
TECNICA HISTOLOGICA

por

ABELARDO GALLEGO

ALGUNOS PROCEDIMIENTOS DE COLORACIONES COMBINADAS SU-

CESIVAS, A PARTIR DEL METODO DE TINCION CON LA FUCHINA

BASICA Y EL FORMOL ACETICO.

FUCHINA-FORMOL ACETICO-EOSINA. FUCHINA-FORMOL ACETICO-

AURANCIA. FUCHINA-FORMOL ACETICO-NARANJA G. FUCHINA-

FORMOL ACETICO-ACIDO PICRICO, ETC.

En tccnica histologica se designan con los nombres de

dobles, triples y multiples coloraciones, y, mas general-

mente, con el de coloraciones combinadas, las que se ob-

tienen con dos, trey o mas colorantes.

Tales tinciones pueden conseguirse haciendo actuar en

un solo tiempo o en tiempos distintos las diversas substan-

cias tintoreas; de aqui su division en coloraciones combi-

nadas simultdneas y eombinadas sucesivas.

Para lograr las coloraciones simullaneas se usan liquidos

colorantes (mezclas complejas de materias tintoreas) di-

ficiles de preparar y mas dificiles de conservar, que, ade-

mas de no utilizarse sino en contado numero de casos,

no siempre dan preparaciones aceptables.

Las coloraciones sucesivas se practican con liquidos

colorantes faciles de preparar, que se conservan bien,

permiten gran nOmero de combinaciones y, en fin, dan

cn general resultados mas seguros.
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No es, pues, extrafio que la mayoria de los histologos

prefieran las coloraciones combinadas sucesivas a las simul-

tdneas, y desconffen de esos productos colorantes, anun-

ciados como panaceas histologicas, que, seglin sus auto-

res, poseen propiedades casi sobrenaturales.

Convencidos, por propia experiencia, de la razon que
asiste a la mayoria de los histologos para preferir, en todos
los casos, las coloraciones combinadas sucesivas, hemos
puesto todo nuestro empefio en buscar, entre estas, las
mks fkciles de obtener, las mks economicas y, sobre todo,
las de resultados mks seguros.

Vamos, pues, a resefiar los trabajos quc hemos rt,ali-

zado en este sentido, exponiendo antes, aunque par(,zca

ilogico, los fundamentos cientificos que han sido nuestra

guia para lograr el fin que nos proponiamos y que, a

nuestro juicio, deben ser siempre tenidos en cuenta para

cualquier labor de investigacion que haya de emprenderse

en busca de nuevas coloraciones combinadas sucesivas.

FUNDAMENTOS CIENTIFICOS DE LAS COLORACIONES COMBI-

NADAS SUCESIVAS

Ya en 1914, al describir nuestro metodo de tincion

con la fuchina bksica y el formol, apuntkbamos algunos

de nuestros intentos para lograr dobles y triples colora-

ciones. Pero en aquella epoca eran mucho mks numero-

sos nuestros fracasos que nuestros exitos. Por esta razon,

al sefialar las dobles coloraciones que habiamos ensa-

yado (fuchina-formol-eosina; fuchina-formol-rubina kcida;

fuchina-formol-naranja G; fuchina-formol aurancia; fu-

china-formol-kcido picrico), solo nos atrevimos a reco-

mendar estas dos: fuchina-formol-naranja G, y fuchina-

formol-kcido picric().
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2Por que fracasabamos? For lo que se fracasa siempre

en trabajos de laboratorio: per pretender cosas imposibles.

En efecto: es imposible infringir la, ley de la impene-

trabilidad, y este era precisamente nuestro proposito,

aunque lo ignorabamos entonces. Pyetendiamos que dos

colorantes, uno bdsico y otro dcido, ocuparan a la vez, y sin

combinarse, un mismo lugar, un m.ismo tejido. Claro que

luehabamos contra tal ley fisica creyendo que no habia

necesidad de tenerla en cuenta, por considerar que el

problema a resolver era absolutamente quimico: combinar

un colorante acido con elementos acidofilos y un coloyante

bdsico con elementos basofilos.

Partiamos de la hipotesis de que los colorantes bdsicos

eyan exclusivamente nucleares, cuando, en realidad, solo son

principalmente nucleares. Y este es el caso, no ya solo de

las anilinas basicas, sino hasta de la hematoxilina.

