NOTES SOBRE TECNICA HISTOLOGICA

(3.* NOTA)
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Lr. GUILERA

(OBSERVACIONS SOBRE LA TECNICA DE LES GRASSES I LIPOIDES

La histologia moderna tendeix cada vegada més a
investigar en el terreny de transit de lo morfologic a lo
quimic, i trobant massa grolleres, per a explicar-nos el
perque dels mecanismes funcionals, les concepcions d’ana-
tomia cel'lular en s fins ara, intenta procedir a l'estudi
d’alld que d'una manera més directa retrata un estat meta-
bolic, veritable resultancia, en un moment donat, de les
forces quimiques de 'espécie cellular. Id’entre totes aques-
tes gliestions de fina citologia, de quimica cel'lulariforme,
per dir-ho aixi, una de les que revesteix una major
importancia, tant per alld que enclou en si, com per
ésser tan facil relativament la seva demostracid, és l'es-
tudi de les grasses i lipoides.

En l’endocrinologia ofereix l'estudi dels lipoides un
interés capitalissim (suprarrenal, cos groc); resulten d’una
alta significacié bioldgica els aspectes i distribuci6 de la
grassa en el fetge; el coneixement de certes secrecions
(llet, sebacia) exigeix l'estudi del mecanisme de produccié
de les grasses, etc., etc., tot aixo sén exemples del paper
que juguen les grasses i lipoides en la histofisiologia.
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Dins del camp de I'anatomia patoldgica no és menor
la importancia del tractat de les intoxicacions esteatoge-
nes i de les degeneracions greixoses, i donat el paper cada
vegada més important que assumeix la terapéutica pel
radium i raigs X, resulta aquest estudi d'una valor gran-
dissima per a jutjar dels efectes produits per aquests
elements fisics sobre els teixits irradiats (ovari en els
fibromiomes, tractament del cancer pel radium).

Els nostres estudis sobre grasses han versat de dos
anys enca sobre el cos groc i suprarrenal, sobre les dege-
neracicns greixoses de les cel'lules dels epiteliomes uterins,
aixi com també sobre el mecanisme destructin de les dites
cél'lules provocat pel radium. Diguem aqui de passada
que de les nostres investigacions, encara poc nombroses,
sobre el tractament dels carcinomes uterins pel radium,
sembla que es desprengui que no és precisament la necrosi
greixosa dels protoplasmes neopldsics la utilitzada pel dit
agent fisic com a mitja de destruccié.

Fins fa poc han estat escasses les preparacions de
grassa i lipoides que, tot seguint les indicacions dels llibres
de técnica, havem pogut guardar i catalogar definitiva-
ment: les unes es quedaven esqueixades o disgregades
d’altres replegades en un angle del cubre, els altres es
destenyien i en totes resultava gairebé impossible evitar
que hi quedessin bambolles d’aire.

Descontents d’aquests resultats deficients, havem anat
perfeccionant la teécnica de les preparacions de grassa a
mesura que els fracassos i imperfeccions ens obligaven a
cercar-hi remei; avui, adhuc exposant-nos a ésser titllats
d'immodéstia, ens atrevim a dir que ja posseim una
técnica completa, que dins de les possibilitats remeia, o
més ben dit, evita, totes les causes del fracas.

Ha presidit sempre la confeccié d’aquesta técnica,
una idea directriu: la rapidesa. Hi ha indiscutiblement
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altres procediments millors o pitjors amb els quals és
possible obtenir bones preparacions de grassa, perd tots
sén més llargs, més dificils i més cars que el nostre que
anem a exposar en resum i mitjangant el qual hom pot
obtenir en 24 hores acceptables preparacions histoldgiques
en general i especificament de lipoides i grasses.

