TECNICA HISTOLOGICA

por

A. GALLEGO

NUEVOS METODOS DE COLORACION DE LAS FIBRAS ELASTICAS

A pesar de las severas recomendaciones de Mann, res-
pecto al abuso de los métodos de coloracion en Histologia,
y no obstante los pueriles argumentos de Garcia Sola contra
las fregolerias histolégicas, entendemos que algunas subs-
tancias colorantes son comparables a verdaderos reactivos
especificos capaces de poner de manifiesto elementos o
partes de elementos anatémicos cuya existencia ni aun se
podria sospechar por el simple examen sin coloracion.

Héagase el examen microscopico de dos preparaciones de
esputo tuberculoso, una, teflida con cualquiera de los mé-
todos generales, con la tionina, por ejemplo, y, otra, con el
método de Ziehl-Neelsen o sus derivados, y mientras en la
primera no se encontrard un solo bacilo de Koch, a pesar
del anélisis mas minucioso, en la segunda bastard una ra-
pida ojeada para percibirlos inmediatamente. Examinense
otras dos preparaciones microscopicas de centros nerviosos
tefiidas con el método de la hematoxilina y eosina y con
el de Cajal respectivamente, y sorprenderd encontrar en
ésta numerosas dendritas y axones que no lograremos
advertir en aquélla. En fin, y para no cansar con més ejem-
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plos, tifianse dos cortes microtémicos de pulmén, el pri-
mero con hematoxilina y eosina o con el método de van
Giesson, etc., y el segundo con la orceina o la fuchselina,
y s6lo en este ultimo podrdn verse con toda claridad las
fibras elasticas.

No hay, pues, derecho a indignarse contra quienes per-
siguen nuevos métodos de coloracién que, por su sencillez,
economia, seguridad en sus resultcdos y especificidad de
las coloraciones, permiten un estudio mas acabado de una
preparacion microscopica. Pero si hay derecho a protestar
contra quienes padecen la mania de buscar nuevos méto-
dos de tincién dificiles de manejar, que exigen el empleo
de substancias raras, caras, de resultados inconstantes, de
especificidad muy dudosa, y que, en una palabra, no son
superiores a los cldsicos y constituyen, por decirlo asi,
una complicacion initil en la técnica histologica.

Ni en una sola de nuestras publicaciones referentes
a asuntos de técnica, hemos dejado de censurar el abuso
que se viene haciendo de los métodos de colovacién que
nada resuelven y que, lo repetimos, son una complicacién
inttil.

Hasta podriamos decir que para nosotros es ya una
idea fija Ja de buscar nuevos métodos de coloracién que
permitan ser ejecutados por cualquier aficionado y en
cualquier laboratorio. Nuestra divisa es la siguiente: Demo-
cratizar la Técnica histolégica.

Asi, pues, en este trabajo no vamos a afiadir una com-
plicaciéon més en los métodos clésicos de coloracién de las
fibras eldsticas (métodos de Unna-Taenzer y de Weigert);
al contrario, nos proponemos substituirlos por otros
métodos que estimamos mds ventajosos desde cualquier
punto de vista que se consideren.

Nada de métodos excepcionales, que constituyan un
acontecimiento en los laboratorios de Histologia. Preocu-
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pémonos de encontrar métodos generales que, en todos
los casos, y todos los dias, podamos utilizar y que igualen
o superen por todos conceptos a los métodos de ex-
cepcion.

Y asi, utilizando tales métodos, las preparaciones his-
tolégicas seran més reales y mas bellas y permitirdn una
interpretacién mas facil y més répida.

La coloracién de las fibras elasticas debe y puede hacerse
a diario en todos los laboratorios de Histologia. Vamos a
demostrarlo.

Los primeros ensayos

No vamos a analizar en este trabajo los métodos de
coloraciéon de las fibras elasticas de Unna-Taenzer y de
Weigert, por ser sobradamente conocidos de los especia-
listas en este género de estudios, dnicos lectores posibles
de estas cuartillas. Nos limitaremos a decir que el primero,
el de Unna-Taenzer, tiene el gravisimo inconveniente
para nuestro tiempo de poner a prueba la paciencia de los
hist6logos: es de una lentitud desesperante — 24 horas —
a pesar de la modificacion de Pranther — 1 a 2 horas; —
el segundo, el de Weigert, exige una preparacion del colo-
rante, tan complicada, tan enojosa, que pocos, muy pocos
son los hist6logos que la conocen bien, y, por tal motivo,
recurren casi siempre a la solucién de Weigert que pre-
para Griibler, aunque, como es sabido, no merece abso-
luta confianza por su dificil conservacién y por su diverso
poder tintdreo y electivo.

Tampoco hemos de mencionar en este trabajo las modi-
ficaciones que habiamos conseguido de los dos métodos
clasicos sefialados, porque, si bien significaban un pro-
greso real en la época en que fueron concebidas, actual-
mente, después de haber encontrado los nuevos métodos
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que nos proponemos describir, no merecen tenerse en con-
sideracion.

Vamos, pues, a referirnos a los nuevos métodos, cuya
superioridad sobre los clésicos dejaremos bien demos-
trada, pero antes permitasenos hacer algo de historia de
nuestros hallazgos, ya que aclarard muchas dudas a los
nuevos investigadores que continien nuestra labor, y
ensefiard hasta qué punto los trabajos de laboratorios son
obra de la casualidad y del razonamiento.

* » &

En nuestro primer trabajo de Técnica histologica: «El
formol, agente transformador y fijador de las coloraciones
obtenidas con la fuchina bésica» (Comunicacién a la So-
cietat de Biologia de Barcelona, 1.2 nota), deciamos: «Con
€l método de tincion que preconizamos, quedan sin tefiir,
claro esta, las fibras elasticas; sin embargo, en una ocasién,
y stn que podamos explicarnos el por qué, haciendo prepa-
raciones de un epitelioma de labio, en el hombre, hemos obte-
aido una excelente tincion de fibras eldsticas, en coloy violeta
obscuro, y con la particularidad de que dicha coloracién
resistia a la accion decolorante de la solucién acuosa satu-
rada de dcido picrico.»

Después de escrito este trabajo, y parando la atencién
en los estudios d Unna y Cajal,a propésito de la existencia
de fibras de elacina en el estroma de algunos tumores epi-
teliales, llegamos a lamentarnos de nuestra ligereza al
consignar que con nuestro método de coloraciéon habiamos
conseguido tefiir las fibras elésticas. Estdbamos casi segu-
ros de que las que habjamos tomado por fibras elasticas
eran en realidad fibras de elactna. Pero haciendo nuevas
preparaciones histolégicas de otros epiteliomas de labio,
y utilizando nuestro método de coloraciéon — fuchina-



Treballs de la Societat de Biologia. 1917 39

formol — volvimos a nuestra primera concepcién. En
efecto; no ya solo en la parte de labio invadida por el
tumor, sino en parajes relativamente apartados de la
lesion tumoral, donde el mas minucioso examen microscé-
pico no permitia reconocer la menor alteracion, o, cuando
maés, se descubria una infiltracién microcelular, que acu-
saba un proceso inflamatorio, aparecian las fibras que
habfan llamado nuestra atencién, esto es, las verdaderas
fibras elasticas, formando conglomerados informes, sobre
todo hacia el dermis papilar, o dispuestas en haces trans-
versales de fibras en zig-zag, entre los bulbos pilosos. Sin
embargo, aunque abrigdbamos la creencia, la casi segu-
ridad de que tales fibras eran en realidad fibras elasticas,
necesitabamos adquirir la certeza absoluta, y, a este fin,
tefiimos algunos cortes con la orceina y con la fuchselina,
y, efectivamente, tales elementos adquirieron la colora-
cion especifica.

Asi y todo, no podia menos de llamar nuestra atencion
¢l detalle de que, inicamente en las preparaciones de labio
humano, consiguiésemos la coloracion de las fibras elés-
ticas utilizando nuestro método de coloracion: fuchina-
formol. Esto nos hizo creer que las fibras que habiamos
Jogrado tefiir, correspondian a la categoria de las fibras
elasticas de reaccion baséfila, que ya habian sido descritas
por Unna en otros 6rganos.

No obstante se nos ocurridé pensar que la fuchina, des-
pués de sufrir la accién del formol, podria quizad fijarse en
todas las fibras elasticas, pero que, en las operaciones de
deshidratacion en los alcoholes, desapareceria la colora-
cion de algunas de estas fibras, quedando tan sélo tefiidas
las que podrian denominarse fibras eldsticas alcohol-resis-
lentes. En comprobacién de esta posible hipétesis hicimos
varias preparaciones de diversos 6rganos utilizando nues-
tro ya referido método de coloracion — fuchina-formol, —
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pero en vez de montarlas en balsamo del Canadé, las mon -
tamos en levulosa o en glicerina gelatinada, evitando asi
laaccién del alcohol. Y, efectivamente, en las preparaciones
asi logradas, observamos con satisfaccién inaudita, que
las fibras elasticas aparecian tefiidas en violeta obscure.
Se imponia, pues, esta conclusion: «a fuchina, mediante la
accién del formol, tisie las fibvas eldsticas, pero mientras algu-
nas de éstas se decolovan por la accién del alcohol, otras, las
menos, resisten a esta accion decolorante; son, por decirlo
ast, alcohol-resistentesy.

Decididamente, poseiamos, en principio, un nuevo
método de coloracién de las fibras el4sticas.

