ETARIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

RECCION GENERAL DE PESCA

MEXICO D.F 1966



-

Serie:
TRABAJOS DE DIVULGACION

Num. . 108
Oesp,:
VOLUMEN XI. '! fi) }Eu
: ﬂ;;:@'s’-,” =
Ffrge Naes
5 :c

¢ bt g S M S o ¢ N, S 0 S - I, S 6 R et

eSO Lo RAeTOoN—HITSPTOITOHE6TEENSE

Recopiladas por
Bidl. Manuel J. Solis R.

19 55

CONTRIBUCION DE LA ESTACION DE

|

|

k - BIOLOGIA PESQUERA DE CAMPECHE.
i j-chapa-s



CONTE'NIDD

CAPITULO T.

FIJACION.
Fijadores simples.
Mezclas fijadoras.

CAPITULO _II.
Métodos de inclusion.

BEAPITULO  "ITT.

Colorantes y técnicas de coloracidn.

CAPITULO IV.

Fijacidn y tincidn de protozoarios.

- CAPITULO V.

Técnicas de fijacidn y tincidn para algas marinas.

' CAPITULO 'VI.

- Disoluciones.

CAPITULO  VII.

Preservacidn de material Hidrobioldgico en el campo.




TN TR DHCCF O N

' EL PRESENTE TRABAJO ES RESULTADO DE LA REUNION
DE DIVERSOS AFUNTES SOBRE TECNICAS MICROBICLOGICAS,
COPILADAS DE SENDOS CURSOS RELACIONADOS CON EL TE
IMPARTIDOS EN LA ESCUEIA NACTONAL DE CIENCIAS -
OLOGICAS DRI INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL. A --—
N DE COMPLETAR ESTOS APUNTES SE HAN ADICIONADO AL
NAS OTRAS TECNICAS BASICAS OBTENIDAS DE CONSULTAS
DIVERSAS CBRAS NACTONALES Y EXTRANJERAS. ASI ES

COMO SE INCLUYE UN CAPITULO RELATIVO EXCLUSIVAMENTE
A ALGAS MARINAS (VER TAMBIENW INSTRUCTIVO PARA EL -—-
JSO DE FIJADCRES Y ENVIO DE MATERIAL BOTANICO AL I.
I. B. P., SERIE TRABAJOS DE DIVULGACION V (45) -
i~ 3, BETC.} SE IWCLUYE TAMBIEN UN ARTICULO SO-
Bl "PRESEIVACION DE MATERIAL HIDROBIOCLOGICO", DIRI
GIDO A LOS ESTUDIANTES DE CIENCIAS NATURALES.

°

y SE HACE CONSTAR QUS LA REVISION DEL PRESENTE
TRABAJO, ESTUVO A CARGO DE LA DRA. IRMA DELEON, CA-
TEDRATICA DE HISTOLOGIA EN LA ESCUELA NACIONAL DE -
CIENCIAS BIOLOGICAS, DEL INSTITUTO POLITECNICO NA--
\CIONAL, A QUIEN SE AGRADZCE SU COLABORACION,

: TAMBINN SE AGRADECIT A LA BIOL«'ESPERANZA HIDAL
GO E., LA TRADUCCIOIN DE LAS NOTAS TOMADAS DE LA OBRA
' DE IANGERON (EN BIBLIOGRAFIA).



C’APITULO I.

APUNTES DE TECNICAS DE FIJACION E HISTOLOGICAS

FIJACION. Es una operacidn destinada a conservar los

ftejidos; incluye la muerte de las células.
L CUALIDADES: Un buen fijador debe penetrar rapidamente
‘través del tejido, de manera que el liguido pase a fijar las
zonas profundas y la capa superficial.

El fijador debe producir una coagulacidn total de al-
buminoides, pero ésta no debe ser violenta ni lenta para evi-
tar contracciones.

AGENTES FIJADORES. .

Dicromato de potasio: Fija bien el citoplasma pero -
destruye los nucleos, al contrario de los dicrometos de Ca,
Cr, v Ba, que fijan bien las mitosis pero no el citoplasma.
Esto puede corregirse adicionando acido acético.

Bicloruro de mercurio: Penetra rapidamente .a muy ba-
ja profundidad, por lo que es necesario tratar pequefios cor-
tes. La solucidn acuosa es oxidante acida y precipita enérgi
camente los albuminoides, sobre todo los del nuclec. Estas -
propiedades son mejoradas por la adicidén de Acido acético, -
gue es el fijador mas penetrante.

. Acido acético: Forma parte de casi todas las mezclas
fijadoras. Es fijador de la cromatina y es elemento acido --
ity penetrante. Aumenta los contrastes entre el nicleo y el
itoplasma, modificando su refringencia y acentuando su con-
orno. Mezclado con acidos oxidantes aumenta la coloreabili-
ad de los tejidos.

] Acido picrico: En citologia animal es muy penetrante,
ija con una intensidad particular los citoplasmas reductores
los neutraliza, facilitando las coloraciones. Forma parte -
el liquido de Bouin.

A Formol: Es el fijador universal por lo ecndmico y pe-
trante que es. Comercialmente se vende en solucidn acuosa -
£ 40%. Para eliminar su molesto olor se deben lavar los orga
smos fijados, en agua ligeramente amoniacal. Todo el olor -
suprime asi. _

‘ Para quitar el exceso de acido fdrmico presente nor--
lmente en el formol comercial, se emplea como neutralizador
carbonato de sodio al 1% (bdrax).

Se deben emplear preferentemente soluciones al 5%.
Forma parte de gran numero de fijadores y es uno de -
‘mejores fijadores para el sistema nervioso.




MEZCLAS FIJADORAS

Dicromato de potasio de von Tellyesniczky.

Dicromato de potasio 3 s
Acido acético glacial 5 g.
Agua 100 g.

Constituye un ‘excelente fljador gque conserva al citoplas
ma (el dicromato) a los nucleos (acido acético).. Se pueden fi
jar objetcsde tamafio mediano, que no pasen. ‘de "5 ‘mm. de espe=
sor. Se dejan uno o dos dias segun su volumen v se lavan en a
gua corriente durante 24 horas.

BOUIN.
. Formol al 40% 1 parte.
: Agua 3 partes
; Acido picrico a saturaciodn
i En el momento de usarlo se agrega 5% de acido acético --
glacial.

El liguido de Bouin es muy penetrante y puede considerar -
se como un fijador universal. Su empleo es muy sencillo y se
puede fijar cualquier objeto, aunque sea muy volumlnoso en 3
4 8 dias. No necesita ser lavado después de la fijacidn. Es -
suficiente transportarlo a alcohol de 96° y cambiarlo 2 a 3 ve
ces.

BOUIN-HOLLANDE. -
Agua destilada - - 1o¢ g.
Acetato neutro de cobre 2.5 9%
Acido picrico 4 g.
Formol 40% 10 g.
Acido acético glacial 1 a.

Disolver en fr{o, en un mortero, el acetato. Despues ana
dir el dcido picrico poco a poco. Afiadir el formol y- el acé-
tico cuando se haya disuelto el picrico.

preparacion de fijador de Bouin.

Formalina 25-mls

Acido picrico 75 ml.

Acido cético glacial 5 ml.
Formalina: :

Formaldehido 10 g.

Agua : 15 6.

25 er. emLi)



Acido picrico::
El agua en la solucidn de.dcido picrico es casi de 75 =
g. Es soluble aprocimadamente 1.4% en agua. Asi se tiene 1.05
g. de dcido picrico en 75 ml. de solucidn saturada.
Cantidad de agua ¥5.+ 75 =90 g -
Férmula definitiva:

t e as
i
E
3
1

—

Formaldehido. 10 g.
Acido picrico 1.65 a:
Acido acético glacial 5 ml.
Agua . go gl

' Si cada una. de esas cantidades se multiplica por 1/9, -
‘tenemos la composicidn de la mezcla expresa como porcentaje
'del peso en agua:

Formaldehido . E R e
Acido piecrico : 1.2.g%
~ Acido acético glacial 5.6 ml.
Las concentraciones de los solutos se dan asi:
Formaldehido o 11% wW/W. -
Acido picrico : 1.2% W/W.'
Acido acético 5.6% V/W.

Fija el citoplasma.

Bicloruro de mercurio en so- .

lucidén saturada y cakiente 95 cc.
Acido acético glacial 5. 0@

Fijar ‘durante 24 horas. Sumergir en alcohol iodado 2 ho

Tintura de ‘iodo al 10% 5ice,.
"Aleohol al - 70% 45 cc.

El uso de esta solucidn tiene por objeto eliminar el =-
xceso ‘de bicloruro de mercurio que pueda quedar cristaliza-.
o. Lavar en alcohol al 70% hasta decolorar.

CAPTTULG: - SEL:
METODOS DE INCLUSION -

. Tiene por objeto incluir el trozo de 'un Srgano u orga=- -
1sSmO en una substancia'pléstida:que"penetrashasta las par=-

s mds profundas de las células. Permite hacer cortes mds
3lgados, sin modificar la forma de:los elementos celulares.
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Las substancias deben estar en @stado de fusidn.

Las substancias anhidras necesitan la deshidratacidn de
' los cortes. Hay dos: parafina y colodidn. La primera permite
P hacer cortes finos. E1l colodidn permite ejecutar cortes de -

' gran didmetro, sin ningun riesgo, sin romperse (caso parafi-
' na).

PARAFINA.

Es un hidrocarburo saturado obtenido como uno de los pro
' ductos del petrdleo.

'Paso S-

l1.- ‘Deshidratacidn de las
graduacidn.
: 2.-

piezas por ROH de diferente --

Impregnacion por un disolvente de la parafina.
3.~ Impregnacidn por parafina.
4.- Inclusidn definitiva.

DESHIDRATACICN.

El trocito fijado 'se lava en ROH de 90 a 95%
lleva a alcohol absoluto.

Las piezas fijadas en Bouin se lavan
de 90% cambiando 2 a 3 veces
soluto. '

y después se

ripidamente en ROH
,» después se introducen en ROH ab

El material conservado en ROH de 70 a 90
iente pasar a absoluto.

La durac

% puede directa-

‘ ion de deshidratacidn varfa de acuerdo con el ta
mafio.

De 1 om? > X 5 cm. de espesor dura 20 minutos cada bafio,
# 822 2 horas 30 minutos toda la deshidratacidn.

Se conoce que la pieza est3 deshidratada cuando no existen
bics con el xilol. Si no ests bien deshidratada se debe vol
a alcohol absoluto.

Impregnacidn en un disolvente de la parafina.
Consiste en pasar pPor un disolvente de la parafina, des--
B€s de haber sido deshidratado el corte por el ROH.

i Les disolventes de la parafina mas utilizados son: tolueno
ficeno o xilol, o esencia de aceite de cedro.

. Los mejores son aquéllos que disuelven la parafina en fria
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TECNICA DE IMPREGNACION.

Consiste en eliminar completamente los restos del alcchol:
absoluto. Es hecesario cambiar el llquldo tres q@:cuatro veces,
. hasta que no se observa cambios en el liquido.

BANO EN PARAFINA,

La mejor parafina es aquella que funde a 55 grados. Pre-
senta diversas cualidades. La parafina es muy blanda no permi
. te hacer cortes finos y la muy dura cuiebra los cortes.
Durante el bafio, la parafina debe mantenerse en un punto
vecino al P. F. Para asegurarlo no se debe calentar la parafi

' na 2 fuego directo; es necesario tenerla sobre una blaca me-
L tdlica.

DURACION.

Debe asegurarSc gue en los cortes peretre perfectamente
la parafina. Se puede prolongar la duraci®n del bafio, segun -
la permeabllldad de los tejidos. Puede durar de 1 a 2 horas -
'segun el volumen de los objetos

ELIMINACION DEL DISOLVENTE.
Para asegurar la eliminacidn del disolvente, €S necesario

‘emplear 3 bafios sucesivos, cuya duracidn debe estar repartida
idurante 24 horas.

INCLUSION DEFINITIVA.

Se debe usar parafina limpia, nueva. Debe estar fundida -
en el momento de efectuar la inclusidn para hacer las placas.

: Se saca el objeto incluido en el dltimo bafio Yy se intro--
duce en la parafina definitiva, orientandolo para su corte. En.
el momento en que so adV1erte una. pellnula de solidificacidn -
se introduce en un racipiente de agua frla, sin cue el agua cu
bra la pelicula, hasta gue estd un poco gruesa, dejandola su-~
mergir completamente para evitar la formacidn de burbujas.

