja para
las que salen del agua, que al congelarse lo hacen encerrando en su inle-
rior pequeiias particulas de hielo, que luego serdn moleslas para la pro-
duccion de buenos corles.

Nosotros recomendamos poner las piezas en formoi al 5 por cienlo y
ponerlas con esle liquido sobre la placa de congelacion; se obtendran asi
casi siempre buenos corles; raramente se eslard obligado a usar el formol
al 10 por cienlo.

Iin lo que concierne al espesor de los cortes, se puede facilmente. con

el microtomo, oblener cortes de  a 10 micrones, pero no aconsejamos ha-
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cer corles tan finos cuando no es necesario, pues el tratamiento ulterior
de los cortes es tanlo mas delicado cuanto mas fino es el corte. Cortes de
1D a 20 micrones convienen perfeclamente al {in que nosotros persegui-
mos y muestran los mas finos detalles de estructura cuando estén per-
fectamente coloreados.

METODOS DE INCLUSION A LA PARAFINA

I método de inclusion a la parafina es mucho mas complicado que el
método de congelacion. Se trata, en efecto, de incluir el objeto en la pa-
ralina, es decir, no rodearlo sino imbibirlo completamente, de tal manera
que la pieza y la capa de parafina que lo rodea formen una masa homo-
génea. listo no es, naturalmente, posible, sino cuando el objeto ha sido
primeramente tralado por un buen disolvente de la parafina; este deside-
ritum exige manipulaciones preliminarves muy complicadas.

Bajo el nombre de parafina se designa una mezcla de carburos de hidroge-
no o hidrocarburos, de la formula general (C, 1, ). donde el valor de n os-
cilaentre 20 y 27. La paralina proviene de la hulla o de la ozokerita (para
las paralinas duras) y conslituye una masa blanca, untuosa, de una densi-
dad de 0,9; su punto de fusion varia entre 4o y 85 grados, segin su ori-
gen. Gomplelamente insoluble en agua, casi completamente soluble en
alcohol frio; también es soluble en sulfuro de carbono, cloroformo, benci-
na, benzol, xilol, toluol, el éter de petrdleo. ele.; hierve a 300 grados.

Todos eslos disolventes de la parafina no son, de ninguna manera, solu-
bles en agua, pero son mas o menos solubles en alcohol. Nosotros emplea-
remos como medio intermedio el cloroformo, que presenta muchas ventajas;
se usa también el xilol. El tratamiento previo del objeto, que permite evitar
manipulaciones delicadas, es el siguiente:

Ll objeto ya lavado y fijado se encuentra en el agua, desde donde se le
hace pasar por alcoholes progresivamente reforzados. Se comienza con el
alcohol al 10 por cienlo y se aumenla en cada elapa un 1o por ciento de
alcohol. Se obtienen estos alcoholes de grado diversos, agregando al alcohol
de 95 grados o al absoluto, una cantidad de agua conveniente. La duracion
de los pasajes en cada uno de los alcoholes depende de la talla del objeto.
Piczas de 1 cenlimelro ciibico no necesitan mas que 12 horas, objetos pe-
quenos de 2 a 4 horas. El objeto quedard siempre en el mismo frasco, que
serd, si es posible, un frasco de boca ancha, bien cerrado por un tapon de
corcho, provisto de una eliqueta donde eslard indicada en pocas palabras
la naturaleza del objeto, el medio de fijacion y el grado del alcohol. Se puede
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asi, deshidratar completamente en 5 dias objetos de talla mediana, agre-
gando al final alcohol absoluto que se cambiard una vez.

Para el pasaje en el disolvenle de la parafina debe también procederse
por grados. Se trata ordinariamente de la manera siguiente : se mezcla pri-
mero tres partes de alcohol absoluto y una de cloroformo ; luego partes
iguales de los dos ; en fin, tres partes de cloroformo y una de alcohol abso-
luto. En cada una de estas mezclas el objeto permanecerd de 6 a 12 horas,
y lnego se pondra durante una noche en cloroformo puro.

La imbibicion en la parafina no puede realizarse sino cuando la pieza esté
en parafina fundida en caliente, y si esta iltima queda liquida durante todo
el tiempo de la inclusion. Para satisfacer esta condicion se hace uso de una
estula analoga a la que se emplea para el cultivo de bacterios, o aun de una
simple estufa de metal. Es una caja de laton de doble pared, provistade una
puerta. El espacio comprendido entre las dos paredes se llena de agua. o
mejor, de glicerina neutra, conociéndose el nivel del liquido por medio de
un nivel sitnado en la parte externa. La temperatura de la estufa estd indi-
cada por medio de un termémetro. La fuente de calor se obtiene por medio
de un mechero situado en la parte inferior de la estufa, y al cual llega el gas
después de haber atravesado el termo-regulador.

Algunas estufas pueden ser calentadas por medio de petréleo o por medio
de la electricidad. La temperatura de la estufa debe ser 1 6 2 grados supe-
rior al punto de fusion de la paraflina empleada.

Un punto importante de la inclusion a la parafina es la valuacion exacla
del punto de fusion. A este respecto debe considerarse que cuanto més
fino debe ser un corle mas dura debe ser la parafina, o mas exaclamente,
mayor debera ser la diferencia entre la temperatura del laboratorio y el
punto de fusion de la parafina. Se podra, por ejemplo, con una parafina de
52 grados hacer corles de 5 micrones en una cimara fria, pero no en una
pieza o en verano. Inversamente, se obtiene muy dificilmente cortes de 25
a Do micrones en el primer caso y facilmente en el segundo.

Puede decirse que para cortes delgados la diferencia entre la lemperatura
del laboratorio y el punto de fusion de la parafina debe ser alrededor de 4o
grados. St disminuye esla diferencia, los cortes delgados se arrollan y se
deforman considerablemente. Para los cortes espesos la diferencia debe ser
solo de 30 a 35 grados, porque si es mds considerable, los cortes se rompen.

Asi, nosolros empleamos dos clases de parafina, una de 45 grados o para-
fina blanda y una de 56 grados o parafina dura. Para los cortes delgados
empleamos solamente parafina de 56 grados, y para los corles espesos
agregamos a la parafina dura una cantidad mayor o menor de parafina
blanda.
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Para fundir la parafina se hace uso con venlaja de cristalizadores a fondo
plano, de porcelana, de vidrio o de latén esmaltado.

Si el objeto esta embebido en clorolormo se saca el exceso, se le agre-
gan algunos fragmentos de parafina blanda y se pene el frasco abierto en
la estufa. La parafina se disuclve al cabo de 15 a 30 minutos y se va agre-
gando parafina hasta que haya una cantidad suficiente para recubrir el
objeto después de la evaporacion del cloroformo. Esta evaporacion se
emplea después de un dia y el objeto se encuentra asi embebido en parafina
blanda en vez de estarlo en cloroformo.

Mientras tanto, se llena un cristalizador de parafina y se va haciéndola
derretir lentamente hasta llevarla a una temperatura superior en 2 6 3 grados
a su punto de fusion. Una vez fundida la parafina pura, se le llevardn los
corles, que permaneceran durante 2 6 3 horas méas o menos y luego llegara
el momento de la inclusion definitiva. Ella puede ser realizada por medio
de cajas de papel. de vidrios dereloj, cajas de melal, ete.; estas iltimas se
componen de dos laminas de metal en forma de escuadras, cuyos lados son
de longitud desigual. Estas laiminas puestas sobre otras de metal o de vidrio,
circunscriben un espacio rectangular que puede ser ensanchado segiin se
acerquen los lados de los angulos. Las laminas y las placas de metal o de
vidrio se unlan interiormente con vaselina o glicerina ; en seguida se llena
la cajila o el molde de parafina, y se coloca el objelo, orientindolo segin
sea necesario.

<n fin, hay que enfriar la parafina. lo que se hace metiendo el molde en
un granrecipienle de agua. s necesario, sin embargo, observar ciertas pre-
cauciones, puesto que la parafina, que es méas liviana que elagua, tiende a
hacer saliencia hacia la superficie y a deformar por lo tanto la inclusion.
Se evila facilmente este inconveniente, dando al molde unainclinacion pru-
dente y haciendo correr el agua por su superficie. Después de algunas horas
de permanencia en agua fria, el bloque de parafina se ha hecho homogéneo
v se separa facilmente del molde.

Quedan asi terminadas las inclusiones de parafina. Solo queda ahora
corlarlas, lo que se hard con algunos de los micrétomos que se describiran
mas adelante.

A menudo, los cortes heclios a la paralina tienen una marcada tendencia
a arrollarse, lo que se evitara manteniéndolos por medio de un pincel.
n seguida, la mayor parles de las veces, se fijard el corte sobre un porta-
objeto, un cubreobjeto o una lamina de mica. Lo esencial es que los por-
taobjetos estén perfectamente limpios, para lo cual previamente serdn tra-
tados con acido sulfirico, luego lavados y por fin puestos en alcohol. En
el momento del uso seran extraidos del alcohol y secados perfectamente,



— 9b4 —

condicion necesaria para que los corles se adhieran bien. Los corles se
adhieren al porta de diversas maneras ; se usa la glicerina albimina (alb-
mina de huevo filtrada, mezclada a partes iguales de glicerina, a la que se
agrega un cristal de timol para evitar la putrelaccion) poniendo una del-
gada capa sobre el porta a la que se adherira el corte.

Se usa ademas la esencia de clavo con colodion (mezcla de una parte de
colodion a 3 6 4 partes de esencia de clavo) depositando una gola sobre la
que se colocara el corte. Sin embargo, uno de los mejores métodos es el
(ue usamos nosolros, y consisle en poner los corles en una capsula, en la
cual hay agua entibiada: la lemperatura serd algo menor que la del punto
de fusion de la parafina usada, donde los cortes se desarrollardn, o mejor
dicho, se exienderdn, facilitando asi su adhesividad. Una vez bien extendidos
los corles. se colocardn en el vidrio haciendo escurrir el agua de exceso y se
llevaran los portas a la estufa donde permanecerdn 24 horas, al cabo de las
cuales estaran perfectamente adheridos y podrin soportar la manipulacio-
nes ulteriores para su coloracion.

METODO A LA CELOIDINA

La celoidina es una solucién muy concentrada de fulmicoton o de dini-
trocelulosa en una mezcla de alcohol y éter, que se encuentra en el comer-
cio bajo la forma de laminillas rectangulares, espesas de mas o menos un
centimelro, y de una consislencia cartilaginosa. Estas placas son embebidas
en alcohol y libradas al comercio en cajas de laton para evilar la evapora-
cion, por lo cual se cierran herméticamente.

Para obtener una solucién adecuada a la inclusion de las piezas, se debe
primeramenle secar cuidadosamente la celoidina. Con esle [in se comienza
por recortar la placa en delgadas laminillas, y cada una de éstas en delga-
dos fragmentos, queserdn llevados ala estufa recubiertos de papel de filtro,
para evilar caigan en el cristalizador particulas de polvo. Pocos momentos
después, la celoidina forma pequeiios trozos opalescentes de una consis-
tencia parecida a la del cuerno o asla.

Al estado seco la celoidina es explosiva, razin por la cual deberd ser
manejada con precaucion en las diferentes manipulaciones. Se ponen los
pedazos en un frasco de 8oo a 1000 cc. de capacidad, completamente seco,
cerrado por un tapon esmeril, donde se colocarian ademés unos 250 gramos
de alcohol absoluto. La masa serd a menudo agitada con una varilla de vi-
drio, y al cabo de 24 horas las masas se habrin reblandecido y tomado la
apariencia de una masa gelalinosa. Se agregan entonces 250 gramos de ¢ler



puro. y después de 2 6 3 dias se obtiene la disoluciéon complela, sobre todo
si se ha tenido la precaucion de agitar convenientemente la solucion con una
varilla. Se tendrd asi una substancia fliida y de consistencia siruposa: la
solucion madre de celoidina. Con esta solucion se preparan dos mezclas :
la celoidina T (mezclando una parte de solucion madre y tres partes de
alcohol-éter) y la celoidina II (una parte de solucion madre y una parte de
alcohol-¢ter). Estas mezclas deben ser guardadas en frascos bien cerrados.