Asi, cuando se hacen tinciones de tejidos con cualquier

colorante de los impropiamente llamados nucleares, jamas

se logra fijarle exclusivamente en los nucleos, puss que

tambien tine los protoplasmas, los elementos acidofilos.

Este hecho, que se observa ya cuando se trata de tejidos

que han lido incluidos en celoidina, es mucho mas osten-

sible en los incluidos en parafina y, sobre todo, en los que

no han sufrido ninguna de estas inclusiones, esto es, en

los que se cortan por el metodo de la congelac16n. Y es

que, en realidad, la celoidina actica como agente diferenciador

de la coloracion nuclear, oponiendo cierto obstdculo al colo-

rante bdsico Para sit fijacion en los elementos acidofilos.

Puts bien; una vez que los elementos acidofilos han sido

teniclos por el colorants nuclear, dijicilmente se logra ins

pregnarlos con el colorante Plasmdtico. Pudiera decirse que

solo puede conseguirse en dos circunstancias: I.a, cuando

el colorants dcido disuelve, substrae, en parte o totalmente,

el colorante nuclear, fijado en los elementos acidofilos, y 2.a,
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cuando el colorants dcido se sobre/onc, esto es, queda enci;na

del colorante bdsico.

Asi:, y no de otro modo, se explica que tuvieramos

exitos al ensayar las coloraciones sucesivas: fuchina-formol-

naranja G, y fuchina-formol-acido picrico, porque el na-

ranja G y el acido picrico actuaban comp diferenciadores

de la fuchina basica, y asi tambien se comprenden nues-

tros fracasos al intentar las coloraciones con la fuchina,

el formol y la eosina, o con la fuchina, el formol y la

aurancia, etc., aunque alguna vez lograsemos nuestro

proposito, pero a expensas de un engrosamiento exagerado

de los cortes.

Estos razonamientos que, como se ve, van contra pre-

juicios muy arraigados en los tecnicos de la Histologia,

no fueron formulados por nosotros espontaneamente, sino

despues de detenido estudio.

He aqui como llegamos a descubrirlos.

En la epoca en que haciamos nuestros trabajos Co-

rrientes de Histopatologia, usando el metodo clasico de

tincion con la hemateina y la eosina, al operar con cortes

obtenidos por el metodo de la congelacion, no obtenia-

mos, ni mucho menos, el resultado que deseabamos.

Creyendo que, probablemente, la debil o palida tincion

de los nucleos obedeceria al poco poder tintoreo de la

hemateina, optamos por ensayar la hematoxilina de

Ehrlich, bien madura; y si bien logramos una tincion

mas intensa de los elementos basofilos, pudimos obscrvar

que ocurria lo contrario con los elementos acidofilos.

Pero como la tincion nuclear nos parecio ya excesiva,

decidimos diferenciar la hematoxilina utilizando el agua

o el alcohol clorhidricos, en la forma que habiainos visto

aconsejada en varias obras de tecnica histologica.

Asi conseguimos una accion menos eficaz, pero sufi-

ciente, de la hematoxilina, y, al mismo tiempo, una tin-
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cion mucho mas acentuada con la eosina. Repetimos esta

observacion infinito numero de veces ajustandonos a

esta regla de conducta que siempre seguimos en nuestros

trabajos de laboratorio. Cuando un hecho se repite cien

veces hay que principiar a dudar.

Y para poder interpretar el resultado obtenido con la

diferenciacion de la hematoxilina, hicimos una serie de

coloraciones regresivas y progresivas utilizando solamente

la tincion con la hematoxilina de Ehrlich.

En ]as preparaciones asi obtenidas apreciamos una dife-

rencia fundamental: las primeras, es decir, las en que se

habia practicado la diferenciacion, ostentaban una colo-

racion mas electiva, pues la hematoxilina se habia fijado

casi exclusivamente en los nucleos, mientras que las se-

gundas, las no diferenciadas, aparecian tenidas de modo

mas uniforme, porque la hematoxilina estaba repartida

en los elementos basofilos y acidofilos.

Una sola interpretacion se imponia en este caso: en las

coloraciones combinadas sucesivas con la hematoxilina y la

eosina, la diferenciacion de la primera dejaba libres los

elementos acidofilos de todo colorante bdsico (hematoxilina),

lo que persnitia una fijacion adecuada del colorante dcido

(cosina).

Pero inmediatamente pensamos en que esta explica-

cion no era solamente aplicable a las coloraciones con la

hematoxilina y la eosina, sino a todas las coloraciones

combinadas sucesivas.

