LA ACCION DEL NITRATO DE PLATA
REDUCIDO (FIJACION AL URANO-FORMOL)
SOBRE ALGUNOS PROTOZOOS

por

E. FernANDEzZ GALIANO

Hace unos veinte afios que Golgi, valiéndose del mé-
todo de impregnacién al cromato de plata, descubri6é en
las células nerviosas de los ganglios raquideos una red irre-
gular de trabéculos gruesos, unidos entre si por otros més
finos, dificilmente discernibles algunos a causa de su
tenuidad, y rodeando mas o menos completamente el
nicleo de los citados elementos histolégicos: tal formacién
endocelular fué bautizada por su descubridor con el nom-
bre de aparato reticular interno.

Numerosos histélogos se han aplicado en los tltimos
afios, no sélo al estudio del aparato reticular en las células
nerviosas, sino a la pesquisa de ¢l en las células de los
demads tejidos, con éxito en la mayoria de los casos, como
lo demuestra el haber sido descubierto el reticulo endo-
celular de Golgi en los epitelios de diversos 6rganos, en las
mieloplaxias, en las células adiposas, en las cartilaginosas
v Oseas, en las fibras musculares, en los hematies, etc.

El método del cromato de plata, como revelador del
aparato endocelular de Golgi, fué prontamente abandonado
a causa de la inconstancia en su modo de obrar y sus-
tituido por el del nitrato de plata reducido que, a través
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de sucesivos perfeccionamientos, ha llegado a constituir
un excelente recurso técnico para lograr la impregnacién
del susodicho reticulo endocelular.

La circunstancia de encontrarse en tantas clases de
células, unida al hecho de que, durante la divisién cario-
quinética — segin lo prueban Perroncito, Deincka y
Fafiands — el aparato endocelular se disgrega en granu-
los sueltos que después se reparten entre las dos células
hijas para reconstruir en cada una de ellas el reticulo de
Golgi, es motivo para suponer en tal aparato una elevada
jerarquia fisiolégica, y quizd para estimarlo, segn quiere
Cajal, como un elemento constante del protoplasma ce-
lular.

Con el deseo de comprobar si tal generalizacién podria
extenderse fuera del campo de las células federadas y ser
aplicada a las de vida independiente, hemos emprendido
hace algtin tiempo investigaciones en este sentido, tratando
infusorios de diversas especies por el método descrito por
nuestro Cajal en 1912. Dicho método consta, en resumen,
de las siguientes operaciones:

1.© Inmersién de los objetos de estudio (reducidos a
piezas de dos a dos y medio milimetros de espesor) du-
rante ocho a veinticuatro horas en este liquido fijador:

Nitrato de urano .......,. .. I gramo
HOPMol e ca s bote dm i shaon 15 gramos
ABUA . «i dir it gl e TR (o »

2.° Lavado rapido (durante algunos segundos) en

agua destilada.

3. Inmersién de las piezas lavadas en una solucién
acuosa de nitrato argéntico al 1, 150 6 075 por 100 du-
rante veinticuatro o més horas.

4.° Lavado rapido de las piezas en agua destilada dos

veces seguidas.
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5.0 Inmersién de los objetos de estudio en el liquido
reductor siguiente:

Hidroquinona .............. 2 gramos
Fommol Cosh ok, s s 6 »
AGOL 5. ouinbpsinssases s ex X E00 »

Sulfito de sosa anhidro.. 0‘15 a 025 »

(La cantidad de sulfito sédico es la necesaria para dar
a la solucién un tinte ligeramente amarillo.)

6. Lavado en agua, alcoholes, aclarante, etc.

Naturalmente, nos hemos visto obligados a disminuir
el tiempo de permanencia de las piezas en cada uno de los
liquidos, en armonia con la exigliidad del espesor de
ellas.

En cuanto a los resultados de nuestra labor debemos
declarar, ante todo, que no hemos hallado el aparato
endocdular en los protozoos estudiados (1), habiendo ob-
servado, en cambio, ciertas particularidades en el modo
de impregnacién de tales organismos unicelulares que, a
nuestro parecer, no estdn exentas de interés y que descri-
biremos en las paginas siguientes. Para ser ordenados,
daremos cuenta sucesivamente de los resultados obtenidos
en cada wno de los infusorios observados.

