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‘Coloracion selectiva de pigmentos y prepigmentos
i por

P. del Rio-Hortega.

Entre los procedimientos usados actualmente para teiiir los
pigmentos y prepigmentos cuténeos, los mas frecuentados por his-
télogos y dermatélogos son los que llevan los nombres de Masson
y de Bloch, el primero, basado en el empleo de solucién argéntlca
amoniacal, y el segundo, fundado en la reaccién de la dopa-oxidasa.
Pero;. a juzgar por las ilustraciones que aparecen en los trabajos
concernientes a las células de Langerhans y cromoblastos dérmicos,
estudiados con ayuda de los métodos citados, las tinciones que con

.ellos puede obtenerse son marcadamente incompletas. Basta para
convencerse de ello hacer una coloracién poco esmerada con carbo-
‘nato argéntico y comparar después las imdgenes obtenidas con las
reproducidas por Bloch y Masson en sus importantes monografias.

El método de Bloch tiene ademés la desventaja de necesitar
reactivos como la dioxifenilalanina, dificiles de encontrar en el co-
mercio, que han de ser empleados, siguiendo una técnica muy cui-
dadosa.

Por estas razones, nos parece oportuno ofrecer a los investiga-
dores interesados-en estas cuestiones -una técnica extraordinaria-
mente facil, que permite obtener en breve tiempo excelentes im-
pregnaciones de las células de Langerhans, con todas sus expan-
siones, y de los cromoblastos estrellados del dermis. -

Esta técnica no es del todo nueva. Ya en una publicacién nues-
tra, que ha pasado totalmente inadvertida por los dermatélogos 1,

' Entre 88 hist6logos especializados en pigmentos, ha tenido mayor
fortuna, como puede juzdarse por ‘el trabajo de Verne: ¢«La méthode
~del Rio-Hortega appliquée 4 I'étude des plgments des crustacés.»
Compt. Rend. Soc. de Biol., 1921.
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se halla descrita detalladamente 1. No valdria, pues, la pena de in-
sistir sobre ella, si no hubiésemos logrado mejorarla con algunas
modificaciones.

Para la coloracién de los cromoblastos tegumentarios, epidér-
micos y dérmicos, basta de ordinario la siguiente técnica:

1.° Fijacién breve en formalina al 10 por 100 (doce a cuarenta
y ocho horas). :

2.° Seccionamiento por congeycién (cortes de 15 a 20 micras).

3.°- Impregnacion en la solucién amoniacal de carbonato ‘argén-
tico 2, con preferencia al licor de Bielschowsky, diluido, dejandola
actuar de uno a dos minutos. _

4.° Reduccion en formalina al 1 por 100, agitando ligeramente
a los cortes. .

5.° Virado en cloruro de oro al 1 por 500 (uno a cinco minutos).

6.° Fijacién en hiposulfito de sosa al 5 por 100.

7.° Coloracién complementaria, eventual, con picrofucsina o
picroindigo.

Las células de Langerhans muestran con esta técnica todas sus
expansiones tefiidas, penetrando por los intersticios de los cot-
ptsculos epidérmicos. Los cromatéforos del dermis ofrécense tam-
bién coloreados, adivindndose sus expansiones por la orientacion
en series de los'¢granos pigmentarios.

Lo més importante de este método es su gran electividad por
los corptisculos pigmentarios. Siendo la melanina y el prepigmento
de las células de Langerhans mds 4vidos de plata que las restantes
estructuras del tejido, tifiense exclusivamente o lo hacen con gran
intensidad cuando ni siquiera los niicleos comienzan a esbozarse.
La solucién argéntica amoniacal, oxidando al prepigmento y a la
melanina ya formada, ennegrécelos rdpidamente, haciéndolos vi-
sibles macroscopicamente en los cortes observados sobre fondo
blanco. ¢

Cuando para el estudio se elige una regién no demasiado pig-
mentada, y principalmente la piel de la cara, labio, p4rpados, gran-

1. P. del Rio-Hortega, «Algunas observaciones sobre los cromo-

blastos cutdneos.» Mem. de la Soc. de Hist. Nat., vol. del L aniver-
sario, 1920. :

i * -Solucién de nitrato de plata al 10 por 100, 5 cm?; solucién de car-
bonato de sosa al 5 por 100, 15 cm®; amoniaco, cantidad suficiente para
disolver el precipitado; agua destilada, 55 cm®.




(124) DE HISTORIA NATURAL 3

des labios, surco balano-prepucial, etc., obtiénese las imédgenes
perfectas que aparecen copiadas en nuestro trabajo ya citado.

En algunos casos, sin embargo, los resultados son menos favo-
rables, y precisamente para ellos hemos procurado perfeccionar la
técnica con ligeras variaciones, obteniendo al fin la ventajosa f6r-
mula siguiente:

1.° Fijacién uno o varios dias en formalina al 10 por 100.

2.° Secciones de unas 20 micras, obtenidas por congelacién.

3.° Inmersi6n durante cinco a diez minutos en solucién de sul-
fito de sosa al 4-6 por 100, recientemente preparada 1.

4.° Inmersibn, sin previo lavado, en la solucién ordinaria de
carbonato argéntico, dejandola actuar un minuto.

5.° Lavado rédpido en agua comtin.

6.° Inmersi6n en alcohol de 95° durante un minuto.

7.° Nuevo lavado rédpido en agua. '

8. Reduccién en formalina al 1 por 100.

Aunque no siempre es necesario, porque los cortes quedan
grises y muy pélidos, puede hacerse un virado en oro, con fijacién
subsiguiente en hiposulfito, asi como también una coloracién com-
plementaria de los niicleos, grasa, tejido conectivo, etc., median-
te los colorantes més adecuados.

