TECNICA HISTOLOGICA

(2.* NOTA)
por

ABELARDO GALLEGO

EL FORMOL ACETICO, AGENTE VIRO - FIJADOR Y DIFERENCIA-
DOR DE LAS COLORACIONES OBTENIDAS CON LA FUCHINA
BAsiCA. NUEVO METODO DE COLORACION REGRESIVA.

Tres han sido las modificaciones que hemos hecho en
el método fundamental descrito en nuestra primera nota
(Véase pag. 119): 1.°, en el procedimiento de fijacion;
2.9, en el liquido de tincién, y 3.°, en el procedimiento
de diferenciacion.

Procedimiento de fijacion. — Ante la necesidad de
hacer diagnésticos rapidos, en los casos en que se nos
suministraban productos de raspados de matriz o de
excisiones de prueba, tuvimos que buscar un proce-
dimiento de fijacion mas breve que el que consiste en el
empleo del formol al 10 por 100. Y gracias a unas notas
que nos proporcioné nuestro buen amigo, el Dr. Varela
Radio, notas tomadas por él con la precipitacién consi-
guiente, en un cursillo dado por el profesor Pick, en Berlin,
tras de no pocos ensayos, logramos al fin nuestro proposito.

. Obtuvimos una fijacién perfecta operando asi:
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Fijacién en alcohol de 8o° (1), dos horas.

Idem en formol al 10 por 100, una hora.

Lavado en agua 10-30 minutos. Conservacion, si se con-
sidera necesaria, en formol al 5 por 100.

Pero si este procedimiento de fijacién da ya excelentes
resultados operando a la temperatura ordinaria, todavia
es posible mejorarlos, centuplicarlos, pudiera decirse,
practicando la fijacién en la estufa a 40°-45° Y téngase
en cuenta que esta modificacién no introduce ninguna o
casi ninguna complicacion en la técnica del procedimiento,
porque si no se dispone de estufa — y nosotros estamos
todavia en este caso — no hay motivo para convertirse
en Jeremias de laboratorio y perder lastimosamente el
tiempo, lamentando no poder utilizar las ventajas de la
fijacién en caliente. En parecidas circunstancias no hay
mejor toénico que recordar esta sentencia del sabio Cajal:
«Para la obra cientifica los medios son casi nada y el
hombre casi todo.»

Asi, pues, si no se dispone de estufa a propoésito, se
inventa o, mejor dicho, se improvisa. ;Cémo? con los uten-
silios siguientes:

1.°© Una olla de hierro esmaltado, de 4-5 litros de capa-
cidad.

2.© Una placa circular, de corcho o de madera, de uno
o dos centimetros de espesor, y de un didmetro un poco
menor que el de la olla. En dicha placa se practican, cerca
del borde, cuatro o mas orificios circulares del didmetro
exterior de los frascos que han de contener el liquido fija-

(1) Este procedimiento de fijacion s6lo tiene un inconveniente que
no podemos pasar en silencio, pues que, en ocasiones, constituye una
dificultad de primera importancia, y es el de que los hematies se des-
truyen fragmentdndose en pequeiias granulaciones. Asi, si se tiene in-
terés en conservar los glébulos rojos debe hacerse la fijaciéon en formol
al 10 por 100 solamente.
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dor, y uno mds pequefio, central, para sujetar el termé-
metro.

3. Un tripode de hierro o de madera o, en su defecto,
unos trozos de cualquier substancia, que permitan sostener
la olla a una altura de unos 15-20 centimetros.

4. Un recipiente cualquiera (un vaso de vidiio, un
cristalizador, una taza de porcelana, etc.), en el que se
echard agua y, sobre ésta, aceite de olivas, en tal cantidad,
que forme una capa de dos centimetros de espesor, poco
mas 0 menos.

5.© Lamparillas de las llamadas mariposas, o, en todo
caso, cerillas montadas sobre una ldmina delgada de
corcho.