Hasta este momento no se nos ocurrio pensar que
habiamos logrado teiiir las fibras el4sticas con la misma
substancia que formaba la base tintérea del colorante de
Weigert: la fuchina bésica. Y esto nos sorprendid. ;Cémo
habfa logrado Weigert fijar la fuchina bésica sobre las
fibras elésticas? Con el percloruro de hierro o con la resor-
cina, sobre todo con la resorcina, pues no de otro modo
nos explicibamos que la mayoria de los histélogos emplea-
sen el término resorcina-fuchina como sinénimo de colo-
rante de Weigert.

Discurriendo asi encontramos abierta una nueva via
para seguir nuestras investigaciones. Emprendimos la
tarea de tefiir las fibras eldsticas haciendo pasar los cortes
micsotémicos, primero, por soluciones diversas de resor-
cina, y, después, por la fuchina y el formol, sin lograr
ningin resultado. Luego, y aun contando de antemano
con el fracaso, hicimos nuevas preparaciones, pasando
también los cortes previamente por soluciones méas o menos
concentradas de percloruro de hierro y tifiendo después
con la fuchina y el formol. Y, en efecto, no logramos tefiir
las fibras eldsticas, pero obtuvimos un resultado que nos
sorprendié: todas las células vy substancias intercelulares
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aparecian teiiidas en violeta wuwy pdlido, mientras que la
substancia fundamental del cartilago, la mucina vy las gra-
nulaciones de las células cebadas de Evhlich, adquirian una
coloracién violeta tan intensa, que daban la impresion de
cuerpos extraiios, de algo sobreasiadido a las preparaciones.

El hecho era raro en extremo. Cierto que habjamos
encontrado un método de tincién que permitia descubrir
los menores vestigios de substancias cromotropas, pero
¢como explicar la intensa coloracion de tales substancias,
por la fuchina y el formol, previa accién del percloruro
de hierro, coincidiendo con la débil tincién de los demds
elementos? Por el momento no se nos ocurrié sino esta
explicacion: el percloruro de hierro ejerce una accion mor-
diente que permite a la fuchina, modificada por la accién de!
formol, fijarse intensamente sobre las substancias cromo-
tropas».

Este inesperado hallazgo nos desorient6 en tal forma
que, por algin tiempo, nos olvidamos del problema que
nos habiamos propuesto; la coloracion de las fibras elés-
ticas con la fuchina y el formol, auxiliados por una subs-
tancia que en vano buscdbamos. De la coloracién de las
fibras el4sticas nos fuimos a la tincién de las substancias
cromotropas, aunque ensayando de cuando en cuando
algunos reactivos que sospechdbamos ejerciesen alguna
accién favorable sobre la fuchina o sobre el formol, que
pudiera traducirse en una tincién electiva de las fibras
elésticas.

Y por esta nueva via, buscando una coloracion espe-
cifica de la mucina, pues el muci-carmin no nos habia de-
jado satisfechos, intentamos emplear como mordiente el
cloruro de aluminio haciéndole actuar previamente sobre
los cortes, que después tefifamos con la fuchina y el formol,
logrando, en efecto, una coloracion violeta negro de la
mucina, bien diferente de la que adquirian las demas subs-
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tancias cromotropas y los diferentes elementos anaté-
micos. Y asi, de la época en que usédbamos el percloruro
de hierro como mordiente en la coloracion de las substan-
cias cromotropas, pasamos a esta otra en que substituimos
el percloruro de hierro por el cloruro de alumiaio, con gran
ventaja en todos los casos, ya que nos permitia hacer colo-
raciones simples y combinadas infinitamente mas bellas y
mas demostrativas.

Habjamos llegado a dominar este método de tincién
de las substancias cromotropas: Fijacién en formol. Cortes
por congelacion. Cloruro de aluminio en solucién acuosa
al 1 por 100, un minuto. Lavado en agua. Tinci6én con la
fuchina de Ziehl diluida al 5 por 100, y acetificada, uno a
einco minutos. Viro-fijacién de la fuchina en formel al
1 por 100 y acetificado, cinco minutos. Deshidratacién en
la serie de alcoholes. Montaje en béalsamo del Canada.
Operando asi, la mucina se tefifa en violeta negro; el carti-
lago y las granulaciones de las células cebadas en violeta
azulado; los nicleos de todas las células en violeta palido;
el tejido muscular en rosa y los haces coligenos en violeta
muy palido o quedaban incoloros.

Pero como en otras ocasiones, no nos contentamos con
dominar un método que habiamos logrado a fuerza de infi-
nitos tanteos. Quisimos averiguar hasta qué punto habia
razones tedricoprdcticas para operar en la forma que lo
haciamos, y, a este fin, revolucionando en unas horas la
labor pacientemente realizada en unos afios; decidimos
hacer una serie de ensayos, algunos de ellos realmente
inverosimiles, que no hay para qué citar, y utilizando
como objeto de estudio un pulmén de carnero, ya que en
este Organo existian todos los elementos anatémicos y
substancias quimicas que con nuestro método de colora-
cion (cloruro de aluminio — fuchina acética — formol
acético), podiamos tefiir. Y al terminar estos ensayos nos
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encontramos con una preparaciéon que habia sido abando-
nada, ignorabamos por cuénto tiempo, en una solucion
de cloruro de aluminio y formol acético, y que, desde
Juego, nos causd gran sorpresa, no ya por la coloracion
especial mds intensa, sino por un cierto aspecto reticulado
que se marcaba perfectamente aun examinada a débiles
aumentos, y que no tenfamos costumbre de ver utilizando
los reactivos que a diario manejdbamos. Un atento exa-
men de tal preparacién a 500 didmetros nos dejé verdade-
ramente atonitos. El aspecto reticular que tanto nos habia
sorprendido, provenia de que estaban admirablemente tefitdas
las fibras eldsticas, pero que por su extremada finura no eran
apenas perceptibles a débiles aumentos.

La casualidad, que, segin frase del sabio Cajal, no visita
@ quien la busca sino a quien la merece, habia tenido a bien
ayudarnos en la resoluciéon de un problema que tanto, y
por tanto tiempo, nos habia preocupado. La nueva semilla
tenia ya el campo suficientemente preparado, y su ger-
minacién y ulterior desarrollo no se hizo esperar. La
prueba es que, si tardamos tres afios en encontrar un nuevo
método de tincién de las fibras eldsticas, ocho dias des-
pués logramos descubrir dos mas tan buenos o mejores
que el primero.

PRIMER METODO. FUCHINA ACETICA. — FORMOL ALUMI-
NIco AcETICO. (Fa-Fal.)

Como las visitas de la casualidad a los laboratorios son,
ademés de poco frecuentes, de muy corta duracién, hay
que saber aprovecharlas. Todo estd permitido en estos
casos, todo menos perder el tiempo. Asi, pues, nosotros,
una vez que nos convencimos de que habjamos logrado
encontrar un nuevo método de coloracién de las fibras
elésticas, echamos una répida ojeada a nuestra mesa de
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trabajo, y nos sorprendi6 no ver en ella otros reactivos que
los que usdbamos a diario. Nuestro éxito no podia ser atri-
buido al uso de ninguna substancia nueva, luego, habfa
que pensar en que, tan sélo la cantidad, el orden en que
hubiesen actuado o el tiempo de accién de los reactivos
usados, podrian explicarnos el efecto conseguido.

Tres solas substancias habian entrado en juego: la
fuchina acética, el formol acético y el cloruro de aluminio.
Pero asi como para tefiir especificamente la mucina,
hicimos actuar tales substancias en este orden: cloruro de
aluminio, fuchina acética, formol acético; en el caso en
que obtuvimos la coloracién de las fibras elasticas, el orden
habia sido este otro: fuchina acética, formol aluminico
acético. De esto estébamos absolutamente seguros, pues
hacia tiempo nos tenia preocupados el ensayo de hacer
actuar el mordiente de la fuchina después de la accién
de este colorante, aunque no nos habiamos decidido a
hacerlo ante el temor de contravenir al principio regla-
mentario de Técnica histoldgica, segtin el cual, el uso del
mordiente debe preceder al del colorante.

Conociamos el orden en que habian intervenido los
reactivos, pero ignordbamos el grado de concentracién de
la solucién de fuchina acética empleada, el de la solucién
del formol aluminico y el tiempo en que en una y otra solu-
cién habian permanecido los cortes

Sobre la mesa teniamos un frasco con solucién acuosa
de cloruro de aluminio al 1 por 100. Era indudable que
la solucién de cloruro de aluminio al 1 por 100 habia sido la
utilizada. Sabiamos que, segiin costumbre, habiamos afia-
dido una gota de 4cido acético por cada 5 c. c. de solucién
de fuchina yrecordibamos también haber agregado otra
gota de dcido acético por cada 5 c¢. c. de la solucién de clo-
ruro de aluminio.

Restaba averiguar la concentraciéon de la solucion



Trebalis de la Socielat de Biologia. 1917 45

de fuchina, la cantidad de formol afiadida a la solucién de
cloruro de aluminio y el tiempo de accién de una y otra.

Empezamos por preparar una solucién acuosa de fu-
china de Ziehl al 5 por 100 y acetificada (agua, 5 c. c.; fuchi-
na de Ziehl, 5 gotas; 4cido acético, 1 gota), formula que
empledbamos a diario para nuestros métodos de colora-
cién ya conocidos, y otra solucién de cloruro de aluminio
al 1 por 100, a la que afladimos una gota de acido acético
y otra de formol por cada 3 c. c., ya que, por larga expe-
riencia, conociamos que el formol al 1 por 100 en las colo-
raciones con la fuchina, ejercia igual influjo que las solu-
ciones de mayor y de menor concentracion.