Coloraci6 de la grassa ¢ lipoides. — Es un fet conegut
que les grasses humanes no toleren, sense dissoldre’s, con-
centracions d’alcohol superiors a 85°. Aquest sol fet eli-
mina totes les inclusions en les quals cal arribar a la
deshidratacio per l'alcohol absolut, havent hom de recérrer
necessariament a la congelacié, meétode espléndid, que,
ben manejat, promet obtenir talls de 8 a 12 micres.
Sigui'ns permés en aquest moment retre des d'aqui, en
un petit incis, el nostre testimoni modest d’admiraci6 i
agraiment al Prof A. Gallego, de Santiago, que sabé
ensenyar-nos una teécnica de congelacié perfecta, les pri-
micies de la qual va reservar a la SOCIETAT DE Brorocia
DE BARCELONA

Per poder utilitzar els mitjans ordinaris de congelaci6
i sobretot de conservaci6 al balsam, s’ha ocorregut tornar
insolubles en els reactius ordinaris (alcohol, xilol, alcohol-
€ter) els materials greixosos, tot transformant-los en cos-
S0s que conservessin malgrat de tot una afinitat colorant
especifica (Sudan III, acid dsmic). Ciaccio ha resolt aquest
problema: la nostra experiéncia sobre el seu métode és
molt poca, perd exigint la fixaci6 un periode de temps
llarg, queda de moment descaitat de tota técnica en queé,
com en la nostra, hom cerqui la rapidesa. Apart d'aixo,
les afinitats colorants de les grasses i lipoides perden

sempre algun xic amb la manera de procedir d’aquest
autor.
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Ens cal, doncs, evitar I'accié dissolvent d’aquells re-
actius i per aixo recorrerem a la congelaci6. Fixaiem en
formol al 10 per 100 dutant 24 hotes en estufa a 37° o
bé deixarem actuar el fixador sobre el preparat 2 6 3 dies
en fret. Tallem en congelacié i col'loquem els talls ob-
tinguts en sérum, passant després al Sudan III en solucié
hidro-alcohdlica a saturacié, on romanen 10 minuts. Per
evitar tota arruga i fer desaparéixer els plecs, posem els
talls a I'aigua, on s’estenen, degut a la diferéncia de tensié
superficial entre I'aigua i els vehicols del sudan del qual
estan embeguts. Passem després a I’hematoxilina Boh-
mer, és clar que variant el temps de permanéncia en aquest
colorant, segons les afinitats del teixit; els rentem amb
aigua; els virem, si volem una major rapidesa, amb el
carbonat de litina, i si no hi ha sobrecoloracié, sense
diferenciar, recollim els talls per fixar-los en el porta i
muntar-los després.

I aqui sorgeixen les dues qiiestions que ens han donat
més que fer en la practica: 1.» Com cal fixar el tall en el
porta per muntar el preparat? 2.2 Quina substancia tria-
rem per al muntatge?

El tall obtingut per congelaci6 és excessivament dis-
gregable per l'abséncia de matéria d'inclusié i per la
mateixa causa, molt dificil d’>nganxar damunt del porta.

L’albimina de Mayer és indiscutiblement un mitja
espléndid, perd la seva coagulacié, en virtut de la qual
és obtinguda la fixaci6é del tall, exigeix escalfar fins a 75°
1és, demés, abans d’ésser coagulada, molt soluble en I'aigua.

Aquestes dues condicions ens impedeixen fer ts de
aquesta substancia. Per una part en collocar el tall sor-
tint de I'aigua sobre la capa d’albimina estesa damunt
del porta, aquesta es dissol i és inttil tot el que fem per
fixar el tall, i per altra part, 'escalfament a 75° és sufi-
cient perqué els acimuls de grassa de la preparacié es
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difonguin per tota ella, tant més com cal exercir una
certa pressié sobre el tall per obtenir la seva fixaci6 en
el porta. Per aixo fracassarem sempre en intentar aquest
meétode.

Unicament en els casos en qué la grassa sigui intra-
cel'lular, en petites gotes i per tant dificilment difusible,
sera possible emplear la mescla de Mayer, duent el tall a
un alcohol de concentracié baixa que no dissolgui la grassa
ni I'albiimina, tot procurant sempre no sobr:passar els
limits de l'escalfament. No obstant, el traspas a 1'alcohol
1 el temps de coagulacid, tot contribueix a fer llarga i
exposada una técnica que és possible d’abreujar, simpli-
ficant-la.