Para operar con tales utensilios, tan faciles de adquirir,
se procede en esta forma:

La olla, montada o no, sobre el tripode, se llena casi
completamente de agua; se hace entonces flotar sobre
¢ésta la lamina de corcho provista ya del termémetro. Se
calienta el agua con un mechero de gas, un hornillo de pe-
tréleo, una lampara de alcohol, un quinqué, etc., hasta la
temperatura de 40°-45° En seguida se coloca la olla sobre
el tripode, si es que ya no se ha hecho antes, y se adaptan
a los grandes orificios de la ldmina de corcho los frascos
que contienen el liquido fijador y el producto que se quiere
fijar. Debajo de dicha olla se pone el recipiente que lleva
el agua y el aceite, sobre el que flota la lamparilla, ya
encendida, de suerte que quede ésta a la distancia de unos
5-10 centimetros del fondo de la olla.

No operando en una habitacion muy fria dos lampa-
rillas bastan para sostener la temperatura del agua a
40°45° en todo caso, se empleardn mas o menos lampa-
rillas segin la temperatura ambiente. Cada lamparilla
consume 5 cc. de aceite por hora.

Liquido colorante — En nuestro método fundamental
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empledbamos la fuchina de Ziehl diluida al 1 por 10, en
agua destilada. Pero, no en pocas ocasiones, advertimos
que los cortes de tejidos que sometiamos a la accién de
este colorante, quedaban demasiado teflidos, aunque la
tincion se hiciese de un modo rapido—'/, a !/, minuto.—
Ademas; cuando nos veiamos precisados a operar en otros
laboratorios, no disponiamos, claro estd, de la solucién de
fuchina de Ziehl que en el nuestro utilizibamos, pero si
de una solucién de fuchina de Ziehl al 1 por 20, solucién
corrientemente empleada para la coloraciéon de fondo en
el método de Gram. Y a fin de no tener preparado un li-
quido colorante que s6lo permitia una aplicacién, optamos
por hacer una serie de ensayos para lograr buenos resul-
tados con la citada solucién de fuchina de Ziehl diluida al
I por 20 en agua destilada.

Pronto advertimos que la fuchina de Ziehl tiene una
fuerza colorante muy distinta, segin la manera de prepa-
rarla, y, para evitar dificultades, decidimos usar la fuchina
de Ziehl de Griibler «Carbolfuchsin». No quiere esto decir
que no pueda emplearse cualquier fuchina de Ziehl diluida
en agua destilada al 1 por 20. Es maés; es posible utilizar
toda fuchina fenicada a condicién de diluirla en agua hasta
que dé un tinte que, salvo el matiz naranja, se asemeje,
en cuanto a intensidad de color, al de la solucién de picro-
fuchina de Van Gieson (solucién acuosa saturada de
acido picrico hecha en caliente, 100 cc.; fuchina acida,
0‘10 gramos) Recomendamos que si no se estd practico
en la preparacion de la fuchina de Ziehl es preferible uti-
lizar la «Carbolfuchsin» de Griibler, que, sobre estar per-
fectamente elaborada, ofrece la ventaja de no ser necesario
filtrar las soluciones que con ella se obtienen, lo que haria
variar su poder colorante.

Nosotros, sin embargo, empleamos indistintamente la
«Carbolfuchsin», de Griibler, y la fuchina fenicada de
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Ziehl, preparada seguin técnica que ya hemos descrito en
nuestro trabajo «Investigacién del bacilo de Koch, etc.»

Es de notar, ademds, que mientras la solucién madre
— fuchina fenicada de Ziehl —es inalterable o, por lo
menos, muy permanente, la solucién diluida que aconse-
jamos pierde pronto su energia tintérea: por esta razén
recomendamos que sélo se prepare la cantidad de colo-
rante estrictamente necesaria (I).

La inobservancia de esta regla expone a muchos fra-
€asos.