La deshidratacion completa del objelo es también aqui la primera y la
mas imporlante de las condiciones para oblener una buena inclusion a la
celoidina. Se deshidrata, pues, el objeto progresivamente con los alcoholes
reforzados, y se deberd cambiar por lo menos una vez el alcohol absolulo.

En seguida se pone al objeto durante 24 horas en una mezcla de partes
iguales de alcohol absolulo y éter anhidro, y luego se pasard a la celoidina,
es decir, a la celoidina débil, conlenida en un frasco bien cerrado. El tiempo
que debe permanecer en ella depende de la talla del objeto. Las piezas pe-
quenas pueden permanecer en ella dos dias ; las piezas de regular tamano
dos o tres semanas.

Al ser sacado de la solucion débil, el objeto es puesto en la solucidn fuerte,
es decir, en la celoidina 11, y luego en la solucion madre, donde permaneceri
un tiempo igual.

Cuando el objeto estd bien embebido en la solucidon madre, se pondrd en
una pequena cajita o molde de papel para el endurecimiento de la celoidina,
que se efectia al aire, donde después de 8 a 10 minulos ya liene una consis-
tencia suficiente como para poder ser transportado al alcohol de 70 a° 8o
grados, donde se deja. Al cabo de 24 horas ha adquirido una consistencia
suficiente como para ser corlado.

Para efectuar estos corles se puede usar el micrdétomo de plano inclinado,
y durante la confeccion de éstos, la navaja eslard constantemente cubierta
de alcohol de 70 a 80 grados. Una vez terminado de hacer los corles, la
inclusion debe ser guardada en alcohol de 70 a 8o grados.

ELECCION DE UN METODO DE CORTES

Cada uno de los métodos de inclusion enumerados recientemente, posee
sus venlajas y sus inconvenientes. El método de congelacién presenta la
venlaja de la rapidez de las operaciones. Ademds, fuera de la solucion de
formol, no hace uso de ninguna clase de reactivos, lo que altera al minimo
la colorabilidad de los objetos. Pero el serio inconveniente de este método
de corles, es cuando se trala de cortar objelos que presentan cavidades. lo
que favorecera la destruccion de los objetos.
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Ll método de la parafina es, sin duda, el que modifica méas la estructura
de los objelos, pues supone no solo un tratamiento intensivo por el alcohol,
sino también una permanencia de los objetos en la estufa, porlo que siempre
sufren en su conslitucion inlima. Su gran ventaja consiste en permilir la
confeccion de cortes relativamente finos y de un tralamiento ulterior muy
facil. De ahi la supremacia actual del método de la parafina en los labora
torios de zoologia e histologia. ,

El método de la celoidina ocupa el justo medio entre los dos preceden-
tes. Evila, es cierto, el calentamiento de las piezas, pero exige para dar un
buen resultado, una permanencia muy larga en las soluciones, y ademas,
manipulaciones muy cuidadosas.

Los tres métodos permilen obtener cortes muy delgados, de 5 a 10 mi-
crones, siendo la parafina la que permite obtener los mas finos.

Estas nociones permilirdn elegir el método (que Mas Nos convenga, segin
la clase de objetos que deseemos incluir.

APENDICE A LOS METODOS DE DIVISION. LA DECALCIFICACION

Las partes resistentes del cuerpo, huesos, dientes, elc., poseen, debido a
sus impregnaciones calcareas, tal dureza, que es imposible cortarlas. Para
reblandecerlas es necesario disolver las sales caleareas, es decir, tratarlas
por los acidos. lista operacion constituye la decaleificacion.

Iin muchos casos los agentes fijadores pueden servir de decalcificadores.
Asi, el liquido cromo-dsmico-acélico y el sublimado acético son excelentes
decalcificadores. dando buen resultado cuando se emplean objetos pequenios,
gran canlidad de liquido y, sobre todo. cuando se renueva éste a menudo.

Pero, en general, conviene fijar primeramente los objelos, y decalcificarlos
después. Se emplearin para ésto los dcidos, que transforman los carbonatos
y los fosfatos de cal de 16s tejidos duros en sales solubles. _

Lintre los acidos, el acido nilrico se presenta en primera linea, empleado
en abundancia en solucion acuosa al 5 por ciento. sobre los objetos previa-
menle fijados y lavados. Para apurar en lo posible la decalcificacion, el
objeto serd frecuentemente removido en el ligquido, y la solucion a menudo
cambiada. La duracion de la decalcificacion depende de la talla y de la can-
tidad de las sales que encierra el objeto. Para comprobar los progresos de
la decalcificacion, se alraviesa el objeto con una aguja o con una navaja
hasta su completo ablandamiento.

Sin embargo, una permanencia de 2 a 4 dias para fragmentos no muy
gruesos ni muy viejos, y de 8 a ro dias para un dienle entero, essuficiente.
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Después de la decaleificacion no se lavara inmediatamente con agua,
sino que se hard actuar durante 24 horas, sea formol al 10 por cienlo
frecuentemente renovado, o una solucion también (recuentemente renovada
de sal de Glauber o sulfato de sodio al 5 por ciento, después de lo cual se
podri lavar con agua impunemente

Iintre los olros agentes decalcificadores, senalaremos el acido tricloracé-
tico, euyo empleo es en todo semejante al del dcido nitrico.

MICROTOMOS

IZl examen microscopico de los tejidos supone como condicion indis-
pensable la transparencia de la preparacion, lo cual sélo puede lograrse de
dos maneras : o disociando el tejido en sus elementos componentes, o redu-
ciéndolo a corles sumamente delgados. El cumplimiento de esta (ltima
condicion es dificil cuando se corta a mano libre, porque las secciones son
desiguales, pequenas y casi nunca inferiores a b centésimos de milimetro
de espesor. De aqui la necesidad de ciertos aparatos llamados micrdtomos,
cuyo oficio es la ejecucion de corles finos, exlensos y regulares, de un or-
gano o lejido.

Numerosos son en la actualidad los métodos de microtomos usados en
los laboratorios. \ pesar de la diversidad de principios en que se funda su
construccion, pueden estos instrumentos clasificarse. considerando el meca-
nismo por el cual asciende el objeto seccionable, en dos grupos: microto-
mos a tornillo y a deslizamiento.

Microlomos a tornillo. — 151 mas sencillo de los micrétomos de esta es-
pecie es el llamado de Ranvier; consiste en un tubo coronado en uno de
sus extremos por una plataformas; en el otro hay una tuerca donde se mue-
ve un tornillo micrométrico vertical. EI movimiento del tornillo empuja la
pieza seccionable, que se fija dentro del cilindro mediante un relleno de
pedazos de médula de sauco. La navaja se desliza de plano sobre la plata-
forma, cortando la parte del objeto que sobresale de ella. Este micrétomo
esla hoy casi abandonado. Ciertos fabricantes, por ejemplo Zeiss, han per-
feccionado este aparato, afiadiéndole un pie y un tornillo micrométrico
con rueda graduada para apreciar el espesor de los cortes.

Los microtomos de tornillo empleados actualmente son aparatos méas
complicados, donde el movimiento de la navaja y el ascenso del objeto se
opera con una gran regularidad y precision.

Micrétomos por deslizamiento. — El lipo de estos microlomos es el de
Thoma-Jung que actualmente fabrican también, con algunas variantes de
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construccion, Becker, de Cottigue; Leitz. de Yeltzlar; Reichert, de Viena y
Verick, de Paris.

121 micrétomo de Thoma-Jung consta de un solido pie cuadrilongo y de
una lAmina vertical, en una de cuyas caras se ve una resbaladera o carril
para el bloque conductor de la navaja. Pero lo que da caracler a estos mi-
crotomos es el mecanismo de ascenso de la pinza portaobjeto. En una de
las caras del soporle vertical, aparece un plano metalico inclinado en dos
sentidos. es decir, formando dngulo con la horizontal y con el soporte ver-
tical. En este plano inclinado se mueven dos piezas : un bloque que man-
tiene una pinza portaobjeto capaz de loda suerte de movimientos, y una
pieza pesada susceptible de ser sujeta a la resbaladera sobre la cual se des-
liza, impulsada por un tornillo micrométrico horizontal. Como la pieza
portaobjeto asciende al resbalar, la navaja puede cortar sucesivamente nue-
vas capas de la pieza seccionable.

El tanto de ascenso del portaobjeto puede determinarse ficilmente con-
sultando el tambor, que a favor de una ingeniosa combinacion permite di-
vidir la vuelta hasta en fracciones de micron.

Hay otros tipos de micrétomos que se desvian algo de los anteriores:
tales son el automatico de Minot, el de palanca de la sociedad de Cam-
bridge y otros. Estos microtomos de alta precision y perfectamente auto-
miticos se emplean exclusivamente para obtener cortes de las piezas in-
cluidas en parafina.

El micrétomo de Minot, que es uno de los més solidos y perfectos, no
debe faltar en ningin laboratorio de micrografia. La navaja esta fija y el
movimiento de vaivén indispensable al portapieza, asi como la sucesiva
impulsion de ésle para ofrecer nuevas capas al filo, esta arreglado por un
mecanismo muy parecido al de las maquinas de coser.

Al bloque donde se sujeta la navaja puede fijarse una larga cinta donde
se recogerdn los cortes.

El microtomo de Cambridge esta basado en un principio exacltamente
1gual.

Existen también microtomos de gran tamano para seccionar cerebros
enteros, y su principio es el aplicado al pequeno modelo de Ranvier; tal es,
por ejemplo, el microtomo de Guddem, y lo mismo el de Nageolte, aunque
este ultimo aventaja al anterior por el automatismo del cuchillo.

Advertencia sobre los microtomos. — Cuando no se puede comprar mas
que un microtomo, debe darse preferencia a los universales, es decir, a los
que sirven para corlar en parafina y celoidina (Thoma-Jung, Reichert,
Schanze, Becker). En estos modelos téngase en cuenta que la dimension

de los cortes guarda relacion con la longitud del micrétomo ; asi. con mi-
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crotomos cortos, donde la navaja no tiene campo de excursion, es impo-
sible hacer secciones extensas (por ejemplo. un globo ocular completo).

La pinza portapieza debe permitir toda clase de movimientos. La forma
de pinza mas aceplable es la llamada del laboratorio de Napoles, que se usa
hoy en casi todos los micrdtomos.

Il éxito de la microtomia depende, en general, de dos condiciones : de
un perfecto endurecimiento e inclusion de la pieza (parafina o celoidina),
y de que la navaja esté bien afilada, para lo cual el principiante debera
acostumbrarse a repasarla sobre una piedra fina y en el asentador cuantas
veces necesile usar el micrdotomo.

La navaja debe cortar todo lo oblicuamente posible, como serrando,
aprovechando todo el filo de la misma.

El bloque conductor de la navaja, en los micrdétomos por deslizamiento,
ha de ser pesado con relacion a la misma, a fin de que no oscile al impri-
mirle movimientos con la mano.

METODOS DE COLORACION

La coloracion es un proceso por el cual, un objeto incoloro puesto en
conlaclo con una solucion colorante. se colorea.

Il objeto toma habitualmente el tinte del colorante, pero en ciertas cir-
cunslancias puede tomar olro. ;

Los métodos de coloracion son empleados en histologia como el proce-
dimiento mas importante para el estudio de los tejidos.

Todas Tas materias colorantes empleadas en histologia son subslancias
organicas ; conlienen, pues, carbono y agua. Son obtenidas directamente
del reino animal o vegetal, o bien son producidas artificialmente. Se dis-
tinguen, pues, los colores naturales y los artificiales.

Para que una materia colorante sea utilizable en histologia, debe ser so-
luble. Entre los disolventes empleados se usa, sobre todo, el agua, el al-
cohol, mas raramente la glicerina, soluciones alecalinas. acidos o dlcalis
diluidos.

Para aumentar la polencia de coloracion de numerosas soluciones acuo-
sas de materias coloranles, se agregard anilina o bien agua anilinada. Se
prepara este producto agregando una pequena cantidad de anilina a una
cantidad cualquiera de agua, se agitay se filtra a través del papel de filtro
humedecido.