Preparadas estas dos soluciones, tefiimos los cortes con
fuchina acética, 5 minutos; los lavamos en agua y los pa-
samos a la solucién de formol aluminico acético. A los
cinco minutos (tiempo corriente de accién del formol acé-
tico en nuestros métodos de coloracién), volvimos a lavar
estos cortes en agua, los deshidratamos, aclaramos y mon-
tamos en la forma habitual. El examen microscépico de
las preparaciones asi obtenidas nos demostré que habian
quedado sin tefiir las fibras eldsticas.

Aumentamos la concentracién de la fuchina, al 10 y
al 15 por 100, y tampoco conseguimos la coloracién de las
fibras eldsticas. Empezamos a desesperarnos.

Cambiamos la concentraciéon del formol en la solu-
cién formol-aluminico-acética y, como presumiamos, no
logramos mejor resultado.

Y asi, ensayo tras ensayo, desde la mafiana a la noche
buscando el método de coloracién de las fibras elésticas
que habiamos logrado una vez y que, al parecer, no logra-
riamos jamés.

Casi agotada nuestra paciencia, y en el estado de
animo que se puede suponer, repetimos el primer ensayo
(fuchina diluida al 5 por 100 y acetificada, 5 minutos;
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lavado en agua; formol aluminico acético — formol y clo-
ruro de aluminio, ambos al 1 por 100, mas 1 gota de acido
acético por cada 3 c. c. de esta solucidén), pero dejando los
cortes en el formol aluminico acético hasta el dia siguiente.

Y al dia siguiente, nueva sorpresa: las fibras elésticas
aparecian perfectamente tefiidas.

El problema estaba resuelto: solo faltaba averiguar
el tiempo minimo en que debian permanecer los cortes
en el formol aluminico acético.

Tefiimos nuevos cortes con la fuchina de Ziehl, diluida
al 5 por 100 y acetificada: los lavamos en agua y los aban-
donamos en el formol aluminico acético durante dos horas.
Transcurridas éstas, nuevo lavado en agua, deshidratacién
en los serie de alcoholes, aclaramiento en xilol fenicado y
montaje en balsamo del Canada. Las fibras eldsticas que-
daron perfectamente tefiidas.

Nuevos ensayos, dejando actuar el formol aluminico
acético una hora; después, 45 minutos; luego, 30, 20, 10
vy 5 minutos. Sélo cuando actué el formol aluminico acé-
tico durante 5 minutos dejaron de teiiirse las fibras elas-
ticas. Este resultado era para dejarnos satisfechos, pues
nos explicaba el por qué de nuestro primer éxito y de
nuestros posteriores fracasos. Sin embargo, la coloracion
de las fibras elasticas podia depender solamente de la
accion del formol o de la del cloruro de aluminio (el 4cido
acético desempefiaba nada mas que un papel relativa-
mente accesorio, el de diferenciador) y para salir de dudas,
coloramos varios cortes con fuchina acética, los lavamos
en agua, y los trasladamos, unos, a una solucién de formol
al 1 por 100, y, otros, a la solucién de cloruro aluminico al
I por 100, en las que permanecieron 6 u 8 horas sin que
en ningan de los cortes logrisemos la coloracién de las
fibras eldsticas. Se imponia esta conclusion: «La coloraciin
de las fibvas eldsticas resulta de la accién combinada del
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formol y del cloruro aluminico sobre la fuchina; el formol
transforma vy fija la coloracién de la fuchina, el cloruro
aluminico divige la colovacién de la fuchina hacia las fibras
eldsticas; el dcido acético actia solamente como diferen-
ciador.

Conocidos ya todos las factores del problema que nos
habfamos propuesto, duefios ya de un nuevo método de
coloracién de las fibras elasticas, habia necesidad de per-
feccionarle: la casualidad no podia haberse tomado este
trabajo.

Hicimos ensayos con soluciones més concentradas
de formol y de cloruro aluminico, con resultado, no sélo
negativo, sino hasta perjudicial, sobre todo operando con
soluciones fuertes de formol.

Utilizamos en otra serie de ensayos soluciones menos
concentradas de formol y de cloruro de aluminio, notando
que la solucién al */, por 100 de cloruro de aluminio ya no
daba tan buen resultado y la coloracién de las fibras elas
ticas era més tardia. En cambio nos convencimos de que
podian utilizarse soluciones de formol desde el 1 X 500,
pues se comportaban igual que la solucién al 1 por 100.

Como resultado de estos ensayos adoptamos como so-
lucién definitiva de formol aluminico acético, la siguiente:

Solucién acuosa de cloruro de aluminio al 1°/, 5¢. ¢.
ool sl s S RN e R T 1 gota.
R0 acet1007: T o L s PR R R I gota.

La emprendimos entonces con la solucién de fuchina
acética, ensayando soluciones de fuchina de Ziehl al 5
por 100, 7°5 por 100, I0 por 100, I5 por I00 y 20 por 100,
y dejandolas actuar durante 5 minutos, logrando el efecto
méximo con la solucién de Ziehl al 75 por 100 (3 gotas
de fuchina de Ziehl por cada 2 c. c. de agua destilada.)
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Intentamos, por ultimo, preparar una solucién que,
en un solo tiempo, hiciese el mismo efecto que las dos so-
luciones citadas (fuchina acética y formol aluminico acé-
tico) empleadas su esivamente. A este fin, en 4 c. c. de
solucién de cloruro de aluminio al T por 100, vertimos 6
gotas de fuchina de Zichl, 1 gota de formol y otra de
4cido acético. Obtuvimos un liquido turbio, que, poco a
poco, fué aclarindose, dejando un precipitado pulveru-
lento de color rojo violdceo. Excusado decir que tal so-
Iucién no tefiia las fibras elésticas.

Estdbamos ya satisfechos de nuestra labor, pero no
contdbamos con un ultimo obstéculo. Las preparaciones
con tanto trabajo logradas se decoloraron a los pocos dias.
El disgusto que esa observacién nos produjo fué de esas
que hacen época en nuestra vida de laboratorio.

¢Por qué se decoloraban las preparaciones, o, mejor,
las fibras elasticas? ¢Por el cloroformo que, por escasez de
xilol, habjamos utilizado para disolver el balsamo del
Canadé? ¢Por la accién del xilol fenicado que acostum-
brdbamos a usar como aclarante?

Tres ensayos: 1.° Dejar durante 24 horas dos series
de cortes en que habiamos teifiido las fibras elasticas, una
en cloroformo y otra en xilol, después, claro estd, de ha-
berlos deshidratado en alcohol. Resultado: pérdida de
la coloracién de las fibras eléasticas en los cortes que per-
manecieron en cloroformo y conservacion de la tincién en
los que estuvieron en xilol. El remedio era facil: disolver
el balsamo del Canadé en xilol. 2.° Intentar el empleo del
xilol solo, como aclarante, sin afiadirle 4dcido fénico. Asi
lo hicimos un solo dia, pues al siguiente, dada la enorme
humedad atmosférica del laboratorio, el xilol adquiria un
aspacto lechoso, al menos en capa delgada, lo que nos
obligaba a un verdadero derroche de xilol, y esto en cir-
cunstancias en que sélo disponiamos de una pequefiisima



Treballs de la Socielat de Biologia. 1917 49

cantidad. 3.° Empleo de otros aclarantes: esencias de
bergamota, orégano, Cayeput, etc. Pero en nuestro labo-
ratorio no podiamos utilizar las esencias, pues la gran
humedad del aire nos las alteraba en pocos dias, por lo
que tuvimos que volver al empleo del xilol fenicado.

Y empleando el balsamo del Canadé disuelto en xilol,
y utilizando el xilol fenicado como aclarante, el resultado
nos desconcert6 por algin tiempo. Algunas series de pre-
paraciones hechas el mismo dia se alteraban en 24 6 48
horas, decolordndose completamente las fibras elasticas,
mientras que otras series conseguidas en dias distintos se
conservaban admirablemente. Estos éxitos y estos fraca-
s0s no eran debidos e dias de suerte y de desgracia. (Algin
motivo habia!

Prestamos mayor atencién a los menores detalles de
téenica; nos echamos a discurrir sobre lo posible y lo
imposible, y, por fin, llagamos a averiguar que todo
obedecia a la alteracién del xilol fenicado. En efecto; el
xilol fenicado, a pesar de contener un 23 por 100 de 4cido
fénico, se hidrataba, y al sacar los cortes de este xilol
que comenzaba a hidratarse y, sobre todo, si por casuali-
dad echabamos el vaho, sin darnos cuenta, en la direccién
del corte, el xilol que le impregnaba adquiria un aspecto
lechoso. Toda preparacién mal deshidratada con este xilol,
montada en bdlsamo disuelto también en xilol, perdia
irremisiblemente la coloracién de las fibras elésticas. jEn
ciertos pafses y en determinados laboratorios en que se
niega toda subvenciéon para calefaccién, es imposible
trabajar!

Desde que tuvimos cuidado de desechar el xilol feni-
cado al menor indicio de alteracién, no se nos decolord
ninguna preparacién. Sin embargo, recomendamos que las
preparaciones que merezcan ser conservadas se guarden
de la luz. No hay que olvidar que el nuevo colorante que

4
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resulta de la accion del formol sobre la fuchina es, pro-
bablemente, un producto de reduccién, y la accién oxi-
dante del balsamo del Canadd, acrecentada por la influen-
cia de la luz, podra destruir este colorante.