Y bajo esta impresion volvimos a nuestra tarea, ya
abandonada, de lograr dobles coloraciones a partir de la
tincion con la fuchina y el formol.

Ante todo, para lograr nuestro proposito, necesitabamos

encontrar un agente diferenciador de la coloracion obte-

nida con la fuchina basica y el formol, y en este sentido

comenzamos nuestras investigaciones.
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Y bien; no vamos a repctir aqui lo que dejamos con-

signado en otro trabajo (El formol acetico, agente viyo-

fijador v diferenciador de las coloraciones oblenidas con la

fuchina basica); nos limitaremos a indicar que, tras de no

pocos ensayos, logramos nuestro objeto, es decir, encon-

tramos el agente diferenciador que buscabamos, y esto

sin complicar la tecnica del metodo fundamental, sino

may bien simplificandola.

El agente diferenciador a que nos referimos es el

acido acetico, que se le hace actuar a ]a vez que el formol,

consiguiendo asi, en un solo tiempo, transformar en violeta

]a colorac16n roja de la fuchina, fijar aquella coloracion

y, en fin, dirigirla hacia los elementos netamente bas6filos,

esto es, casi exclusivamente a los nucleos y a las substan-

cias cromotropas.

La f6rnZula del liquido vino-fijador y diferenciador

que hemos adoptado es la siguiente:

Soluci6n de formol al i por zoo, en

agua destilada .............. 5 cc.

Acido acetico cristalizable ....... I gota

Una mayor conc. ntrac16n de la soluci6n de formol o

de acido acetico, sobre todo del primero, no altera sen-

siblentente el resultado.

Conseguido esto, habiamos dado ya cl primer paso

seguro para lograr completamente lo que buscabamos, si

nuestro razonamiento tcnia fundamento serio, es decir,

si ]a diferenciaci6n del colorante basico era condici6n

esencial para obtener buenas coloraciones combinadas

sucesivas. Y, llenos de confianza, recomenzamos nuestros

ensayos, a partir de ]a tinci6n con la fuchina basica y el

formol acetico, para tenir los elementos bas6filos, confiando

a la eosina, aurancia, rubina acida o a la aurancia la

coloraci6n de los acid6filos.
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No nos habiamos equivocado. Nuestro exito fue com-
pleto, absoluto. Todas ]as coloraciones que antes habiamos
considerado como impracticables, pudimos lograrlas al
primer ensayo. Es mas: aun aquellas que habiamos ya
obtenido empleando la tincion con la fuchina basica y
el formol, esto es, las coloraciones sucesivas fuchina-
formol-naranja G y fuchina-formol-acido picrico, resul-
taron mas faciles, mas bellas y mas seguras. Habiamos
logrado hacer entrar un hecho en una ley, como diria el
sabio Cajal.

Tales resultados nos autorizan para afirmar que en
las coloraciones combinadas sucesivas, la diferenciacion del
colorante nuclear es indispensable, aun en aquellos casos en
que los colorantes dcidos act an como diferenciadores, o,
dieho de otro modo, en tales coloraciones, debe evitarse siem-
pre la lucha entre colorantes bdsicos y dcidos, operando de
tal suerte, que los primeros se fijen exclusivarnente cn los
elementos basoflos v los segundos en los acidofilos.

Y ahora, conocidas estas consideraciones preliminares,
que hemos creido necesarias, imprescindibles, y que pu-
dieran titularse teoria de las coloraciones combinadas suce-
sivas, solo nos resta exponer la tecnica de cada una de
ellas S, los resultados que se logran.

PROCEDIMIENTOS DE COLORACIONES COMBINADAS SUCE-
SIVAS CON LA FUCHINA BASICA Y EL FORMOL ACETICO,
LA EOSINA, EL NARANJA G 0 LA AURANCIA. - FUCHINA
FORMOL ACETICO-EOSINA. FUCHINA-FORMOL ACtTICO-
NARANJA G. FUCHINA-FORMOL ACETICO-AURANCIA.

Para evitar confusiones y fracasos lamentables es de
necesidad fijar bien el concepto que debe tenerse del
colorante denominado eosina.