Habitualmente se hacen soluciones colorantes de una concentracion de-

terminada, es decir, que se disuelve una cantidad determinada de maleria
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colorante en cierta cantidad de disolvente, de manera de disolver todo el
colorante.

Se opera, sea a la temperalura del laboratorio, sea calentando previa-
mente la substancia colorante. A menudo se usan soluciones llamadas
concentradas, es decir, que se agrega, agitando a menudo, un exceso de
colorante a la substancia disolvente. Después de un cierto tiempo, el
exceso de maleria colorante cae al fondo del frasco y se obtiene asi
una solucion de concentracion maxima. Como en la mayor parte de los
casos la solubilidad de las subslancias colorantes depende de la tempera-
tura, la concentracion de las soluciones antedichas serd variable. En la
practica deben usarse con precaucion las soluciones concentradas, pues
al depositarlas sobre la preparacion siempre arrastran particulas solidas
de la substancia colorante, lo que contribuye a manchar la preparacion.

¢Qué concentracion conviene elegir para obtener una coloracion tan
completa como sea posible? Iisto es algo dificil de precisar de una manera
general. Hay quien afirma que las soluciones débiles dan mejores colora-
ciones que las concentradas. Esta opinion puede ser exacla para algunos
colorantes, pero no puede ser admitida como idea general. La concentra-
cion de la maleria colorante debe ser adaptada a la naturaleza de la subs-
tancia empleada y al fin que se desea obtencr. llabitualmente se colorea
a la temperatura del laboratorio. Sin embargo, a veces se hace uso del co-
lorante previamenle calentado. y en este caso los tejidos toman mas rapi-
da y mas intensamenle la coloracion. La maleria colorante actiia sn])rn'los
tejidos frescos o conservados. En el primer caso se trata de una colora-
cion vital, o coloracion al fresco.

No se obliene una coloracion vital, en el verdadero sentido de la pala-
bia, sino sobre el organismo vivo, al cual se le incorpora la tintura de
una manera apropiada. La incorporacion de la materia colorante puede
realizarse en los animales superiores por la ingestion, para lo cual sera su-
ficiente mezclar a los alimentos la substancia colorante; el color, disuelto
en el bolo alimenticio, se reabsorbe en el intestino.

Mas rapidamente, se inyecta bajo la piel una solucion acuosa de la subs-
tancia colorante, o bien se hace esla inyeccion directamente en pleno lo-
rrenle circulatorio en un animal previamente narcolizado, colocando la
aguja en el extremo central de una vena. Esto supone, naturalmente, que
la solucion empleada no sea un veneno lan violento como para detener in-
mediatamente los latidos cardiacos.

Si se tratara de olra manera, habria que sangrar previamente al animal
y realizar, en seguida, un lavaje bajo presion, del sistema vascular.

Sin embargo, en la mayoria de los casos, la coloracion se hace usando
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maleriales que estan fijados. Se distinguen dos procedimientos principales
para colorear los objetos conservados; o bien se colorean en masa piezas
mds o menos gruesas, o bien se colorean los cortes. Para la coloracion en
masa se requiere usar un reaclivo que sea difusible, lo que sélo se obtiene
con los reactivos alcoholicos, que son los tinicos que pueden penetrar ficil-
mente al interior de los tejidos gruesos, espesos, lo que unido a la dificul-
tad de controlar la accion del reactivo, hace que este método de coloracion
solo se emplee con poca frecuencia.

Al contrario, el método de los cortes es ficil de seguir ; puede interrum-
pirse en el momento que se desee, lo que hace que sea un método de facil
manejo y de uso muy general.

La coloracion de los corles por congelacion se realiza en bloques de cristal
excavados por una cavidad esférica. cubiertos por unaldmina de vidrio. El
transporte del corte a la solucion colorante se hace por medio de una agu-
jarecurvada, o por medio de una varillla de vidrio retorcida, o de una es-
patala. Es importante que las agujas estén perfectamente limpias y pulidas,
pues una simple aspereza basta para que los corles se rompan o destruyan.
Iistas agujas serviran para seguir el corte en las manipulaciones sucesivas.
Si se trata de colorear pocos cortes, se usard unas golas del colorante, pero
st se trala de realizar coloraciones de muchos, entonces se pondrén todos
en un cristalizador, del fondo del cual se pescaran con la aguja.

La coloracion de cortes a la parafina se hace de preferencia en frascos ci-
lindricos, cuyo didmetro y altura son superiores al portaobjeto; o sino en
crislalizadores con lapa cuando se trata de cortes adheridos al portaobjeto.

Para cada uno de ellos las manipulaciones sucesivas son idénlicas; s6lo
se diferencian en que en unos se usan Irascos y en otros cristalizadores.

Se disuelve primero la parafina, para lo cual emplearemos el xilol
(C,H, (GH,),), liquido claro, mas liviano que el agua en la que no es solu-
ble. La disolucion de la parafina se produce en pocos segundos para cor-
les de mediano espesor, ‘y para poder hacer desaparecer completamente el
xilol, lo emplearemos el alcohol absoluto. Después de una permanencia
variable en alcohol absoluto, los cortes se llevan al de g5 grados; de aht
al de 70, de donde podrin llevarse al agua sin peligro alguno.

El iempo que deben permanecer los cortes en los alcoholes depende del
espesor de los mismos y variara de 4 a b minulos en cada alcohol. Una
vez llevados al alcohol de 70 grados, debemos llegar a la hidratacion
completa, paralo cual se llevaran los cortes a un cristalizador con tapa, lle-
no de agua, donde se dejaran durante unos b minutos. Después de estas
manipulaciones, el corte estard en condiciones de ser coloreado.

Los cortes a la celoidina son mas facilmente coloreables. Del microtomo
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donde se hallan sumergidos en alcohol de 70 grados, pasan directamente
al agua o a la solucion colorante.
ios indiil repetir que, cuando se haga uso de colorantes ensoluciones al-
cohdlicas, el pasaje de los corles por el agua es perfectamente intil.
Segin que actien una o varias linluras sobre un corle, se oblendran co-
loraciones simples o combinadas, y para estas ultimas se eligen natural-
mente los colorantes que ofrecen mayor conlrasle.

MATERIAS COLORANTES DE ORIGEN ANIMAL

Carmin. — Lasubslaneia maltriz, productora del carmin, es la cochinilla.
La cochinilla es el producto constituido por las hembras desecadas de un in-
seclo. el Coceus cactli, que vive en algunas regiones de la América Central,
sobre todo en Méjico. Este insecto vive como parasito de algunos vegetales,
en especial de varias especies del género Opuntia. Las hembras son reco-
gidas sobre las plantas poco antes que empiece la época de la postura de los
huevos, y son muertas rapidamente, para lo cual se sumergen en agua ca-
liente. Una vez muerlas, son desecadas a la estufa o al horno, y se consi-
gue asi el malerial necesario para obtlener el carmin. Se calcula que para
obtener un kilo de cochinilla hacen falta alrededor de 140.000 animalitos.

I2] carmin es extraido de la cochinilla por medio de alumbre y del acido
tarlrico, y consliluye una masa obscura, lerrosa, escamosa, (ue se encuen-
tra en el comercio bajo forma de laminillas mds o menos grandes.

[2l carmin es completamente insoluble en agua y en alcohol, y es solu-
bleen los alcalis, en el amoniaco, enlos dcidos y en las soluciones de borax
y de alumbre.

Quimicamente, el carmin es un compuesto aliumino-calcio-proteico del
acido carminico. Il acido carminico es el principio colorante del carmin,
y es al estado puro un polve cristalino, de un hermoso color rojo, ligera-
menle soluble en el agua y en el alcohol. Forma sales solubles con los me-
tales alcalinos y sales insolubles con los metales terrosos y pesados.

Iin microtéenica se usan las soluciones de cochinilla, de carmin y de
dcido carminico. Los mejores resullados se obtienen con el dcido carmini-
co (quimicamenle puro, que es el que empleamos nosotros.

EL carmin-alumbre se obtiene disolviendo en caliente 0,5 gramos de 4ci-
do carminico en 100 cc. de una solucion de alumbre al 5 por ciento, pre-
parada en calienle y filtrada después de enfriada. La solucion, de un tono
violiceo, es adicionada, para su conservacion, de un poco de formol, méas o
menos 0,d a 1 por cienlo. Iste coloranle colorea rapida e inlensamente los
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cortes, de un color rojo violiceo. Después de una permanencia de 10.a 15
minutosen el carmin-alumbre, las preparaciones son llevadas durante algu-
nos segundos a una solucion de alumbre al 5 por ciento y lavadas después
con agua. Se obtendri asi, una coloracion nuclear casi electiva. Lasolucion
de carmin-alumbre es muy convenienle paralas coloraciones en masa, para
lo cual, y si se trala de piezas de tamaiio mediano, serdin mantenidas en cl
colorante por espacio de 24 a 48 horas, después de lo cual sufriran un
abundante lavaje con agua.

El paracarmin da una coloracion mas intensa todavia. Para prepararlo
se disuelve 1 gramo de dcido carminico, 0,b de cloruro de aluminio y 4 de
cloruro de calcio, a una temperatura moderada, en 1oo ce. de alcohol de 70
grados. Se deja depositar, se filtra y se conserva el liquido en frascos bien
cerrados. Para colorear se diluird esta solucion en 5 6 10 veces su volumen
de aleohol de 70 grados. y se le agregaran una o dos gotas de dcido acélico.

IXl carmin se emplea con igual éxito para las coloraciones en masa que
para los cortes. El lavaje se efectitasimplemente con alcohol de 70 grados,
al cual se adiciona un 2 por ciento de dcido acético para oblener una co-
loracion electiva nuclear.

MATERIAS COLORANTES DE ORIGEN VEGETAL

El reino vegelal produce un gran nimero de malerias colorantes. de las
cnales s6lo se emplean en técnica histologica la hemaltoxilina y el indigo.

La hematoxilina es extraida bajo forma de pequenos cristales rombi-
cos ¢ incoloros del palo de campeche (Hemaloxilon campechianun), idrbol
de la familia de las Leguminosas originario de la América Central. Es difi-
cilmente soluble en agua fria, fdcilmente soluble en agua caliente, en ul-
cohol y en éter. Si se expone al aire o a la luz una solucion de hematoxili-
na, se coloreard primero de amarillo y luego de pardo obscuro.

[51 hemaleina es una hematoxilina completa o parcialmente oxidada. Se
encuentra en el comercio bajo la forma de un polvo obscuro, soluble en
agua, alcohol, éter, glicerina, dlcalis y amoniaco.

LLa hemaloxilina pura no se usa como maleria colorante, se la mezcla a
diversos cuerpos que acliian como mordientes.

LL.a hemalumbre es un compuesto de hematoxilina. Para prepararlo se di-
suelven bo gramos de alumbre en un litro de agua caliente y se filtra des-
pués del enfriamiento. Por otra parte, se disuelve el calor moderado 1 gra-
mo de hemateina en Do cc. de alcohol de gb grados y se mezclan las dos
soluciones; se oblendrd inmediatamente un liquido de color azul obscuro vio-
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lado. Esta solucion da casi siempre nacimiento a precipilados, razon por la
cual debe filtrarse cada vez que se desea usar. LI hemalumbre colorea los
cortes en algunos segundos ; después de la coloracion se lavan cuidadosa-
menle con agua clara, tomando los cortes un color azul obscuro. Si la pre-
paracion estuviera demasiado coloreada por el hemalumbre, se hara la di-
ferenciacion poniéndola en agua ligeramente acidulada con dcido clorhidri-
co (2 gotas de acido clorhidrico en bo cc. de agua), virando el color
azul al rojo, mientras que el exceso de colorante desaparece. Después de la
diferenciacion se lava nuevamente con agua hasta que viren nuevamenle
al azul.