Los blogues se hacen en Barras de Leuckart (fig. 1), que
permite blogues cuadrangulares, fdciles de conservar. Se debe
marcar sobre la parafina con una clave, para tener control de

las piezas. Se envuelven en papel Ecnd Y sz sefiala la mlsma >
Rave  (fig. . 2).




BARRAS DE LEUCKART. -

Fig.- 1.
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MANERA DE HACER ENVOLTURAS PARA CORTES INCLUIDOS EN-
FINA.
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En el caso de inclusidn de gonadas (ostion, por ejemplo),
procede de la siguiente manera:

DESHIDRATACION,
- Alcohol etilico 30% 2 dias.
40 2 dias.
50% 2 dias.
60% 2 dias,
70% 2 dias.
80% 2 dias.
96% - 2 dias.
- IMPREGNACION I.
Acetona 1L dia
Xilol 1 minuto o menos.

IMPREGNACION II.

Parafina I 1l a 2 horas.
Parafina II l a 2 horas.
Parafina IIT l a 2 horas.

' DESPARAFINAR.
Cubrir el corte con xilol, 2 minutos.

Escurrir el exceso de xilol y afiadir 2 veces mds dicho
- compuesto.

‘Carbol, xilol, creosota (CXC) 3 veces. (Bafios de segun-
dos de duracidn).

Modo de preparar:

Acido feénico 10 g.
Creosota lo g.
Xilol 80 g.

Alcohol de 96°, 3 veces.
\lcohol de 70°, 3 veces.
gua corriente durante 5 minutos.

CAPITULO III
COLORANTE.S
Y TECNICAS DE TINCION
El uso de colorantes en histologia tiene por objeto di-

ciar las diversas estructuras existentes en la célula,
N conjuntos de células formadoras de tejidos.




CLASIFICACION.

Los colorantes se clasifican. en naturales y artificiales.
Ejemplos de los naturales son:

3 Hematoxilina. Se. extrae del Haematoxilum campechanus.

b+ lo  tifie dlrectamente sino que n90851ta del concurso de un
mordente. : :

; Casi todas las técnicas llevan un mordente y. un colorante.
Dan muchos detalles intracelulares.

4 Carmin. Se extrae de la cochinilla. Se usa la cochinilla =
tera, disecada. Es colorante no tdxico. .

Hematoxilina-Sosina.

1. Fijacion en formol al 10% durante 24 horas o mas
2. Cortes por congelacidn.

3. Lavado y scleccidn de cortes.

4. Coloracidn con hematoxilina durante 6 mlnutoso
5. TAavar on _agua de la llave (2 veces).
6
7
8

. Coloracidn con Eosina, durante 4 minutos.
. ‘Alcohol de 70, dos veces.
. Blcochol de 96, dos veces:
9. C=X-C; dos veces.
10. Xilol, dos veces.
11. Montar un bél samo de Canadd o en resina sintdtica.
Nota: Esta técnica puede hacerse en ecortes reallzados
después de haber sido incluidos en paraflna.

Variacidn de la técnica.

Hematoxilina-FEosina.

Pasos 1, 2 y 3 iguales que en la anterior.
4. Coloracidn hematoxilina; 6 minhutos.
5. Lavar en agua de la llave hasta que los cortes se pon-
gan azules.
Lavar en agua destilada.
001Praci6n con Eosina, 4 minutos.
eshidratar en alcohol de 96, 2 minutos.
Creoaotd, 1C 6 15 minutos.
£ 10. Montar en balsamo o resina.

[Co B o s BRCS B o))
ARSI,

£

| TINCION DE TEJIDO ADIPOSO.

B 1. rijacidn en formol al 10%, .24 hs.

| 2. Cortes por congslacidn.

- 3. Lavado v seleccidn de los cortes. 3



7%
B
O

10,
1.
12.

Coloracidn ‘con hematoxilina, 1 minuto.

Lavar con agua destilada..

Lavar en agua de la llave hasta que los cortes cambien
a aznk.

Lavar con agua destilada.

Agua alcoholizada (3 a 1), un minuto. .

Inmersidn de. los cortes en soluc1on alcohdlica saturada
de Sudan III, 15 minutos.

Lavado rapldo en agua alcocholizada (4-1).

Lavado rdpido abundante en agua destilada.

Montar sin deshidratar en gelatina glicerinada de la si
guiente manera:

Los cortes se colocan en el porta directamente del agua
y se dejan escurrir, sin dejarlos secar del todo, se --
les  pone el cubre que tiene una gota de gelatina glice-
rinada caliente.

La grasa queda tefiida de color anaranjado.

DOBLE : IMPREGNACION ARGENTICA DE RIO HORTEGA.

‘ o

Fijacidn en formol al 10%, 24 hs. o mas.

2 Cortas por congelacién.

3.
40

78
8.
9.
R 10.
11

R2.
13.
14..
15,
16.

Lavado y seleccidn de los cortes.

Impregnacidon en nitrato de plata al 2% durante 24 hs. a
la temperatura ordinaria o calentada a 40 & 45° C. has-
ta que los cortes se pongan ligeramente amarillentos.

.- Lavar en agua destilada.

Impregnacion en carbonato de plata amoniacal piridinado.
24 hs. a la temperatura normal o calentado a 40 o 45° C.
hasta que los cortes tomen color café obscuro.

‘Lavar en agua piridinada.

Lavar en agua destilada.
Reduccidn en formol al 10%

-Lavar en agua destilada.

Impregnacidn en cloruro de oro al 1% por 500 ‘a la tempe
ratura ordinaria, hasta que los cortes ‘adquieran color
gris uniforme, calentando después hasta que los cortes
adguieran color violeta intenso. '

Hiposulfito de sodio al 5%, 30 segundos. -

Lavar en agua destilada.

Deshidratar en alcohol de 96°.

Creosota.

Montar en balsamo de Canada.

TECNICAS PARA FROTIS DE SANGREL




GIEMSA. |
1. Fijacidn del frotis con alcohol metilico durante 3 mi-
nutos.

2. Tincidn durante 10 a 15 minutos en solucidn dilufda’de
Giemsa recién preparada.
3. Lavado en agua abundante.

- WRIGHT. .
1. Cubrir el frotis con numero conocido de gotas de coloran
te de Wright, dejdndolo actuar durante dos minutos.

2. Afiadir el mismo numero de gotas de agua destilada, dejan
dolo actuar durante 8 minutos.
3. Lavar en agua corriente.

PAPPENHEIM.

1. Cubrir el frotis con un numero conocido de gotas de co-
lorante de May-Greenwald, 3 minutos.

2. Anadir la misma cantidad de agua destilada y mezclar y
dejar actuar durante 1 minuto.

3. Escurrir el liquido y si n previo lavado, afiadir solu-
cidn diluida de Giemsa, dejando actuar durante 15 minu
tos. ;

4. Lavar en agua corriente.

CELULAS DESCAMADAS DEL TEJIDO EPITELIAL DE LENGUA. _
l. con un porta objetos limpio raspar el borde de la len-
| gua y hacer un frotis con el material obtenido.
B 2. Fijar al calor. :
3. Tefiir con azul de metileno, 6 minutos.
4. Lavar en agua corriente.

TECNICA DE GALLEGO PARA FIBRAS ELASTICAS.

1. Fijacion en formol al 3% durante 24 hs.
2..Cortes por congelacion.

3. Seleccidn de los cortes.

4. solucidn I, 5 minutos.

Agua destilada 10 -cc.
Percloruro de fierro 3 gotas.
Formol ; 1l gota.

5. Pasar directamente a Sol. II, 10 minutos.
Agua destilada 10 cc.

Fucsina Ziehl & 25 gotas.



En el momento de usar afiadir una gota de.écid@:nitriCG“
6. Volver a la solucidn I, durante 5 minutos.
3

-- Lavar en agua destilada.
8. Alcohel ¢e 96,53 Veces:

9. C-%-C, 2 veces.
10 “Xyiol. 2 veces,
11l. Montar en balsamo de Canads.

TECNICA PARA ELANCTON,

Preservado en formol. (4%)
| Se monta en gelatina glicerinada calentada a bafio maria.
Preparacidn de la gelatina, =

E Gelatina 7 feis 15

i Agta 455ml ..

E Glicerina 55011 .

E Fenol 1 1.

g Se mezcla todo a bafio maria. Es menester usarla calien-

te, cuidando no lleve burbujas.

L

TECNICA KEWFINCION_DE GONADAS DE OSTION.
1. FPijar el drgano en formol

2. Lavar en agua corriente.

3

4

- Inclucidn en parafina. (Ver: Cap. II.)

- COrtar y colocar los cortes en porta-objetos y cubrirlos
con albimina de Mayer. Este se prepara de la siguiente -
manera: ;

Clara de huevo de gallina L7
Gliceri

Se mezclan en partes iguales la clara.y-laqglicerina”y

€2 le afiade un granito de hidrato de clorzl, fenol o tis
°n un palillo de dientes se toma una gota de di-

cha mezcls, se coloca dsta en el centro del porta-obje-

tos, . quitando el excedente con la mano.

Agua. corriente. :

Hematoxilina, 3 minutos.

Agua destilada.

o

o

S~ oy ) - i o e
Ligua dela ilave..

- Agua destilada.
#O. Fosina, 24 Bo s

11l, Alcohol de 70% una - vez.

°

00 9 oY
L
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TECNICA DE TINCIOM DE GONADAS DE OSTION. (Finaliza)
12. Alcohol de 96%, dos veces.

13. Ccarbol-Xilol-Creosota, dos veces.

14. Xilol, dos veces.

15. Montar en bdlsamo de Canada.

TECNICA GENERAL DE RIO HORTEGA.

1. Fijacion en formol al 10% durante 24 horas.

2. Cortes por congelacidn.

3. Lavado y seleccidn de los cortes.

4. Impregnacidn en carbonato de plata amoniacal piridi-
nado calentado a 40 & 45° hasta gue los cortes se --
tornen color café obscuro.

5. Lavado abundante en agua destilada.

6. Reduccidn en formol al 10%

7. Lavar en agua destilada.

8. Deshidratar en alcohol de 96.

9. Creosota.

10. Montar en balsamo de Canada.

CAPITULO IV
FIJADORES BASICOS PARA PROTOZOARIOS

El estudio estructural de los protozoarios, se efec-
tla a partir de ejemplares vivos preferentemente. Sin embar-
go, como complemento para la definicidn mas fina de sus diver
sas estructuras, se emplean dos métodos bisicos para hacer ==
preparaciones fijas de los mismos; &éstos son: a)Preparaciones
viscosas o untadas vy los llamados b) frotis sanguineos.

En el caso de las crlneras, éstas pueden hacerse sobre =--
porta o cubre-cbjetos, p;eflrlendose los segundos por ser mas
propiamente fijados y requerir menor cantidad de reactivos.

cuando se trata de grandes Protozoa de vida libre, se re=
comienda para adherirlo al cubreobjeto, colocar en éste una -
pegueiia gotd de albumina de huevo emulsionada con agua desti=
lada estéril con un pa*lllo de dlenfes, antes de mcntar aste
material se procurarda que la mayorla de los especimenes colo-
cados en el cubre permanezcan en él hasta finiquitar la prepa
racién Deje descansar horizontalmente durante 5 a 10 minutos
o mas.

Los protozoarios para51tos que viven en medios ricos en =
substancias albuminoides y afines, ficilmente se adhieren a -
~ los cubrecbjetos. Se hacen uniformemente finos sobre el cubre.



Si este tipo de pr;parac1oncs son efectuadas a partir de mues
tras de material disentérico o liguidos excrementales, Jstas
podran ser fijadas casi inmediatamente.

Preparaciones de esta clase hechas de materiales diarréi-
cos o excremento formado por emulsionamiento en solucidn de a
gua callente, podran ser fijadas por unos cuantos minutos.
Después de adherir los organismos a estudiar de acuerdo -
con lo dicho, se procede a fijarlos. Para ello existen diver-
| sos fijadores, entre ellos:
i LIQUIDO DE SCEAUDINN.
Solucion saturada en frio o de

cloruro mercurico (6-7%) _ 66 ¢cc.
! Alcohol absoluto da 95% 33 co.
1 Acido acético glacial R T at
] }00: ce=

. Las primeras dos soluciones pueden guardarse mezcladas --

sin deterioro, pero el acido debe ser adicionado momentos an-
. tes de ser usado el fijador. Fijar a la temperatura ambiente
del laboratorio o calentando a 50° C.