En resumen: la coloracién de las fibras elasticas con el
método: Fuchina acética — Formol aluminico acético,
comprende las operaciones siguientes:

1.3 Fijaciéon en formol al 10 por 100. 2.* Cortes por
congelacién. 3.2 Tincién con la fuchina de Ziehl diluida
al #‘5 por 100 y acetificada, 5 minutos. 4.* Lavado en
agua. 5.% Formol aluminico acético, 10-15 minutos. 6.* La-
vado en agua. 7.2 Serie de alcoholes. 8.2 Xilol fenicado, o
esencia de bergamota, orégano, Cayeput, etc. 9.* Balsamo
del Canada disuelto en xilol.

Los nitcleos se tifien en violeta intenso; los proto-
plasmas en violeta pélido; las fibras musculares, sobre
todo las estriadas, en rosa violdceo; los haces coldgenos
en violeta palido; las granulaciones de las células cebadas
dz Ehrlich, en rojo violdceo; la substancia fundamental
del cartilago en violeta obscuro muy azulado; la mucina
en violeta negro; los hematies en amarillo rojizo; los epi-
telios queratinizados en rojo violdceo; las fibras eldsticas
en violeta obscuro.

SEGUNDO METODO. FUCHINA ACETICA - FORMOL FERRICO
AckTtico (Fa - Ffa)

Conseguida la coloracién de las fibras eldsticas con la
fuchina acética y el formol aluminico acético, y admitida
la hipétesis de que el cloruro de aluminio actda como
mordiente, como sensibilizador de las fibras eldsticas, lo
que permite que la fuchina, medificada por el formol,
se fije intensamente en ellas, de modo parecido a como
lo hace en las substancias cromotropas, era logico en-
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sayar la solucién de percloruro de hierro, formol y éacido
acético, pues ya sabiamos que el percloruro de hierro se
comportaba también como mordiente de la substancia
fundamental del cartilago, de las granulaciones de las cé-
lulas cebadas de Ehrlich y de la mucina en las colora-
ciones con la fuchina acética y el formol acético.

Pocos ensayos tuvimos que hacer para encontrar otro
método de coloracién de las fibras eldsticas. Nos basté
substituir el cloruro de aluminio por el percloruro de
hierro en la solucién de formol acético, y haciendo actuar
esta nueva solucién sobre los cortes, previamente tefiidos
con la fuchina acética, obtuvimos la coloracién de las
fibras elasticas.

Soélo necesitamos hacer algunos tanteos para encontrar
la solucién de formol férrico acético més a propdsito para
el fin que perseguiamos. La solucién que mejores resultados
nos di6 fué la siguiente:

Agua destilada ........ 500 e 1
Formol - o370 i s BT o e 1 gota.
Percloruro de hierro liquido..... 3 gotas.
Aci@o ‘acético .. . " NETNs .. v - oo T gOtA,

Probamos también si se podria lograr una coloracién
més rapida de las fibras eldsticas que la que habiamos
conseguido con el formol aluminico acético, vy, efectiva-
mente, pronto nos convencimos de que el tiempo de accién
del formol férrico acético podia abreviarse hasta 5 mi-
nutos.

Quisimos también averiguar si afladiendo a la fuchina
formol, percloruro de hierro y dacido acético podiamos
conseguir un colorante que, en un solo tiempo, tifiese las
fibras elasticas, pero fracasamos en nuestro intento.

Lograda la coloracién de las fibras eldsticas con la
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fuchina acética y el formol férrico acético, creimos encon-
trarnos en condiciones de comprender la teoria de la co-
Joraciéon de tales elementos con el colorante de Weigert.
Nos pareci6 indudable que el nuevo colorante ideado por
Weigert, v que Fischer habia denominado fuchselina, no
era esencialmente, como suponian la mayoria de los hist6-
logos, un compuesto dz resorcina y fuchina, y que el
nombre de resorcina-fuchina, empleado como sinénimo de
colorante de Weigert, resultaba absolutamente impropio.

En demostracion de nuestra hipétesis, intentamos tefiir
las fibras elasticas con la fuchina acética y soluciones acuo-
sas de resorcina, y el resultado, como esperabamos, fué
absolutamente negativo. Agregamos a las soluciones de
resorcina, de diversa concentracién, formol y 4cido acé-
tico, y tampoco conseguimos tefiir las fibras eldsticas. En
fin; hicimos una solucién de resorcina, formol, percloruro
de hierro y 4cido acético. Dicha solucién adquirié un color
violeta en cuanto agregamos la primera gota dz perclo-
ruro de hierro, pero, lejos de reforzar la accion de esta sal
férrica, impidi6 la coloracién de las fibras eldsticas.

Sin embargo, a pesar de estos resultados, no nos atre-
vemos a afirmar que la resorcina sea completamente
inttil en el colorante de Weigert, pero en la forma que
nosotros hemos procedido, queda demostrado que la re-
sorcina, no s6lo no refuerza la coloracién de las fibras
elasticas con la fuchina y el percloruro de hierro, sino
que, al contrario, la perjudica.

Claro que no echamos en olvido que en nuestro se-
gundo método de coloracién de las fibras eldsticas, afia-
dimos a la solucién férrica el formol ,que juega importan-
tisimo papel coadyuvante, pero nos estd permitido decir
que el percloruro de hierro debe desempefiar una accién
de primera importancia en el colorante de Weigert, mucho
méas manifiesta que la de la resorcina, y que si ha de
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emplearse un sinénimo del colorante de Weigert, no debe
ser el de resorcina-fuchina, sino el de percloruro de hierro-
fuchina.

Por lo demds; entendemos que si se hiciese un estudio
detenido de las miiltiples operaciones que se conceptiian
necesarias para la preparacion del colorante de Weigert,
no seria dificil simplificarlas. En una palabra —y perdé-
nesenos esta osadia, — en nuestra opinién, en la prepara-
cién del colorante de Weigert hay muchas operaciones ab-
solutamente superfluas, que urge tratar de suprimir.

En sintesis, la coloracién de las fibras elésticas con la
fuchina acética y el formol férrico acético puede conse-
guirse con la técnica siguiente:

1.0 Fijacién en formol al 1o por 100. 2.° Cortes por
congelacién. 3.° Tincién con la fuchina de Ziehl diluida
al 75 por 100 y acetificada, 5 minutos. 4.° Lavado en
agua. 5.° Formol férrico acético, 5-10 minutos. 6.° Lavado
en agua. 7.° Serie de alcoholes. 8.° Xilol fenicado. g.° Bal-
samo del Canada disuelto en xilol.

En general se logran coloraciones andlogas a las que
se obtienen con el primer método (fuchina acética— formol
aluminico acético). Sin embargo, la coloracién de las fibras
elasticas es més intensa y mdés rdpida, ventajas que ya
hemos utilizado para la coloracién de las fibras elasticas
en los esputos, y que serdn objeto de otro trabajo, pero las
preparaciones no son tan delicadas, sobre todo, cuando
existen epitelios estratificados (epidermis principalmente),
porque resultan peor diferenciados, ya que la tincién del
nicleo y del protoplasma es casi igualmente intensa.

TERCER METODO. FUCHINA ACETICA — FORMOL NiTRICO
(Fa. Fn)

Habiendo logrado varias coloraciones combinadas, a
partir de los dos métodos de coloracién de las fibras elas-
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ticas, ya descritos, intentamos conseguir una buena tin-
cién de fondo con la picro-fuchina de van Giesson, en la
esperanza de que, si obteniamos una coloracién roja de
los haces coldgenos y una amarilla del tejido muscular,
las fibras elasticas, tefiidas en violeta, resaltarian admira-
blemente. Pero no conseguimos nuestro propésito, porque,
como ya hemos dicho en otro trabajo («Modificaciones ra-
zonadas de los métodos tricromicos de Cajal y de van
Giesson, a partir del método de coloracién con la fuchina
y el formol acético»), las fibras musculares, demasiado
tefiidas con la fuchina y el formol, en rosa violdceo, no se
hallaban en condiciones de fijar el 4cido picrico, y, por
tal causa, no se tefifan en amarillo puro. Se nos ocurrié
entonces diferenciar la coloracién de la picrofuchina con
el 4cido clorhidrico o el nitrico en solucién acuosa o alco-
hélica. La solucién clorhidrica acuosa no nos dié buen
resultado; la alcohdlica hacia desaparecer la coloracién de
las fibras elasticas. Quisimos ensayar la solucién de acido
nitrico, pero temiendo que el acido nitrico produjese pro-
fundas alteraciones en los tejidos, procedimos a estudiar
primero la accién de dicho é4cido asociado al formol, con-
vencidos de que el formol actuaba como una especie de
correctivo de las substancias que poseian una accién
perniciosa para las coloraciones con la fuchina acética.
Por el momento no nos atrevimos a utilizar soluciones
concentradas de dcido nitrico, y preparamos una solucién
de formol nitrico anéloga a la de formol acético, esto es,
disolviendo en 5 c. c. de agua destilada 1 gota de formol
y otra de 4cido nitrico. Tefimos los cortes, obtenidos por
congelacion, con fuchina de Ziehl diluida al 75 por 100;
los lavamos en agua y los pasamos a la solucién de formol
nitrico. En seguida nos llamé la atencién el hecho de que
en esta solucién de formol nitrico, en vez de decolorarse
los cortes, adquirian una coloracién violeta intensa, sin
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que dicha solucién se enturbiase. Este detalle nos hizo
sospechar que habjamos logrado otro método de coloracién
de las fibras elasticas, pues era indiscutible que el acido
nitrico se comportaba también como mordiente, a pesar de
cuanto podia preverse. Terminamos la preparacion segin
Ja técnica habitual, y, con toda urgencia, hicimos el exa-
men microscopico. No nos habfamos engafiado: las fibras
elésticas aparecian admirablemente tefiidas.