Para evitarlos con toda seguridad y para facilitar la
preparacién del colorante, procédase en esta forma: viér-
tase agua destilada en un pocillo de tinciones (los pocillos
medianos de porcelana contienen, estando llenos, 10 cc.) y
afiddase una gota de «Carbolfuchsin» por cada cc.; agitese
la mezcla con una varilla de vidrio. Cada dia o cada dos
dias prepdrese nuevo liquido colorante.

Procedimiento de diferenciacién. — En nuestro método
fundamental confidbamos la diferenciacién, esto es, la subs-
traccion del colorante en exceso, substraccién que deter-
mina el contraste entre los diversos elementos anatémicos,
al formol y a los alcoholes de g5° y absoluto; pero si bien
en la mayorfa de los casos, logribamos nuestro objeto,
en otros dejaba mucho que desear. Esto ocurria, sobre
todo, cuando tefjamos cortes de tejidos sobrefijados en
formol al 10 por 100. Aunque atenuado, nuestro método
tenia el inconveniente que se observa en toda coloracion
progresiva, es decir, la dificultad de limitar la coloracién
a ciertos elementos y la uniformidad de tinte de todos los
tejidos.

Se nos ocurrié entonces acentuar la diferenciacién,

(1) Una solucién que date de 15 dias, ya tiene ciertos precipitados
y tifie debilmente.
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pasando al agua acética los cortes que habian sido tefiidos
con la solucién de fuchina basica, antes o después de lava-
dos en agua. Pero, si bien logrdbamos una diferenciacion
mas acabada, luchdbamos con la dificultad de tener que
vigilar atentamente esta operacion, y aun, a veces, a pesar
de todo nuestro cuidado, la diferenciacién era excesiva o
insuficiente, segtn el tejido de que se tratase.

Intentamos también acidular con 4cido acético la
solucién acuosa de fuchina fenicada, pero, aun consi-
guiendo mejores resultados, todavia no nos dimos por
satisfechos.

Recurrimos asimismo a diferenciar con agua acética,
después de la accién de la fuchina bésica y el formol. Esta
diferenciacién tenia la ventaja de poder ser prolongada
por cinco-diez minutos, pues que ya el formol habia insolu-
bilizado, hasta cierto punto, la fuchina.

Asi y todo nos molestaba complicar nuestro método
con una operaciéon mds, y nos decidimos por fin, a ensayar
lo que debid ocurrirsenos desde el principio, esto es, inten-
tamos la viro-fijacién y diferenciaciéon de la fuchina en un
solo tiempo. Con razén ha dicho Cajal: «El hombre que
plantea un problema no es el mismo que lo resuelve.» He
aqui como procedimos: agregamos a la solucién de formol
al 5 por 100, cierta cantidad de 4cido acético, y nos sor-
prendid, primero, la rapidez con que se operaba el cambio
de coloracién de los cortes del rojo al violeta, y, segundo,
la perfeccién con que se hacia la diferenciacién.

Desde este instante hicimos numerosos ensayos enca-
minados a determinar la cantidad de 4cido acético que més
pudiera convenir, modificamos también el titulo de la
solucién del formol y, por fortuna, en poco tiempo, logra-
mos nuestro proposito.

La solucién que nos dié mejores resultados fué la si-
guiente:
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Solucién de formol al 1 por 100 en agua destilada.. 5 cc.
Acido acético cristalizable. .................... I gota

Una mayor concentracién de la solucién del formol no
altera el resultado, pero es innecesaria.

Tampoco importa que, al agregar el acido acético, se
viertan dos o tres gotas, pero no son precisas. Para mayor
sencillez, puede procederse asi: en un pocillo de vidrio,
viértanse 5 cc. de agua destilada; agréguense 1 gota de
formol y otra gota de dcido acético; agitese la mezcla con
una varilla de cristal y tdpese en seguida para evitar la
evaporaciéon del acido acético.