Se coloca el fijador en una caja de Petri y el cubreobje-
- tos con los organismos adheridos es introducido suavemente en
€l con la superficie de adherencia mirando hacia abajo o in-
clinada. Con poca experiencia, las burbujas de aire pueden --
ser eliminadas y hacer que el cubreobjetos flote en la super-
ficie del fijador. Después de 1l minuto aproximadamente, vuel-
'va a hundir el cubre en el fijador y manténgalo asi por 5 6 -
10 minutos, o mds. En caso que la preparacidn sea también --=-
fgruesa, una capa fina de vaselina en el lado superior del cu-
bre la hara flotar. Aproximadamente 6 cubres pueden ser fija-
‘dos en la caja de Petri simultdneamente.

En seguida, las preparaciones se transfieren a un recipien
te con colorante de Columbia para cubreobjetos, conteniendo -
‘alcohol de 50% durante 10 minutos, seguido por dos cambios de
igual duracidn. Transfiera las preparaciones enseguida al al-
cohol al 30% durante 5 minutos, y luego a un recipiente con -
‘agua, 21 cual es colocade bajo un tubo de agua que corra sua-
yemente durante 15 minutos. Lave después en agua destilada y
tifia.

- LIQUIDO DE BOUIN. (Ver capitulo I.)
Se introduce en el fijador la muestra a estudiar, duran-




te 5 a 30 minutos, se lava en alcohol de 70%, hasta que el a-
cido picrico sea arrastrado completamente de la preparacion.

ACIDO ACETICO SUBLIMADO.
Solucidn saturada sublimada 100 cc.
Acido acético glacial PR e s
Este es el fijador original de la reaccidn nuclear de Feul
gen. Fijacidn y tratamiento posterior semejante al del liguido
de Schaudinn.

LIQUIDO DE CARNOY,
Alcohol absoluto 30 cc.

: Acido acético glacial ; 10-co. ;
Fljar durante 5 6 30 minutos; lavar en alcohol de 95%.

TETROXIDO DE OSMIO.

Pueden usarse los propios vapores de la solucidn de Te --
troxido de Osmio al 1%. Fijar 2 & 5 minutos; lavar en agua co
rriente. :

| LIQUIDO DE FLEMMING.

: Acido crdmico al 1% 30 cc.
i Tetrdxido de Osmio al 2% 8 ces
Acido acético glacial 2 .05

; 40 cc.

: Fijar durante 10 a 15 minutos; lavar en agua corriente -
- durante 1 hora o mas.

b) Para el caso de Frotis Sanguineos, éstos consisten en

tomar muestras de la yema o punta de un dedo de las manos, O
del 16bulo de las orejas, limpiando dichas partes previamen-
te con alcohol al 70% y enseguida con una lanceta o un alfi-
ler esterilizado hacer un piquete y se limpia la primera go-
ta con gasa y se recibe la segunda en un portaobjetos limpio,
gota gque con la ayuda de otro portaobjeto colocado en plano
inclinado, a 45°, se corre sobre la superficie del porta re-
ceptor. Ver figu ra 3.
3 Coloqgue el porta horizontalmente b% sequelo, bajo una cu-
bierta para evitar que particulas de polvo caigan sobre €l o
que algunos 1nsectos como las moscas se posen sobre la prepa
racion. Si estd debidamente hecha, la pellcula debe ser de -
una sola capa de células sanguineas.

Existen tres tipos de frotis, a saber:

a) Pelicula o gota fina. (Como el caso del ejemplo dado).




b) pPelicula © gota gruesa. Se utilizan dos o cuatro gotas

~de sangre, las cuales se colocan en el centro de un area de 1
pulgada cuadrada, ‘haciéndolas correr en una capa rasa con una

aguja o con un porta objeto cortado. Observar después de seca

do. Si el frotis es bien hecho, el secado tomard dos horas o

mas. No seque al calor, pero si puede colacar el frotis en --

una estufa a 37° C. Hasta lograr dicho propdsito. Inmediata-

mente introduzca el frotis en agua y doshpmogloblnlcelo. Se-

que al aire de nuevo. :

c) Gota fina vy gruesa. Es una combinacidn de las anterlq
res y como tal se procede.

TINCION DE PROTOZOARIOS. .

Este caso.se trata a continuacidn, en parte, (coloraciodn
de protozoarios parasitos), po obstante, uUnicamente se dird -
que los colorantes a base de Hematoxilina son los mas emplea-
dos (Hematoxilina de Heidenhain, Delafield, Mayer, etc.,) uti
lizando otros tales como el Giemsa, Feulgen (3 soluciones: a)
Hel y b)Fucsinabisulfito de sodio y ¢) agua sulfurosa, meétodo
de impregnacidn de plata (para diferenciar organelos de cilia
dos), existiendo dos tipos: el de-Klein (1926) y el modifica-
do de Gelei y HOrvarth, 1931; método de Fontana (para diferen
ciar filamentos polares de esporas de microsporidios) que em-
plea acido tdnico al 5%y acido carbolico al 1% en partes i-
guales. :

———

TSR

METODOS PARA LA COLORACION DE HEMATOZOARIOS PARASITOS.

Hay varios colorantes a base de azul de metileno y eosina
@ de compuestos de estos productos., Todos derivan del primiti
vo método de Romanovsky y con ellos se tifien los nucleos, fla
gelos, blefaroplastos, etc., de los parasitos en distintos to
nos de rojo purpura, mientras el citoplasma toma un color a-
' zul tipicamente. Sc emplean ampliamente para estudios hemato-
légicos, con técnicas semejantes a la gue aqui describimos.

De ellos puede hacerse la siguiente divisidn:

ALCOHOLICOS ... Wright :
~ Leishman
May-Grinwald
ACHOS0S covnssas Giemsa
Field
5 S o P &N
Pancromo
MERROS o ohn e Panoptico
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METODO DE WRIGHT (Wright, 1902)

] . 7 e i
: Proparacidn de la solucidn madre

5 Colorante en polvo ST B 5
4 Glicerina Q. p. 2 ml.
Alcohol metilico (sin acetona) 97°  ml.

Mezclar bien el polvo con la glicerina, afiadir el alco-
. hol metilico Y agitar perfectamente. E1l producto se guarda en
P frasco ambar durante 2 a 3 semanas para que madure. Despuds -
se filtra y se conserva bien tapado.
‘ Téenica para la tincidn.
1. Cubrir el frotis o extensidn de sangre con el coloran-
i te por 1.1/2 a 2 minutos.

2. Afadir sobre la preparacidn (sin quitar el colorante)
una cantidad igual de agua con pH 6.8 - 7.0, y dejar
que actie durante 3 a3 10 mwinutos.

3. Lavar con agua de la llave, preferiblemente a un cho-
Lo suave, y dejar secar -la preparacidn.

Si se trata de una gota gruesa, como el colorante es a -
la vez fijador, hay que ¢ zhemogiobinizarla antes de comenzar
la tincidn, lo cual se consigue por inmersidn en agua desti-
lada.

Notas: Conviene hacer la coloracidn en el interior de una
cgja de Petri, sobre todo en lugares de clima tropical o muy
seco, porque el liguido de Wright se hidrata con facilidad o
pierde alcchol rdpidamente por evaporacidn. Los tiempos Spti-
mos para la tincidn se ‘obtienen ensayando cada solucidn colo-
rante despuds de prepararlia, ples no son iguales en todes. ok
Las tinciones so~-n menos consistentes gue con otros meétodos,
pero es mas rapido.

METODO DE LEISHMAN (Leishman, 1901.)

Preparacicn ds la solucidn madre:
letas da "Leishman® ' 0.15 %,
Alcohol metilico absoluto q. p. . 100 ml.
3 Se deja madurar por lo mencs 24 horas (0 mejor de 2 a 3
- semanas) y despuds se filtra.
Cuando. no se dispone del polvo o las tabletas del colo-
' rante, &ste se puede preparar de la siguiente manera:
Solucidn I:




.g.~- 3. MANERA DE HACER ' UN FROTIS DE PELICULA FINA.
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Azul de metileno medicinal, puro i,
Carbonato de sodio Q.58
Agua destilada 100 ml.

El azul de metileno se disuelve en agua y se afiade des--
pués el carbonato, poniendo la solucidn durante 12 horas a 65°
C. o bien, se mantiene a temperatura ambiente y en la oscuri-
dad durante algunos dias.

Solucion II:

Eosina i
Agua desti-
lada 100 ml.

Ya preparadas las dos soluciones como se indica, se mez-
clan, dejandolas reposar durante 12 horas y se filtra esta -
mezcla para recoger el precipitado que, una vez seco, consti-
tuye un excelente colorante de Leishman, listo para ser utili:
zado como el polvo o las tabletas que se expenden en el comer
cio para preparar la solucidn madre.

Tednica para la tincidn.

1. Cubrir el "frotis" (o la gota gruesa previamente deshe
moglobinizada) con 15 a 20 gotas de la solucidn madre,
dejandola actuar durante UNO Y MEDIO minutos.

2. Agregar suficiente agua sobre 1la preparacidn para di-
luir el colorante, agitando ligeramente para ayudar a
que se efectue la mezcla, y dejarla asi de 5 a 10 mi-
nutos.

3. Lavar con el chorro de agua de una pimeta, sin quitar
previamente el colorante, y dejar secar la preparacidn.

NOTAS: Se logran excelentes tinciones, pero se decoloran
con mayor rapidez que las elaboradas con Giemsa.

METODO DE LEISHMAN CON LA TECNICA DE SHUTE

Preparacipn de la solucidn madre:

: Igual gque en el anterior.

Técnica para la tincidn: : .

1. Poner 4 gotas del colorante sobre el "frotis" y mover-
le durante 10 segundos con un balanceo suave.

2. Afadir 12 gotas de agua destilada con Rojo Fenol, cuyo"
pPH se ajusta a 7.2 mediante una solucidn saturada de -
carbonato de litio, y mezclar bien con el colorante, -
dejando actuar 1O minutos si se intenta tefiir Plasmo--
dium vivax, 6 30.-:45 minutos en el caso de P. malariae..
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3. Lavar con el chorro de agua de una pizeta, sin tirar
previamente el colorante, durante 15 segundos por 1lo
menos, y dejar gue se seque la preparacidn.

NOTAS:Esta tdcnica se cmplea especialmente cuando se

quiere obtener una buena coloracidn de las granulaciones de
schiiffner o de Ziemann y de las manchas de Maurer que tanta
importancia tienen en el estudic diferencial de los Plasmo-

gipm del hombre.

METODO DE MAY - GRUNWALD (19202)
preparacidn de la solucidn madre:
polvo del colorante de May-Grunwald 0.30 g.
Alcohol metilico puro y neutro 100 ml.

————

Téenica para la tincidn.

. para la coloracidn de protozoos pardsitos no se utiliza
normalmente solo este producto, sino asociado a otro (Ver:
pandptico), ya que no tifie los nicleos de los pardsitos, aun
que colorea muy bien en azul los elementos basdfilos y en rg

jo los aciddfilos de la sangre.
Es un eosinato de azul de metileno no transformado en --

azZur .

0 L0 % AN T HoS A QU080 8
METODO DE GIEMSA

Preparacidén de la aolucidn madre:

Se puede obtener csta solucidn ya hecha en el comercio;-
” . . 5 Id - .
Zcilmente con la siguiente formula e indica

Rrc se prepara T
iones:

Azur 1II eosina 3.0 .
Deur ~LL 0.8 g.
Glicerina Q. P. (200 ml) 250 g.

Alcohol metilico absoluto (312 ml) 250. g.
iT eosina ¥ =

En un matraz Erlenmeyer, disolver el Azur
¢. agitande ==

el azur II en la glicerina caliente a 60°
bien durante 15 minutos. ;

- Agregar el alcohol metilico y agitar otros 10O minutos, de
jando la solucidén después en reposo durante 24 horas en
el matraz periectamente tapacdo, poniendo papel de estano
o encerado en la boca del recipiente.

riltrar a través de papel de grado medio,
residuo que gqueda en el filtro y conservar &

(SOL. MADRE} en frasco bien tapado.
NOTAS: - Conviene calentar previamente la glicerina hasta

descartando el
1 filtrado -



L60° C. antes de agregarle las substancias colorantes, dejan-
do reposar la solucidn durante dos horas después de que se -
‘hayan disuelto antes de adicionar el alcohol metilico.