La hematoxilina férrica da una coloracion nuclear todavia més intensa
que la hemateina. Para prepararla se disuelven por una parle 10 gramos
de alumbre de hierro en 150 de agua caliente y por otra parte 1 gramo de
liematoxilina en 75 cc. de agua caliente. Se dejan enfriar las dos solucio-
nes y se echard la primera en la segunda, calentando nuevamente y remo-
viendo el liquido hasta que se llegue a la ebullicion. Se obtendri después
de su enfriamiento, una solucion pardo obscura lista para servir. Colorea
rapida y fuertemente. Para diferenciar se procederd en la forma yaindicada.

Hematoxilina férrica de Heidenhain. — Este procedimiento de colora-
cion fué imaginado por Heidenhain, y para aplicarlo es menester usar dos
soluciones ; una solucion al 2,5 por ciento de alumbre de hierro y otra de
hematoxilina al uno por ciento, de preferencia vieja y de un color pardo
obscuro. Los corles son colocados durante dos horas o mas en el mordien-
te, después lavados rapidamente en agua y sumergidos durante una noche
en la solucion colorante. Se lefiirdn primeramente en gris, luego en azul
gris, después en azul obscuro v por fin en negro. Para la diferenciacion se
les lleva nuevamente al mordiente después de un lavaje rapido en agua.
Alli se decoloran poco a poco, dejando escapar nubes de colorantes. La
decoloracion debe ser observada atenlamente y de preferencia debajo del
microscopio.

Son los corpisculos nucleares y la cromaltina los que resisten méas largo
liempo a la extraccion del color; de modo que una vez terminada la di-
ferenciacion, los nicleos son puestos en evidencia neta. Cuando la dife-
renciacion ha terminado se llevan los cortes al cristalizador, donde sufriran
un prolijo lavaje al agua, la que deberd cambiarse varias veces.

Hematoxilina-Bicromato de polasio. Se emplea esta hematoxilina pa-
ra poneren evidencia las fibras del sistema nervioso central que poseen mie-
lina.

Hemaloxilina-Acido fosfomolibdico.

Se disuelve 1,75 gramos de he-
matoxilina en 250 cc. de agua caliente y se agrega 10 cc. de dcido fos-
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fomolibdico al 1o por ciento y 5 cc. de dcido fénico puro licuado por el
calor. Se obtendrid por esta mezcla un liquido azul obscuro, en el cual se
colorean los corles durante 1H a 20 minutos, después de haber hecho ac-
tuar como mordiente a una solucion de acido fosfomolibdico al 1o por cien-
to, en lacual se sumergen previamente los cortes durante 1o minutos. Luego
son llevados al agna; después de electuada la coloracion se volvera a lavar
con agua, y luego pasaje al alcohol.

La preparacién en conjunto toma un tinte azul gris mate, de una débil
intensidad. Sobre este fondo gris resaltan las fibras de coligeno, con un co-
lor azul cbscuro. Este método permite poner en evidencia las fibras con~
Juntivas en regiones donde generalmente fracasan otras clases de reaclivos.

Indigo. — Esla substancia colorante conocida desde la antigiiedad, se en-
cuentra abundantemente en el reino vegelal, pero se extrae, sobre todo,
del indigotero, planta de la subfamilia de las Papilionoideas, que se cultiva
enla India. Se presenta en el comercio bajo forma de panes livianos, azul
obscuros, insolubles en agua. alcohol. éter, y solubles en anilina, fenol,
acido acético, ele.

El acido sulfirico concentrado disuelve el indigo, formando el 4cido in-
digo-sulfirico. El indigo tratado por un reductor se transforma en indigo
blanco, soluble en agua. El gran empleo que se hace en tlintoreria de este
indigo es debido a estos dos productos: blanco de indigo y dcido indigo-
sulfirico.

Lin histologia se emplea el indigo-carmin, que es unasal de sodio del dci-
do indigo-sulfiirico. Esta sal es un polvo de color azul obscuro. ficilmente
soluble en agua, poco o nada en alcohol. En solucidn al 0,25 por ciento
constituye un excelente colorante plasmilico.

MATERIAS COLORANTES ARTIFICIALES

Dejando a un lado las substancias colorantes de origen animal o vegelal,
poseemos, ademas, un gran nimero de materias colorantes oblenidas por
via sintética; se las designa con el nombre de colorantes artificiales.

Hay que recordar, sin embargo, que todas las malterias colorantes natu-
rales o artificiales pueden ser reducidas en iltimo andlisis a una substan-
cia madre, el benzol, y que bajo este punto de vista no hay lugar, pues, a
eslablecer diferencias esenciales. Asi, por ejemplo, ya se ha podido repro-
ducir por sintesis ciertos colores naturales, tales como el indigo. Todas las
malerias colorantes artificiales son extraidas del alquitran. La expresion de
colores de anilina no es bastante clara, puesto que la anilina no es la fuen-
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te de todos los colores artificiales. Una clasificacion racional de los colores
es dificil, y por eso dividiremos los cuerpos en basicos, dcidos e indife-
renles.

COLORES BASICOS

Bajo el nombre de colores basicos se designan las sales de las bases colo-
rantes, sobre todo las derivadas de los dcidos sulftrico, nitrico, acético y
oxalico. Eslas sales son la mayor parte de las veces mas solubles en al-
cohol que en agua. :

Los colores basicos gozan de una gran alinidad por la cromatina nuclear,
y es por esto que se les designa con el nombre de malerias colorantes nu-
cleares. Colorean ademés, la substancia fundamental del cartilago, las gra-
nulaciones de los mastzellen, el mucus.

Fuscina. — s el clorhidrate de rosanilina. Si se pone un exceso en
agua anilinada y se mantiene la solucion varios dias, agilando a menudo,
se obtendrd una solucion que colorea en 1o a 1D minulos y aun mas rapi-
damente si se emplea en caliente. Se lavard después con alcohol a g5 gra-
dos, adicionando o no un 10 por ciento de anilina.

Violeta de melilo. — Es el clorhidrato de hexametilempararosanilina. Pol-
vo metalico de un color violela obscuro, soluble en agua y més en alco-
hol. Se emplea mas en histologia el violela de genciana. Se usa este colo-
ranle disuello en agua o en agua anilinada, que colorea muy intensamente
después de roa 15 minulos. Se usa para decolorar el alcohol de 5 grados,
y si ¢sto no fuera suficiente se empleara el liquido diferenciador de Gram.
Se prepara esle liquido poniendo en un cristalizador 1 gramo de iodo, »
de ioduro de polasio y algunos ce. de agua: se agila hastla que la solucion
sea complela, y se agrega hasta 300 cc. de agua. Se pondrian algunas go-
tas sobre el corte previamente lavado en agua, y después de algunos segun-
dos el corte tomara un tinte pardo, y serd llevado de nuevo al alcohol de
05 grados. La preparacion vira de nuevo al azul y se decolora. Si la deco-
loracion no fuera bastante. se vuelve a hacer actuar el liquido de Gram.
Iiste método de diferenciacion que desempena un papel imporlante en
histologia, permite obtener una coloracion muy pura de la cromalina, y
da excelentes resultados. sobre todo, para estudiar la carioquinesis.

Verde de metilo. — lis un derivado del violeta de metilo ; es un polvo ver-
de. de cristales microscopicos; se disuelve [acilmente en agua, y mas difi-
cilmente en alcohol, dando un liquido verde obscuro. Es uno de los mejo-
res colorantes nucleares, a pesar de que casi nunca se le emplea solo; se le

asocia generalmente a los colores dcidos.
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La lionina es uno de los colores mas anliguos ; deriva de la hualla y
pertenece al grupo de las thiazinas. s un polvo cristalino, brillante, poco
soluble en agua, a la que da un tinte azul violeta. Se emplea como colo-
rante nuclear en soluciones al 0,1 por cienlo. La coloracion dura de 10 a
1D minulos, y después se lava en alcohol. La importancia de la tionina es
debida a los tintes metacromalicos que confiere sobre todo al mucus, a la
substancia fundamental del cartilago y a los granos de mastzellen.

Iistas substancias, en electo, se colorean en rojo, mientras que los ni-
cleos quedan azules. Si se quiere observar el efecto metacromdtico, no se
lavaran los cortes en alcohol, sino que se los pasa rapidamente al agua y se
monlan en levulosa.

Azul de metileno. — Este color, tan empleado en histologia, es cloruro te-
trametilado de tionina. Se encuentran diversas especies en el comercio.
Xl mejor azul histologico es el azul (quimicamente puro, crislalizado. Se
presenta como pequenias agujas cristalinas, solubles en agua y en alcohol.
I’s poco soluble en los liquidos salinos, como, por ejemplo, la solucion fi-
siologica, el liquido de Ringer y el agua de mar. Si se agrega un dlcali a una
solucion de azul de metileno, se descompondri dando nacimiento a azur de
melileno y a violela de metilo. La reduccion de una solucion acuosa de azul
de metileno trae por resultado la decoloracion, por la formacion de un leu-
coderivado; la reoxidacion se obtiene por simple agitacion en el aire. Los
tejidos vivos. la sangre, la orina, pueden ejercer esta accidon reductriz sobre
el azul de metileno.

I azul de metileno es un excelente colorante nuclear. Para utilizarlo de
esta manera se hace una solucién al 0,1 6 al 1 por cienlo, y se colorea duran-
le 1o a 15 minulos, de preferencia a la temperatura de la estufa de parafina,
y se diferencia con alcohol de 9b grados, al que se le adicionard, si se quiere,
un 10 por ciento de anilina.

La coloracion vital de los nervios es la aplicacién mdas importante del
azul de metileno. Enumerareinos uno de los procedimicentos mas constan-
les como resultado.

Ilay que hacer notlar que no todos los animales son igualmente conve-
nienltes para esla clase de trabajos ; hay que usar con preferencia conejos,
cobayos o galos.

Se prepara una solucion al 1 por ciento de azul de metileno quimica-
menle puro; se liltra inmedialamente antes del empleo, y se calienta hasta
que la temperatura sea igual a la del cuerpo. Se adormece al animal con
cloroformo. Se abre el torax rapidamente sobre la linea media con una ci-
zalla, y una vez abierto el pericardio, se abre el ventriculo izquierdo por
seccion de la punta del corazdn.
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La sangre que escurra se seca con un algodon mojado, y se limpia la
cavidad toracica de todo coagulo. Se investiga la aorta y se coloca en su
inlerior una canula de dimension apropiada, una de cuyas extremidades
penelra en la aorta. y la otra estd ligada a un tubo de caucho provisto de
un robinete de vidrio o ebonita.

Este robinele dara paso a la solucion de Ringer, que sera la primera a
inyeclar, para evilar en lo posible la formacion de codgulos en el interior
de los vasos sanguineos.

La solucion esta contenida dentro de un tubo que bien puede ser el de
una burela, y ésta a su vez esta contenida dentro de un tubo hueco que per-
mile ser llenado de agua caliente para tener la solucidn de Ringer a la tem-
peratura ordinaria de 4o a 45 grados.

Una vez listo el disposilivo, se comenzara la inyeccion, para lo cual de-
berd tenerse cuidado de no inyectar burbujas de aire. Se hard uso de una
presion muy moderada, de manera que la inyeccion se haga lentamente.
Después de la inyeccion, por el exceso mismo de la presion, el liquido re-
fluye en las venas, y el corazén derecho se llena poco a poco y se endurece :
es en este momento que se abrird el corazon derecho seccionando, de prefe-
rencia, la auricula derecha. El liquido sigue saliendo por la auricula dere-
cha; se seca el exceso de liquido con algodon y se sigue inyectando hasta
que el ligquido que refluye por la auricula sea casi incoloro. Este lavaje exi-
ge de 300 a Hoo ce. de liquido, después del cual se podrd hacer pasar el
liquido coloreado. La solucion coloreada, lo mismo que la de Ringer, deben
penelrar lo mas despacio posible ; se calcula que deben entrar alrededor de
1 a 2 cc. por minuto. Cuando el liquido coloreado sale por la auricula, se
ligard ésta, y quedara asi cerrado el aparato circulalorio, encerrando en su
interior la solucion coloreada. ¢Qué cantidad de liquido se debe inyectar?
Se calcula alrededor de 200 cc. para un conejo, inyectados en el espacio
de 2 a 3 horas. Después de la inyeccion debe esperarse una media hora
para dar lugar a que se enlrie la solucion coloreada, y poder sacar los drga-
nos centrales. Debemos recordar que durante todas las manipulaciones
para la coloracion, se deben usar guantes de goma para evilar se lifian
Jas manos por algin tiempo.