Por 1ltimo; en casos rarisimos, aun operando con este
rigor, no s= obtiene una diferenciacién perfecta, lo que
pudiera ser un serio inconveniente para lograr después
dobles, triples o cuddruples coloraciones; pero hay todavia
un medio de llegar al resultado que se desea y es, hacer
actuar, durante !/,-!/, minuto, sobre los cortes que salen
de la fuchina y han sido lavados en agua, la siguiente so-
lucién, que hemos visto citada por Launoy:

Alcohol de g5°...... SRt ET00 (CC.
Guayacol. .............. 10 gramos

Luego, los cortes lavados en agua, son llevados al
formol.

Pero, entiéndase bien; sélo en casos extraordinarios hay
necesidad de hacer esta doble diferenciacion.

Con nuestro método asi modificado conseguimos admi-
rables coloraciones regresivas — coloracién por substrac-
cién (Heidenhain), preocupaciéon tintorial (Unna) — en
lugar de las progresivas que obteniamos con el método fun-
damental. Y es de notar que nuestro proceder se ajusta a
las reglas a que estan sometidas todas las coloraciones
regresivas, a saber:
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«r.* Los colorantes preferibles son la hematoxilina y
las anilinas basicas.

»2.2  Son recomendables las soluciones colorantes muy
diluidas, porque, las muy concentradas coloran rapida-
mente y dan imagenes muy irregulares después de la di-
ferenciacién. La dilucion favorece la disociaciéon del
colorante y su fijacion sobre los tejidos.

»3.2 La diferenciacién deberd ser practicada lenta-
mente para ser regular.

»4.*  Es necesario algunas veces aumentar la colora-
bilidad de ciertos elementos por el empleo de mordien-
tes (1).

»5.2  Los cortes han de ser delgados y de igual espesor,
porque, en los gruesos, la extraccién del colorante es muy
dificil y en los de distinto espesor, los resultados no son
uniformes.» (Langeron, Precis de Microscopie 1913.)

A propésito de esta tltima regla, hemos de decir que,
con el microtomo de congelaciéon que actualmente usamos
(microtomo del Prof. Aschoff) se obtienen sin dificultad
cortes de un espesor de 10 [ y hasta de 5 ¢, y perfectamente
uniformes, gracias a que, la admirable disposicién de la
pieza que fija la cuchilla, impide todo movimiento de osci-
lacién de ésta; claro que con un poco de cuidado se logran
también magnificos cortes con otros modelos de microto-
mos.

Pero, es més, nuestro procedimiento de diferenciacion
tiene, sobre sus similares, la gran ventaja de no exigir
ninguna vigilancia por parte del operador, porque, cuando
se hace la diferenciaciéon con el formol acético — y éste es
el caso general — se logra ésta en cinco minutos, o antes,
y transcurrido este tiempo, aunque los cortes queden en

(1) Hasta ahora no hemos tenido necesidad de emplear ninglin
mordiente utilizando nuestro método de coloracién regresiva.
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el liquido diferenciador, durante horas o dias, el resultado
es siempre el mismo. Tan sélo la doble diferenciacién con
soluciéon alcohélica de guayacol y con formol acético
exige cierto cuidado, pues la coloracién de la fuchina que
no ha sido fijada mediante la accién del formol, desapa-
rece rapidamente en la primera solucién, y es preciso que
la diferenciacién no dure més de treinta segundos. Aun
en este caso —y ya sabemos con qué poca frecuencia se
presenta — como la diferenciacion es muy electiva, se
obtienen resultados constantes, y no exige la engorrosa
operacion de seguir la diferenciacién al microscopio. V’

Esta ventaja que acabamos de sefialar estamos seguros
de que sera apreciada en su justo valor por los aficionados
a los trabajos practicos de Histologia, pues bien saben
qué parte tan activa toma el operador en la diferencia-
cion, y cuan distintos resultados se obtienen al menor
descuido.

En fin, como con nuestro procedimiento de diferencia-
cién no queda en los cortes sino la cantidad minima nece-
saria de colorante, las preparaciones, ya terminadas, tienen
una apariencia de delgadez tal, que semejan dibujos eje-
cutados entre el porta y el cubre-objetos. Y esta tltima
ventaja no es s6lo aparente sino real, ya que permite el
examen microscopico con gran ampliacion.