Esta solucidn es bastante estable, pero debe conservarse
en lugar no caliente y, preferiblemente, en frasco ambar de
L cierre hermético.

|
|
|
3

Preparacidn del colorante diluido:

Conviene utilizar una solucidn reguladora (buffer) para
' que el colorante con el gue se vaya a hacer la tincidn tenga
Pun pH de 7.2. '

Excelentes resultados se lcgran con cualguiera de estas
" dos diluciocones:

Sqluaién madre .. 2 gotas o

[

gotas {tefiir durante 45 -

Aguasbaffer-pH. 752, "1 miS2-ml,

_ A veces, para destacar particularmente ciertas estructu-
as de los parasitos, conviene diluir el colorante en agua -
buffer de distintos pH. Para facilitar la preparacidn de es-
tas aguas reguladoras es 1util disponer de soluciones de los
dos fosfatos que se indican a continuacidn en las proporecio-
fles anotadas. en las fdrmulas correspondientes, pues, a partir
e ellac, se prepara el agua con el pH necesario seqin el cua
dro adjunto:

-
o
P

Solucicones buffer (reguladcras):
s pefato disddico anhidro . .v.vsan es e ek
Agaa destiladdalasisnnsstaveniss 20000 ml
O acido de potasio .i.&: 907 g

vafa ca
ekilada s ipifodvn i 45552000 N

Fo t
Agua de

> un litro de agua buffer con el pH que se -
3i antidades de las soluciones "1" y "2" y de adua
tilada se dan en ml.

pHE o s 4 Y22 akssaatie destilada
6.6 37 63 SO0
6.8 49 51 - 800
7.0 €3 ARt 900
. 2 73 27 200
F 7.4 81 19 -S00
‘Téenica para la tincidn:
0 1.- Fijar las extensiones (frotis) de sangre con-alcohol

metilico absoluto durante un minuto. 3i se trata de



"gotas gruesas" no es preciso deshemoglobinizar.

2.~ Cubrir la totalidad de la preparacidén con la sufi--
ciente cantidad del colorante diluido para que éste
forme un menisco sobre ella, A8 dejarle actuar duran
te 45 a 60 minutos, segun la dilucidn empleada © la.
intensidad que se le quiera dar a la tincidn.

3.- Tirar el colorante y lavar durante dos minutos la -
preparacidn en agua corriente, al chorro de la lla-
ve.

4.- Dejar secar la preparacidn, sin ponerla al’calor [}

: al sol, y observarla con objetivo de inmersidn de a
celte° No es necesario cubrir previamente la exten-
sidn o la gota de sangre coloreadas para su estudio.

NOTAS:~ como es muy frecuente que en el mismo portaobje
tos se tomen a la vez el frotis y la gota gruesa, conviene te
ner en cuenta lo siguiente al proceder a su coloracidn:
Cuando sdélo se va a colorear la gota gruesa, debe. fljar
8¢ previamente el "frotis" con alcohol metilico abscluto para
evitar que pueda hemolizarse si se corre sobre él el colorante.
Tamblen puede dejarse el frotis sin fijar si se toma la
&ecauc1on de separarle de la gota gruesa mediante una llnea =
frazada con parafina o ldpiz graso, lo cual permite cierta se-
juridad para el frotis no fijado, siempre que se mantenga bien
drizontal la ldmina al tefiirla ¥y que, al lavarla después, no
e moje el frotis.
Otro procedimiento para colorear uUnicamente las gotas sin
2ligro de estropear la extensidn de sangre que se ha hecho en
. mismo portaobjetos consiste en introducir las laminas ‘verti
almente en vasos de Coplin en los que se ha puesto previamen-
- la soluc1on de Giemsa hasta una altura ‘adecuada para que no
bra mas que las gotas por tefiir.
El colorante preparado para una tincidn (diluido) no de-
‘guardarse mds de 12 horas, puesto que suele precipitarse si
conserva un tiempo mayor. Por ello es preferible preparar =
) la cantidad que se vaya a utilizar cada vez, ealculando -
imadamente que para cada lamina son precisos 1.5 ml.
Tampoco se empleara nunca para una segunda tincidn el co
ante ya utilizado sobre el portaobjetos.
~ La solucidn madre de Giemsa se puede preparar también a
tir del polvo del colorante ya mezclado que se obtiene en -
tomercio. La Formula para su preparacidon es la siguiente:
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Alcohol metilico absoluto (sin acetona) . .. 66 ml

Se mezcla el polvo con la glicerina, disolviéndole len-
tamente en bafio maria a 55° - 60° C. Se deja enfriar y se le
afiade el alcohol metilico, dejando madurar la solucidén des-
pués de 2 a 3 semanas, al cabo de las cuales se filtra y se
guarda, bien tapada, como "solucidn madre".

Cuando se tifilen tripanosomas, es frecuente gque los pro-
tozoarios se deformen o se destruyan sus estructuras inter-
nas al colorearlos con Giemsa por el método usual. Para evi-
tar esto se puede recurrir al siguiente procedimiento que da
muy buenos resultados: :

"Frotis".- Sobre un portaobjetos y cerca de uno de sus
extremos se pone una pequefia gota de Azul Cresil Brillante -
(solucidn 1% en alcohol absoluto). Con el extremo de otro por
ta se toma una gota de la sangre infectada; se mezclan rdpida

. Nente sobre,el primero y se extiende el frotis. Se fija con
alcohol metilico absoluto (un minuto) y se tifie con Giemsa en
la forma habitual.

"Gota gruesa".- Para colorear este tipo de preparaciones
 de sangre es preferible usar la siguiente solucidn:
' Azul de Cresil Brillante 1 g,
Formalina de 40% 1 ml
Oxalato de potasio en Sol. salina 100 ml
Acido acético 0.2 ml

Se coloca una gota de la solucidn y al lado de una de -
sangre; se mezclan y se extienden sobre una superficie de unos
2 cm. de didmetro; se deja secar y se tifie con Giemsa en la - .
forma normal.

METODO DE GIEMSA RAPIDO R. A. L.
Esta técnica es recomendable por su sencilléz aunque no
‘da resultados tan buenos como otras en las que el tiempo de -
coloracidn es mas largo. Se usa el colorante puro; Giemsa R.
marca R. A. L., y se usa para la tincidn de "frotis" de san-
gre o para colorear parasitos tisulares en cortes histoldgi-
cos.

Técnica para la tincidn de "frotis":

1.~ Sobre el frotis seco, que se coloca en el fondo de -
a caja de Petri, verter 1O gotas del colorante puro y dejar
le actue durante 30 segundos.
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2.- Poner sobre la preparacién'tantos'ml de agua de pH -
neutro como gotas del colorante se vertieron antes en
ella, mezclandolas con &1 y dejando que se tifia la -
preparacifn durante 30 minutos. -

3.~ Lavar con agua destilada y dejar secar la lamina que
queda lista para su observacion.

Técnica para la tincidn de cortes histoldgicos:

l.~ Tratar los cortes con agua neutra, dos veces sucesi-
vas, 5 'minutos cada una.

2.~ Colorearlos como si fueran frotis Xy 2:dgcila tecnl
ca anterior).

3.~ Sumergirlos en agua neutra durante 5 minutos.

4,- Diferenciar v deshldratar rapldamente, con dos pasos
por acetona neutra.

5.- Pasarlos a Xilol y, después, montarlos en balsamo de
Canada.

DE MCNAMARA, 1933 ) PARA mn CON GIEMSA PA
| "RASITOS EN CORTES HISTOLOGICOS (1947) '
» Tiene ia ventaja de tefiir células y protozoos parasztos -

en cortes de tejidos, con efectos de color que se asemejan o

los que exhiben las preparaciones de sangre coloreadas ‘con -~
- GEIMSA.

Preparacidn del colorante: -

Colorante de Giemsa (Sol. madre), 10 ml1
Acetona 10 ml
Alcohol metilico absoluto 10 ml
Agua buffer pH 7.2 - 7.4 (destilada) 100 ml

Técnica para la tlnclon-_ :

l.- Fijar en ligquido de Zenker formol salino u otro fija--
dor aproplado.

- Inclufr en parafina y cortar.

- Quitar la parafina con Xilol.

Eliminar el Xilol con alcohol.

- Sumergir en agua corriente, de la llave. _

.- Tratar-los cortes con 5 ml de Lugol en 30 ml. de agua
destilada (#)

7.~ Transferir a alcohol de 95%. :

8.~ Llevarlos a agua corriente, de la llave.

9.~ Tratarlos con solucidn acuosa de hiposulfito de sodio

al 0.5% durante 10 minutos.
1l0.- Lavar en aqua corriente durante 5 minmtos.

oy U1 B W N
!



l__ _ - 210

11.- Tefiir durante una hora o mas con el colorante arriba
mencionado.
! 12.- Lavar rdpidamente con agua corriente.

13.- Diferenciar con una solucidn de 15 g de Colofonia en
100 ml de acetona, durante 15 segundos o més‘utilizqg
do el objetivo débil del microscopio. Renovar la solu
cidn cuando se forme una "pelicula".

14. Lavar en una mezcla de 70 ml de acetona y 30 ml de Xi-

lol eon: varios .cambiss. :

15.- Aplicar Xilol sobre los cortes sin lavar la’ lamina, y
despué€s poner varias veces mis Xilol hasta que se a--
clare la preparacidn.

16.- Montar en Euparal vVerde. :

NOTAS.- Para el estudio de formas exo-eritrocfticas de Plas.

médidos los autores del método emplean como el mejor fijador -
el carnoy (fdrmula con Cloroformo) .

; En el caso de tejidos fijados en liquidos no mercuriales, -

- deben omitirse los pasos 6 a 10.

La téenica original de McNamara (1933) se halla publicada -
en:

J. Lab. Clin. Med., AVIIF, 752

METODO DE FIELD. (1941
Es una de las técnicas de coloracidn que requieren menor -
cantidad de tiempo para obtener una pPreparacidn coloreada co--
frectamente. De gran utilidad para el didgnostico, se emplea -
fundamentalmente para investigar hematozoarios en .gota gruesa.
Preparacidn del colorante
Solucion 1.-
Azul de metileno

°
=

0.8 g
Azur B L. 5ia
Fosfato ‘difddico (anhidro) - 5.6
Fosfato potdsico dcido (anhidro) 6.25 g.
Agua destilada 500 s imls

Solugidn 2.-

Eosina 1.0 385
Fosfato disddico (anhidro) 5.00 0%
Fosfato acido de potasio (anhidro) 6.265 9,
Agua destilada’™ .. S00KT St

Primero se disuelvefi las sales (en las dos soluciones) y -
ués se afiaden los colorantes, cuidando de triturar bien el
B. en un mortero com un poco de la solucidn de fosfatos.
Deben dejarse en reposo ambas soluciones durante 24 horas T
espucs,  se filtran. Si volviese a aparecer alaqun orecinitada -

.-_\ sp
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en ellas, hay gue pasarlas de nuevo por papel de filtro.

Las golucionzs se puedsn guardar durante varias' semanas e,
ihcluso, se puede tefiir varias veces con las que se conservan
en vasos de Coplin tapadog.

cuando la solucidn de Eogina se pone vérdosd,; debe reemplg
zarse por ctra nueva.

mécnica para la tinciodn:

Bste colorante se emplea de preferencia para tefiir gotas -
gruesas que se hacen en tal forma que, a su través, puedan dlS
3 tlngulrsu las manecilias de un reloj de pulsera.

! La gota gruesa de sangre KO SB FIJA pero antes de 1n1c1ar
" la tincidn deke estar bien seca. Se colorean mejor las gotas =
recién tomadas.
l1.- Sumergir la oreparaclon en la sol, 1 1 ssgundo.
2.- Lavar enseguida en agua corriente (de la llave) hasta
-~ que deje de soluar co;orante, ERAT
3.- Sumergir la preparacidn en Sol. 2 1 segundo.
4.- Lavar en agua limpia. :
5.- Dejar secar la ldmina en posicidn vertical.

COLORANTE J. S. B,

(Jaswant, Singh v L. M. Bhattacharji, 1944)

Utilizando este colorante se consigue tefiir frotis o gotas
| gruesas con mejores resultados que con la técnica anterior y
en un tiempo ta mbidn bastanta corto. Las preparaclones pueden
conservarse durante mucho mas tiempo sin alterarse. :
preparacidn del colcrante:
solucion I.-

Azul de metileno medicinal i R
Eicfomato de Potasio : 0. 5%
Acido sulfurico al 1% 3 ml.
Agua destilada 500 ml.