Después de haber abierto el craneo y el canal vertebral, si la inyeccion
ha dado buen resultado, el neuroeje es incoloro en el primer momento,
pero azulea al rato por la accion del aire sobre el colorante, y entonces
la substancia gris y la substancia blanca se diferenciaran perfectamente, co-
loreandose la primera en azul obscuro y la segunda en azul claro. Se divi-
dirdn, entonces, los 6rganos en pedazos de 4 a b mm. de espesor y seran
levados al liquido fijador.
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Se emplea como fijador una solucion al 10 por ciento de molibdato de
amoniaco. Se pulveriza esta sal finamente en un mortero con agua caliente
(10 gr. de sal en 100 cc. de agua) y luego se enfria lo mejor posible (de 3
a D grados); se sumergen las piezas en esle liquido.

Alli las piezas azulean mas, puesto que el dcido molibdico forma con la
base del azul de metileno una sal completamente insoluble en agua y ape-
nas soluble en alcohol. La fijacion dura 24 horas, al cabo de las cuales se lle-
varan los corles al agua para efectuar un buen lavaje. La deshidratacion
debe ser ripida y hacerse a una lemperalura baja. Se usarin cuatro
alcoholes, de Do, 75, gb y 100 grados, permanecciendo las piezas en cada
uno de los tres primeros de 3 a 4 horas, y en el alcohol absoluto 12 ho-
ras, para pasar luego al xilol, donde pueden permanecer mas tiempo.

Azul de metilo G. — Con este nombre se designa una substancia coloran-
le que toma nacimienlo cuando se lrata el azul de metileno con un alcali.
Producto que se disuelve facilmente en el agua, ala que comunica un tinte
azul. El azul de melileno nunca se emplea solo; se emplea siempre aso-
ciado a la cosina.

Violeta de cresil RB. — Es una oxiazina que se encuentra en el comer-
cio bajo forma de un polvo azul violeta. lisla substancia se disuelve, sin
cambiar de color, dificilmente en agua, pero més facilmente en alcohol. La
melacromasia que da este color es notable, tan delicada como no la produ-
ce ningun colorante. Se prepara una solucion saturada que se diluird en ¢l
momento del uso en 10 veces su volumen de agua destilada.

La coloracion se obliene en 15 minultos, pero pueden dejarse los corles
mas liempo sin que se sobrecoloreen. Para colorear piezas fijadas deben
emplearse, exclusivamente, los corles obtenidos por congelacion. Como
fijadores pueden usarse el formol, el sublimado, el acido nitrico. etc.

Después de la coloracion se lavan los cortes y se montan en levulosa.
El protoplasma celular, los granos intersticiales delas {ibras musculares, se
tinen en azal: la cromatina nuclear en rojo violeta; el tejido conjuntivo en
rojo vivo; el mucus, la substancia fundamental del cartilago, los granos de
maslzellen, en rojo; los segmentos medulares de los nervios en naranja; la
hemoglobina de los hematies en amarillo.

Safranina 0. — Es un polvo rojo bastante poco soluble en agua, mdis
en alcohol. Se prepara una solucidon concentrada en agua de anilina, en
la que se colorearin Jos cortes, por lo menos durante media hora. Se
diferencia con alcohol de g5 grados, al cual se agrega, si es necesario, un
poco de acido clorhidrico (algunas gotas de una solucién al 1 por ciento
de HCI en alcohol).

La safranina no tiene propiedades metacromalicas; colorea muy inlensa-
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mente el mucus. la substancia fundamental del cartilago y la substancia de
los segmentos radiculares internos.

Resorcinafuscina. — Bajo esle nombre mencionaremos, a titulo suple-
menlario, una substancia cuya conslitucion quimica es poco conocida.
Para prepararla se toman 200 cc. de la solucion de fuscina al 1o por cien-
to y 4 gramos de resorcina; se calienla algunos minutos, se deja enfriar y
se filtra. Al precipitado se agrega 260 cc. de alecohol de gb grados y se
calienta hasta ebullicion (al baiio de Maria), y se filtra después de enfriado.
Se agrega 4 cc. de HCl y una cantidad suficiente de alcohol a 95 grados
hasta obtener 200 ce. de liquido.

[in el espacio de 20 a 30 minutos esta substancia colorea las fibras elds-
licas en azal obscuro, el tejido conjuntivo en azul claro, la subslancia fun-
damental del cartilago hialino en violeta rojizo. Se diferencia por un lavaje
cuidadoso en alcohol a ¢b grados.

COLORES ACIDOS

Las materias colorantes que se agrupan bajo el nombre de colores dci-
dos, estan represenladas, principalmente, por las sales alcalinas de los ci-
dos colorantes y, ademds, por un dcido colorante: el dcido picrico. Son
casi todos solubles en agua.

Mientras que las substancias colorantes basicas poseen una afinidad mar-
cada por la cromatina nuclear, los colores dcidos se fijan de manera prefe-
rente sobre el protoplasma, la substancia acromética del micleo y el tejido
conjuntivo.

Asi, por ejemplo, el dcido picrico presenta una gran afinidad por el cito-
plasma, la fuscina dcida para el tejido conjuntivo. Los colores dcidos no
se usan solos, sino combinados con los colores basicos, formando colo-
raciones de contraste. Sin embargo, se ulilizan mezclas colorantes que se
estudiarin despuds.

Acido picrico. — Conocemos ya el trinitrofenol como liquido fijador,
pero su papel como colorante es mucho mas importante. El dcido picrico
es un excelente plasmatico, y sirve, principalmente, para dar una doble co-
loracion con el carmin y la hematoxilina.

Sin embargo, como disuelve los colores bisicos, debe lenerse presente
que, cuando se use el dcido picrico, hay que sobrecolorear los nicleos,
so pena de verlos luego completamente decolorados. Se usa una solucion
acuosa al 1 por ciento, que en algunos minulos colorea intensamente el
citoplasma, el tejido conjuntivo, las fibras musculares y los globulos

rojos.
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Fuscina deida. — s Ta sal alcalina de la rosanilina sulfoconjugada, que
tloma nacimiento por la accion del dcido sulfirico fumante sobre la fus-
cina. Iis un polvo rojo obscuro, muy facilmente soluble en agua, dificil-
mente soluble en alcohol. La solucion acuosa se decolora instantaneamente
por la adicion de un alcali. La fuscina dcida desempefia un papel conside-
rable en histologia; se emplea en muchas mezclas importantes. Se puede
ulilizar en solucion acuosa al 0,1 o al 1 por cienlo, como colorante com-
plementario de una tintura basica. La sobrecoloracion es corregida por un
simple lavaje con agua. La fuscina dcida sirve particularmente para poner
en evidencia los bioplastos de Altmann.

Azul de Lyon. — Es un polvo azul obscuro, facilmente soluble en agua,
poco en alcohol. En solucién acuosa al 1 por ciento colorear muy bien
los preparados previamente Iratados con carmin. Se colorea hasta que los
corles empiezan a azulear; luego se pasan al alcohol de 70 grados

Ll verde Luz. — Es un polvo verde obscuro, facilmente soluble en agua
y en alcohol. Se emplea lo mismo que el precedente.

Il Orange G. — Es un cuerpo de ese grupo imporlante de colores que se
designan bajo el nombre de azinas, que son muy empleados en tintoreria.
Son pequenas laminillas cristalinas, anaranjadas. que se disuelven facil-
mente en agua, mas dificilmente en alcohol.

IXl orange G es uno de los mejores colorantes plasmaticos. Se emplea,
sobre todo, en soluciones acuosas al 1 por ciento después de la coloracion
al hemalumbre. Después de haber actuado el colorante durante algunos
minulos, se lavara con alcohol a 70 grados. ‘

El Bordeaux R. — Es igualmenle una azina. Polvo rojo obscuro, facil-
menle soluble en agua. Se emplea en soluciones acnosas al 0,2 por cienlo,
actuando el colorante durante cinco minutos, antes, yno despuésdela colo-
racion nuclear. Se lava después rapidamente con agua y se colorea con
la hematoxilina de hierro.

La eosina. — Es la sal de sodio de un acido colorante : la tetrabromo-
fluorescina. Se encuentra en el comercio bajo forma de un polvo rojo.
facilmente soluble en agua. La eosina es muy empleada como colorante
plasmatico, sobre todo después de la hematoxilina. Se usard de preferencia
la que se conoce con el nombre de cosina amarilla, de la que se hard una
solucion concentrada que se diluird en 10 6 20 veces su volumen de agua,
para el uso corriente. La coloracion dura tanto més cuanto la solucion es
mas diluida. Después de la coloracion se hard un abundante lavaje al al-
cohol de 70 grados. La eosina desempeiia un papel importante en la colo-
racion de la sangre y de los pardsitos de la misma.
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COLORES INDIFERENTES

Bajo el nombre de colores indiferentes se designa un pequefio grupo de
malerias colorantes, cuyas propiedades més interesantes para el histélogo
se basan en sus condiciones de solubilidad.

Iistos colores son insolubles en agua, dificilmente en los alcoholes, fi-
cilmente solubles en las grasas. Quimicamente son indiferentes, es decir,
no poseen radicales que puedan dar nacimiento a sales.

El Suddn Ty el Escarlata R. — Son azinas pertenecientes al grupo de
los colores indiferentes. Son polvos rojos o rojo obscuros, dificilmente solu-
bles en los alcoholes. Se prepara, de preferencia, una solucion concentrada
de cada una de las subslancias en alcohol de 70 grados. Los corles efec-
tuados en alcohol son puestos previamente en alcohol de 5o grados durante
algunos minutos y luego llevados al colorante durante 15 a 30 minutos y
luego al agua. La grasa se colorea inlensamenle en rojo, lo mismo que la
mielina de los nervios periféricos y centrales. Se puede combinar esta colo-
racion con una coloracion nuclear como la que da el hemalumbre, o con
una solucion plasmatica (dcido picrico). Se colorea, por ejemplo, al hema-
lumbre, se lava al agua, se pone al alcohol de 5o grados y luego al Sudan;
se lava de nuevo con agua. se colorea en la solucién acuosa del acido
picrico, y se lava otra vez con agua. Para el tralamiento ulterior deben

evilarse, naturalmente. los alcoholes fuertes y los disolventes de las grasas.

MEZCLAS COLORANTES

Como ya lo hemos visto, se pueden obtener coloraciones multiples tra-
tando las preparaciones sucesivamenle por diferentes substancias coloran-
les, o bien por una mezcla de soluciones. Para preparar las mezclas se
puede proceder de tres maneras @ unir colorantes bésicos, o bien colores
acidos, o mezclar colores basicos con colores acidos. Los dos primeros
mélodos son facilmente realizables; pueden componerse mezelas homo-
géneas de diferentes substancias bésicas o de substancias dcidas. Otras son,
sin embargo, las condiciones del tercer caso: el de las mezclas helerogé-
neas.

Cuando se quiere mezclar una solucion acuosa de un color basico con
una solucion acuosa de un color dcido, se produce una transformacion que
liene por objeto la formacion de un nuevo colorante neutro. Ahora bien,
como eslas subslancias coloranles neutras son casi siempre insolubles en

agua, ¢llas precipitan, y para disolver esle precipitado es necesario emplear



disolventes, tales como el alcohol etilico, el metilico, la acelona, el meti-
lal, ete. Entre las numerosas mezclas de colorantes, s6lo nos interesan las
de colorantes 4cidos, las cuales son frecuentemente empleadas, ya para la
coloracidon nuclear, ya para la de contraste.