Hemos insistido, quizd demasiado, en cuanto se re-
fiere al procedimiento de diferenciaciéon, por considerar
que tiene una importancia practica de primer orden, para
lograr con perfeccién y seguridad dobles y triples colora-
ciones combinadas sucesivas, como demostraremos en
otros trabajos que tenemos el propdsito de publicar.

Hechas ya estas observaciones, expondremos con toda
precision, pero con el mayor laconismo posible, la técnica
completa del método de tinciébn que actualmente utili-
2amos.

10
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METODO DE TINCION CON LA FUCHINA BASICA Y EL FOR-
MOL ACETICO. METODO MODIFICADO: FUCHINA-FORMOL
ACETICO:

1.0 Fijacion sucesiva en alcohol de 8o0°, dos horas, y
formol al 10 por 100, una hora. Estufa a 40°-45° (si se tiene
interés en conservar perfectamente los hematies, hagase
la fijacién en formol al 10 por 100, durante 6-8 horas, por
lo menos, v a 40°-45° No conviene pasar de esta tempe-
ratura. Fijacién y coccién son cosas distintas. Transcurri-
das las 6-8 horas, puede, y aun debe, dejarse actuar el
formol al 10 por 100, pero a la temperatura del laboratorio.

2.0 Lavado en agua: 10-30 minutos.

3.0 Cortes por congelacion.

4.° Tincién con fuchina fenicada de Ziehl («Carbol-
fuchsin») diluida al 5 por 100 en agua destilada: T minuto.
(En un pocillo de porcelana se vierte cierta cantidad de
agua destilada y se agrega una gota de fuchina de Ziehl
por cada centimetro ctibico. Agitese la mezcla con una
varilla de vidrio. Para tefiir intensamente las ldminas
corneas de los epitelios y para lograr excelentes colora-
ciones metacromaticas, prolonguese la tincién 5-10 minu-
tos.)

5.0 Lavado en agua ordinaria. (El agua que nosotros
empleamos es poco rica en sales. Ignoramos si esta cir-
cunstancia influird en el buen resultado de nuestro mé-
todo.)

6.0 Formol acético (solucién de formol al 1 por 100,
en agua destilada, 5 cc.; cido acético cristalizable 1 gota):
3-5 minutos. (El formol acético puede ser preparado en el
momento, agregando una gota de formol y otra de acido
acético por cada 5 cc. de agua destilada, y agitando la
mezcla con una varilla de vidrio. Es conveniente que el
formol acético esté siempre bien tapado, para evitar la
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evaporacién del 4cido acético (1). Cuando se pretenda
tefiir intensamente las ldminas cérneas de los epitelios, y
no se consiga, aun prolongando la tincién en la solucién
de fuchina, suprimase el 4cido acético, y utilicese tan sélo
el formol al 1 por 100.)

7.© Lavado por cualquier tiempo en agua ordinaria.
(Para conservar las coloraciones metacromaticas, después
de este lavado en agua, moéntense las preparaciones en
levulosa o en gelatina glicerinada. El alcohol altera las
coloraciones metacrométicas.)

8.0 Serie de alcoholes.

9.° Xilol fenicado (o esencias de clavo, orégano, ber-
gamota o de Cayeput).

10. Montaje en balsamo del Canada.

Cuando la fuchina acttia durante un minuto — y éste
es el caso general —los nicleos se tifien en violeta obs-
curo; los protoplasmas en violeta muy palido; la materia
fundamental del cartilago, las granulaciones de las célu-
las cebadas Ehrlich y la mucina en violeta rojizo (en rojo
puro cuando se montan los cortes en levulosa o en gela-
tina glicerinada); la materia amiloidea en rosa; el tejido
muscular estriado en rosa; el muscular liso, en violeta
palido; el tejido conjuntivo en violeta extremadamente
palido o sin tedir; las laminas de queratina, en rosa débil
o0 incoloras; los hematies, en amarillo rojizo, si la fijacién
se hizo solamente con formol al 10 por 100, pero no se per-
ciben, generalmente, por haberse destruido, si la fijacién
fué hecha con alcohol de 8o° y formol al 10 por 100; las
fibras de elacina en violeta obscuro; los microbios en vio-
leta obscuro o en violeta rojo.

