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cho mucho dafio a la lucha contra la lepra. La leproseria de hoy
en dia, colonia agricola, establecimiento de trabajo, centro de tra-
tamiento activo, es una gran ayuda v debe mantenerse bajo nue-
vas bases., -

Asi pues,. al mismo tiempo que técnicamente, preparémonos
en este sentido =i no queremos gue manana otros tengan que em-
pezar, cuando nosotros y nuestra torpe e inatil aceidn sanitaria
hayamos desaparecido. :

Resumiendo, podemos decir, no se puede luchar contra Ia le-
pra solamente con un reglamento en la mano; hay que contar con
un programa, un personal, una politica y afiadir suficiente dinero
¥ un poco de pasidn. :

o

Una nueva técnica para el estudio nucleolar de la sangre *

Par el Dr. I. GONZALEZ GUZMAN.

La técnica que describi en 1924 (1) para el estudic de los nu-
cléolos de las células sanguineas no suministra preparaciones per-
manentes; la circunstancia de ser hecha en la camara cuentaglé-
bules impide el empleo de poderosos objetivos de inmersién con
la. ayuda de los cuales debe determinarse el volumen de la vesicula
nuclear y de tan pequefiog organitos.

. La aplicacién de la téenica de coloracién post-vitam de Guar-
nieri .y. Daddi (2), al estudio nucleolar de la sangre, da exce-
lentes resultados; las células sanguineas colocadas entre porta vy
cubre-pbjetos pueden ser examinadas con objetive de inmersién
cn aceite y ocularés fuertes, lo que permite las determinaciones
volumétricas indispensables para el cilculo del indice Rn. Desgra-
ciadamente, estas preparaciones tampoco son estables y su ob-
servacién debe ser hecha cuando se ha obtenido el grado 6ptimo
de la tincién nucleolar.

. Finalmente, en los frotis pueden obtenerse coloraciones nueleo-
lar_es permanentes, pero las células del embarre no tienen en el
por_té-objetos la forma arredondada que tienen en vive y el apla-
namiento que han sufrido es dificilisimo de calcular, La deter-

# Nota lefda an la sesion del 14 de mayo de 1941,
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minacién del indice Rn resulta pues casi imposible de verificar, ya
gue no se conoce el grado de extensién o aplanamiente que han
sufrido los nticleos celulares.

Por todos estos motivos he buscado una técnica que llene es-
tos requisitos: IL—Buministrar preparaciones estables. II.—Co-
lorear electivamente los corpusculos nucleolares, y III.—Conser-
var a los elementos celulares la forma redondeada que tienen en la
sangre fresca. Creo haber satisfecho tales propésitos con el pro-
cedimiento que sefialo & continuacion:

I—La sangre obtenidz por puncién venosa es fijada en for-
malina al 10% en suero fisiolégico. Se proyecta directamente
de la jeringa a la solueién fijadora, procurando que }a solueién
formélica se encuentre en un volumen diez veces superior al de
la sangre.

- II.—Tapando el tubo con la yema del dedo, se hace bien la mez:
cla y se deja sedimentar. Diez o doce horas después se vuelve a
mezclar el sedimento sanguineo con el liquide que gsobrenada y se
deja sedimentar nuevamente.

. IIL—A las 24 horas de fijacién se centrifuga en tubo de he-
molisis de 100 x 10 mm. y se decanta cuidadosamente el liquide
aue sgbrenada. _ _

IV.—El sedimento se resuspende en 8 c.c. de suero fisiolégico
al que se han agregado dos gotas de amoniaco. Nueva centrifu-
gacién hasta obtener un sedimento compacto. Decantar el suero
amoniacal sobrenadante, hasta dejar casi umcamente el depésito
globular.

. V.—Lavado en suerc fisiolégico. Centrifugar hasta obtener
sedimento compacto, retirar el liquido que sobrenada tan comple-
tamente como sea posible y llevar el tubo asi preparado a un ba-
fio maria a 52-55° centigrados,

VIL—A lcs diez minutos de calentar a esta temperatura se
agrega al sedimento la mitad de su volumen de gelatina Difeco
al 30%. en agua fenicada al 19%. La solucién de gelatina ha sido
previamente licuada a 37° centigrados. La mezcla de sangre y ge-
latina se mantiene en el bafic maria a 52-55° durante 45 minutos,
haciendo mas homogénea la mezcla con un agitador de vidrio. Mo-
viendo {recuentemente en ese lapso se obtiene buen resultado.



NUEVA TECNICA PARA EL ESTUDIO NUCLEOLAR DE LA SANGHE 743

VII.—S8e saca el fubo del bafio maria y se enfria con cho-
rro de agua sobre el exterior. Cuando la coagulacién es com-
pleta ¥ firme se rompe el tubo mediante ligeros golpecitos sobre
una superficie resistente y se libera el coagule de las posibles as-
tillas de vidrio que se pudieran encontrar.

VIII.—La inclugién obtenida se coloca sobre un porta-objetos
y se deja orear un poco para que pierda agua y gane en consisten-
cia. Entonces se taja en rodajitas de 3 a 4 mm. que =e ponen
dentro de un tubc y se llevan al refrigerador durante 2 a 4 horas;
transcurridas lag cuales se les sumerge en agua formolada al 109
previamente refrigerada. En este bafio fijador permanecen en-
fridrdose unas 10 6 12 horas. Después se continta la fijacién
de la gelatina durante 2 a 6 dias.