La fuscina picrica o licor de Van Gieson. — Es una mezcla de 4cido pi-
crico y de fuscina dcida, compuesla por 45 cc. de solucion acuosa con-
cenlrada de acido picrico y D ce. de solucion al 2 por ciento de fuscina
dcida. Se emplea esta mezcla después de la coloracion nuclear al hemalum-
bre o a la hematoxilina férrica. Se deja actuar el colorante 10 minutos, y
se extrac el exceso de maleria colorante con alcohol de 70 grados. Ll
tejido conjuntivo se tifie en rojo vivo, el citoplasma y la substancia mus-
cular en amarillo. '

El picroindigocarmin. — Es una solucién de un gramo de carmin de in-
digo en 300 ce. de solucion concentrada de dcido picrico. Iista mezcla se
recomienda, sobre todo. después de una coloracion al carmalumbre, para-
carmin o safranina. En 5 ¢ 1o minulos colorea el tejido conjuntivo en azul
vivo, y el proloplasma y las fibras musculares en verde. Después de la colo-
racion debe lavarse con alcohol de 70 grados.

Picrocarmin. — Se hace disolver magnesia calcinada en agua durante,
por lo menos, ocho dias: se agita a menudo y se trata de que haya siem-
pre un exceso de magnesia. Luego se hard hervir durante media hora 100
ce. de esta solucion con 0,2 gramos de carmin pulverizado en un balon ce-
rrado solo por un lapon de algodén. Después de enfriado se filtra y se le
agrega un poco de formol. ,

Por otra parte, se calienta 100 cc. de una solucion acuosa al 0.5 por cien-
to de acido picrico con 15 gramos de carbonato de magnesia hasta ebu-
llicion y se filtra después de enfriado. Una vez terminada la confeccién de
estas dos soluciones, se mezclan y se obtendra una solucion que colorea en
5 a 10 minulos los nicleos en rojo y el resto en amarillo.

Solucion de azur-eosina. — La solucién de Giemsa, que es la mejor mez-
cla de azur-eosina, contiene 3 gramos de cosina y o,1 gramos de azur-
melilo, disueltos en 250 gramos de glicerina y 250 gramos de alcohol me-
tilico. Para colorear se diluye una gota de la solucién en una de agua. Il
colorante de Giemsa es de los mds empleados para la coloracion de las pre-
paraciones de sangre.

Solucion de Biondi. — Bajo este nombre se conoce una mezcla colorante
compuesta de un color basico, el verde de melilo, y de dos colores acidos,
la fuscina acida y el orange (i. Para la preparacion de este colorante con-
viene seguir exactamente las prescripciones que vamos a enunciar.

Los productos empleados deben provenir de la AKTIENGESSELGHAF FUR ANI-
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Lixey FasricATioN, de Berlin, y las marcas Merinerom NMP y Savrervensy
SMP, Oraxce GMO.

Se pesardn 3,4 gramos del primero, 4,2 del segundo y 3 del tercero, y
se colocardn las tres substancias en un pequeiio mortero de porcelana, donde
se reducirdn a una fina mezcla que se disolverd en 100 gramos de agua
destilada. Se pondrad todo esto en un frasco de Erlenmeyer, que sera Ile-
vado a la estufa de paralina durante tres o cualro dias, agitindolo frecuen-
temente. Cuando la disolucion sea completa se tendra un liquido pardo-
obscuro, con un ligero tinte rojo. Iisla solucion concentrada es conservable
durante largo tiempo, sélo que en el momento de su uso debe ser acidifi-
cada y diluida.

La acidificacion puede hacerse de la manera siguiente, que aunque algo
empirica es muy practica. En una probeta graduada se pone 1 ce. de acido
acético, que se diluye en 100 cc. de agua. Se mezcla cuidadosamente y se
vuelca el contenido ; los restos de dcido que quedan sobre las paredes de la
probeta son suficientes para la acidificacion. En una segunda probela mas
pequeiia se miden b ce. de la solucion madre, que serin levados a la pri-
mera probeta. Se lava cuidadosamente la pequeiia probeta y se Ileva el todo
a la grande. Se completa el todo hasta 5o cc. y se obtiene la coloracion lista
para actuar, que se mantendra en buen estado hasta 24 horas después de
la preparacion.

Para la coloracion de los cortes, debe hacerse una diferenciacion entre
los cortes hechos por congelacion y los hechos por el método de la parafina.

Para la coloracion de los cortes por congelacion, todos los fijadores dan
buenos resultados, por ejemplo: el formol; las diferentes mezclas de subli-
mado; el dcido nitrico; lo mismo el licor de Flemming, siempre que
los corles no hayan permanecido demasiado tiempo en los fijadores. Para
los cortes en parafina se emplea el material fijado con sublimado o con
liquidos al sublimado. Los cortes a la celoidina no son utilizables sino
cuando se ha disuelto la celoidina. La duracién de la coloracion tiene habi-
tualmente poca influencia sobre el resultado. Diez minutos consliluyen un
tiempo suficiente, pero pueden dejarse también 24 horas.

Después de la coloracion. se lavan los corles al 4cido acético al 0,5 por
ciento y se los lleva al alecohol de 70 grados, donde se desprenden nubes de
colorantes. No debe dejarse demasiado tiempo en el alcohol, y cuando to-
men un tinte rojo, hay que llevarlos al xilol pasando por el alcohol ab-
solulo.

Il resultado de esta coloracion es excelente. La cromatina nuclear, la
substancia fundamental del cartilago y el mucus se colorean en azul verde ;
los nicleos, el carioplasma, el tejido elastico, el tejido fundamental de los



huesos y la dentina en rojo; s6lo la hemoglobina de los hematies se colorea
en naranja.

EEste método de coloracion no es aventajado por otro en lo que se refiere
a la facilidad de su ejecucion y a los resultados diferenciales que se obtienen.
Desgraciadamente, el liquido de Biondi une a sus multiples ventajas, el
grave inconvenienle de dar preparaciones que son dificilmente conservables
durante largo tiempo.

APENDICE A LOS METODOS DE COLORACION

Los métodos de impregnacién meldlica consisten esencialmente en la im-
bibicion de los objelos enteros o cortados, en una solucién de una sal me-
talica susceptible de sufrir una reduccion en cierta clase de tejidos, que
son asi puestos en evidencia por el metal precipitado. En este método de
coloracion, el metal puede precipitar bajo forma de granulaciones finas, o
bien, simplemente, dar al objeto una cierta coloracién sin que se pueda
observar la precipitacion. .

Entre los metales empleados en estos métodos, solo se utilizan los me-
tales preciosos, y entre éstos, la plata y el oro. Se pueden emplear las
soluciones de las sales metalicas sobre objetos frescos, sobre objetos fijados,
y sobre cortes de objetos fijados. Cada una de estas tres maneras de colorear
da buenos resultados si es aplicada en determinadas condiciones.

La fase mas importante del proceso de impregnacion es la reduccion ;
puede resultar de la naturaleza particular de los tejidos: es, enlonces,
espontanea. A menudo se acliva este procedimiento por medios, tales co-
mo la exposicion a la luz difusa, a la insolacion dirvecta. La luz acelera y
hace mas intensos los fendmenos de reduccion.

Impregnacion con las sales de plata. — Entre las sales de plata es el ni-
trato de plata o piedra infernal el que desempeiia un papel mds importante.
Se encuentra en el comercio bajo forma de lipices. Se disuelve en agua
en una cantidad de 200 por ciento, dando nacimiento a un liquido muy
caustico y de reaccion neutra. Se puede tener una solucion al 20 por ciento,
que seri conservada en frascos herméticamente cerrados por medio de ta-
pones de vidrio, y absolutamente limpios, pues la menor impureza dard
por resultado la precipitacion de la sal. Para impregnar los objetos delga-
dos o membranosos, se usa una solucion de 0,5 a 1 por ciento, obtenida
mezelando 0,5 a 1 ce. de la solucion madre con 20 ce. de agua destilada.
Se extrae, por ejemplo, una membrana de un animal y se extiende en el
fondo de un plato playo, en cuyo fondo se ha depositado una capa de pa-
rafina solidificada, a la que se fijard la membrana por medio de alfileres, y
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se lava la preparacion con agua destilada. Se echa sobre la pieza, segin
su lamaiio, 10 a 20 cc. de la solucion de nitrato y se hace que toda la
membrana se embeba en la solucion. El objeto se va haciendo cada vez mis
opaco, y después de unos diez minutos se extrae el exceso de reactivo y se
lava al agua, exponiendo después el recipiente a la luz, después de haberse
agregado un poco de agua acidulada con dcido acético (1 °/; de acido acé-
lico). La reduccion se opera muy rapidamente, y puede apreciarse a simple
vista el ennegrecimiento progresivo del objeto. Este método es el clisico
para poner en evidencia los cementos intercelulares. Se usan también, a
veces, las inyecciones de nitrato de plata en ciertas cavidades como la luz
de los vasos y los pulmones.

El método del cromalo de plala. — s habitualmente designado con el
nombre de método de (iolgi, en honor a su inventor.

Consisle esencialmente en tralar los objetos con una sal de cromo y una
solucion de nitrato de plata, empleada sucesivamente. La accion del bicro-
mato sobre los tejidos da nacimiento a albiiminas cromadas, de cuya cons-
titucion depende mucho la duracién de la imbibicion. Sise lleva después
la preparacion a una solucién de nitrato de plata, se produce sobre ciertos
elementos una combinacién, una albimina cromo-argéntica, que parece
negra a la luz transmitida. Los elemenlos coloreados en negro resallan en-
tonces con una extraordinaria nitidez sobre un fondo amarillo.

Este método no impregna todos los elementos, sino algunos de ellos,
con exclusion total de los demés.

Entre las numerosas variantes de este método, hay uno que es el proce-
dimiento rapido y que da a menudo los mejores resultados. Los objetos
frescos son cortados en pequenos fragmentos y puestos en una mezcla de
ocho partes de solucion de bicromato al 2,5 por ciento y dos partes de so-
lucion de dcido dsmico al 1 por ciento, durante dos a cinco dias. Después
de esta permanencia, se sacan las piezas y se extrae el exceso de liquido
por medio de un papel de {iltro. Se pasan a una solucién al 0,75 por ciento
de nitrato de plata, solucion que deberd cambiarse al cabo de algunos mi-
nutos. Al dia siguiente se puede praclicar los corles. Agregaremos, sin eni-
bargo, las siguientes observaciones. Casi todos los organos pueden ser
tratados por el método de Golgi, y en cada érgano pueden encontrarse im-
pregnados los siguientes elementos : fibras conjuntivas, eldsticas y muscu-
lares, conduclos secretores, células de sostén, etc.

Pero son las células nerviosas y sus prolongamientos, las fibras periféricas
y centrales, que se colorean con la mayor intensidad. Gracias a esta parti-
cularidad notable, el método de Golgies empleado principalmente para las
invesligaciones del sistema nervioso central y periférico.
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El material de estudio debe ser tan fresco como sea posible, a pesar de
Jue en rigor eslo es un poco exagerado. Segin nuestra experiencia, se ob-
tiene muy buenos resultados con piezas recogidas hasta seis, y doce horas
después de la muerte. Un punto muy importante para el estudio del neu-
roeje es la edad de los individuos. Para la especie humana se usaran piezas
de ninos en las primeras semanas de edad, y para los animales, ratas, pe-
rros y galos, ‘de dos a diez dias.” El neuroeje de los terneros es un excelente
malerial para estudio, cuando proviene de animales muy jovenes. Se saca-
rin piezas pequeias, de 2 a 3 milimeltros de espesor y de 5 a 10 de superfi-
cie. Se tomaran de cada pieza numerosos fragmentos, y se pondrin de tres
a cualro en un frasco con Ho ce. de liquido fijador. La duracion de la fija-
cion es algo muy importante. Es imposible dar reglas para cada drgano,
pero se basard en ensayos anleriores. A los tres dias los fragmentos son se-
cados con papel de filtro y pasados a la solucion de sal argéntica. Se pro-
duce en seguida un precipitado rojo de cromato de plata. Después de algu-
nos minulos se reemplaza el liquido por otro nuevo, que debe permanecer
claro. Al dia siguiente se pueden hacer los corles.