Disolver totalmenta el Azul en el agua, agregar el dcido
Isulfurlco y mezclar bien; después afiadir el bicromato. Se --
forma un prGClDltadO espeso y amorfo de Cromato de Azul de -

' Metileno gue tiene color purpura. 3

< ponerle n autoclave de 100° a 109° C. (sin llegar nunca
'a 110° C.) durante 3 horas. Al cabo de este tiempo el liguido
‘debe ser amiL; pero si estd _verdoso, hay gue volverle a calen
tar en autocmave una hora mas. Conviene cuidar que no se torne



|Violeta por exceso de oxidacion.

! Dejar que se enfrie; despues afiadirle 10 ml de Potasa o -.
ISosa al 1% gota a gota, muy lentamente, sacudiendo el liquido
len forma continua. :

Verter la mitad del colorante en otro matraz de la misma ca
pacidad gque el primero y agitarle durante 15 minutos, mezclan
do de nuevo después, las dos mitades. El precipitado debe di-
solverse gradualmente y la solucidn ha de adguirir un color -a-
zul profundo con reflejo violeta.

.  Dejar que madure 48 horas a la temperatura del laboratorio.
y despuds filtrarla a través de papel. Esta solucidn mejora = .
cuando va envejeciendo. ' :

solucidn ~II.~-

Eosina L g

Agua destilada 500 ml.
. Dejar que madure algun tiempo, porgque cuando llega a adqul _
rir un color rojo obscuro tifie mejor que la solucidn: acuosa —éa
éxeparada recientemente.

Solucidn III.- (Agua acidulada: pH 6.2 - 6.6)

Acido acético (o Ac. citrico al 5%) 5 gotas -
: Agua destilada 100 ml..
. Bsta solucidn diferenciadora se puede hacer. también a51--
Fosfato monosodico 0.05 g
Agua destilada 100 . ml

. Técnica para la tincidn:

' "FROTIS" O EXTENSIONES.
1.~ Fijacidn con alcohol metilico 1 ~ 2 minutos.
2. - Después de secos al aire, colorearlos por

. inmersidn en el azul 30
3.- Lavar brevemente con.el agua aczdulada :
: (solucidn III)

4,- Colorear con la solucidn de Eosina

1 (solucidn II) - _ ; SR
‘5.~ Diferenciar en agua acidulada(solucion III) .

E 4"__ 5 i "
6.~ Volver a tefiir con el azul (solucidn I) 30 A

7.- Diferenciar con el agua acidulada hasta

' obtener un fondo color rosa. (solucidn.

FLEE o 4v-"5 M
8.- Dejar que se seque la preparacidén y esta-

ra lista para su examen..



_24.'.

NOTA: Para facilitar el paso de una a otra de las diferen
tes soluciones es canveniente colocar en un frasco de Coplln
cada una de ellas en cantidad suficiente para due pueda que--
dar cubierto el frotis entero.

GOTAS GRUESAS

l.- 8in fijar previamente, se tifien las gotas sumerglendo
las.en el aghl- (Soluciom BV iou & S70% o . oy b S0
2.- Diferenciar en agua ac1dulada (solucidh III) ..+~ 2%
3.~ Colorear con la Eosina (solu010n LRSS sohi N 3 ¥
4.- Volver a diferenciar con- agua ac1dulada(Sol 133y 5%
5.— Retefiir por inmefsidn en azul’ (solucidn £ 3 P g Iov
6.~ Diferenciar de nuevo con la solucidn IIi ‘du- ;
RTS8 TP AP L A L PR R R S T R A T R S
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i 7.- Después de haber obtenido un fondo color rosa

r con la solucidn diferenciadora (a veéces se logra:
antes de 2") dejar secar la preparacidn para po- -
derla examinar.

NOTA: Como en el caso de la coloracidn de los frotls de
sangre, se facilita mucho el trabajo si se pdnen las. dlferen
tes soluciones en vasos de Coplin, con la cantidad suf1c1en—
te de cada una para gue cubra exclusivamente la gota por te-
fir.

PANCROMO .

Este colorante tiene la facultad de tenlr a la vez, meta
cromaticamente, las estructuras basdfilas y las aciddfilas -
de los protozoarios y de las células hematlcas°

La soluc1on madre (Parecromo R.A.L.) se obtlene en el co—
mercio y esta :comppuesta de una mezcla, tlpo Glemsa, de Azul
' de Metileno, Azir de'lMetilenn 'y Fosina, mas Azul de Toluldlna
y Violeta de Metileno,todo ello disuelto en aleohol metilico,
- acetona:yglicerina.

Técnica para la tincidn:

) Se. practlca exactamente como si se utlllzara Glemsa, dllu‘

yendo: convenientemente la solucion madre:

Para tefiir frotis también puede emplearse sdlo el Pancro—"

‘mo comofi.jador y colorante a la vez, del modo 51gu1ente,J _

1.~ Ccolocar el frotis en el fondo de una caja de Petri'y:
cubrirle con 15 gotas de Pancromo (sol. madre), ce--
rrando la caja y dejdndole asi 3 minutos.

2.~ 8in tirar el colorante; agregar sobre el frotis 10

ml. de agua destilada nautra, mezclar bien y dejar -

que actuie de 15 a 20 minutos como minimo.




3.- Lavar con agua de una pizeta y diferenciar con solu-
cidn de acido bdrico al 1% hasta conseguir el contras
te deseado. Esta solucidn actua lentamente. :

4.~ Secar la preparacién por escurrimiento, poniéndola --
verticalmente en un soporte apropiado.

NOTAS: El Azul de Toluidina produce una coloracidn intensa

de los elementos aciddfilos v el Violeta de Metileno tifie meta
cromidticamente los cromotropos basdfilos.

€. 0L 0 R_A.N T-E 48 M1TIX T O S

METODO PANOPTICO DR ADPEWBEIM (1908) W
En €1 se emplean sucesivamente los colorantes May-Crunwald
y de Giemsa. El primero tifie principalmente los elementos acit
- dofilos y las granulaciones neutrdfilas de los leucocitos; el
segundo los nicleos y las partes azurdfilas,

Preparacion de las soluciones colorantes:

(Ver paginas 19 y 20)

Técnica para la tincidn:

TEROTIS™ e

1.- Colocar la preparacidén en el fondo de una caja de Pe-
£ri y cabfifla totalmente con 10 - 15 gotas del colo-
rante de May-Grinwald (fijacidn}, dejéndole actuar du
rante 3 minutos en la caja tapada.

2.~ Agregar_sobr el frotis 10 - 15 gotas de agua destila
da (las mismas gue se pusieron del colorante), mez--
clarlas con el May—Grunwald moviendo o 1nc11nando la
l3amina en varios sentidos, y dejar que actie durante
un minuto.

3.~ Tirar el colorante diluido y, sin lavar, cubrir la ==
preparacidén con una solucidn de Giemsa en la propor-
cidn de 3 gotas por cada 2 ml de agua destilada, de-
jando actuar el nuevo colorante de 5 minutos a una -

: hora, segin sea de antiguo- el frotis. Para un frotis
recidn hecho basta con. 10 & 15 minutos.

4.- Lavar rapidamente con el chorro de agua destilada de
una pizeta, sin inclinar la preparacidn para que la
pelicula irisada que se formd no se adhiera al fro-
tis vy puedan ser arrastrados todos los precipitados.

5.- Dejar secar la preparacidn en posicidén inclinada, no
al calor.




GOTA GRUESA

La técnica de tincidn es igual; pero es necesario hemoli
zar la gota antes de iniciar el proceso de coloracidn.

NOTAS: Si la tincidn es demasiado azul o muy intensa, se
puede diferenciar mediante un lavado prolongado de agua desti-
lada o, mejor ain, empleando para tal fin una solucidn de dci--
do bdrico al 1% (o de fosfato monosodico en la misma propor--
cidn) dejandola secar después de haber conseguido el contraste
deseado.

Durante el proceso de fijacidn y coloracidn es de suma
importancia que la preparacién no se seque. Sin embargo, cuando
esto ocurra, se puede remediar el accidente lavando al frotis
o la gota con alcohol metilico hasta gue se disuelva el preci-
pitado adherente y, enseguida, se vuelve a cubrir con el colo=
rante May-Grinwald como en el primer tiempo de fijacidn, para
continuar la t&cnica en la forma antes anotada.

Las preparaciones tefiidas con el pandptico de Pappenheim
se conservan perfectamente sin montarlas..El balsamo del Cana-
da, Permount, Clarite, etc., no son aconsejables para cubrir=~ |
lag, ,porque esta coloracipn se altera frecuentemente con los. = |
medios dcidos o con los que son reductores. E

Se puede constituir en esta técnica el May Grunwald por-
el colorante de Leishman como fijador. Para ello, se ponen So=_ |
bre el frotis 20 gotas de dste y se dajan actuar durante 1 minuto
pasado el cual, se tira el colorante sin lavar y se vuelve a -
cubrir con el Giemsa diluido, continuando la tincidn como en
la técnica indicada anteriormente.

NOTA: Puede obtenerss las soluciones indicadas en comer-=
cios especializados, lo cual evita la molestia de prepararlas.

Q \%
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lLas fijaciones se hacen algunas veces en formol al 6%,
| que es 21 método mds comin, y.en el cual el material. permane-=
ce durante mucho mas tiempo. También es empleada la fijacidn
on una solucidn de adcido acdtico - dcido crémico al 1% la cual
es reccmendada por Johansen. Esta fijacidn se lleva a cabo en
agua de mar, siendo suficientes 10O minutos, ya que en un tiempo-
mayor se destruye el material, sobre todo cuando es muy delica
. do como sucede en la mayor parte de los representantes de la -
familia Rhodomelaceas. Una vez hecha la fijacidn, se lava el -
material con agua de mar hasta la eliminacidn total del fija--
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dor. Después del lavado se va substituyendo el agua de mar --
por agua destilada y alcohol en forma dual, siguiendo la ta-
“bla expuesta a continuacidn:

Tabla I
Agﬁa-de mar 90 80— BbT50 435720
Agua destilada 50 520 3035140
Alcohol etfilico de 96% 5.:10: k8 20 30:.40

Se deja que el material permanezca una hora como minimo
en cada solucidn y una vez hechos todos estos cambios se lle-
va a alcohol etilico de 50% en donde puede guardarse por lar-
go tiempo.

FIJADOR PARA CORALINACEAS.

Se usa para las coralineas a las cuales fija el conteni
do celular y descalcifica, permitiendo con ello una inclusion
. satisfactoria: =ste fijador es una mezcla de los siguientes =
 reactivos: 3

Formol I P Y o

Acido Aoctico , v . o o o o s 8 cec.

Cloruro de sodio i et o i
A1EON0L SELIEIC0 1 2 n. a-n .5 o i~ 4. D0

Agua destilada : & 5 & & s -¥- 3200;TC:

DESCALCIFICADOR DE CLOROFICEAS.
‘partes iguales de formol al 1l0% y acido acdtico al 5.

, En ambos casos se deja inmerso el material en el fija-
‘dor durante varios dias con el objeto de eliminar la mayor -
cantidad posible de sales de calcio, posteriormente se lava
el material con agua corriente para eliminar el fijador y se
lleva de una manera gradual a alcohol etilico de 50%

ENC AW -5 1 O-Nz

In toto.- 3e¢ hacen necesarias en casos donde el material
es pequefio y ademds sensible a la hidratacidn y dehidratacidn.
Este fendmeno se debe a que los carbohidratos presentes en ==
las capsulas de secrecidn forman coloides hidrdfilos que se -
hinchan con'el exceso de agua y se contraen cuando la pierden,
jeformandose el material con estos cambios. Sz toman porcio-
es pequefias de material, los cuales después de fijar y lavar
8n agua corriente, se llevan a la tincidn.
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De cortes.- S& deshidrata el material fijado de manera
gradual. Para las primeras se emplea alcbhol etilice ds 5, -
10, 20, 30, 40 y 50%, procediéndose a2 la siguiente deshidra-

| tacidén con alcohol butilico terciario, el cual se prepara de
| la siguiente manera:

E Tabla II
Porcentaje de alcohol aproximédo 50 70 85 95 100
_Agua destilada 50 30 rlSV
‘Alcohol etflico de 96° 40 50 50 45
‘Alcohol butflico terciario 10 20 35 55 75
Alcohol etilico absoluto ‘ e he T

El material se tiene en cada solucidn alcohdlica un --
tiempo minimo de 2 horas.
. Una vez puesto el material en la mezcla de alcohol bu-
tilico terciario absoluto, se continda la deshidratacidn en -
este mismo, suprimiéndose de esta manera =l alcohol etflico.
S¢ hacen tres cambios de alcohol butilico terciario absoluto
con tiempo minimo de 2 horas cada uno. Al dltimo alcohol bu-
tilico terciario se le agrega posteriormente una cantidad --
igual de vaselina QP. lograndose la transparentacidn del ma-
terial. Obtenida la deshidratacidn total se incluye en para-

La primera inclusidn, que es el paso de alcohol butili
vaselina a parafina se hace de la siguiente manera: se --
va la parafina hasta su punto de fusidn; una vez fundida
e lleva al punto de solidificacidn y sobre ella se coloca -
l material listo para la inclusidn junto con unas gotas de
a8 solucidon alcohol butilico-vaselina. Se pone en la estufa
ara que se funda nuevamente y en ese estado el material se
ipregnara lentamente de parafina.