Per aixo nosaltres fixem el tall per un procediment
senzillissim consistent en una dessecacié suau. Ben :stés
el tall sobre el porta, assequem a distancia de la flama el
prepaiat, la humitat del qual haurem reduit al minimum
per aspiracié mitjangant un paper de filtre. La desseca-
<i6 no arriba a alterar els elements histelogics, puix és
una simple evaporaci6 grollera de 1'aigua interposada entre
el tall i el porta ¢o que pretenem

Encara, quan és qiiesti6 de grassa intracel'lular en
petites gotes i no en grans actmuls, és possible emplear
un meétode de fixacié senzillissim que ens dona molt bons
resultats. Consisteix simplement a secar tot exercint
pressi0 sobre el tall mitjancant un paper de filtre damunt
el qual hamem passat l'ungla repetidament perqué es
torni llustrés, evitant aixi que deixi péls damunt del tall.
Aquest procedimaut tan senzill no pot ésser aplicat
en els casos d’'acimuls de grassa extraccl'lular, que en
ésser comprimits pel paper d- filtre, es dispersen pel
preparat o son aspirats pel secant damunt del qual queden
adherits en forma de petites gotes.

Tots dos procediments sén aplicables segons els casos
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amb resultats idéntics, tot permetent mullar i fins rentar
suaument el tall sense que aquest es desprengui. Sols
precedint la fixacié del tall amb un d’aquests mitjans,
Gnics que I'experiéncia ens demostra que podem adoptar
en talls per congelaci6 amb grassa sense que s’alteri en
la cosa més petita la perfeccié de les imatges histologiques,
és possible arribar a fer un bon muntatge. Si un no fixa
el preparat, durant les manipulacions del muntatge i so-
bretot en tractant-se de liquids de conservacié densos,
com la glicerina o gelatina-glicerina, és impossible evitar
el despreniment del tall que és arrossegat pel corrent que
es produeix en aplicar el cubre, tot quedant arrugat o
romput o dispers.

Ara importa cercar un bon mitjd de conservaci6. La
major part dels autors aconsellen per a les preparacions
de grassa la glicerina, sense que, Bhom i Opel entre ells,
afegeixin certs detalls absolutament necessaris per tie-
ballar amb éxit. Efectivament: si intentem muntar di-
rectament el tall fixat i sec o mullat encara, col'locant al
seu damunt una gota de glicerina, apareixera el prepaiat
sembrat segurament d'una multitud de petites bambolles
d’aire que queden .mpresonades dins la capa de glicerina,
sense que sigui possible desallotjar-les, ni tampoc escal-
fant, donada la viscositat excessiva d’aquella substancia.

Schmorl, en el seu «Untersuchungsmethoden», acon-
sella deixar el tall, abans de muntar-lo en glicerina pwa,
en una mescla de glicerina i aigua a parts iguals durant
15 minuts, procedint després a l'aspiraci6 del liquid on
es banya el tall mitjangant un paper secant. Hom posa
després sobre el preparat embegut de la mescla aquosa
una gota de glicerina pura, i procedeix aleshores al mun-
tatge.

El procediment de Schmorl preparant la penetracié
de la glicerina i expulsié consegiient de l'aire, és evident-
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ment 10gic i déna en efecte bons resultats, perd complica
i prolonga la técnica amb un nou temps de duraci6 massa
llarga que cal evitar. Nosaltres havem aconseguit obtenir
preparacions sense cap bambolla mitjangant el muntatge
en una mescla de glicerina i aigua, en la qual l'aigua
entra en una proporcié molt petita.

Observem, en efecte, que l'addici6 d’una quantitat
lleugerissima d’aigua a la glicerina, li déna agilitat o flui-
desa suficient per a embeure rapidament el tall expellint
tot l'aire allotjat entre les malles del teixit, i aixi, partint
d'una mescla de dues parts de glicerina pe1 una d'aigua
destil'lada, andrem realitzant experiéncizs fins a arribar
a l'empleu de mescles de 8 parts de glicerina per dues
d’aigua i fins d’'una aigua per 10 de glicerina pura.

Ens podran objectar que l'aigua és un mitja optic i
de conservacié deficient, perd es comprén que empleada
a tal dilucié en una mescla amb un liquid, d’altra banda,
tan refringent com la glicerina, els resultats no poden
patir de defecte sensible. No podem garantir la durada
de les preparacions muntades aixi, puix po ha transcor-
regut prou temps encara, pero havem de dir que les que
havem fet fins ara es conserven d’una manera immillo-
rable i creiem honradament que la llur conservacié no
diferird de les montades en glicerina pura, d'una durada
poc menys que indefinida.