Método de la plata amoniacal. — Este mélodo conviene, sobre todo, para
piezas fijadas con formol y congeladas. Las piezas lavadas durante veinli-
cualtro horas son impregnadas durante seis a ocho dias en una solucion de
nitrato de plata al » por ciento, lavadas ripidamente al agua, y llevadas a
la solucidn siguiente de plata amoniacal, que serd siempre preparada en el
momento del uso.

A 20 cc. de solucion de nitralo de plata al 2 por ciento colocada en un
gran crislalizador, se agrega, agilando, 3 golas de lejia de soda al 4o por
ciento. Se produce un precipitado de 6xido de plata. Se agrega, enlonces,
gola a gola, amoniaco, hasta que el precipitado se disuelva y que la
solucion se haya hecho clara. En este liquido el enrojecimiento se acentiia
muy nolablemente. Al dia siguiente se lavan de nuevo las piezas con agua,
y se opera la reduccion en formol al 20 por ciento.

isle método da resultados comparables al precedente, pero la impregna-
cion intensiva del tejido conjuntivo conslituye una circunslancia desfavo-
rable.

Impregnacion a las sales de oro. — La sal de oro empleada habitual-
mente en microlécnica es el cloruro. Se encuentra en el comercio bajo
forma de pequenas masas amorfas, rojoobscuras, o de agujas cristalinas de
color amarillo.

La primera forma corresponde ala formula AuCl,.11,0 ; la segunda es
una doble combinacion de cloruro y écido clorhidrico AuCl.HCI. Estas
sales son muy higroscopicas, y por esta razon se expenden en el comercio



en tubos cerrados a la limpara. Se hace de cualesquicra de éstas una solu-
cion madre al 2 por ciento, que se conserva en frascos bien cerrados, de vi-
drio blanco, y en los cuales no se sumergird ningiin objeto metdlico para
evitar la precipitacion del oro al estado metdlico.

Se introduciran solo varillas de vidrio o madera. De los muchos mé-
todos de impregnacion al oro, solo nos limilaremos a enunciar los si-
guienles : :

Cloruro de oro-jugo de limén. — Esle método se recomienda, sobre
todo, para el examen de objetos u drganos delgados y ricos en tejido con-
juntivo. Se colocan las pequenas piezas de cinco a diez minutos. segin el
espesor. en jugo de limdn fresco que contiene, ademds de los citratos dcidos,
una cantidad de acido eilrico libre. En este liquido los objetos se hinchan
considerablemente, se lavan rdapidamente y se llevan a la solucion de
cloruro de oro al 1 por ciento, durante media a una hora. Después de un
nuevo lavaje se efectia la reduccion con dcido acético al 1 por ciento, de
preferencia a plena luz y en un cristalizador colocado sobre un fondo blanco.
Al salir de la solucion de oro las piezas lienen un color amarillo claro o
amarillo obscuro, y siguen colorcandose mis o menos intensamente a la
luz, con un color pardo, luego rojo, y porfin violeta. Este ltimo tono puede
llegar a ser tan acentnado que las piezas parezean negras. Son los cilindro-
ejes de los nervios los que reducen mas fuertemente las soluciones de oro, y
en las buenas preparaciones se destacan con un color negro sobre un fondo
gris claro.

Siose quiere reducir a corles los objetos impregnados al oro, se fijan con
formol al 5 por ciento y se corlan con un micrdtomo de congelacion. Las
preparaciones habitualmente se conservan bien.

Cloruro de oro-dcido férmico. — Se emplea, sobre lodo, este método, para
poner en evidencia los nervios de los musculos. Se extienden musculos del-
gados sobre una placa de cera y se lavan durante 15 a 20 minulos con
una solucion de dcido formico al 30 por ciento. En seguida se llevan du-
rante media a una hora a una solucion de cloruro de oro al 1 por ciento, y
se opera la reduccion en la obscuridad con el acido mencionado. Al dia si-
guiente la solucidn esta casi terminada. Se ponen luego los objetos en una
solucion de partes iguales de glicerina y dcido [6rmico, y al diasiguiente se
pasan a la glicerina pura para conservarlos.

Cloruro de oro-solucién iodoiodurada. — Para terminar, he aqui un
mcélodo aplicable no a los objelos frescos como los anteriores, sino a las
piczas fijadas y reducidas a cortes. La impregnacion al oro de corles efec-
tnados por el método de congelacion o ala parafina, choca con grandes di-

ficultades cuando no se hace con corles adecuados para recibir las sales de
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oro. Utilizaremos corles por congelacion de objetos bien fijados, que lle-
varemos primeramente durante 30 minulos a una solucion iodoiodurada,
obtenida diluyendo la solucion del laboratorio con partes iguales de agua.

l.os corles se colorean fuerlemenle en 1'ojo pardo; se lavan, entonces,
ripidamente, y se llevan durante 3o minutos al cloruro de oro al 0,2 por
ciento, donde se decoloraran primero, para leiiirse en amarillo después. Des-
pués de un lavaje cuidadoso, los corles son puestos para diferenciacion, en
una solucién de resorcina al 2 por ciento. Lareduccion es completa al cabo
de una a dos horas, aunque puede ser inlerrumpida cuando se desee. Se
lava con agua, y se hace actuar una solucion de hiposulfito de sodio al 5 por
ciento. que disuelve en 15 a 20 minulos todo el ord no reducido que se en-
cuentra en los corles.

En fin, los cortes son lavados muy cuidadosamente al agua.

liste método da excelentes resultados para muchos elementos. en particu-
lar pone en evidencia las fibras conjuntivas, y a menudo, lambién la nen-
roglia.

COLORACIONES DE SANGRE

Primera coloracion. Coloracion de Giemsa

1 Fijacion. Se fija el frotis con alcohol absoluto, alcohol metilico o

con el liquido de Hoffmann durante 5 a 15 minulos ;

2° Coloracion. — Se colorea con solucion de Giemsa (una gota por cada
ce. de agua destilada) durante 10 a 20 minutos. Se lava el preparado con
agua destilada hasta ligera coloracion rosada, se seca rapidamente, y se ob-
serva con objetivo de inmersion. Se elimina el aceile de la inmersion con
una gola de xilol y se conserva en scco, sin montar en bialsamo de Canada.

Sequnda coloracion. Coloracion de Leischmann

19 Fijacion. Se fija el frolis con la misma solucion colorante de Leisch-
mann al 10 por ciento, se tapa lo mejor posible con una capsula de vidrio
y se deja de 20 a 3o segundos ;

2° Coloracion. — Se descubre el portaobjeto, y se echa sobre el mismo el
doble niimero de gotas de agua destilada (v. gr.: si 4 golas de solucion, 8
de agua destilada), se mezcla y se deja por 4 a 1o minulos, al cabo de los
cuales se diferenciard;

3 Diferenciacion. Se lava con agua destilada hasta ligero tinte rosa-

do, se seca rapidamente y se observa con inmersion.
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La gola de aceite de inmersion puede eliminarse con algunas golas de
xilol.

Los preparados de sangre coloreados con este método deben ser conser-
vados en seco y nunca ser montados en balsamo de Canada, pues esta tl-
tima substancia decolora los preparados.

Tercera coloracion. Coloracion pandptica de Pappenheim

(Método de May-Gritnwald-Giemsa)

1° Fijacion. — Se echan sobre el frolis 1o golas del colorante de May-
Griinwald, secubre con una capsula de vidrio bien seca y se deja actuar du-
rante 3 minutos ;

2° Coloracion.

Primer tiempo. Se destapa el frotis y se agregan 10 golas de agua
destilada ; se cubre de nuevo y se deja actuar de 2 a 4 minulos.

Sequndo liempo. — Se vuelca el colorante precedente, y sin lavar se le
agrega un poco de solucion de Giemsa (una gota en 1 ce. de agua desli-

lada) y se deja actuar de 10 a 30 minutos.

Tercer tiempo. Lavaje. Se lava rapidamente con agua destilada, se
seca y se examina como los anleriores. Se conservan sin montar.

Apéndice. — LEn todas estas coloraciones es indispensable usar agua des-
tilada, para evitar la precipitacion delos colorantes, lo que haria fracasar la
coloracion. Las coloraciones de sangre deben ser hechas con mucho cuidado
a causa de la dificaltad con que se obtienen buenos resultados cuando no
se tiene una buena practica en el uso de estas coloraciones, que son las méas
delicadas quese conocen, puesto que no solo tiienlos elementos sanguincos
y sus parasitos, sino que la coloracion es electiva y diferencial para cada
uno de ellos y de sus granulaciones.

CORTES INCLUIDOS A LA PARAFINA

Coloracion a la hematoxilina y cosina

Desparafinado ¢ hidratacién. — 1° Se inunda el portaobjeto con xilol,
durante 1 minulo mas o menos ;

2° Nuevo bano con xilol durante 2 minutos;

3° Bano de alcohol absoluto durante 2 & 3 minutos;

4° Bano de alcohol de 95 grados durante 2 6 3 minutos;
5° Baiio de alcohol de 70 grados durante 2 & 3 minutos;
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6° Se lava el corte con agua destilada durante algunos minultos ;

Coloracion. — 7° Se elimina el exceso de agua y se cubre con algunas
golas de solucion de hematoxilina (hematoxilina de Mayer de 3 a 5 minu-
tos) ;

8° Se extrae ¢l exceso de colorante y se lava con agua, ose cubre con al-
gunas golas hasta que el corte tome un color azul violeta ;

0" Se saca el exceso de agua y se lava el corte para arrastrar el exceso de
colorante, y se cubre con algunas golas de la solucion de eosina;

10" Se deja actuar la eosina durante 3 a 5 minutos y se lava;

11° Nuevo lavaje con agua para arrastrar el exceso de cosina ;

Deshidratacion y montaje. — 12° Baiio de alcohol a 70 grados de 2 a 4
minulos ;

0

13° Bano de alcohol a 95 grados de 2 a 4 minulos;

14° Primer bano de alcohol absoluto de 2 a 4 minulos;

15 Segundo baiio de alcohol absoluto de 2 a 4 minutos ;

16° Primer baiio de xilol de 2 a 4 minutos;

17° Segundo baiio de xilol de 2 a 4 minutos ;

18° Se vuelea el xilol y se trata de absorber el exceso con un papel de fil-
tro cuidando de no tocar la preparacion ;

19" Se coloca una gota de balsamo de Canada y se cubre con una lami-
nilla, tratando de que no se produzcan burbujas de aire. Se dejaran secar
durante 2 ¢ 3 dias en un lugar seco, y una vez endurecido el balsamo, se
guardan en una caja después de haberlos rotulado.

METODOS DE INYECCION

Como apéndice a la téenica microscopica general, describiremos breve-
mente la téenica de las inyecciones, que los histologos han obtenido de los
analomistas. )

Se llama inyeccion, la replecion de ciertas cavidades del organismo por
medio de una masa artificial llevada por medio de instramentos apropiados.

Las cavidades inyectadas pueden ser de diversa naturaleza, por ejemplo :
los canales de Havers, el tejido dseo, las cavidades articulares, el sistema
excretor de las glandulas. Pero en general, el término de inyeccion se aplica
a los aparatos sanguineo y linfatico.

LLas masas de inyeccion pueden ser constituidas por diferentes substan-
cias, que en el momento del uso deben ser liquidas. La mayor parte de las
veces se usan masas coloreadas, cuyos lonos son facilmente diferenciables.

La clasificacion de las masas coloreadas pueden hacerse bajo diferentes
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puntos de vista. Se pueden dislinguir las masas incoloras y las masas colo-
readas, y enlre estas iiltimas las masas opacas y las transparentes. Una masa
de inyeccion coloreada debe encerrar una malteria colorante no susceptible
de difundirse, puesto que de otra manera el color atraviesa la pared de los
vasos y se difunde en el interior de los tejidos, haciendo la preparacion
inutilizable. Las materias colorantes solubles dan coloraciones mucho mas
perfectas cuando no son difusibles. por ejemplo, el azul de Berlin y el
carmin.

La solucion acuosa concentrada de azul de Berlin, filtrada antes del em-
pleo, da la mejor masa acuosa para inyecciones de los conductos glandu-
lares.