Tratamos de aumentar la concentracion de 4cido ni-
trico en la solucién de formol, llegando a agregar 5 gotas
por cada 5 c. c. de agua destilada, y los resultados no
cambiaron de modo ostensible. Supusimos que en la so-
lucién de formol nitrico primitivamente empleada no
habria necesidad de agregar 4cido acético, porque tal
4cido, mas débil que el nitrico, no ejercerfa accién dife-
renciadora, y, en efecto, nada conseguimos afiadiendo
4cido acético, por lo que acordamos suprimirle.

Logrados tan buenos efectos con el formol nitrico, habia
necesidad de ensayar el formol clorhidrico y el sulfirico.
E1 primero se comporté como diferenciador de la colora-
¢ién con la fuchina, y aun asi, nos permitio teflir las fibras
elasticas, pero en un color violeta mucho mas débil que
¢l formol nitrico. El segundo, el formol sulfarico, fijo
intensamente la coloracién con la fuchina, pero, contra
lo que presentiamos, las fibras eldsticas quedaron sin
tefiir.

En fin; lograda la coloracién de las fibras elésticas
con la fuchina acética y el formol nitrico, empleados
sucesivamente, intentamos obtener una coloracién simul-
tanea con el colorante fuchina — formol — écido nitrico,
pero fracasamos: la fuchina, que al agregarla una gota de
formol adquiri6 un color violeta, se decolord completamente
al afiadir una gota de é4cido nitrico.

De donde resuita que la técnica més conveniente para

s
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teiiir las fibras el4sticas con la fuchina acética y el formol
nitrico es la que sigue:

1.° Fijacién en formol al 1o por 100. 2. Cortes por
congelacién. 3.° Tincién con la fuchina de Ziehl diluida
al 75 por 100, 5 minutos. 4.° Lavado en agua. 5.° Formol
nitrico (agua destilada, 5 ¢ c¢.; formol, 1 gota; 4cido ni-
trico, 1 gota), 10 minutos. 6.° Lavado en agua. 7.° Serie
de alcoholes. 8.0 Xilol fenicado. 9.° Montaje en béalsamo
del Canadd disuelto en xilol.

Operando asi, se obtienen casi iguales resultados que
con el primer método (Fuchina — Formol aluminico acé-
tica), pero las coloraciones de todos los elementos, incluso
de las fibras elésticas, son miés intensas, sin que haya
sobrecoloracién, esto es, quedando bien diferenciadas, y
su empleo es més ficil, més econémico y no exige el uso de
reactivos que no haya en cualquier laboratorio (fuchina
de Ziehl, formol, 4cido nitrico), por lo que nosotros,
salvo indicaciones especiales, le preferimos para el tra-
bajo diario.

PROCEDIMIENTOS DE COLORACION DE LAS FIBRAS ELASTI-
CAS QUE COMPLETAN LOS TRES METODOS FUNDAMEN-
TALES.

Firmes en nuestro propésito de conseguir que los mas
intrincados problemas de Técnica histolégica dejen de ser
privilegio exclusivo de unos cuantos sefiores raros, que se
creen verdaderos superhombres, y decididos a acabar con
tales monopolios cientificos, logrando hacerlos accesibles
a cualquier aficionado que quiera conocerlos, nos hemos
esforzado en completar los tres métodos de tincién de las
fibras elasticas, ya descritos, consiguiendo, por fin, varios
procedimientos de coloraciones combinadas, ficiles de
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obtener y que permiten, por consiguiente, ser utilizados
en la practica diaria, Asi, pues, desde ahora la coloracion
de las fibras eldsticas no debe ser un acontecimiento de
laboratorio, sino un hecho corriente, habitual. En una
palabra: nuestro éxito estriba en haber conseguido que
los métodos de coloracion de las fibras eldsticas dejen de
ser métodos de excepcién, pasando a la categoria de mé-
todos generales, utilizables en toda ocasién y en todo la-
boratorio, por escasos que sean Sus recursos, y permi-
tiendo a la vez estudiar en una sola preparacién la
mayoria de los detalles histologicos absolutamente indis-
pensables para un diagnéstico répido.

Los procedimientos de coloraciones combinadas su-
cesivas que vamos a describir son casi igualmente apli-
cables a los tres métodos fundamentales ya citados, y por
tal motivo, en obsequio a la brevedad, y para evitar
repeticiones enojosas, los referiremos al tercer método
(Fuchina acética— Formol nitrico), ya que, por las ventajas
que dejamos consignadas, es el que utilizamos de prefe-
rencia. Unicamente en el caso en que haya una particula-
ridad técnica importante, indicaremos la conveniencia de
emplear los métodos primero y segundo.

Primer procedimiento. Fuchina acética — Formol nityico —
Eosina (Fa. Fn. E)

Como es sabido, la eosina tiene apetencias tintoreas,
perfectamente marcadas, para los elementos acidofilos,
pero ademés es, por decirlo asi, el colorante casi especi-
fico para los hematies y las granulaciones eosinéfilas de
los leucocitos. No es, pues, extrafio que se nos ocurriese
ensayar la coloracién combinada: Fuchina acética — For-
mol nitrico— Eosina, ensayo que desde el primer momento
fué coronado por el éxito més lisonjero y que hoy es
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para nosotros de uso tan corriente, que rara vez dejamos
de ponerlo en précitca.

Su técnica es bien sencilla: tincién con la fuchina de
Ziehl diluida al 75 por 100 y acetificada; lavado en agua;
viro-fijacién 'y diferenciacién en formol nitrico, durante
10 minutos; lavado en agua, solucién acuosa de eosina
al 1 por 100, por medio a un minuto; lavado en agua;
alcoholes, etc.

S6lo en el caso de utilizar el formol aluminico acético
0 el formol férrico acético, en vez del formol nitrico, es
necesario un lavado previo, y muy detenido, en agua,
pues si tal lavado es ligero, al pasar los cortes a la solu-
cién de eosina se enturbia ésta y termina por inutilizarse.

El procedimiento Fuchina acética — Formol nitrico —
Eosina da el siguiente resultado: todos los elementos baso-
filos quedan tefiidos en violeta; las substancias cromo-
tropas, en violeta més o menos rojizo; los protoplasmas,
en rosa débil o en rosa ligeramente viol4ceo; las fibras
coldgenas, en rosa débil; las musculares, en rosa violdceo;
los hematies y las granulaciones esoinéfilas, en rojo intenso;
las fibras eldsticas en violeta intenso, que destaca de un
modo admirable sobre el fondo rosa de la preparacion.

Segundo procedimiento. Fuchina acética — Formol nitrico —
Acido picrico (Fa. Fn. Ac. p.)

Este procedimiento no difiere del anterior sino en que,
en vez de la eosina, se utiliza el acido picrico:

Solucién acuosa saturada en ca-
liente de 4cido picrico ....... e
Agua 'destilada., .. ... .. . 000 5CcC

donde permanecen los cortes durante un minuto. Después
se lavan en agua, se deshidratan en los alcoholes, etc.
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Los elementos basdfilos se tifien del mismo color que
en el procedimiento anterior; los protoplasmas en ama-
rillo; los haces coligenos, también en amarillo; las fibras
musculares, en rojo amarillento; las fibras eldsticas, en
violeta intenso.

Las preparaciones asi obtenidas son, por el momento,
de una gran belleza y muy demostrativas, pues sobre el
fondo amarillo destacan muy bien las fibras elésticas en
violeta, pero al poco tiempo el hermoso color amarillo
puro adquiere un matiz verdoso desagradable, y las fibras
elasticas llegan a decolorarse.

Tercer procedimiento. Fuchina acética — Formol nitrico —
Aurancia. (Fa. Fn. A.)

La misma técnica que en el procedimiento anterior,
con la sola diferencia de utilizar la solucién de aurancia,
y durante 5 minutos, en lugar de la solucién de 4cido
picrico:

ATGYANCIA (o o oo Tasitsdieis bae b ohuse 050 gr.
Agua destilada ............... 100, €. Cs

Si se usa el formol férrico acético o el aluminico acético
en lugar del formol nitrico, es preciso un lavado cuidadoso
en agua antes de sumergir los cortes en la solucién de
aurancia, pues si no se enturbia este colorante.

Por lo demas, las coloraciones con la aurancia se aseme-
jan a las del 4cido picrico y se alteran también en plazo
breve.

Cuarto procedimiento. Fuchina acética — Formol nitrico —
Verde luz. (Fa. Fn. V. 1.).

Para lograrle, basta substituir la eosina, el dcido picrico
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o la aurancia por la solucién hidro-alcohélica de verde
luz.

TR SRR, RPN ¢ ‘5 gr.
Agua destilada . .............. 100 6G:
aleobol.de-gbe . U i R 100 cC.cC.

Lo cortes permanecerin en esta solucién solamente
algunos segundos.

Los elementos baséfilos toman un tinte violeta: los
acidoéfilos un verde méis o menos claro; las fibras elasticas
se tifien en violeta.

Quanto procedimiento. Fuchina acética — Formol nitrico —
Picroindigocarmin (Fa. Fn. Pic.)