I I
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Langeron distingue cuatro grupos de eosinas:

I.° Eosinas propiamente dichas. Son sal-s de sodio 0

de potasio de la fluoresceina broinada, amarillas (derivados

dibromados) o azules (derivados tetrabromados). Todas

ellas se disuelven en el agua y en el alcohol. La mas elec-

tiva para las granulaciones eosin6filas de los leucocitos es

la eosina azulada al agua, de Griibler; no lo son tanto

la eosina extra BA, de Hochst, ni la eosina amarilla al

agua, de Grdbler.

2.° Eosinas solubles en. alcohol. Son eosinas-eteres mc-

tilados o etilados, solubles en alcohol de 50°.

3.° Eritrosinas o eosinas iodadas. Sales de sodio o de

potasio de la fluoresceina tetraiodada.

4.0 Safrosina. Derivado bromonitrado de la fluorescei-

na, y falclosina, sal de sodio de la fluoresceina clorada.

Solo son utilizables como colorantes histologicos las eo-

sinas propiamente dichas y las eosinas solubles en alcohol.

Hechas estas observaciones, de gran interes, como es

facil comprender, pasamos ya a describir la tecnica que

debe seguirse en cada caso.

1.° Fijaci6n en formol al io por roo, 6-8 horas, en

la estufa a 40°-45°. No importa prolongar la fijaci6n por

Io-I2 horas, aunque es preferible que, transcurridas las

6-8 horas en la estufa, se continue la fijaci6n en frio. La

doble fijaci6n-alcohol de 80°, dos horas y formol al io

por ioo, una horn, y a 40°-45°, adolece del defecto de al-

terar los hematies.

2.° Lavado en agua: 10-30 minutos.

3.0 Congelaci6n.

4.° Fuchina de Ziehl diluida al r por 20, z minuto.

(Preparese esta soluci6n en el momento de utilizarla, ver-

tiendo una gota de fuchina fenicada o «carbolfuchinao

por cada cc. de agua destilada, y agitando la mezcla hasta

que adquiera un color uniforme.)
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5.° Lavado en agua.

6.° Formol acetico; 5 minutos. (Viertanse en un po

cillo de cristal 5 cc. de agua destilada y agreguense una

gota de formol y otra de acido acetico. Agitese la mez-

cla y tapese bien para evitar la evaporaci6n del acido

acetico. Si la diferenciaci6n en el formol acetico no fuese

tan completa como se desee - caso extraordinario -

puede hacerse la diferenciacien previa en solucien alco-

helica de guayacol al ro por ioo, durante 30 segundos,

y, despues del lavado en agua, terminese con la soluci6n

de formol acetico.
7.o Lavado en agua.
8.° Soluci6n acuosa de eosina amarilla (eosina ex-

tra B. A de Hochst), de naranja G o de aurancia, al i
por ioo, 5 minutos. (Preferimos la eosina de Hochst a
las demas eosinas propiamente dichas y a las solubles en
alcohol. Estas ultimas tinen muy lentamente.)

9.0 Alcohol de 700 y alcohol de 9o,, hasta la des-

aparici6n del color rojo difuso, 3-5 minutos. (El empleo

del alcohol de 700 es imprescindible en la coloraci6n con

la eosina. Si se utiliza el naranja G o la aurancia, pueden

emplearse solamente los alcoholes de 95° y absoluto.)

io. Alcohol absoluto.
ii. Xilol fenicado.
12. Montaje en balsamo del Canada.
Los nucleos se tifien en violeta; las substancias cromo-

tropas en violeta mas o menos rojizo; los hematies en rojo

ladrillo con la eosina, en amarillo naranja con el naranja

G, y en amarillo con la aurancia; el tejido muscular en

rosa vivo (eosina), en rojo naranja o amarillo naranja

(naranja G) o en amarillo (aurancia); los epitelios quera-

tinizados, en rosa intenso (eosina), rojo o amarillo naranja

(naranja G), amarillo (aurancia ); los microbios en violeta

o rojo violaceo.
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Puede hacerse una triple coloracibn empleando como

colorante acido una mezcla a partes iguales de eosina y

naranja G, o una parte de eosina al i por zoo y dos de

naranja G al 2 por zoo. En este caso hay una doble colo-

racion de los elementos acidofilos gracias a la distinta

afinidad de 6stos por la eosina o el riaranja G; el tejido

conjuntivo aparece en naranja y el muscular en rojo.

Tambien puede hacerse la doble coloracion con la fu-

china acida en solucion acuosa a] o`5-z por zoo.