Género «Paramaeciumy»

Los individuos del género Paramaecium se producen

(1) Seria muy aventurado afirmar rotundamente, en vista de este
resultado, la no existencia del reticulo de Golgi en los infusorios, pues,
por una parte, las experiencias efectuadas por nosotros, aunque relati-
vamente numerosas, han recaido sobre un corto ntimero de especies y
empleando exclusivamente el citado método de Cajal, y, por otra, no
tendria nada de particular que la extraordinaria complejidad de la
tGnica célula que compone el cuerpo de dichos animales enmascarase o
disimulase la presencia del aparato reticular. Esto lo han de resolver
futuras y detalladas exploraciones.
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en abundancia extraordinaria-en las infusiones de mate-
rias organizadas, tanto vegetales como animales.

El tiempo que estos infusorios han permanecido en el
fijador al urano-formol ha sido diferente en cada expe-
rimento efectuado: los mejores resultados han sido conse-
guidos cuando el tiempo de fijacién no ha pasado de
quince minutos. En la solucién argéntica al 1 por 100
hemos conservado los infusorios fijados tiempos variables
que oscilan entre tres cuartos de hora y seis horas: el
resultado ha sido sensiblemente el mismo a igualdad de
tiempo de fijacion; si el bafio en el nitrato de plata dura
menos de cuarenta o cuarenta y cinco minutos, se corre
el riesgo de obtener una impregnacién insuficiente. Final-
mente, la reduccién en la hidroquinona se opera feliz-
mente en treinta o cuarenta minutos.

Como es sabido, el protoplasma de los Paramaecium
aparece sembrado de inclusiones de forma perfectzmente
esférica que no son otra cosa que vacuolas digestivas o
estomagos accidentales en donde se verifica la digestion
de las particulas alimenticias ingeridas por el animal.

Segin Nirenstein, el proceso digestivo en los mfusorios
pestafiosos consta de dos fases: durante la primera dismi-
nuye el tamafio de la vacuola digestiva por pérdida de
agua, se produce la secrecién en la vacuola de una subs-
tancia mucosa procedente del protoplasma ambiente, al
mismo tiempo que se acusa en el liquido de la p-opia
vacuola una reaccién 4cida que, segiin se ha demostrado,
es debida a la presencia de un 4cido mineral libre. Con
ayuda de las coloraciones vitales demostrd, ademads,
Nirenstein, que en este periodo ingresan en la vacuola
finos grénulos que se tifien intensamente con el rojo neu-
tro (gotas o granulos de secrecion).

En el segundo periodo aumenta de tamafio la vacuola
por absorcién de agua, y se fragmentan las particulas in-
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geridas en granulos que, finalmente, desaparecen por diso-
lucién. En este segundo periodo muestra el liquido de la
vacuola una reaccién alcalina.

Por lo que ataifie a las vacuolas digestivas, el resultado
obtenido con el empleo del método de Cajal es el siguiente
(microfotografia 1.%) (1): impregnacién enérgica en negro
de unos grénulos muy pequefios, que, por su tamafio y
situacion, corresponden a las finisimas gotas de secrecion
que ingresan en la vacuola; impregnacién menos enérgica
de los cuerpos alimenticios ingeridos, que aparecen de
color café mis o menos obscuro; el liquido de la vacuola
queda incoloro o, cuando mds, pintado de un leve color
pardo. Esta reaccién es muy constante.

Cuantos conocen la anatomia de los infusorios pesta-
fosos saben que al pie de cada pestafia existe un corpisculo
de forma redondeada u ovalada, designado con el nombre
de corpiisculo basal: y como quiera que las pestafias vibra-
tiles estdn dispuestas en el cuerpo del infusorio formando
lineas meridianas de uno a otro extremo del eje mayor del
cuerpo, dicho se estd que la misma disposicién en filas afec-
tan los corptisculos basales.

Los corptisculos basales se impregnan en algunos ejem-
plares del género Paramaecium tratados por la plata re-
ducida y aparecen bajo la forma de puntos negros; las
lineas formadas por estos puntos negros no se revelan de
una manera neta en la mayoria de los individuos, hacién-
dose visibles solamente fragmentos de ellas. Por regla
general, se ven en la superficie de cada individuo un gran
nimero de puntos negros pequefiisimos: es probable que

(1) Para hacer las microfotografias que acompaiian este trabajo,
nos han prestado su cooperacién personal y han puesto a nuestra dis-
posicién el material del Laboratorio de Histologia de la Facultad de
Medicina, €l catedréatico D. Carlos Calleja y su discipulo Sr. Fornells.
Nos complacemos en dar las gracias a ambos sefiores.
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la mayoria de ellos no correspondan a los corpisculos ba-
sales, sino que sean simples depositos argénticos acciden-
tales.

