CAPITULO VIII
CONTINUACION DE LOS REACTIVOS

Reactives coloranies selectivos.—Reactivos impregnadores.—Reactives
inofensives y conservadores.

Reactivos colorantes. — Son aquellos que, fijindose con mati-
ees m#s 6 menos intensos, en determinadas partes de los tejidos,
permiten distinguir detalles estructurales invisibles 6 apenas
apreciables con el uso exclusivo del microscopio.

Los reactivos colorantes deben clasificarse en dos grupos :
s agent:as que tifien selectivamente sin experimentar descom-
posicién apreciable ; 2.°, agentes electivos que coloran descom-
poniéndose. Estos 1ltimos designanse también reactivos impreg-
nadores. -

Reactivos colorantes selectives.—Son numerosisimos, pero los
principalmente usados son : el carmin y picrocarminato, la he-
matoxilina y los colores de anilina.

Carmin. — Introducido en la técnica por Gerlach, es hoy uno
de los reactivos de mas boga. El carmin es insoluble en agua, en
alcohol, éter, glicerina, ete., pero se disuelve en el amoniaco, en
los carbonatos alecalinos, en el dcido hidroclérico, en las solucio-
nes concentradas de alumbre, ete. :

La especialidad del carmin consiste en tefiir el nicleo de las
células, y con menor energia los faseiculos del tejido coneetivo
y cilindros ejes de los tubos nerviosos.

Antignamente, se utilizaban mucho las soluciones amoniaca-
les ; pero hoy se sabe que el carmin alcalino ataca mas 6 menos
la eromatina nuclear, imposibilitando el estudio de las figuras
mitésicas 6 kariokinéticas. Por este motivo se prefieren los car-
mines aluminosos que tifien sin alteracién dicha substancia.

REACTIVOS 85

Las formulas de carmin son muy numerosas. Nosotros dare-
mos aqui las que gozan de méas crédito.

Picro-carminato amoniacal.—Es una mezcla de carmin y dci-
do picrico, propuesta por Ranvier para lograr coloraciones do-
bles de los tejidos. El carmin colora los niicleos en rojo, y el aei-
do picrico fifie en amarillo las células corneas y fibras elds-
ticas.

La preparacién de este importante reactico es algo dificil, y
sus resultados varian mucho segin la formula empleada. He
aqui la de Lowenthal, que pasa por una de las mejores :

Sosa edustica,
Carmin laca.....
Agua destilada

Después de una decoccién de quince minutos, diliyese en 200
de agua, y se afiade sucesivamente una solucion de 4cido picri-
co al 1 por 100 hasta que cese de disolverse el precipitado que
se forma. El liguido debe filtrarse dos 6 tres veces, y estard lis-
to para usarse.

Carmin de Grenacher:

Solucién de alumbre al 5 por 100

Se filtra después de una hora de ebullicién. En este liquido
permaneceran los cortes de nuna 4 veinticuatro horas, sin femor
4 la sobrecoloracion. El carmin (que adquiere un matiz purpi-
reo), se fija de preferencia en la cromatina nuclear y figuras
mitosicas 6 kariokinéticas.

Cochinilla de Czokor. — En vez del carmin del comercio cabe
utilizar la cochinilla de donde se extrae. La formula de Czokor
da buenos resultados; colora la cromatina nuclear de violade

purpureo.

Cochinilla en polvo
Alumbre caleinado

Hiérvase hasta reduceion 4 la mitad, filtrese y apliquese como
la féormula precedente.
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Carmin lético de Orth. — Las soluciones alcalinas de carmin
poseen poca 6 ninguna seleccién ; mas cuando un preparado,
tefiido difusamente en un carmin alealino, se trata por una solu-
ci6n alcohélica de 4cido hidroclérieo, el exceso de color se di-
suelve y se opera una fuerte seleccion en los nueleos.

La solucion de Orth es la siguiente :

Carmin laca
Solucién saturada de carbonato de litina

Los cortes, que permanecerin aqui algunos minutos, son lava-
dos de medio 4 un minuto en una solucién aleoholica de &cido
clorhidrieo (al 1 por 100), y luego en agua destilada.

Hematoxilina.—Es una substancia colorante amarillenta, poco
soluble en agua, mis en alcohol y en los liquidos aluminosos,
que se extrae del palo campeche. Se prefieren generalmente las
soluciones de hematoxilina en agua aluminosa, adicionada de
cierta cantidad de alcohol. Este reactivo tifie de color violado
azul la cromatina nuclear, la materia birefrigerante de los mius™
culos v la mucina de las células caliciformes.

Pocas substancias colorantes poseen la energia tintorea de la
hematoxilina, la cual colora hasta los tejidos que han permane-
eid o mucho tiempo en el 4cido crémico y mezelas cromo-osmi-
cas ; pero, en cambio, sus soluciones son muy inestables, no go-
zando de la virtud selectiva citada, sino durante cierto periodo
(llamado de madurez del reactivo), que comienza una 6 dos sema-
nas después de preparado el color, y se prolonga, 4 lo sumo, por
espacio de dos ¢ tres meses.

Recientes investigaciones tienden & referir la inestabilidad de
la hematoxilina 4 una descomposicién de esta materia en pre-
sencia del aire. Para Mayer, de Napoles, la substancia activa de
la época de madurez, seria un compuesto amoniacal de hema-
teina. Sus ensayos le han conducido &4 preparar ya madura la
solucion de hematoxilina. Hé aqui su formula:

A (Hemateina amoniacal
" “{Alcohol al 90 por 100

_ - disuélvase al calor.
s Tandbre. . LUl El i

" *1Agua destilada

y e

=N

e
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Se mezelan estos dos liquidos y, en frio, se filtra el licor resul-
tante, que podra usarse desde luego.