Coloracié nuclear i de fons en les preparacions amb
grassa i lipoides. — Essent la glicerina un dissolvent de
les anilines, resulta inaplicable com a mitja de conservacio
de les preparacions tenyides amb aquestes substancies, ¢o
que, com es cOMprén, suposa un inconvenient gravissim
des del punt de vista de les coloracions combinades. Poca



120 Publicacions de I'Institut de Ciéncies

cosa ens importaria aquesta propietat de la glicerina si
respectés tan sols els colorants de fons, tals com 'eosina,
la fucsina i el picre-carmi d'indi, puix la coloraci6 nu-
clear per les anilines pot ésser reemplagada per 1’hema-
toxilina o el carmi, contra els quals no pot res la glice-
rina. Dissortadament cap d’aquells colorants de fons no
resisteix a l'accié dissolvent de la dita substancia; sols
el Bismarckbraun (Vesubina) ens pot proporcionar una
tinccié nuclear a l'ensems que una coloracié de fons
deficient que resisteixi quelcom a aquella accié, perd
resulten sempre amb 1'Gs d’aquest colorant, preparacions
de tons poc brillants i inadequats per a la microfoto-
grafia. Nosaltres assajarem plens d'esperanga el proce-
diment Gallego i per dissort veiérem destenyir-se rapida-
ment les preparacions muntades en glicerina.

Ens quedem doncs, si utilitzem el muntatge amb
aquesta substancia, orfes de maté.ia colorant apta per ob-
tenir una bona coloracié de fons. Se’ns va ocorrer aleshores
intentar el muntatge a la goma en solucidé aquosa, ja que
en aquest medi era d’esperar que almenys l'eosina hauria
de resistir, i en efecte, la coloracié per 1’cosina es mani-
festa intacta, perd la decoloracié dels nuclis, tenyits per
I'hematoxilina, esdevé molt aviat. Compiovarem la reac-
ci6 de la soluci6é de goma per a veure si la decoloraci6 era
atribuible al fet que fos acida i ens poguérem convéncer
que la seva reacci6é era absolutament neutra, per la qual
cosa atribuirem la decoloracié a la hidratacid excessiva
del tall per I'aigua del medi de conservacié.

Va fracassar, doncs, també aquest mitja d’obtenir
una coloracié doble, almenys utilitzant I’hematoxilina
com a mitja de tinccié nuclear. Tal volta el carmi, que to-
l:ra millor la hidiatacid, ens resoldra el problema i potser
sncaminarem ara els nostres treballs en aquest sentit,
encara que dubtem de bon principi de la bondat dels
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resultats, ja que =l carmi ofereix una tonalitat poc dis-
tinta de la d:l sudan i de l'eosina, i per altra banda, la
conservaci6 en goma sols permet la visi6 a petits aug-
ments com havem tingut ocasi6 de comprovar.

De totes maneres, en els casos en qué calgui obtenir
per a microfotografia una preparacié amb coloracié de
grassa i fons a la vegada, semple que ompli el seu object
vista a petit augment i no s’endarrereixi la obtencié de
la microfotografia, aconsellem l'empleo de la coloracié
sudan-hematoxilina-eosina i el muntatge, ja que no
conservacid, en soluci6 espessa de goma ben neta.

En tots cIs altres casos és preferible fer simplement
una coloraci6 amb hematoxilina 1 muntar en glicerina, ja
que, no excedint-se en el temps de coloracid, hom podra
obtenir una coloracié blava intensa dels nuclis i una tinccid
pal'lida blau gris de fons que resulta suficient per distin-
gir els protoplasmes i matéries fonamentals i excel'lent
com a to per fer ressaltar el sudan de color roig brillant o
ataronjat, oferint el conjunt condicions espléndides per
a la microfotografia. Si és possible aconscllem no sobre-
passar la intensitat necessaria de coloracié per ’hemato-
xilina, puix resulta més pur el to de fons. Si hi hagués
sobrecoloracié pot, no obstant, remeiar-se diferenciant lleu-
gerament amb aigua acética o clorhidrica obtenint després
un bon virat. La durada de les preparacions muntades
aixi, és, com ja havem dit, poc menys que indefinida.

Heus-aqui resumits en poques ratlles els nostres tre-
balls sobre técnica de les grasses, una de les més pesades
de la histologia. Atenint-nos al procediment descrit haa
estat obtingudes les microfotografies que acompanyen
aquesta comunicacio.
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