En el protoplasma de los Paramaecium (asi como en
el de otros muchos protozoos) se observan ciertos granos
de apariencia cristalina, muy refringentes, anhistos, y que
son considerados como productos de excrecién (Exkret-
korper), constituidos verosimilmente por fosfato caleico.
El nitrato de plata reducido se comporta con estos cristales
de una manera, al parecer, caprichosa, pues mientras al-
gunos son fuertemente tefiidos en negro, quedan otros a
su lado completamente incoloros o con tinte mis o menos
parduzco. Un poco por encima del centro del ejemplar
representado en la microfotografia 1.2 se ve un grupo de
tales cristales de excrecion.

Género «Colpidium»

Los individuos pertenecientes a este género pueden ser
obtenidos facilisimamente, pues se desarrollan y multi-
plican abundantemente en el seno de infusiones de mate-
rias organizadas, tales como heno, estiércol, etc.

El tiempo que han permanecido tales células en cada
uno de los liquidos empleados en el método de Cajal ha
sido préoximamente el mismo que para los protozoos del
género Paramaecium.

Hemos conseguido asi la impregnacion de las gotas de
secrecién de las vacuolas digestivas, que se destacan en
color negro (fig. 1.%), asi como también la de las particulas
ingeridas que, al igual que en los Paramaecium, ostentan
un tono café de intensidad variable, rodeadas por un li-
quido vacuolar amarillento o incoloro (microfotografia 2.2).
Lo mismo también que en los Paramaecium, algunos cor-
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pusculos basales aparecen correctamente impregnados,
formando filas que, de ordinario, quedan rotas e interrums-

pidas.
Género «Urotricha»
Infusorios pestaifiosos

caracterizados por po-
seer un flagelo situado

en el extremo posterior \

del cuerpo de una lon-
gitud igual o superior a
la de éste.

Se verifica una im-
pregnacién argéntica so-
bre las particulas ence-
rradas en las vacuolas
digestivas (fig. 2.?), ti-
fiéndolas de negro y
destacandolas en el seno
de un liquido vacuolar
amarillento o café. Se
observan también algu-
nos granulos negros dis-
persos por la superficie
celular (precipitados
accidentales) y quizé
algin que otro cor-
pusculo basal.

Fig. 2.»~Infusorio del género Uro-
tricha.—a) vacuolas digestivas.—
n) ntcleo.

Estos infusorios han estado en cada uno de los re-
activos el mismo tiempo, poco més o menos, que los Col-

pidium y Paramaecium.
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Género «Amphileptus»

Los protozoos del género Amphileptus se hallan con
relativa abundancia en muchas infusiones. Se conocen
facilmente por su cuerpo alargado, cuya parte anterior
se prolonga més o menos en una porcion muy flexible
a modo de trompa, y por tener dos niucleos del mismo
tamafio y muy préximos entre si.

Después del tratamiento por el método de Cajal en
las mismas condiciones que los infusorios anteriormente
estudiados, aparccen los Amphileptus surcados por las
lineas de corptsculos basales tefiidos en negro (fig. 3.%):

Fig. 3.»—Infusorio del género Amphileptus.--¢) corpisculos basales,—n) nicleo.

muchos de estos puntos negros son relativamente gruesos,
por lo que deducimos que alrededor de cada corpusculo
basal, como centro, se ha precipitado la plata envolvién-
dolo completamente. A veces el precipitado sobre las li-
neas de corpisculos basales se verifica irregularmente, de
modo que algunos granos se unen con los vecinos formando
lineas gruesas y tortuosas.

Toda la superficie celular muéstrase, ademds, salpicada
de finisimas granulaciones, s6lo perceptibles con fuertes
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aumentos y que, verosimilmente, representan depésitos
fortuitos de plata reducida.

Los nicleos se revelan en casi todos los ejemplares
observados por su color amarillo y aspecto homogéneo,
resaltando sobre el fondo incoloro del protoplasma. Alre-
dedor de ellos, segin se ve en muchos ejemplares, y
muestra la fig. 3.3, se ha operado un depésito argéntico de
granulos de infimo espesor, constituyendo una atmésfera
que los circunda.

Género «Chilomonas»

Son los Chilomonas flagelados de pequefio tamafio (de
30 a 40 micras de largo) que se hallan en cantidades enor-
mes en las aguas con materias orgdnicas en descomposicion.
En el interior del cuerpo de estos animales hay una gran
cantidad de granos de almidén y, ademds, dos corpiscu-
los muy refringentes situados en el tercio anterior de la
célula y cuya composicion quimica es desconocida por
nosotros. En ninguna de las numerosas descripciones de
chilomonas que hemos leido hemos encontrado la menor
alusion a tales corptsculos; tratindolos por diversos
reactivos nos hemos convencido de que no estan for-
mados por almidén (fig. 4.9).