IX.—Las tajadas de sangre incluida son entonces cortadas
por congelacién en secciones de 10 micros de grueso y quedan lis-
tas para ser sometidas a las técnicas de coloracién nucleolar.

Contra lo que pudiera pensarse, la técnica de tincién para
nucléolos, mediante la doble impregnacién argéntica de Rio Hor-
tega, da resultados mediocres. ' -

Mejores coloraciones pueden lograrse con cualquiera de estos
dos procedimientos.

I—Impregnacion argéntica con carbonato de plata piridinade

de Rio Hortega. \

a.—Los cortes son lavados con agua amonfacal durante
uno o dos minutos. _ :
Tres gotas de amonfaco para una caja de Petri con
agua destilada.

b.—Segundo lavado en agua destilada.

¢e.—Inmersgi6on de los cortes en carbonato de plata nor-
mal y recientemente preparado, al que se agregan
de 4 a 10 gotas de piridira quimicamente pura por ca-
da 10 ecc. de la solucién argéntica. Obtener Ia colo.
racion en frio. Si después de 10 a 12 horas, ésta es
ligera y perezosa, calentar a 37°C. en la estufa, has-
ta color sepia poco intenso.

d).—Pasar log cortes al hiposulfito de sodio al 5%, sin
reduccién en formol.

e).—Lavado en agua destilada.
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. f) —Deshidratar el alcohol a 96° y aclarar en creosota
g} —Montar en balsamo. :

" 8i se desea, antes del tiempo d se pueden lavar y virar en oro
seglin' la manera habitual. - '

Los hematies aparecen coloridos en amarillo o en sepia cla-
ro; los polinucleares nutrédfilos muestran un protoplasma ama-
rillento apenas perceptible,, granulaciones especificas incoloras y
brillantes y niicleo polimorfo tefiido en sepid sin estructuras ecro-
méticas aparentes. Las otrag dos variantes de pollnucleares mues-
tran detalles semejantes.

Los 11nf0c*,1tos aparecen con protoplasma amarillento muy pa»
hdo, en el que no son visibles las granulaciones azurdfilas. En las
preparaciones mejor tefiidas el niicleo se colora en sepia sin estruc-
turas cromaticas y muestra con gran claridad los corplisculos nu-
cieolares intensamente tefiidos en sepia. S6lo en algunos de éllos,
partkcularmente en los que son contenidog en los nicleos de células
Jévenes pueden nmirarse las granulaciones argentdfilas y otras es-
tructuras intranucleolares.

. Los monocitos se distinguen por su, mayor tamaﬁo, su proto-
plasma abundante pélidamente tefiido, su grueso nicleo frecuente-
mente encorvado y la pequefiez y finura de sus formaciones nucleo-
lares. 6lo las formas j6évenes y los monoblastos muestran nu-
cléols comparables por su tamafo a los de los linfocitos. Un
poco de costumbre hace pronto facil la distincién entre células
linfoides ¥ monociticas. . .

El contorno nuclear de los linfocitos presenta con gran fre-
cuencia finas incisuras, como las observadas en las células vivas
o en lps linfocitos tisulares.

v;  IL.—Primera variante de Rio Hortega al método de Achiu-

- Carro.

ay.—Lavado de los cortes en agua destilada.
b) —Inmersién en solucién de tanino al 3% o, en frio, du-

rante 4 a 6 horas, o en callente a 50-56°C. durante
uno o-dos minutos. C

¢).—Lavado v ablandamiento de los cortes en agua amo-
niacal. Tres gotas de amoniaco para el contenido de
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una caja de Petri de 100 x 10 m.m. Retirar los
cortes de la solucién alcalina en cuanto se ablandan
y recobran su primitiva suavidad.

d) —Impregnar en tres pocillos sucesivos, cada uno de los
cuales contiene 10 c.c. de agua destilada y 10 gotag
de plata de Bielchowsky.

En el primer pocillo se tifien con cierta intensidad y en-
turbian un poco la solucién argéntica; en log dos si-
guientes acentian la coloracién sin enturbiar casi el
liquido colorante. Dejar los cortes un par de minu-
tos en cada uno de los dos primeros pocillos ¥ diez en
en el ultimo. _

e).—Lavar en aguna destilada,

Si se desea y esto es recomendable, se termina aqui la im-
pregnacién y se fija en hiposulfito, lava en agua, des-
hidrata en alcohol a 96°, aclara en creosota v monta
en balsamo.

8i se quiere dorar los cortes, se pasa entonces a los tems-
pos siguientes:

) .—Cloruro de oro al 1 x 500, virando en frio y reforzando
ligeramente en caliente. '

g).~Fijacién en hiposuifito de sodio al 5%.

h).—Lavado en agua destilada,

i).—Alcohol a 96°. Creosota de haya.

i) —Montar en balsamo.

Los resultados, salve el calor, son los mismos en los cortes vi-
rados o en los s6lo impregnados. En las preparaciones que consi-
dero come mejor logradas, la cromatina no se tifie o apehas apa-
rece como sombra; €l protoplasma linfocitaric o monocitaric en lila;
el de los granulocitos en amarillo muy pélido o en lila; las granula-
ciones leucocitarias en sepia negruzco o en negro, y los corptisculos
nucleolares en sepia obscurs o casi negros. Frecuentemente algu- |
nos nucléolos muestran sus estructuras internas granulares.

Cualquiera de estos dos procedimientos suministra preparacio-
nes lo suficientemente claras y limpias para poder determinar en
ellas las dimensiones nucleares ¥ nucleolares necesar:as para el
caleulo del indice Rn. :