Los tiempos aproximados que permanecen los trozos en
da parafina son los siguientes:

cambio de alcohol butilico-vaselina a parafina 1 con

§ F. 53-55, dos horas.

. Cambio de parafina No. 2 con P, F. 53-55, 12 horas.
Cambic a parafina No. 3 con P, F, 56-58, 2 horas.
Inclusidn definitiva en parafina con P. F. 56-58.



Se hacen bloquesitos de 1.5 cm. por lado aproximadamente
guedando: listo el material :para cortarse y tefiirse.

30. La tincidn.

Es variada, usandose varios colorantes. Se hacen cortes
de 10 hasta 100 micras, los cuales se montan en portaobjetos
en los que previamente se 'ha puesto albumina de Mayer y se =--
desparafina con Xilol, procediéndose de inmediato a la dashidra
tacidn en los alcoholes siguientes: Alcohol etflico de 100, -
96, 85, 75, 50 y 30%, 5 a 10 minutos cada uno; enseguida se -
pasa a agua destilada.

El paso de la hidratacidn hasta ‘agua no es necesario en
todos los casos. Por ejemplo para el café de Bismarck sdlo se
llega hasta alcohol de 70%, ya que el colorante se encuentra
disuelto en alcohol de esta concentracidn; en la hematoxilina
de Harris y de Delafield la coloracidn sz hace después de al-
cohol de 50%.

Azul de algoddn.- Esta coloracion se hace directamente
sin necesidad de incluir. Después de fijado y lavado, el ma-
terial se corta por congelacidn e incluso se hacen cortes fi-
nos a mano. Los cortes se ponen en el colorante de 3 a 10 mi-
nutos y de ahi se pasan a portaobjetos, montdndose en lacto-
fenol; las preparaciones se tifien de azul, quedando asi lis~-
tas para observarse. Esta tincidn es muy Util para ver estruc
turas de Rodoficeas y Feoficeas y sirve muy bien para prepara
ciones "in toto".

Café de Bismarck.- Esta tincidn se usa en Feoficeas, RO
doficeas y Cloroficeas, en cortes e inclusiones. La hidrata-
cidn se lleva hasta alcchol de 70%, pasandose de inmediato al
colorante; dentro del chal se mantiehen durante 20 minutos; -
después de este tiempo, las preparaciones se lavan con alcohol
de 96% y se contrastan con verde dcido (os ‘solucidn de aceite

de clavo-celosolve metilico) durante 10 segundos aproximadamen
te.

Hemaroxilina de Heidenhein.- Se usa en Cloroficeas, Cia-
noficeas y Rodoficeas. Los cortes obtenidos a traves de la in-
¢lusion, se hidratan gradualmente hasta agua., pasandose a una
solucidon de alumbre férrico al 2% como mordente, en el cual -
. se mantienen durante 2 horas; en seguida, el material se lava
rapidamente, primero con agua corriente y a continuacion con
agua destilada, de tal manera que se elimine el exceso de a-
lumbre férrico, pasdndose de inmediato a la hematoxilina, don
de permanecen aproximadamente 12 horas; después de este tiem-




po se elimina el exceso de colorante con agua destilada. El ma
terial tefiido por medio de esta técnica se colorea excesivamen
te, por lo que es necesario diferenciar con alumbre férrico de
la misma concentracidn del usado como mordente” (se puede usar
el mismo alumbre en el que se ponen los cortes),; controlando -
este paso por medio del microscopio. Una vez obtenida la colo-
racidn deseada se lava inmediatamente con agua corriente, duran
te una hora o mas hasta la eliminacidn total del alumbre, pro-
cediéndose después a la deshidratacidn gradual hasta alcohol
de 96%, paso en el que se usan los colorantes de contraste, ta
les como anaranjado G, azul de anilina, eritrosina o verde aci.
do. Se deshidrata con alcohol absoluto, se aclara con Xilol y
se monta en balsamo de Canada.

Hematoxilina de Harris.- -

El material inclufdb*se corta, desparafina e hidrata has
ta alcohol de 50%, pasandosé a la hematoxilina, donde los cor-
tes permanecen durante 20 minutos. El exceso de colorante se -
quita con agua destilada (los casos en gue hay sobrecoloracidn
el material se diferencia con agua acidulada), el material te-
fiido de rojo se pasa a agua de la llave con el fin de obtener
una coloracidn azulvioleta; una vez obtenida ésta, se lava con
agua .destilada (en ocasiones para aclarar las estructuras celu
lares, se pone una pequefia cantidad de carbonato de litio en -
el agua) y se deshidrata hasta el alcohol necesario para usar
el colorante de contraste. Por ejemplo, en el caso de la eosi-
na, se lleva la deshidratacidn hasta alcohol de 70%, se tifie -
con el colorante durante 1O minutos, se lava con alcohol de -=-
96%, alcohol absoluto, xilol y se monta en balsamo de Canada.
Para los colorantes de contraste disueltos en alcohol de $6%,
se 1lleva la deshidratacidn hasta alcohol de esta concentracion,
se tifie durante 15 o 20 segundos aproximadamente; se deshidra-
ta con alcohol absoluto, se aclara con xilol y se monta en bal
| s%mo. Los colorantes de contraste, disueltos en celosolve me+
. tilico-aceite de clavo, se usan de la siguiente manera: la des
| -hidratacidn se lleva hasta alcohol absocluto y se tifie en el -
colorante de contraste, el exceso de éste se elimina primero -
con aceite de clavo (50%) alcohol absoluto (25%), =milol (25%),
que ademas sirva como aclarante, finalmente se pone xilol que
dando listas las preparaciones para montarse en balsamo.

En otras ocasiones las preparaciones una vez tefiidas en
la hematoxilina, no se llevan hasta la deshidratacidn. En es-
te caso, guitando el exceso de colorante y obtenido el vire de
color rojo a azul violeta, se contrasta con verde- dcido en so

———————




lucidén acuosa durante 15 segundos aproximadamente, el exceso
de colorante se elimina con agua destilada y se monta en miel
Karo. Las preparaciones montadas en miel Karo y contrastadas
con eosina son hechas de la siguiente manera: obtenido el vi-
re de color de la hematoxilina, se deshidrata hasta alcohol
de 70%, se pone el colorante y se lava con alcohol de 50%, —-=-
. 30%, vy agua, montandose enseguida.

- Las preparaciones "in toto" se hacen con el siguiente -
procedimiento: el material fijado se lava primero en agua co-
rriente y enseguida en agua destilada; se tifie con hematoxili
' na (durante 15 minutos) lavandose con agua de la llave para -

eliminar el exceso de colorante, obteniéndose al mismo tiempo
el vire de rojo a azul violeta; se lava con agua destilada, -
| se contrasta con verde dcido )solucidn acuosa), se hace un --
nuevo lavado con agua destilada y se monta con mlel Karo. Se’
contrasta también con eosina, siguiendo para este caso los pa
. 508 mencionados en preparaciones fijas obtenidos por la inclu
sidn y montadas en Karo. Otro tipo de contraste se hace con
L eritrosina (al 1% en alcohol de 96%): para ello el material -
se deshidrata hasta alcohol de 96%, se tifie durante 15 segun-
L dos, el exceso de colorante se quita con alcchol de 70%, 50%.
- 30% y agua montandosm en miel Karo. Este mismo tlpO de con-
traste se usa para preparaciones montadas en bdlsamo, sola-
‘mente que el material, una vez contrastado se lava con alco-
‘hol absoluto y xilol. Los mismos pasos son usados para con--
‘trastar con verde acido en alcohol de 96%.
. Hematoxilina-lugol de Papamiltiades.- Se usa en clorofi
iceas, Feoficeas y Rodoficeas. Los cortes se hacen por inclu-
sidn, congelacidn y ademds preparaciones "in toto'.
. Una vez obtenidos los cortes por congelacidén son lleva-
dos a hematoxilina durante 3 minutos. Para gquitar el exceso -
‘de colorante, se lavan con agua de la llave donde viran de ro
jo a azul violaceo a partir del primer minuto. Las preparac1o
nes montadas en miel Karo son contrastadas con verde dcido --
(solucion acuosa), de acuerdo con los pasos mencionados ante-
riormente.
Los cortes por inclusidén son d;sparaf1nados e hidratados
@asta agua, de ahi se pasan a hematoxilina; el tiempo de colo-
ﬁac10n Yy v1raje es el mismo gue se sefiala para los cortes de
fangela01on, se lavan con agua destilada y se deshidratan Has
ta alcohol de 96%, contrastandose ccon eritrosina y verde aci-
do. Se lavan con alcochol absoluto, xilol, montandose en balsg
Mo .




Ahora bien, 10 minutos son. suficientes para la fijacion
del contenido celular en cualguiera de los grupos mencionados
con lo cual el material no queda expuesto a la destruccidn. -
Sin embargo, es de hacer notar que las algas calcificadas ne-
cesitan un tiempo mayor para su fijacidn y que el fijador es-
pecial para éstas contiene también acido pero no hay destruc-
cidn ‘del material. Por el contrario, cuanto mas tiempo perma-
nezcan -las algas dentro del fijador, las posibilidades de una
buena fijacidn son mayores, porque en este caso el talo esta
impregnado de sales de calcio Yy un’ tiempo mayor es favorable
para la decalcificacidn. Tal es el caso deIi thophyllum, Cora-
llina y Amphyroa dentro de las Rodoficeas y de.Ripocephalus,
Halimeda y Cymopolia, en las Cloroficeas.

La deshidratacidn previa a la inclusidn es un punto muy
importante. Es sabido que el xilol no penetra en un material
‘mal deshidratado Y que si no penetra éste, no se difunde la -
parafina; y debido a &sto, dicho material se desintegra al --
cortar. ;

Generalmente, el deshidratante mas usade es el alcohol
Etilico, el cual se emplea en concentracidn gradual hasta lle
' 9ar a alcohol absoluto; =1 material es aclarado con xilel, que
penetra en los tejidos (en caso de no existir agua) de tal ma
nera que,cuando sesumergen en la parafina, ésta se disuelve en
1l xilol, ocupando todas las regiones que antas ocupara éste.
Cuando los tejidos permanecen mucho tiempo en el xilol, se en
durecen, se contraen y se vuelven quebradizos. En el caso de
las algas marinas esta accidn es casi inmediata, principalmen
te en las Rodoficeas, a excepcidn de las Coraliniceas. Es por
esta razon que las técnicas histoldgicas botanicas modernas, .
recomiendan el uso del alcohol butilico terciario, que es un
nagnifico deshidratante y sobre todo, evita el uso del xilol,
ya que una vez lograda la deshidratacidn se usa vaselina Q.P.
tomo aclarante, la cual a su vez disminuye la rigidez causada
por la deshidratacidn.

! Cuando el material no estid bien deshidratado, al poner --
a8 vaselina y agitar la mezcla alcohol butilico terciario-vase
fina, ésta se torna blanquizca o' lechosa, mientras que, cuando
@ deshidratacidn es correcta, la mezcla es transparente. Este
omeno es muy importante ya que evita que se lleve a la para
ina el material que aun contiene agua, asegurandose de esta
@nera, una buena inclusidn.