Asi como en nuestra modificaciéon del método tricré-
mico de Cajal, hemos preferido usar la mezcla a partes
iguales de la picrofuchina de van Giesson y del picroindi-
gocarmin de Cajal, para lograr un color azul purisimo de
los haces coldgenos, contrastando con el verde claro del
tejido muscular, al tratar de poner en practica el procedi-
miento: Fuchina acética— Formol nitrico— Picrofuchina—
Picroindigocarmin, nos encontramos con el inconveniente
de que la coloracién azul de las fibras conjuntivas, impedia
apreciar claramente las fibras elasticas tefiidas en violeta.
Por tal motivo nos vimos en la necesidad de usar simple-
mente el picroindigocarmin, de Cajal, en lugar de la
mezcla referida. Asi conseguimos todas las ventajas del
método original de Cajal, las de nuestra modificacién rela-
tiva al empleo de la fuchina y el formol como colorante
nuclear, y ademés logramos hacer resaltar la coloracién
violeta de las fibras elasticas sobre el fondo verde méas o
menos azulado de los haces coldgenos, tefiidos por el
picroindigocarmin.
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Asi, pues, este procedimiento queda reducido a tefiir
los cortes con el picroindigocarmin de Cajal, durante un
minuto:

Carmin de indigo. ......... 0‘25 gramos
Sol. ac. sat. de 4cido picrico. 100  c.cC.

una vez que han sido tratados por el formol nitrico du-
rante 10 minutos y lavados convenientemente en agua.
Las operaciones subsiguientes son las mismas que quedan
citadas para los demds procedimientos.

Operando asi, los ntcleos se tifien en violeta negro; los
protoplasmas en verde; las granulaciones de las células
cebadas y la substancia fundamental del cartilago en vio-
leta azulado: la mucina en violeta negro; los hematies en
verde claro; las granulaciones eosinéfilas en amarillo o
amarillo verdoso: las fibras coldgemas en verde més 0 menos
azulado; las musculares en verde claro; las elasticas en
violeta intenso. Las preparaciones son, a la vez que muy
demostrativas, de una belleza espléndida, y se conservan
muy bien. En nuestro sentir, es el procedimiento de elec-
cibn.

Sexto procedimiento. Cloruro de aluminio — Fuchina acé-
tica — Formol aluminico acético — Picrofuchina.
(Cla. Fa. Fal. Pf)

Ha sido nuestra preocupacién constante, desde que
encontramos el primer método de coloracién de las fibras
elésticas, teflir las fibras eldsticas en violeta, los haces cola-
genos en rojo y el tejido muscular en amarillo. Pero no
contdbamos con las numerosas dificultades que se nos
habjan de presentar.

Comenzamos por ensayar el procedimiento siguiente:
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Fuchina al 7'5 por 100 y acetificada, 5 minutos; lavado
en agua; formol aluminico acético, 1o minutos; lavado en
agua; picrofuchina de van Giesson, T minuto; lavado en
agua; alcoholes, etc. Los ntcleos y demés substancias
baséfilas se tifieron en violeta; los haces coldgenos en rojo;
las fibras musculares en amarillo r07iz0 0 en rojo. Con esta
coloracién no destacaban bien las fibras el4sticas, ni habia
perfecta diferenciacién entre los haces colagenos y las
fibras musculares y, lo que era atin peor, las preparaciones
se decoloraban,

Muy pronto nos dimos cuenta del por qué de nuestro
fracaso. Las fibras el4sticas se tefifan mas o menos inten-
samente con la picrofuchina adquiriendo una coloracién
roja, modificada, hasta cierto punto, por la coloracién
violeta que les comunicaba la fuchina y el formol aluminico
acético. El tejido muscular no se coloraba en amarillo
puro, sencillamente porque, tefiido ya con la fuchina v
el formol aluminico acético, en rosa violdceo, el 4cido
picrico no lograba desalojar el colorante que de antemano
le impregnaba. La coloracién de las fibras eldsticas no se
conservaba, porque la picrofuchina iba poco a poco difun-
diéndose por toda la preparacién y, sobre todo, por las
fibras elésticas.

Habia que remediar estos inconvenientes. Era preciso
aumentar la afinidad de la fuchina, modificada por la ac-
cion del formol y del cloruro de aluminio, para las fibras
eldsticas, o, por lo menos, lograr que el colorante que las
impregnase no sufriera alteracion por la picrofuchina.
A este fin intentamos insolubilizar la fuchina aluminico-
formolada haciendo pasar los cortes, que habifan perma-
necido diez minutos en el formol aluminico acético, a la
solucién de écido tanico al 10 por 100.

Sospechdbamos que el 4cido tanico se comportaria con
la fuchina aluminico-formolada como se comportaba con
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el azul de metileno (método de Nicolle para la tincion
de los microbios en los cortes) y, ademas, que el cloruro de
aluminio en presencia del dcido tdnico se transformaria
en tanato aluminico insoluble. Pero procediendo como
acabamos de indicar no conseguimos mejorar gran cosa
la coloracion de los haces conjuntivos y fibras musculares
aunque si logramos que las fibras elasticas se percibieran
mejor.

Resultaba indudable que no conseguiriamos la colo-
racién amarilla del tejido muscular y la roja de las fibras
colagenas, sino con esta condicion: tifiendo menos inten-
samente con la fuchina, bien disminuyendo su concentra-
cién o haciendo una coloracién mas breve. Intentamos
utilizar la solucién de fuchina de Ziehl diluida al 5 por 100
y acetificada, dejéndola actuar durante 5 minutos, y termi-
nando la preparacién como queda indicado, aunque sin
la intervencién del 4cido ténico, y ni aun asi logramos
tefiir el tejido muscular en amarillo y el conjuntivo en
ro0jo, y con la particularidad de que las fibras elésticas apa-
recian ya en un color violeta pélido. Era, pues, inatil
disminuir el tiempo de accién de la fuchina y mds indtil
atin rebajar su concentracién, pues llegariamos a dejar sin
tefiir las fibras elésticas.

Indudablemente: el formol aluminico acético actuando
como mordiente fijaba la coloracién de la fuchina con tal
intensidad sobre las fibras musculares, que el dcido picrico
era incapaz de tefiirlas en amarillo. El dilema era este:
o tefiir las fibras eldsticas en violeta o el tejido muscular en
amavillo; las dos cosas a la vez parecia imposible. Por lo
demis, la decoloracién de las preparaciones era inevita-
ble, porque, coloracién mal diferenciada, preparacién per-
dida.

Serfa intitil mencionar todos los ensayos que realizamos
para vencer estas dificultades — creemos haber inten-
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tado todo lo posible y todo lo imposible, — pero si que-
remos dar cuenta de estas dos tentativas:

I.*  Se nos ocurrié pensar que lo que no podiamos rea-
lizar con la picrofuchina, quiz4 lo logrisemos empleando
sucesivamente la fuchina 4cida y el 4cido picrico (est4ba-
mos muy escarmentados de las mezclas colorantes para
obtener coloraciones combinadas simulténeas). Hicimos,
pues, la coloracién de van Giesson en dos tiempos, y aun-
que conseguimos, es verdad, alguna mejora en la colora-
cién de las fibras elasticas y del tejido muscular, no que-
damos completamente satisfechos.

2.* Sabiendo que la solucién de cloruro de aluminio
al 1 por 100, empleada antes de la coloracién con la fu-
china acética disminufa la coloracién de todos los ele-
mentos anatémicos (fibras musculares inclusive), con ex-
cepeion de las substancias cromotropas, ensayamos este
procedimiento: Cloruro aluminico— Fuchina acética— For-
mol aluminico acético — Picrofuchina, y como habiamos
previsto, las fibras eldsticas se tifieron en violeta intenso,
esto es, se comportaron como substancias cromotropas;
los haces coligenos tomaron un tinte rojo y las fibras
musculares adquirieron un color amarillo ligeramente ver-
doso. Ved cémo de nuestras investigaciones relativas a la
coloracién de las substancias cromotropas, fuimos a la co-
loracién de las fibras elésticas, y de la coloracién de las
fibras elésticas volvimos a la coloracién de las substancias
cromotropas.

Estabamos ya satisfechos. Sin embargo, al examinar,
a los pocos dias, las preparaciones con tanto trabajo lo-
gradas, observamos con disgusto que el matiz ligera-
mente verdoso del tejido muscular se habia acentuado en
tal forma, que hacia desmerecer grandemente las prepa-
raciones.

Por fin, sospechando que las coloraciones se conserva-
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rian mejor substituyendo el xilol fenicado por la esencia
de Cayeput, empleamos ésta como aclarante, consiguiendo
conservar por mas tiempo las coloraciones, incluso el color
amarillo del tejido muscular, aunque sin lograr comple-
tamente que adquiriese un ligero matiz verdoso.

Asi y todo, nuestras preparaciones obtenidas con
estas ultimas modificaciones, son muy superiores a las que
se tienen guardadas como oro en paiio en los laboratorios
de Histologia, por considerarlas como el colmo de la per-
feccion de las coloraciones con el método de van Giesson,
y esto, claro est4, aun sin que en ellas se haya conseguido
Ja coloracién de las fibras elésticas.

No hemos podido ir més lejos. jOjald que otros investi-
gadores acierten a resolver todas las dificultades que a
nosotros nos han parecido insuperables!

En resumen: la técnica que nos parece més apropiada
para obtener buenas coloraciones de van Giesson y a
la vez una admirable tincién de las fibras elésticas, es la
siguiente:

1.° Fijacién en formol al 10 por 100. 2.° Cortes por con-
gelacién. 3.° Solucién acuosa de cloruro de aluminio al
I por 100, I minuto. 4.° Lavado en agua. 5.° Fuchina de
Ziehl diluida al ‘5 por 100, 5 minutos. 6.° Lavado en agua.
7.0 Formol aluminico acético, 10 minutos. 8.° Lavado en
agua. 9.° Picrofuchina de van Giesson, I minuto. I0. La-
vado en agua. 11. Alcoholes de 95° y absoluto. 12. Esencia
de Cayeput. 13. Balsamo del Canada disuelto en xilol.