La hemateina amonfacal se obtiene disolviendo en caliente un
gramo de hematoxilina en 20 de agua destilada, y adicionando
un centimetro cibico de amoniaco (peso esp., 0,875). Evaporado
el liquido, 1a masa resultante serd la hemateina amontacal (1).

Hé aqui algunas formulas muy usadas de la hematoxilina.

Hematoxilina Bihmer :

Hematoxilinas o iba el ibisnianta
Alcohol

1 liquido. 3

2 lignido . 2

A un vidrio de reloj lleno del segundo liquido, se afiaden dos
6 tres gotas del primero. Debe esperarse lo menos ocho dias has-
ta que el liquido tome color azul. Las soluciones rojas antiguas
Do sirven.

Hematoxilina de Ehrlich:

Hematoxilina
Alcohol absoluto.

Se abandona 4 la luz hasta que tome color rojo. Entonces re-
sulta bastante estable y tifie bien los nacleos.

Las demas formulas de hematoxilina no son superiores & las
precedentes y no las mencionamos.

Hematoxilina de Weigert-Pal :

La hematoxilina tiene gran afinidad por las sales crémicas,
con las que forman lacas de color negro azulado, insolubles en
agua, pero atacables por ciertos reactivos. Esta propiedad sirve
de base 4 un excelente método de coloracion de la mielina de las
fibras nerviosas, ideado por Weigert y modificado por Pal. La
importancia de este método de tefiido nos obliga 4 dar una idea

* del modus operandi.

(1) La hemateina amoniacal, susceptible de ser disuelta en solucién de
alumbre, se expende constantemente en las casas de articulos de micro—
grafia, en la de Griibler, de Leipzig, por ejemplo.
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1.° Induracién de las piezas de centros nerviosos en liguido de
Miiller, durante treinta 4 cincuenta dias.

2.° Induracion subsiguiente en alcohol, sin previo lavado en
agua.

3.° Inclusién en celoidina y ejecucién de cortes que deberdn
recogerse en alcohol.

4.° Inmersién de los cortes, por cuatro ¢ seis horas, en un li-
quido compuesto de :

Bicromato de potaga.

9.° Lavado rapidisimo de los cortes en una pequefia cantidad
de agua destilada.

6.° Inmersion de los mismos, por media 4 una hora, y 4 tem-
peratura de 40 4 60°, en la materia colorante siguiente :

Este liquido debe estar recientemente preparado, pues 4 los
tres 0 cuatro dias actiia ya mal, volviéndose rojo-pardo.

7.° Inmersion sucesiva (y durante medio 6 un minuto) de los
cortes en una solucion de :

Hipermanganato de potasa
Agua destilada

donde se vuelven pardo-amarillentos y se enrecian notable-
mente.

8.% Transporte de los mismos 4 una solucion de :

Acido oxdlico
Sulfito de potasa
Agna destilada

donde permanecer4n algunos minutos, hasta que se decolore todo
menos la mielina, que debe quedar negra.
9.° Lavado en agua abundante.

10. Coloracién subsiguiente de fondo en picrocarminato 6 car-
min aluminoso 6 litiocarmin.
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11. Lavado, deshidratacion, esencia de bergamota 0 creosota
(si se quiere dejar la celoidina) y balsamo al xilol.

Acido picrico. — Se emplea en soluci6n al 1 por 100, Tifte de
amarillo las fibras elasticas y los tejidos epiteliales, singular-
mente el epidermis edorneo, para el que tiene una afinidad muy
viva.

El 4cido pierico, en solucién saturada, es también un buen
fijador de las células glandulares, segtin Heidenhain.

Eosina.—Conocida en el comercio bajo el nombre de primero-
sa, es una sal de potasa y de una ptaleina bromada, introdueida
en la técnica histologica por Renaut. Se usa disuelta al 1 por 100
6 por 200. Esta substancia tifie en rosa el protoplasma de las cé-
lulas, los fasciculos del tejido conectivo, y, sobre todo, los glébu- :
los rojos. Se emplea asociada 4 la hematoxilina para lograr do-
bles coloraciones muy instructivas.

Azul de metileno y demas anilinas.—Todas las anilinas b4sicas,
tales como el azul de metileno, la fuchsina, el violado de dalia, el
violeta de genciana, la zafranina, la vesubina, el violado de ani-
lina, ete., tifien ficilmente los nticleos, aplicadas, ora en solu-
ciones acuosas débiles adicionadas de unas gotas de 4cido acéti-
o, ora en soluciones muy concentradas acuoso-alcohélicas.

Las soluciones acetificadas tifien directamente y en pocos mi-
nutos la ecromatina nuclear de los elementos frescos ; mas las
soluciones acuoso-alcohdlicas exigen, para obtener iguales resul-
tados, una operacién subsiguiente, 4 saber : la decoloracién del
preparado, ya con el aleohol, ya con la esencia de clavo, ya con
los dcidos minerales diluidos, agentes que roban el color de to-
das las partes, menos de los ntcleos y de ciertas substancias
fundamentales. Con las anilinas usadas de esta suerte (método
de Hermann-Bottcher), se consiguen coloraciones tan bellas 6
mas que las obtenidas con el carmin 6 hematoxilina. Mas ade-
lante insistiremos sobre este particular.

El azul de metileno posee, ademas de las propiedades comunes
4 todas las anilinas bdsicas, una virtud importantisima, sefia-
lada primeramente por Ehrlich y aprovechada por Arstein,
Smirnew, Dogiel, Retzius, Sig. Mayer, Cucatti, etc., en recien-
tes indagaciones, 4 saber : la de teflir en azul intenso y durante