Si la accién de la fuchina se prolonga 5-10 minutos (no

(1) Si, aun operando asi, la diferenciacién no fuese perfecta — y
esto muy rara vez ocurre —diferénciese antes, por 30 segundos, con
solucién alcohélica de guayacol al 10 por 100.
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hay que temer la sobrecoloracién) las substancias cromo-
tropas resultan més rojas; las fibras musculares estriadas
aparecen de color rojo violdceo; las laminas queratinizadas
en rojo ligeramente vicleta.

La metacromasia se percibe mejor — como hemos
observado repetidas veces — utilizando la luz artificial y
haciendo pasar ésta por agua ligeramente tefida con
azul de metileno o con sulfato de cobre (debe procurarse
que el agua adquiera un color azul celeste) e interpo-
niendo un vidrio azul en el portadiafragma.

De lo que precede se deduce que, si se tiene en cuenta
el gran nimero de elementos que nuestro método revela,
y la variedad de tonos que les hace adquirir, merece figu-
rar entre los buenos métodos panépticos. No tiene, sin
embargo, la caracteristica quimica de estos ultimos, pues
que se prescinde en €l de los colorantes neutros o anfo-
CTOMOS.

Como en ¢l método fundamental, pueden tefiirse pre-
viamente las fibras eldsticas con orceina, que las colora
en rojo moreno y destacan bien entre los demds elementos
que quedan tefidos por la fuchina y el formol con matices
muy distintos.

Un hecho curiosisimo hemos observado varias veces:
en las preparaciones tefiidas simplemente con la fuchina
basica y el formol acético, y montadas en levulosa o en
gelatina glicerinada, se perciben muy bien las fibras elds-
ticas en color violeta.

Y como no es posible percibirlas en las preparaciones
montadas en balsamo del Canadd, es logico suponer que
se decoloran en los alcoholes. Léstima que tanto la levu-
losa como la gelatina glicerinada sean tan mediocres
agentes conservadores. Nosotros, a pesar de cuantos
esfuerzos hemos realizado, aun utilizando la levulosa pre-
parada expresamente por la casa Merck, para micrografia,



I'reballs de la Societat de Biologta. 1915 149

jamds conseguimos conservar las preparaciones por mucho
tiempo.

La tincién con nuestro método — fuchina-formol acé-
tico — admite una coloracién previa de la grasa con el
sudan III o con el rojo escarlata. En este caso, como es
sabido, hay necesidad de montar las preparaciones en levu-
losa o gelatina glicerinada. Para la buena conservacién de
las preparaciones obtenidas con nuestro método de tincién
— fuchina-formol acético — es de necesidad impedir que
actte sobre ellas la luz solar directa.

Hacemos esta advertencia porque, en todos los labo-
ratorios, se acostumbra a dejar las preparaciones recientes
sobre la mesa de trabajo, a pretexto de acelerar la solidi-
ficacion del balsamo del Canada, y es frecuente que queden
expuestas al sol por mucho tiempo. Innecesario es decir
que esta perniciosa costumbre no tiene razoén de ser, puesto
que se corre el riesgo de perder admirables preparaciones,
bien porque se rompan el porta o el cubre-objetos, o por-
que se llenen de polvo, o actie sobre ellas cualquier subs-
tancia nociva, o, en fin, porque se decoloren. En el caso en
que se desee la pronta solidificacién del balsamo del Ca-
nada, lo mejor es colocar las preparaciones en la estufa, al
abrigo de toda causa de deterioro. Y siempre que se tenga
interés en conservar una preparacion, en cuanto esté ter-
minada, se guardard en una caja especial para este objeto,
tomando la precaucién, claro estd, de que la preparaciéon
quede colocada horizontalmente y con el cubre-objetos
hacia arriba.