Nticleos en violeta; substancias cromotropas en vio-
leta azulado intenso; haces conjuntivos en rojo; fibras
musculares en amarillo ligeramente verdoso; fibras elds-
ticas en violeta.

Excusado decir que hemos ensayado el procedimiento:
Fuchina acética— Formol nitrico— Picrofuchina, y el: Fu-
china acética — Formol férrico acético — Picrofuchina, y,

5
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en fin, ambos con la accién previa del cloruro de aluminio,
sin resultados satisfactorios. Tampoco habja necesidad
de decir que habiamos intentado insolubilizar la fuchina
férrica formolada, mediante el 4cido tanico, buscando,
claro estd, la formacién del tanato férrico insoluble, aun-
que sin lograr, ni mucho menos, lo que pretendiamos. Y,
por tltimo, bueno serd decir que también hemos ensa-
yado ‘el procedimiento: Percloruro de hierro — Fuchina.
acética — Formol férrico acético — Picrofuchina, sin nin-
guna ventaja, y que, asimismo, nuestras tentativas de
diferenciacién de la coloracién de la fuchina aluminica,
férrica y nitrica formoladas, mediante el empleo de los
acidos acético, clorhidrico, sulfdrico y nitrico, fueron otros
tantos fracasos.

Séptimo procedimiento. Carmin— Fuchina acética— Formol
nitrico (C. Fa. Fn.)

Y vamos a terminar por donde cualquier histélogo
hubiera comenzado: por dar a conocer un procedimiento
en que la coloracién nuclear se obtiene con un colorante
rojo y la tincién de las fibras elésticas con un colorante
violeta.

Confesemos, ante todo, que la resolucién de tal pro-
blema apenas nos ha preocupado. ¢Motivo? ;Por qué
razén ha de haber dificultades para distinguir un elemento
de forma alargada y de gran longitud de otros redondos,
aunque tengan igual color? ¢Qué importa que las fibras
elasticas se tifian en violeta lo mismo que los niicleos de
todas las células?

Sin embargo, llegé para nosotros la ocasién de pre-
ocuparnos el problema. Quisimos tefiir las fibras elsticas
del pulmén del carnero y del perro, animales en que tales
fibras son tan sutiles que apenas se perciben con un
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aumento de 100 didmetros. En el pulmén de estos ani-
males la abundancia de ntcleos, teilidos en violeta, en-
mascara las finas fibras elasticas que corren en todos sen-
tidos. Ninguno de los procedimientos indicados permiten
ver claramente tales fibras. Hubo necesidad de recurrir a
otros.

Por de pronto, sabiendo ya que las fibras elasticas se
comportaban con nuestros métodos de coloracion, de
manera aniloga como lo hacfan las substancias cromo-
tropas, esto es, atrayendo la fuchina modificada por la
accion del formol, aun en el caso en que la coloracion
previa con otro colorante dificultase la tincién de los
demés elementos y substancias intercelulares, maxime si
dicho colorante contenia alguna substancia que actuase
como mordiente, el aluminio por ejemplo; y sabiendo
también que la tincién previa con el carmin no impedia
la coloracién ulterior de las substancias cromotropas, con
la fuchina y el formol acético, se nos ocurrid teiiir los
cortes previamente con carmin aluminoso y después con
fuchina acética y formol nitrico. Logramos asi tefiir los
nucleos, no en rojo puro, sino en rojo algo violdceo, lo
que nos permitié6 percibir con toda claridad las fibras
elasticas teflidas en violeta intenso.

Tratamos de evitar el ligero matiz violeta de los nii-
cleos, primero, prolongando la accién del carmin, sin con-
seguir ningun resultado, y, después, abreviando el tiempo
de accion de la fuchina. Asi conseguimos tefiir en rojo
todos los elementos baséfilos y acidéfilos, y en violeta las
substancias cromotropas y las fibras eldsticas. En una
palabra: las fibras elasticas se comportaron como subs-
tancias cromotropas — que buscan el color bésico — como
habiamos presentido.

Las féormulas de carmin que hemos ensayado son las
siguientes:
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Carmalun de P. Mayer.

Acido carminico ............ 050 gr.
Alumbre potésico ........... 5'00 gr.
Agua destilada... .c.... 0000, 100 - C.:¢C.

Disolved en caliente. Filtrad.

Paracarmin de P. Mayer.

Acido carminico ............ S gl | &
Cloruro aluminico .......... 0°50 gr.
Closaro: cilcieo. ... . i o i Y NSRE <
Algohol de- 505, 5 cui L u i TQR 8 6

Carmin de Schridd v Fricke.

Disolved en caliente 5 gramos de alumbre potasico
en 100 c. c. de agua. Agregad un gramo de carmin y
haced hervir la solucién. Dejad enfiiar y filtrad.

Pero huyendo de la coloracién ligeramente violdcea
que adquieren los ntcleos teilidos por el carmin y la
fuchina, modificada por el formol, todavia intentamos otro
ensayo, consistente en doblar la cantidad de carmin en
la formula de carmalun de P. Mayer, esto es, emplear un
gramo de carmin en vez de medio como aconseja el autor.
Pero al probar este nuevo colorante advertimos que el
formol aluminico acético ni el formol nitrico no nos daban
buen resultado. Substituimos éstos por el formol férrico
acético y conseguimos la coloracién que habiamos per-
seguido.

Asi, pues, recomendamos la técnica que sigue:

1.° Fijacién en formol al 10 por 100. 2.° Cortes por
congelacién. 3.° Carmin aluminoso de P. Mayer, pero con
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doble cantidad de carmin, T minuto. 4.° Lavado en agua.
5.0 Fuchina de Ziehl diluida al 7‘5 por 100, I minuto.
6.0 Lavado en agua. 7.°c Formol férrico acético, 5 minu-
tos. 8.0 Lavado en agua, xilol fepicado, balsamo del
Canada disuelto en xilol.

Los elementos baséfilos y acidéfilos se tifien en 100,
el cartilago y las granulaciones de las células cebadas, en
violeta azulado; la mucina, en violeta negro; las fibras elas-
ticas, en violeta puro muy intenso.

Insistimos en que este procedimiento debe preferirse
a todos los demas para la coloracién de las fibras eldsticas
de los 6rganos que contienen muchos ntcleos y, ademds,
las citadas fibras, o son muy delgadas, 0 poco numerosas
(pulmén sobre todo, matriz y, en fin, canceres encefa-
loides, etc.).

Para las preparaciones de pulmoén humano, que posee
fibras elasticas muy gruesas y que, ademas, es siempre
producto de autopsia, y ya la histolisis estd muy avan-
zada, no es tan preciso recurrir al dltimo procedimiento
citado, pues los ntcleos celulares se tifien débilmente en
violeta con la fuchina y el formol nitrico, mientras que las
fibras el4sticas, mas resistentes a las alteraciones cadaveé-
ricas, fijan intensamente el colorante y aparecen €n vio-
leta intenso. De todas suertes, el procedimiento Carmin —
Fuchina acética — Formol férrico acético, hace resaltar
mejor las fibras elésticas mas finas.

En fin: todavia, si se desea una preparacion con mas
contrastes de color, después de la tincién con el carmin,
la fuchina acética y el formol nitrico o férrico, hagase la
coloracién con el picroindigocarmin, de Cajal, que teflird
en verde azulado los haces colagenos y en verde claro las
fibras musculares.
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RESUMEN

Ante la posibilidad de que este trabajo llegue a des-
pertar algln interés entre los especialistas o aficionados
a estos estudios, y unos y otros no dispongan de tiempo
para leerlo con detenimiento o les importe poco enterarse
de como hemos llegado a encontrar los métodos y proce-
dimientos de coloracion de las fibras eldsticas que quedan
descritos, nos decimos a exponer en forma lo més sin-
tética posible cada uno de los métodos y procedimientos,
de modo que aparezcan aislados unos de otros y puedan
ser tenidos sobre la mesa de trabajo y no haya necesidad
de buscar detalles de técnica que por el momento sean
mnecesarios.

Asi, pues, para lograr cumplidamente nuestro propo6-
sito, haremos ante todo las advertencias siguientes:

1.2 El término jfuchina acética significa: fuchina de
Ziehl diluida al 75 por 100 en agua destilada y aceti-
ficada (3 gotas de fuchina de Zichl por cada 2 c. c. de
agua destilada y una gota de 4cido acético por cada 4
6 6 c. c. de dicha solucién).

2.* Las denominaciones formol aluminico acético, for-
mol férrico y formol nitrico expresan: la primera, solucién
acuosa de cloruro de aluminio al 1 por 100, a la que se
dgregan una gota de formol y otra de 4cido acético por
cada 5 c. c.; la segunda, solucién acuosa de percloruro
de hierro, en la proporcién de 3 gotas de éste por cada
5 ¢. c. de agua destilada, mis 1 gota de formol y otra de
acido acético; y la tercera, solucion acuosa de dcido ni-
trico y formol (4cido nitrico, 1 gota; formol, 1 gota; agua
destilada, 5 c. c.).

3-* Aunque al describir los diferentes procedimientos
de coloracion de las fibras elasticas los referimos al mé-
todo tercero (Fuchina acética — Formol nitrico), entién-
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dase que, salvo el 6.°y aun el 7.0 procedimiento, todos
Jos demés pueden ser utilizados con ¢l primero y segundo
métodos (Fuchina acética — Formol aluminico acético;
Fuchina acética - Formol férrico acético).

2 A pesar de recomendar como anico método de
cortes el método de la congelacién, no hay inconveniente
en hacer todos los métodos y procedimientos de coloracion
de las fibras elasticas con cortes de tejidos incluidos en
parafina. No hemos tenido tiempo para averiguar si los
mismos resultados se obtendrén con cortes de tejidos in-
cluidos en celoidina, aunque creemos que serd necesario
disolver previamente la celoidina.