- Los cortes del material incluido, en el caso de las algas
rinas, deben ser preferentemente de grosor variable entre 50
100 micras, ya que las células vegetativas generalmente ‘son




muy grandes y los cortes de un tamafio menor sélo permiten la
observacidn de capsulas vacias e incluso de grandes huecos -
que solo revelan la existencia de las células. Por ejemplo,-
en el caso de Codium los cortas de 10, 157y. 25 micras no son
recomendablés debido a gue solamente pueden observarse frag-
mentos aislados. en las preparaciones,'

Un colorante con el gque se obtienen buenos resultados es
el azul de algoddén, las estructuras pueden observarse perfec
tamente, ademas presenta la ventaja de ser una tincidn,rdpi-
da gue no fequiere el uso de cortes especiales, basta con ha
cer cortes a mano con una navaja de rasurar o bien un frag--
mento "in toto" a los cuales se les pone unas gotas de azul,
se montan en lactofenol y se observan enseguida; sin embargo,
esta tecnica presenta el inconveniente de no servir para ha-
cer preparaciones fijas, pues este tipo de colorante no seca
y las preparaciones solo pueden conservarse poco tiempo po-
niendo cemento Kronin alrededor. Hay que hacer notar que es
una técnica recomendada para el estudio rdpido de las algas
marinas cuando se puede evitar la manufactura de las prepa-
raciones fijas, las cuales requieren un tiempo mayor para -
su elaboracidn.

En cambio con el café de Bismarck los resultados son mas
satisfactorios. Esta *écnica es recomendada por Johansen, en
especial para las Feoficeas, pero puede usarse también en al
gas Rodoficeas, tales como Acanthophora y Bryéthanmiun =n -
donde la  observacidn de las estructuras se determina bastan-
te bien.

La coloracidn mas indicada para la obtencidn de prepara-
ciones fijas de algas marinas es la que se hace con hematoxi
llna, la cual, puede prepararse por varias férmulas, _que va-
rian en cuanto al tiempo requerido para la prepa*ac1on -dél =~
colorante, y el tiempo necesario para lograr la tincidn.

Paro esto no puede decirse de la coloracidn para determi
nar detalles intranucleares o intracelularés,para los cuales
es preferible el uso de las hematoxilinas de Heidenhain, Ha
rris o hematoxilina lugol de Papamiltiades.

Las hematoxilinas con lugol o con sulfato de zinc son -
colorantes de técnica rapida; la preparacidon de ellas no rg
guiere un tiempo mayor de 30 minutos y pueden usarse inme-
diatamenta después de hechas, es decir, no necesitan madu-
rarse, la coloracidn es rdpida, aproximadamente de 3 minu-
tos y el viraje de zojo a azul en agua de la llave es de 1
a 2 minutos, o 'sea, . qgue se necesita un: tiempo aproxlmado de
5 minutos para tefiir las estructuras,. sobre todo con la hema.




toxilina lugol, con la que s&:pueden apreciar detalles nuclea
res y cltoplasmatlcosu En las preparaciones "in toto" los cis
tocarpos se tiflen con bastante detalle como en el caso de -~
Poly51phon1a 3. chocargus- Las tetraesporas también se obser-
van' claramente en el genero Spyridia.

Debido a esta razdn 2l material de este tipo debe montar
se en miel Karo, pues a través de este paso se evita la deshi-
dratacidn y con ello la contraccion (esta miel es una mezcla -
de dextrinas, maltosa y dextrosa, presentando la particulari-
dad de secar sin cristalizarse por lo cual puede usarse perfeg
tamente en el montaje de preparaciones finas). En este caso el
material una vez tefiido se lava perfectamente y se monta. Es.
de recomendarse que la miel sea fresca, pues cuando esta muy -
concentrada el material se contrae.

. -Material montado "in toto".

Al hablar sobre este tipo de preparaciones se da a enten
der que se trata de una pequeﬁa parte del material, es decir,
no es toda la planta en si. Aqui se refiere exc1u31vamente a
una porclon pequefia de ella o a una rama que indicara la cong
titucidn general de toda la planta, que aungue grande en as-
pecto, estd formada de paquefias células o bien de formas di-
ficiles de cortar, tal es el caso de Cladophora, Ectocarpus,
Elachistea, Pilayella, Spyridia, Ceramiun y Polysiphonia.

Para contrastar deben usarse preferentemente eritrosi-
na, verde acido o anaranjado G. El montaje puede hacerse en
balsamo de Canada, usando como aclarante xilol, pero en los
cortes por congelaCLDn es recomendable sustituir este dltimo
por creosota; para los géneros Ulva, Enteromonpha y Cladopho
ra es preferible el uso de miel Karo.

2.~ Para las Feoficeas es preferible el uso de acido -
acético, acido crdmico, como fijador. Para la deshldrata01on,
el empleo del alcohol butilico terciario es el mas adescuado.
Los cortes de la familia de los- chtlotales raquieren un gro
sor de 50 a 100 micras, pero en otros géneros es nacesario -
hacer cortes de mayor tamafio; para los Ectocarpales sz reco-
miendan las preparac1ones “in toto".

3E* La fl]aCIOn de las Rodoficeas con acido acético-a-
cido crdmico debe ser controlada o en todo caso es preferible
el uso de formol; para las Coralindceas es necesario el em-
pleo de fijadores especiales o bien decalecificantes.

4.- Haciendo una referencia en particular a las hemato
xxllnas, hay que indicar que la hematoxilina lugol puede sus
tituir a los otros tipos de hematoxilina, obtenidéndose con e
1la no solamente una tincidn general, sino incluso especifi-
ca para materiales nucleares, teniendo como ventaja el poco




tiempo que necesita para su preparacidn, asi como para tefiir,
gue como se ha indicado anteriormente se efectia en un tiempo
aproximado de 5 minutos (centando la coloracidn y el viraje).
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Como la mayoria de las rsactiones se efectian en disolu-
cidn, se debe primeramente recordar algo de lo que previamen
te se ha aprendido sobre disoluciones, particularmente la ter
minologia de &stas.

Una disolucidn es una mezcla homogénea de dos partes, el
soluto y el disolvente. El soluto es generalmente considerado
como un sdlido que se pone en una disolucidn (sal, azdcar, --
KNO3, etc.), pero este término también puede aplicarse a los
liguidos o gases (glicerina o alcohol disueltos en agua O gas
H,S disuelto en agua). Para tener una mezcla homogénea es sin
embargo, necesario qua el soluto se distribuya uniformemente
en toda la mezcla; el medio por el cual queda distribuido se
conoce como el disolvente.

El primer disolvente en gue se piensa es el agua: dsta -
representa un papel de disolvente tan frecuente que se le ha
llamado el disolvente universal. Paro hay otros muchos disol
ventes, tales como el alcohol, gasolina, cloroformo, amonia-
co liguido, etc.

El soluto es la materia cue se disuslve o la materia que
va en la disolucidn. Si se tiene una disolucidn genuina, se
puede separar el soluto del disolvente por el proceso de eva
poracion o destilacidn. Si se hierve una disolucicén de sal -
en agua, =2l agua se evapora v ia sal sdlida se cristaliza de
la disolucidn, asi es que nuevamente se obtiene en estado sé
lido. Lo mismo se aplica en disoluciones de azicar, RNO3, ==
etc. Como una disolucidn es algo asi como una mezcla mecani-
ca o fisica, se pusde scparar de sus dos cocmponentes princi-
pales por medios mecanicos o fisicos, pero no por los medios
ordinarics centrifugos, fuerza de gravedad, © filtracidn.

Se notara que la palabra"disoclver" se emplea en una for-
ma indeterminada. Por ejemplo, se dice que el azicar se di--
suelve en agua, lo cual es correcto p=ero tambisn se dice que
el sulfato de cobre se disuelve en HNO3 caliente, lo cual no
es estrictamente correcto, porque por ningun medio fisico o
mecanico se podria recoger el sulfato de cobre en esta diso
lucidn. Se dice que el AgCl se disuelve en NH, OH, que el --




BaCD3 se disuelve en HCI, que el Al(0H); se disuelve en HCl &
NaQH, que 2l CoS se disuelve ern "agua regia". Todos estos son

i ejemplos en leos cuales un compuesto insoluble ha sido tratado

. quimicamente, formando productos que son solubles, pero & ez
caorpuesto insoluble primitivo ne pueda cer restituido por nin
gin medio fisico. La palabra "disolver” emnpleada en dichos ca
sos, significa simplemente gue la substancia ya no se encuen-
tra en su forma sdlida, v que ha ‘desaparecido en un"medio"
liquido, como resultado de la accidn quinica.

FORMAS DE EXPRESAR LA FUERZA DE LAS DISOLUCICNES.

En forma general, Lob-di:OltCiOﬂLS pueden liamarss "fusr-
tes" (concentradas} o “débiles" (dilufdas}. Muchas personas -
consideran gque una disolucidn es fuerte cuando contiene una -
gran cantidad de materia disudlta, mientras que una disolucidn
diluida contiene muy poca cantldaﬁ €.g., una disolucidn dilui
da de KI pusde contener 2 ¢ 5 & aun 10 gm. en 100 ml. mientras
que una disclucidn fuerte puede conterncr de 80 a 100 ogm. en —-
100 ml.

Otros vocablos empleados para describir digolucicnes son -
"saturado" y "no saturado". Si se tienen 100 gm. de agua a 50°
C y se le agrega NaCl sdlida, desintegrado firamente, sin re-
solver o agitar, hasta que haya un exceso de z6lidc y no pue-
da disolverse mas, se tendra como resultado una "disolucidn -

;-
saturada" da cloruro de sodio. $i parte de esta disolucidn fue
se trasegada y se le afiadicra sal sdlicda, dsta no se disolve-
ria, sino que se irfia al fondo del raciniente. Si quisidramos
determinar cuanta MNaCl sz dicclvid en.los 100 gm. de agua a -
50° C, encontrariamos que fuaron 36.7 gm. y que siempre serd
la misma cantidad. Esto es, la concentracidn de un =dluto en
una disolucidn saturada tisne un val oristante para cada u-

irada de NacCl -
8 gm., sicmpre
ada es aquella

na y todas las substancias. Una diso
nunca contiene 34 ¢m. por 100 gm. de aguva, n
son 36.7 gm. Por 1o far*o, una disoluci zatu
que retiene en la di oluc;on, todo el soluto gue puede, pero
para estar seguros que esté satursddn vy que permanece en ese
estado, debe mantenerse en continus contacto con algun solido
sin disolver. Vemos asi gue el vocablo "saturado" al aplicar-
se a una disclucidn la define como una disolucidn en particu-
lar que contiene una cantidad definida de soluto, y de alli -
provienen el vocablo "solubiiidad" ({solubility).

La cantidad de un soluto contenida en una cantidad deter-
minada de disolucidn saturada se denomina ia sclubilidad de -
un sdlido. La sclubilidad de NaCl es 36.7 cm. por 100 gm. de

(J
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o
o
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agua a 50° cC. ,
- La cantidad de disolvente o disolucidn debe ser indicada.

. La temperatura debe también manifestarse debldo a quela con-
centracidn de una "disolucidn saturada“ varia con la tempera-
tura. ;
Como regla general puede dlsolverse mis cantidades de un
solido en agua caliente gue en fria, y por lo tanto, la solu-
bilidad de un sdlido es mayor a temprraturas elevadas. En li-
mitadas ocasiones sucede lo contrario. .

Dlsoluc10nes no saturadas, son las gue no contienen las
cantldades maximas de soluto.

Una disolucidn de 10 gm. NaCl en lOO gm. de agua a 50° -
Cia esta no saturada. Asi también una conteniendo 5 gm por =
100 ©.0.5 gm. por 100.

Al describir una disolucidn como saturada a determlnada

-temperatura definitivamente se esta 1ndlcando su concentracmn°
Sin embargo, este método tiene muy poca apllca01on ya que prac
ticamente ninguna de las disoluciones empleadas en trabajo ana |
1litico son saturadas. Por lo tanto, se hace necesario una ma-
nera mas definida para describir las disoluciones y como al ha
cerlo manifestariamos lo fuerte o débil de una disolucidn, --
discutiremos las diversas formas de _expresar la concentracidn
de las disoluciones. Los sistemas mas usuales son los siguien

tes:

=
(2)
(3)

(4)
(5)

(1)

(2)

‘Peso. por peso (gramos/1000 gramos de disolucidn).