COLORACION COMBINADA SUCESIVA CON LA FUCHINA BASICA,

EL FORMOL ACETICO Y EL ACIDO PICRIco. - FUCHINA

FORMOL ACETICO-ACIDO PICRICO.

La tecnica de esta coloracion no difiere de la que dc-

jamos descrita para las coloraciones con la eosina, etc.,

sino en el 8.0 tiempo. Asi, pues, los cortes que han salido

del formol acetico, y lavados en agua pasan a la solucion

acuosa picricada (solucion acuosa de acido picrico, pre-

parada en caliente, i cc.; agua destilada 20 c..), que actlia

durante i/2-1 minuto.

Los nucleos y substancias cromotropas se tieen en

violeta y violeta rojizo respectivaniente; los elementos

acidofilos en amarillo; los microbios en violeta o rojo

violaceo.

Este procedimiento, que da siempre buenos resultados,

tiene el inconveniente de que, al poco tiempo, el agradable

color amarillo se hace verdoso muy feo.

Es to mismo que nos ocurria con nuestro metodo tri-

cromico (fuchina de Ziehl diluida al 20 por zoo; formol

al 5 por zoo; acido picrico - solucion acuosa saturada

2 cc., agua destilada zo cc. - que hemos abandonado -

porque ]a coloracibn roja del tejido muscular y ]a ama-
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rilla de las fibras conjuntivas era poco duradera y, ade-
mas, los cortes aparccian muy engrosados.

* *

F ahora, despues do describir estos procedimientos de
coloraciones combinadas sucesivas, a fuer de sinceros, y
aun a trueque de que quienes hayan seguido paso a paso
nuestra labor se consideren defraudados, deb!•mos hacer
csta declaracion:

Nucstro metodo de tincion con la fuchina basica y el
formol acetico, bien manejado, y es bien sabido cuan facil
es esto de conseguir, no tiene nada que envidiar a cual-
quiera de los procedimientos de coloraciones combinadas
sucesivas ya senalados. Sn doble cari,cter de metodo
metacromatico y panoptico (panoptico solamente por el
gran numero de elementos que revela y por la diversidad
de matices que los comunica), hace innecesarias esas do-
bles coloraciones que dejamos descritas y tiene sobre ellas
la ventaja de la mayor delicadeza en todos los detalles.

Pero necesitabamos publicar dichos procedimientos de
coloraciones combinadas sucesivas: 1.0, para contestar con
hechos a quienes han juzgado que la coloracion con la
hematoxilina y la cosina tendria simpr:o, sobre nucstro
metodo do tincion con la fuchina y el formol acetico, la
gran ventaja de producir dobles coloraciones; 2.°, para
demostrar a quienes todavia to necesiten que los trabajos
de laboratorio son algo mds que trabajos'manuales. jTraba-
jos manuales...! En los trabajos de laboratorio el cerebro
es Iasi todo y la, manos casi nada; 3.0, para probar,
asimisrno, que no todos los metodos histologicos son de-
bidos a la casualidad, y que la logica es todavia util at
investigador histologo; 4.°, para poner de inanifiesto la
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conex16n entre ]as coloraciones regresivas y los lnetodos

tricr6micos.

CONCLUSIONES

Z.a La diferenciaci6n de la tinci6n nuclear es abso-

lutamente precisa para lograr buenas coloraciones combi-

nadas sucesivas. Proceder de otra suerte es dificultar ]a

tinci6n de los elementos acid6filos con los colorantes

acidos .
2.a Aun en el caso de que la doble colorac16n se rea-

lice con colorantes acidos que actuen como diferenciadores

del colorante nuclear, la diferenciaci6n no es menos nece-

saria. El resultado es siempre mas seguro y las prepara-

ciones ganan en belleza.

3.a El ideal del tecnico consistira en fijar el colorante

basico exclusivamente sobre los bas6filos y el colorante

acido sobre los acid6filos.
4.a El metodo de tinci6n con ]a fuchina basica y el

formol acetico, y los procedimientos de coloraciones com-

binadas sucesivas con la eosina, el naranja G, la aurancia

el Acido picrico, etc., que derivan de el, ofrecen grandes

ventajas sobre el metodo clasico de tinci6n con la hema-

toxilina y la eosina, al menos aplicados a los tortes obte-

nidos por el metodo de la congelaci6n.

Laboratoyio de Histologia y Anatomia Patologica.

Escuela de Vetcrintrria de Santiago.