2 No obstante aconsejar como aclarante el xilol
fenicado, el aclaramiento puede hacerse en toluol fenicado,
esencias de clavo, bergamota, orégano y Cayeput.

6.2 Las frases serie de alcoholes indican: alcohol de 95°
y absoluto.

7.2 Cuando decimos simplemente bdlsamo del Canada,
queremos indicar: balsamo del Canadéa disuelto en xilol
y no en cloroformo. El balsamo puede ser substituido por
la resina Dammar.

METODOS DE COLORACION DE LAS FIBRAS ELASTICAS
Primer método. Fuchina acética — Formol aluminico acético

.o Fijacién en formol al 10 por I100.
Cortes por congelacion.

Fuchina acética, 5 minutos.

Lavado en agua.

Formol aluminico acético; 10 minutos.
Lavado en agua.

Serie de alcoholes.

Xilol fenicado.

Balsamo del Canada.
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Segundo método. Fuchina acética — Formol férrico acético
(Fa. Ffa.)

1.> Fijacién en formol al 10 por 100.
2.2 Cortes por congelacion.

3.° Fuchina acética; 5 minutos.

4.° Lavado en agua.

5.2 Formol férrico acético; 5-10 minutos.
6.° Lavado en agua.

7-° Serie de alcoholes.

8.° Xilol fenicado.

9.° Bélsamo del Canada.

Tercer método. Fuchina acética — Formol nitrico (Fa. Fn.)

1.° Fijacién en formol al 1o por I100.

2.2 Cortes por congelacién.

3-° Fuchina acética; 5 minutos.

4.° Lavado en agua.

5.2 Formol nitrico; 10 minutos. -

6. Lavado en agua.

7.° Serie de alcoholes.

8.> Xilol fenicado.

9.° Bélsamo del Canada. g
PROCEDIMIENTOS DE COLORACIONES COMBINADAS SUCE-

SIVAS QUE COMPLETAN LOS TRES METODOS FUNDAMEN-

TALES DE TINCION DE LAS FIBRAS ELASTICAS,

Primer procedimiento. Fuchina acética — Formol nitrico—
Eosina (Fa. Fn. E.) (Recomendable)

1.° Fijacién en formol al 10 por 100.
2.° Cortes por congelaci6n.
3.° Fuchina acética; 5 minutos.
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4.° Lavado en agua.

5. Formol nitrico; 10 minutos.

6. Lavado en agua.

7.° Solucién acuosa de eosina al 1 por 100; medio a
un minuto.

8. Lavado en agua.

9.° Serie de alcoholes.

10. Xilol fenicado.

11. Bélsamo del Canada.

Segundo procedimiento. Fuchina acética — Formol nitrico —
Acido picrico (Fa. Fn. Ac. p.) (Preparaciones recientes
admirables, pero se conservan mal.)

1. Fijacién en formol al 10 por r1o00.

2.° Cortes por congelacién.

3.° Fuchina acética; 5 minutos.

4.° Lavado en agua.

5.2 Formol nitrico; 10 minutos.

6. Lavado en agua.

7.° Solucién acuosa de 4cido picrico; r minuto

Sol. ac. sat. en caliente de 4cido picrico.. 1 ¢. c.
Agua destilada T oiis Tnalt ol i 5. C.

8.c Lavado en agua.

9.° Serie de alcoholes.
10. Xilol fenicado.

11. Bélsamo del Canada.

Tercer procedimiento. Fuchina acélica — Formol nitrico —
Aurancia (Fa. Fn. A.) (Buenas preparaciones recientes,
que se conservan mal.)

1.° Fijacién en formol al 10 por 100.
2. Cortes por congelacién.
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3.°
4.°
5_0
6.0
7:°
nutos.
8.0
9.°
10.
I1.

Fuchina acética; 5 minutos.

Lavado en agua.

Formol nitrico; 10 minutos.

Lavado en agua.

Solucién acuosa de aurancia al I por 200; 5 mi-

Lavado en agua.
Serie de alcoholes.
Xilol fenicado.
Bélsamo del Canada.

Cuarto procedimiento. Fuchina acética — Formol witrico —

1.0
2.0
3.0
4.°
5-°
6.0
7:°
gundos.
8.0
9.°
10.
11.

Verde luz (Fa. Fn. V1)

Fijacién en formol al 10 por 100.

Cortes por congelacién.

Fuchina acética; 5 minutos.

Lavado en agua.

Formol nitrico; 5 minutos.

Lavado en agua.

Solucién hidroalcoholica de verde luz; unos se-

Lavado en agua.
Serie de alcoholes.
Xilol fenicado.
Balsamo del Canada.

Quinto procedimiento. Fuchina acética — Formol nitrico —
Picroindigocarmin (Fa. Fn. P. i. c.) (Muy recomen-
dable.)

X.0
Z°
3.0
4'0

Fijacion en formol al 10 por 100.
Cortes por congelacion.

Fuchina acética; 5 minutos.
Lavado en agua.
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5.°
6.0
v 3
8.0
9.°
10.
11.

Formol nitrico; 10 minutos.

Lavado en agua.

Picroindigocarmin, de Cajal; 1 minuto.
Lavado en agua.

Serie de alcoholes.

Xilol fenicado.

Béalsamo del Canada.

Sexto procedimiento. Cloruro aluminico— Fuchina acélica—
Formol aluminico acético— Picrofuchina (Cal. Fa. Fal.
Pf) (Recomendable.)

xR
2.2

20
J*

Fijacién en formol al 10 por 100.
Cortes por congelacion.
Solucién acuosa de cloruro aluminico al 1 por 100;

I minuto.

4.°
%0
6.0
7:°
8.0
Q.0
I0.
2t 49
12.
13.

Lavado en agua.

Fuchina acética; 5 minutos.

Lavado en agua.

Formol aluminico acético; 10-15 minutos.
Lavado en agua.

Picrofuchina de van Giesson; 1 minuto.
Lavado en agua.

Serie de alcoholes.

Esencia de Cayeput.

Bélsamo del Canada.

Séptimo procedimiento. Carmin— Fuchina acética— Forimnol
nitrico (Ca. Fa. Fn.) (Muy recomendable para érganos
ricos en nicleos, que posean fibras elésticas muy finas,
demasiado numerosas 0 muy escasas — pulmén, ma-

triz,

5 A
2.0

.

etc.)

Fijacién en formol al 10 por 100.
Cortes por congelacion.
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3.2 Carmin (Carmalun de P. Mayer; Paracarmin o
Carmin de Schridde); 1 minuto.

4. Lavado en agua.

5.0 Fuchina acética; 1 minuto.

6.c Lavado en agua.

7.0 Formol nitrico; o mejor formol férrico acético;
10 minutos.

8. Lavado en agua.

9.2 Serie de alcoholes.

10. Xilol fenicado.

11. Béalsamo del Canadd.

Octavo procedimiento. Carmin — Fuchina acética — Formol
nitrico — Picroindigocarmin (Ca. Fa, Fn. P. i. c.) (Re-
comendable en los mismos casos que el anterior.)

1. Fijacion en formol al 10 por 100.

2. Cortes por congelacion.

3. Carmin; I minuto.

4.° Lavado en agua.

5.2 Fuchina acética; 1 minuto..

6.© Lavado en agua.

7.o  Formol nitrico, o formol férrico acético; 10 minutos.
8. Lavado en agua.

g.o Picroindigocarmin de Cajal; T minuto.
10. Lavado en agua.

11. Serie de alcoholes.

12. Xilol fenicado.

13. Bélsamo del Canada.

CONCLUSIONES

1.2 Los métodos clasicos de coloracién de las fibras
elasticas son dos: el de Unna-Taenzer y el de Weigert.
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2. El primero adolece del defecto de la lentidud en
la tincién; el segundo, de la dificultad para preparar el
colorante. Son métodos de excepcién.

3.2 Los métodos de coloracién de las fibras elasticas
que proponemos estan fundados en el empleo de mor-
dientes de la fuchina asociados al formol, y son los siguien-
tes: Primer método. Fuchina acética — Formol aluminico
acético.— Segundo método. Fuchina acética— Formol férrico
acético. — Tercer método. Fuchina acética— Formol nitrico.

4. Todos estos métodos tifien las fibras eldsticas en
violeta intenso y dan a los demds elementos anatomicos
y substancias intercelulares gran variedad de tonos que
permiten una fécil interpretacién histolégica.

5.2 Los tres métodos fundamentales pueden comple-
tarse con coloraciones de contraste y obtener hasta ocho
procedimientos de coloracién de las fibras eldsticas.

6.2 De estos procedimientos son especialmente re-
comendables los siguientes: A) Fuchina acética — Formol
nitrico— Eosina,; B) Fuchina acética— Formol nitrico— Pi-
croindigocarmin, C) Cloruro aluminico— Fuchina acética—
Formol aluminico acético— Picrofuchina; D) Carmin— Fu-
china acética — Formol férrico acético.

7.2 Estos métodos de coloraciéon de las fibras elds-
ticas, como asimismo los procedimientos que los comple-
tan, superan a los métodos clasicos de Unna-Taenzer y de
Weigert por su rapidez, facilidad, economia, seguridad y
posibilidad de gran nimero de coloraciones combinadas,
ventajas que permiten ser empleados a diario en cualquier
laboratorio de histologia, por escasos que sean sus recursos.

Laboratorio de Histologia y Anatomia patolégica de
la Escucla de Veterinaria de Santiago.

b