‘Molaridad (moles/litro) y Molalidad (Moles/looo gramos)E

Peso por volumen (gramos/litro de disolucidn).
Porciento {(en peso: g/100/; en volumen: ml/100 ml).

Normalidad (Equivalente gramo/litro) .
Peso por volumen:- Puede decirse que una disolucidn -

~(1000 ml.) Para preparar esta disolucidn se pesan 5 -

contiene 5 gm. de soluto por 100 ml. de disolucidn v
esto seria exactamente lo mismo gue 50 gm. por litro

gm. de substancia sélida y se disuelven en suficiente
agua para hacer exactamente 100 ml. de dlsoluc1on.

Peso por peso:- Puede decirse que una disolucidn con

tiene 50 gm. de soluto en 1000 gm. de disolucidn, v
esto seria exactamente que 5 gm. 100 gm. de disolu-
cidn. Esta soluc1on no seria. exactamente la ‘misma -
que la menclonada en (l) debldo a gue los: 100 ml. del
{1) pesarlan un poquito mas que los 100 gm Si se de
seara preparar esta disolucidn se pesarian 50 gm. del
sélido agregandole 950 gm. de agua. Esto haria un to
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tal de 1000 gm. de disolucidn con un contenido de 50 gm. de
soluto.

(3) PORCIENTO:- Igual que en el (2), si 100 gm. de una diso
lucidn contiene 5 gm.de soluto, podriamos decir que 5 -
porciento de la disolucidn es soluto y el 95 porciento
es agua. A esta disolucidn se le llama disolucidn al 5

porciento, quedando asi definitivamente catalogada. Supo-
niendo que se prepara una disolucidn de esta substancia
al 3.5 porciento; se pesarian 3.5 gm. y se le agrega--
rian 96.5 gm. de agua.

(4) Molaridad y Molalidad:- No sdlo es mas conveniente, sino
también mas 1dgico, en analisis cualitativos, tratar --
acerca de las disoluciones en términos de molaridad. Una
disolucidn molar es aquella que contiene 1 "gramo-mol" -
de peso (1 mole) del soluto en 1 litro de disolucidn. A
su vez, una "disolucidn molal" es aquella que contiene 1
"gramo-mol" de peso (1 mole) del soluto en 1000 gramos -
de disolvente. Las molaridades pueden expresarse en dis-
tintas formas: disolucidn 1/5 molar, 0.2 molar & 0.2M o
M/5, teniendo todos el mismo significado. Un mole no es
una molécula, sino el peso molecular tomado en gramos,
esto es un mole de NaCl son 58.5 gm. de NaCl, un mole de
H2504 son 98 gm. un mole de ion sulfato son 96 gm. etc.

(5) Normalidad:- Se pucden preparar disoluciones de sales, -

ac1dos y bases en tal forma que siempre sean 1guales en-
tre si, litro por litro, volumen por volumen, haciéndo--

las de igual normalidad. :
Una "disolucidn normal" es la que contiene el peso del -
"equivalente gramo" de la substancia en 1 litro de diso-
lucidn. El peso "equivalente-gramo" de un compuesto es *
el peso en gramo que contiene 1.008 gm. de hidrdgeno reem
plazable, o su equivalente en términcs de reaccidn quimi
ca. Por ejemplo, se sabe que 36.5 gm. HC1l (1 mole) contie
ne hidrdégeno (1.008 gm. del mismo) que se puede reempla-
zar con metales. Por lo tanto, 36.5 gmq HCl no es sola--
mente su peso molecular, sino también su peso equlvalen—
te. Se sabe que 1 mole (40 gm.) de NaOH reaccionard con
un peso equivalente a 36.5 gm. de HCl en términos de su
reaccidn quimica con HCl. Por lo tanto, 40 gm. no es so-
2 lamente el peso molecular de NaOH, sino también su peso
equivalente. El productasde la reaccidn entre 1 peso equiva-
lente de ."HCL y un pesc ~quivalentc . -de.NaOH es 1 peso
molecular de NaCl (58.45 gm.).
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Poro en términos de reaccidn quimica 58.45 gm. NaCl es e-
quivalente a 36.5 gm. HCl, y a 40 gm. NaOH, y por lo --
tanto 58.45 gm. es el peso equivalente de NaCl.

Un ejemplo:~ El peso molecular de Al;(80,);.es 342; cudl
es su peso equlvalente? Como es una sal, puede hacerse por:- 1a
reaccidén entre el dcido adecuado, y la base correspondiente.

3H,80, + 2al (OH)3 = A1l,(50,4)4 + GHOH

' Estudlando esta ecuacidn se ve que un término de reac-
cidén ‘quimica 1 mole de Al (SO, ) es equivalente a seis hidrd
genos reemplazables, y su peso equlvalente es un sexto de su,
peso molecular.

El numero de equivalentes en 1 peso molecular de un aci
do es igual a la "valencia" del radical acido {(anidn); igual-
mente, de una base, es igual a la valencia del "ion" metdalico
(catidn) . con respecto a las sales, ex1sten dos posibilidades:
Las "valencias" del catiodn y del anlon pueden ser iguales o -
puaden ser distintas. Si son iguales, el numero de equivalen-
tes en 1 peso molecular es igual a la "valencia". Si son dis-
tintas entonces es igual al “producto de las valencias".'La -
siguiente tabla es un resumen de lo anteriormente expuesto, -
indicando los valores para compuestos especificos: -

TABLA No. 1
PESO_EQUIVALENTE DE ACIDOS

No. de Valen Equiva
Peso mole hidrdge cia lentes ~ Peso equiv. Peso-
cido. cular noreem del . en l peso ~=—=—————- Equiv.

plazable anidn molecular Peso Molec.

A : 36.465

36.465 1 1 1

63.016 1 1 1 i  63.016
Q5 60.052 1 - 1 1 - 60.052

98.076 2 2 2 1/2 49.038

98.044 3 3 3 1/3 32.681
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TABLA No. 2
PESO_EQUIVALENTE DE BASES

Valen~- Eguivalentes Peso equiv.
Peso mole cia del de 1 peso mog =—===—=—=u= Peso equi-
cular catidn lecular Peso molec. valente:
56.104 1 1 1 56.104
a 40.005 1 1 1 40.005
2)OH) 5 74.096 2 2 1/2 37.048
a(0H), 171.376 2 2 1/2 85.688
i1(OH) 3 77.994 3 3 1/3 25.998
TABLA No. 3
PESO_EQUIVALENTE DE SALES
Valencia
Peso mo Ca- Pro Equiva Peso
lecular tidn Anidn duc lentes Peso equiv. equiv.
RS £ty 2 O % LS R e L e =
s “molecular Peso molec.
58.454 1 X 1 1 58.454
101 104 Enoa X 1 3 5 101.104
136.140 2 2 2 1/2 68.070
I97.370 2 2 2 1/2 98.685
120.380 2 2 2 1/2 60.190
142.054 1 2 2 2 1£2 71.027
212.308 1 3 3 3 1/3 70.769
l 110.994 2 1 2 2 1/2 55.497
Al(NO3)» 212.994 3 % 3 3 1/3 70.998
ﬁ12(504?3 342.020 3 2 6 6 1/6 57.003
Ca3(POg4), 310.280 2 5 6 6 1/6 51713
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PRESERVACION DE MATERIAL HIDROBIOLOGICO
Es comun que al efectuar un viaje de practicas al mar o lechos
dulceacuicolas, el alumno de Ciencias Naturales, tenga interds
en preservar los ejemplares zooldgicos o vegetales colectados,
a fin de mantenerlos en condiciones adecuadas para posteriores
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observaciones en el laboratorio. Para ello debera contar con -
los siguientes materiales basicos:

Formol comercial.
Alcoho. etilico.
Estuche de diseccion.
Manta de cielo.
Etiquetas.
Bolsas de polietileno grandes.
Hilo.
Botes de hojalata.
Formol.- Tanto el formol como el alcohol etilico, actian como
, fijadores, sin embargo, el primero es mas usado que
el segundo debido a su bajo precio.
Este fijador se expende en el mercado como formol co
mercial y se obtiene en laboratorio haciendc burbujear
gases de formaldehido (CHy + / ~CYe ——0HOH) en agua,
quedando una solucidn al 40% de formol en agua, la ==
cual es conocida como formalina.
De acuerdo con la concentracidn anterior, ya sea que
llegara a usarse tal cual o diluida, la solucidn ac-
tua como agente coagulante de los tejidos animales o
vegetales, pudiendo ser su accidn enérgica, benévola
o0 débil. De cualquier modo, deberd usarse siempre con
precaucidn, ya que irrita la piel, las mucosas nasales
ojos y garganta, produciendo molesto ardor en las he-
ridas.
La solucidn fijadora se prepara de acuerdo con los te
jidos y organismos a preservar, asi si se trata de fi
jar especimenes planctdnicos, se hara ‘una solucidn al
4% de formalina. Si de algas se tratase, la concentra
cidn variara de 4 a 6%, si de organismos grandes, SO-
bre todo de aquellos con tejidos ricos en materiales
susceptibles de descomponerse facilmente, la solucidn
habra de prepararse al 10%.

Una manera sancilla de preparacidn de dicho agente f£i
jador, es hacer una solucidn al 10% de formol y tomar
~alicuotas o diluciones de ésta, dependiendo de las ne
cesidades. La solucidn tipo, por asi decir, se prepa-
ra afiadiendo a una parte de formol 9 de agua, asi si
- se desea preparar 100 ml de formalina, .a 10 ml de for

-mol{al 40%) se afiaden 90 ml de agua.

Partiendo de &sta, si se desea obtener formol al 5%,
se toma la mitad de la misma y se le afiaden 50 ml. de
agua.
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Cuando se trate de animales macroscop;cos es con
veniente practﬂcarles una incisidn ventral a la al-
tura de la regidn anal, a fin de facilitar la pene-
tracidn de la solucidn fijadora.

Alcohol.- Puede usarse como fijador. La concentracidn mas co-
minmente usada es al 70%, recomendandose partir de
atcohel e HSOF) de 96° Gf,,

Para saber la cantidad de alcohol a emplear para
su posterior aforo con agua, se acostumbra hacer --
una regla de tres simple. Por ejemplo:

100 —— = 26
e e 70
de donde:
T o S T e sl
x = 96
Moo= T30

Asi que, para preparar una solucidn al 70%, a 73
ml de alcohol se afiaden 27 ml de agua.

Estuche de diseccidn.~ Un estuche de ﬂleCﬂlon 31empre sera u
til en el campo. Entr- las piezas mas comunmente u-
sadas, se tienen: bisturi, tijeras largas y cortas
de punta aguda, pinzas de diverso tipo de punta, agu
ja de diseccion, etec.

Manta de cielo.- Es una tela que recibe también los nombres co
munes de "tela de mosquitero", “clan", Ygaga'" s ekess
muy util para hacer envoltorios de aquellos organls—
mos que se desea protegar o separar entre si al pro!
venir de diversos sitios de captura.

Etiquetas.- Al separar las nuestras es recocmandable adjuntar -
una etigueta provisional a cada una, escrita con la-
piz plomo o tinta indelebie, con anotaciones breves
o un nimero cleve, el cual debe asentarse en la li-
breta de campo con las observaciones siguientes: lo
calidad, fecha, ccndiciones ecologicas, nombre del
colector, etc. Este procedimiento evita pérdidas de
tiempo y permite catalogar ficilmente cada muestra
en el laboratorio.

Los datos asentados en la libreta, deberan ser -
asentados en las etiquetas definitivas y en los li-
bros de registro.

Bolsas de polietileno.- Después de hacer los envoltorios, se
introducen éstos en bolsas de polietileno grandes,
que en el mercado se venden con las siguientes di-
mensiones: 72 x 41 cm. las cuales seran dobles, a -
fin de evitar la salida del liquido fijador, colo--
cando en su seno la solucidn de formol.




H il o.- Al concluir lo anterior, se atan las bolsas conve-
‘nientemente con hilo.
También puede hacerse mediante un nudo a las mis
‘mas bolsas, o con bandas de hule delgadas.

Bote$ ds hojalata.- Las bolsas con organismos deberdn ser co-
locadas previamente en botes de hojalata, tales como
envases de galetas, de dulces y preferentemente aque
‘1los gue contienen grasas vegetales o animales. LoS
‘botes deberan ser siempre de boca ancha.

Para concluir se tapan los botes y se sellan con
soldadura de estafio, en caso de ser remitidas por -
los medios publicos comunes.
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