Para la inyeccion de los vasos sanguineos se emplean las masas solidifi-
cables, es decir, masas liquidas en caliente y solidas en frio. Con este fin se
agrega una canlidad suficiente de gelatina a la materia colorante. Eslas ma-
sas a la gelatina, se solidifican completamente y permiten la confeccion ul-
terior de preparaciones microscopicas.

Masa azul a la gelalina.

Se ablandan Ho gramos de gelatina ponién-
dola durantealgunas horas en agua destilada; se le escurre convenientemente
y se calienta al bano de Maria, en un cristalizador de 1000 cc. de capacidad
hasta que esté completamente solidificada. Se echan en seguidaen el erista-
lizador 500 cc. de la solucién concentrada de azul de Berlin, llevado a la
temperatura de la gelatina. Se agita convenientemenle hasta que el color
esté bien incorporado y la masa sea homogénea. Se fillra entonces con una
franela y en caliente.

Masa roja a la gelatina. — Se ablandan bo gramos de gelalina por la
permanencia de algunas horas en agua destilada; la masa bien escurrida se
colorea durante dos o tres dias en una solucion de 15 gramos de carmin en
una solucion de borax al 1o por ciento. Después de la coloracion se saca el
exceso de colorante por una corriente de agua, y se ponen las placas de ge-
latina fuertemente hinchadas y coloreadas en rojo, en un gran recipiente
que conliene varios litros de solucién de acido clorhidrico al 2 por ciento.
Se agilan las masas de gelatina hasta que viren al rojo obscuro y al rojo ce-
reza. luego son bien lavadas y se dejan escurrir y secar, para después ser
fundidas al banic de Maria. Para la conservacion, se agrega a la masa un
pedazo de alcanfor del tumano de una nuez. '

Comoinstrumento deinyeccion se emplea, en la mayoria de los casos, una
jeringa metalica de 100 a 200 cc. de capacidad, cuyo cilindro o piston esta
recubierto de cuero o de caucho. A la extremidad conica de la jeringa se
adapla una pieza intermediaria, provista de un robinele que se fija a la ci-

nula metalica. Estas cinulas metalicas son poco praclicas. Se usan general-
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mente de vidrio, que pueden prepararse en el laboratorio con cualquier tubo.

Se toma un tubo de vidrio de un calibre suficiente y se calienta en una
de sus extremidades, dandole vuelta sobre un eje, a la llama de un pico
de gas. Coando el vidrio se ha ablandado, se estira tanto méas cuanto mas
delgada deba ser la canula.

Se reune la cinula a la pieza intermediaria, mediante un tubo de cau-
cho. Para la inyeccion de un liquido frio, puede servirse del aparato que
usamos para las coloraciones vitales. En este caso hay que hacer variar la
presion mas o menos, subiendo o bajando el recipiente. Debemos hacer no-
lar a proposito de inyecciones, que ¢éstas seran lanlo mejor cuanlo mas li-
mitadas. Las inyecciones de 6rganos resullan a menudo buenas; pero si se
quiere inyeclar un organismo enlero, entonces las dificultades son mayores,
y es sumamente dificil obtener un resultado regular.

Si se desea inyeclar una masa a la gelatina, el objeto debe ser llevado a
una temperalura superior al punto de fusion de la gelalina. Las piezas ca-
davéricas frias son calentadas en agua caliente a 4o 6 45 grados, durante un
tiempo mis o menos largo, segin su talla. Sobre un animal todavia calien-
te, al contrario, se debe practicar la inyeccion inmediatamente.

Para esto, después de haber librado un vaso, se rodea de un hilo de seda
en hansa. Se secciona esla hansa y se obtienen asi dos, de las cuales una
servird al operador para cerrar el vaso y la olra serd lomada con una pinza
para usarla a su debido tiempo. Kl operador hiende entonces la pared
vascular en una extension de unos b milimetros, luego introduce en esa
hendidura la cinula previamente llenada de la solucidn fisioldgica, o bien
de una solucion al 8 por ciento de sal de Glauber (SO,Na,) exenta de bur-
bujas de aire.

La cinula es reunida a la pieza intermediaria, cuyo robinete estd cerrado.
Iin este momento, el operador aprieta fuertemente el segundo hilo del hansa
sobre el boton de la canula. Se puede entonces inyeclar directamente, por
medio de la jeringa, la masa llevada a una temperatura de 4o grados, pero
se puede también, para arrastrar la sangre y los pequefios coagulos, inyeclar
primero una solucion caliente al 8 por ciento de sal de Glauber, y en seguida,
la masa a la gelatina. De esla manera se obtiene un mejor calentamiento de
los tejidos y una inyeccion méas complela, pero se usa una cantidad mayor
de masa.

Cuando el liquido de inyeccion refluye por los vasos referentes, se cierran
las arterias por medio de una pinza y se sigue inyeclando, anmentando
progresivamenle la presion hasta que el sistema vascular eslé conveniente-
mente tenso por la masa. La duracion y la presion con la cual se debe efec-
tuar la inyeccion, es cuestion de practica.
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Ll tratamiento ulterior de las piezas inyectadas no difiere del de las piezas
ordinarias. Una vez terminada la inyeccion, las piezas son enfriadas lo méas
ripidamente posible para solidificar la masa colorante. Luego se corlan
en fragmentos de un tamafio conveniente, que se fijardin de una manera apro-
piada. El formol es un buen fijador para las piezas inyectadas.

Montaje y terminacion de las preparaciones microscépicas. — Después de
haber coloreado una preparacion por uno u-otro de los métodos que se han
indicado, se trata de conservarlas de manera que experimenten las menores
alleraciones posibles y duren mucho tiempo.

Iin algunos casos este desideralum se obtiene con facilidad, pues hay
coloraciones que de por si dan preparaciones inalterables ; aparte de la doble
coloracion a la hematoxilina-eosina, la mayor parte de las coloraciones
palidecen con el liempo, sobre todo las que estan hechas con colorantes
arlificiales.

Sin embargo, la decoloracion depende de las condiciones en que se ha
hecho el montaje y la conservacion. Los cuerpos empleados para el montaje
deben ser purisimos, y no tener ni sigquiera rastros de acidos, que son los que
disminuyen la duracion de las coloraciones.

Muchos colorantes resisten mal la accion de la luz, y por eso es necesario
conservar las piezas en la obscuridad.

Las subslancias empleadas para el monlaje de las preparaciones micros-
copicas, los medios de conservacion, son liquidos o sélidos. Enesle dltimo
caso hay que disolverlos, naturalmente, en un disolvente apropiado. Por la
evaporacion espontanea o artificial de este disolvente, el objeto recubierto por
la laminilla se encuentra cubierto por una delgada y solida capa que realiza,
al mismo tiempo, la union del portaobjeto con el cubreobjelo.

IXn los casos de los medios liquidos, debe evitarse, por el contrario, la
svaporacion y desecacion de las preparaciones, fijando solidamente el porla-
objeto al cubre, por medio de una substancia especial. Se obtiene una buena
substancia fundiendo en una capsula de porcelana 1o gramos de cera, a la
cual se mezcla, agitando, 35 gramos de colofonia. Para hacer esta mis
manuable todavia, se le puede agregar todavia un poco de esencia de tre-
mentina. In el momento del uso. se calienta la espatula y se la mete en la
masa solida ; se adherird a la espatula una cantidad de substancia suficiente
como para cerrar la preparacion. Se vuelve a calentar la espitula y se la
pasea alrededor de la preparacion. El cemento se solidifica casi instanta-
neamenle; pero es necesario que los bordes de la preparacion estén bien
limpios y secos, pues de olra manera el cemento no adhiere.

La inclusion por medio de un liquido sélido es mucho mas simple. Se
toma una pequena gota de la substancia a emplear, y se la deposita sobre
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la preparacion, y sobre ésla se colocara el cubre con todo cuidado para evitar
la penetracion de burbujas de aire.

Se puede colocar encima una pequeiia pesa para favorecer la extension
de la substancia. y se conservara al abrigo de la luz y del polvo hasta su
desecacion, que se hard rapidamente.

Las preparaciones seran recubiertas con cubres cuyo tamaiio sea sensible-
mente mayor que el de la preparacion, y cuyo espesor sea de 0,15 a 0,12
milimetros. Si son mas delgados son muy dificiles de limipiar, y si son ma
gruesos no permiten el uso de los fuerles objetivos de inmersion; se l 'S
conserva de preferencia en un cristalizador cerrado, lleno de alcohol de 70
grados. Ln el momento del uso se extraen por medio de una pinza y se
secan con un trapo fino.

Iintre los numerosos medios que han sido pr opueslom lres solamente nos
interesan especialmente : la glicerina, el balsamo de Canada y la levulosa.

La glicerina. — Bs un liquido espeso, incoloro, que se mezcla en todas
proporciones con el agua y el alcohol, y constituye un buen medio de di-
solucion para cierlos cuerpos organicos e inorginicos. Su indice de refrac-
cion es de 1,45. Se emplea muacho como medio de conservacion, pero la
mayor parle de las malerias colorantes sumergidas en esta substancia pali-
decen muy rapidamente. La glicerina pura deshidrata las preparaciones y
las relrae, causa por la cual nunca se usa sola, sino mezclada con agua.

El bilsamo del Canadd. — Es la resina de diferentes pinos de la Amé-
rica del Norte. Posee una reaccion débilmente dcida y se disuelve en éter,
xilol, benzol y cloroformo. Su indice de refraccion es de 1,55. Cuando el
balsamo ha sido neutralizado con un tratamiento de carbonato de polasio,
conslituye el mejor medio conocido para conservar las preparaciones colo-
readas. Se disuelve de preferencia en el xilol quimicamente puro ; la solu-
cion debe tener una consistencia tal, que no se escurra ficilmente. Se con-
serva en frascos cerrados. Las preparaciones que scan montadas en balsamo,
deben ser previamente deshidratadas con alcohol absoluto y luego llevadas
al xilol. Se deposila el corle sobre el porta y una vez secado se le coloca
encima una gola de balsamo y en seguida el cubre.

Los cortes a la celoidina no deben ser deshidratados en alcohol absoluto
porque la celoidina se reblandece demasiado en los alcoholes fuertes. Se
les lleva solamente al alcohol de 5 grados y se termina la deshidratacion
con el carbolxilol, solucién de una parte de dcido fénico licuado en caliente,
en tres parles de xilol; cuando el carbolxilol ha hecho a los cortes comple-
mente transparentes, se llevaran al xilol y luego al bélsamo.

Después de algunos dias, el balsamo se seca, y enlonces el cubre quedara
adherido solidamente al portaobjeto. Una vez montadas las preparaciones,
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deben ponerse a secar en un lugar donde no haya polvo, pues éste se pega
con facilidad alas preparaciones. Es de buena téenica, una vez montadas, po-
nerlas a secar en la estufa, donde al mismo tiempo que se secan mas rapida-
mente, se resguardan del polvo.

La levulosa. — s un azicar de [rulas cuya forma comercial mas pura
es la de cristales de un color amarillo claro que se disuelven en agua y en
alcohol con extrema facilidad, dando un liquido siruposo de un color amari-
llento. Posee un indice de refraccion de 1,50. No se usa sino la levulosa
cristalizada, de la que se toman 20 gramos, que se disuelven enun frasco de
bilsamo, con 15 cc. de agua. Se pone el todo alaestula durante una noche.
Para usarlo se seca el porta objeto y los alrededores de la preparacion, pero
ademds hay que extraer el exceso de agna con un papel de filtro. Se echa
enlonces una pequeiia gota de la solucion de levalosa sobre el objeto, y se
espera 1 O 2 minutos antes de recubrirlo ; luego se pone la laminilla y se
pone a la estufa durante algunos minutos para que el cubre tome una posi-
cion eslable.

Se rodea la preparacion con el belin.

La levulosa es un excelente método de montaje que posee sobre el bal-
samo la gran ventaja de no necesitar pasar los cortes por el alcohol antes
de usarlo.

Conserva la mayor parte de los colores mejor que la glicerina, pero bajo
esle punto de vista es inferior al balsamo de Canada.