Tanto las células de Langerhans como los cromatéforos yacen-
tes en el espesor del dermis, muéstranse totalmente coloreados,
exhibiendo en las regiones mas propicias para su estudio sus abun-
dantes expansiones, que aparecen mucho mds numerosas que con
otras técnicas.

Siguiendo las reglas 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 8 de la técnica descrita,
muéstranse bien tefiidos los macréfagos, que, por lo demds, revé-
lanse perfectamente en las impregnaciones rapidisimas con carbo-
nato argéntico seguidas de reduccion, agitando rdpidamente a los
cortes, en formalina al 1 por 100 2,

1 Como la concentracién de este reductor puede variar dentro de
amplios limites, acostumbramos a poner el volumen de un guisante de
sulfito de sosa cristalizado o amorfo en un vasito con 10 cm?® de agua
destilada.

? Véase P. del Rio-Hortega y F. Jiménez Asda, «La fagdocitosis
en los tumores y en otros procesos patolégicos. Archivos de Cardio-
logia y Hematologia, 1921.
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'Para 1a demostracion de las expansiones protopldsmicaside las
células coniun‘tiVas basta seguir las reglas 1,2, 3,4, 6 y8 qﬁé
per‘miten 0bt‘ener coloracioneés muy ﬂ’emostrativas

it arcietnot af ol g v £y . ; py s

Coloracién de pigmentos nerviosos y neuréglicos.

La obtencién de buenas coloraciones de los diversos pigmentos
existentes-en el protoplasma de 1las células nerviosas y-neurdgli-
cas, que en' parte dan las reacciones de la grasa (lipocromo); en

_ parte;toman matices orto o metacromaéticos con las anilinas bési-

cas (granulaciones protagonoides de Reich), y en parte muestran
apetencias por diversas formulas de plata y -oro, es relativamente
facil de lograt.con los métodos de Bielschowsky § susnumerosas
variantes, los de Cajal a la plata reducida, -al:formol-urano y al
oro-sublimado, y los de Achticarro, con nuestras variantes. La
solucién amoniacal de carbonato argéntico se ha mostrado también

Lmuy favorablé para 1a tmcxén de ciertas inclusiones célalares de

cardcter ’plgmentario y naturaleza desconoc1da como 16 son fa ¥
mayor parte de los pfgmentos auro y argentofilos.

Pero para 1a practica diaria, y sobre todo para el estudio de
piezas patoldgicas, no basta con que eventualmente se obtengan
excelentes’ tinciones de los productos de desécho célular con

aspecto pigmentario, sino que se requiere poder disponer de unia

técnica ‘segtira, que pueda practicarse en algunos cortes en ﬁue
haya de tehirse Ta neuroglia o las células nerviosas. L
Es evidente que el método durico de Cajal llena en parte diéha
necesidad; pero las tinciones son incompletas, excepto'en algunos
pigmentos neuréglicos. El ‘método del formol-urano ideado ‘por

nuestro mae’sfrb para la tincién del aparato de Golgi, en o que se
muestra ifisuperable, revela también ‘con frecuencia fos pigmentos

neurdglicos; pero la lectura de los préparados precisa gran cuida-
do, para no interpretar como pigmento los aspectos granulosos del
aparato'de‘Golgiiincompletamente tefiido, efectuando deduceiones
completaménte ‘erréneas, tantd mas t4mentablés cuando a base de

‘éllas se pretenda sefialar las perturbaciones de la neuroglia en di-

ferentes ;pruebas fisiolégicas con farmacos o productos opotera-
picos (pilocarpina, atropina,-adrenalina, tiroidina, etc.).
Para obviar los inconvenientes anotados, 'y ya que reciente-
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mente ! hemos dado a conocer una técnica para la tincién selecti-
va de los gliosomas, vamos a copiar la férmula que desde hace
algiin tiempo venimos utilizando para los estudios de histopatolo-
gia nerviosa, que es igualmente aplicable a los tejidos normales.

Consiste, como la técnica precedente, en el empleo del sulfito
de sosa como sensibilizador de la impregnacién argéntica.

1.° Fijacion por tiempo ilimitado en formol o formol-bromurado
de Cajal (formalina, 10; bromuro aménico, 2; agua, 100).

2.° Hiperbromuraci6én, calentando las piezas en formol-bro-
muro diez minutos a 45-50°.

3.° Cortes por congelacion.

4.° Lvado en agua fuertemente amoniacal.

5.° Inmersion de los cortes en sulfito de sosa al 5 a 10 por 100
durante algunos minutos.

6.° Inmersién, sin previo lavado, en solucién de carbonato ar-
géntico con tres gotas de piridina en 10 cm?, calentando a unos
50°, hasta coloracién tabaco de los cortes.

7.° Lavado en agua (medio a un minuto).

8. Lavado en alcohol de 95° (medio minuto).

9.° Reduccién en formalina al 1 por 100.

10. Virado en cloruro de oro, reforzando ligeramente la colo-
racion al calor.

11. Fijaci6n en hiposulfito de sosa.

Tanto en las células nerviosas como en las neuréglicas y mi-

crogliales, aparecen los pigmentos caracteristicos del estado nor-
mal y los que se presentan en casos patolégicos con profunda des-
integracién molecular del tejido. La tincién suave del soma neu-
ronal y la muy delicada de las expansiones neurdglicas permite
apreciar exactamente la situacion de las inclusiones pigmentarias,
que en gran parte de los casos parecen mas bien incrustaciones
marginaies del cuerpo y de las prolongaciones protoplasmicas.

1 P. del Rio-Hortega, «Condrioma y granulaciones especificas de
las células neurdglicas.» BoL. DE LA Soc Esp. pe Hist. NAT., ene-
ro 1925. ¢