Para terminar, diremos que nuestro método de tincién
es perfectamente aplicable a la coloracién de los microbios
en las preparaciones obtenidas por frote.

En este caso, previa fijacién con el calor, o con otro
cualquier medio, se tifie con fuchina de Ziehl diluida al
I por 20, en agua destilada, durante !/,-1 minuto; se lava
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en agua corriente; se hace actuar el formol acético, 1-5 mi-
nutos; se lava de nuevo, se seca y se examina, 0 se monta
previamente, segun se dice (I).

Estamos convencidos de que las preparaciones asi
obtenidas son de una delicadeza muy superior a las que se
logran con el azul de metileno, el azul de Unna, y aun con
la tionina fenicada. Por tal motivo, nosotros, para las tin-
ctones corrvientes de los microbios, sélo usamos dos substan-
ctas colorantes: la fuchina bdsica en solucién hidro-alcohdlica
fenicada — fuchina de Ziehl — diluida al 1 por 20, en agua
destilada, para las coloraciones generales — fuchina-for-
mol acético; — la fuchina de Ziehl, sin dilwir, para la tin-
cién especifica del bacilo de Koch — fuchina (alcohol clor-
hidrico) — formol acético. El violeta de genciana, también
en solucion hidro-alcohdlica femicada — violeta de gen-
ciana fenicada de Nicolle — exclusivamente para tefiir con
el método de Gram. No vemos la necesidad de emplear
otras materias colorantes. Procediendo asi, hay la ventaja
de la economia y de la sencillez en la técnica. La fuchina
bésica y el violeta de genciana son colorantes muy baratos.
Las dos soluciones que con ellos se preparan — fuchina de
Ziehl y violeta de genciana de Nicolle —se obtienen con
facilidad y se conservan muy bien.

En fin, si se quiere aplicar nuestro método de tincién
para la coloracién de las preparaciones de sangre, hégase
la fijacién en alcohol absoluto durante 5-10 minutos y
tiflase con el método fundamental, esto es, empleando la
solucién acuosa de formol al 1T por 100, pero no el formol
acético, que destruye los hematies. Los hematies se tifien

(1) Los microbios se tifien en violeta obscuro o en rojo ligeramente
violaceo. Segin nuestras observaciones, todavia muy poco numerosas,
la coloracién rojo violacea s6lo la adquieren los microbios que no to-
man el Gram. No nos atrevemos, sin embargo, a considerar este hecho
como ley general.
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en rojo; los nicleos de los leucocitos en violeta; las granu-
laciones baséfilas en rojo violaceo; las granulaciones neu-
trofilas y eosinofilas quedan sin tefiir, pero las ultimas,
dada su gran refringencia, se perciben muy bien. Puede
lograrse la coloracién de las granulaciones eosinéfilas, en
rosa, haciendo una doble tincién con la eosina, en solucién
acuosa al 1 por 100 y dejandola actuar cinco minutos.

*
* *

En resumen: nuestro método de tincién con la fuchina
bésica y el formol acético es sin disputa alguna el método
mas sencillo de cuantos se conocen.

Cualquier principiante lograria admirables prepara-
ciones desde la primera vez que le ponga en practica.
jOjal4 sirva para acabar con este temor casi supersticioso
que, tanto los médicos como los veterinarios, experimentan
con sélo pensar en hacer una preparacién histologica!

Queden so6lo para los investigadores los métodos difi-
ciles e inciertos.

CONCLUSIONES

El método histologico de tinciéon que aconsejamos —
fuchina-formol acético — aplicable sobre todo a los cortes
obtenidos por congelacién, es preferible a nuestro método
fundamental — fuchina-formol:

1. Por la rapidez, seguridad y economia.

2.° Por la acabada diferenciaciéon de todos los tejidos,
lo que acrecienta la belleza y claridad de las preparaciones.

3.© Por permitir dobles y triples coloraciones sucesivas
con colorantes 4cidos.

Laboratorio de Histologia. Escuela de Veterinaria de
Santiago.