Tratados los chilomonas por el método de Cajal en
las mismas condiciones que los infusorios ya estudiados,
se ve como la plata se ha depositado sobre los corpiscu-
los de que acabamos de hablar, dibujando sobre cada
uno de ellos una red irregular, segun ensefia la fig. 5.2 En
la mayoria de los casos tales corpisculos permanecen
completamente invisibles, mostrdndose solamente el re-
ticulo formado por el precipitado argéntico, pero, sin em-
bargo, se divisan en ocasiones entre las mallas de la red
tefiidos de color amarillo. El aspecto de la red es dife-



30 Publicacions de I'Institut de Ciencies

rente en cada grano: la fig. 6.* reproduce el aspecto de
varios reticulos tomados de otros tantos granos pertene-
cientes a células diversas.

Fuera de este pormenor nada hay que sefialar en los

S

Fig. 4.2—Flagelado del género Chilomo- Fig. 5.»—Chilomonas trata-
nas.—A ) granos de almidén.—G) granos do por la plata reducida.
de funcién desconocida.—N) nucleo.

Chilomonas, si no es hacer constar que, como de costum-
bre, se aprecian sobre la superficie numerosas y finas
granulaciones que estimamos debidas a precipitaciones ac-
cidentales de la plata.
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Género «Nyctotherus»

Infusorio ciliado parésito de la cloaca de la rana.

El sistema de corptsculos basales aparece perfecta-
mente impregnado por la plata, tanto que en muchos
ejemplares preparados se ven a poco aumento todas las
lineas meridianas de corpusculos, que van de un extremo

Fig. 6. — Aspecto de cuatro reticulos de otros tantos Chilomonas
diferentes después de la impregnacién argéntica.

a otro del cuerpo, como lo muestra la microfotografia 3.2
Las imégenes de los corpusculos que componen tales lineas
no llegan a resolverse en la microfotografia, pues estan
muy proximos entre si de modo que las series de ellos
dan la impresiéon de lineas continuas. Pero, empleando
buenos objetivos de inmersién, se aprecian perfectamente
los corpisculos separados unos de otros; de ello da idea la
figura 7.2 El protoplasma se muestra tefiido de amarillo.
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Entre las filas de corpiisculos basales se han depositado
algunos precipitados argénticos, pequefios, de contornos
irregulares.

La plata se deposita también sobre el macronticleo
(microfotografia 4.3) en forma de granulos de pequefiez
extraordinaria, no imprimiendo a éste un color amarillo
uniforme sin dejar ver detalles de estructura como, segiin
dejamos apuntado, acontece en los Amphileptus, sino di-
bujando limpiamente en los casos més favorables una
textura vacuolar de la substancia nuclear.

Los ejemplares de Nyctotherus que nos han servido
para hacer esta descripcion han sido fijados durante quince
minutos en el urano-formol, han permanecido media hora
en el bafio argéntico y han estado sumergidos en el liquido
reductor durante veinte minutos.

Género «Balantidium»

Habitante también en la cloaca de la rana.

Los corptisculos basales muéstranse bien dibujados,
llegédndose a ver todas las lineas meridianas que forman,
si bien menos intensamente que los de los Nyctotherus,
de modo que se ven como puntos muy pequeilos y un poco
pélidos, aunque, repetimos, percibiéndose el sistema de
corpuisculos en su totalidad.

En cambio, el macronicleo se impregna de ordinario
enérgicamente por el depésito sobre 61 de finas granula-
ciones argénticas (microfotografia 35.%), que ponen de
manifiesto también, en los casos més felices, una textura
alveolar.

El protoplasma exhibe un tinte amarillo uniforme.

La impregnacién de estos infusorios se ha llevado a
cabo en las mismas condiciones resefadas para los del
género Nyctotherus.
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Género «Opalina»

Infusorios corpulentos, paréasitos, como los anteriores,
en la porcién terminal del intestino de la rana. Han sido
sometidos al mismo tratamiento y en idénticas condiciones
que los Nyctotherus y Balantidium.

Hemos conseguido la impregnacién de los corpiisculos
basales, que se destacan como puntos pequefiisimos, sélo
visibles con grandes aumentos, sobre el fondo rojizo-
amarillento del protoplasma; a pesar de la palidez con que
se dibujan dichos corptisculos, pueden seguirse en muchos
casos todas las lineas meridianas.

Los muchos y pequefios nicleos que, como es sabido,
se albergan en el protoplasma de estos infusorios, toman
también la plata, si bien con menos avidez que los otros
parésitos estudiades, de modo que se distinguen los nu-
cleos bajo la apariencia de manchas de color amarillo o
café claro y con contornos borrosos.

Contribuye a hacer imprecisas las imédgenes de los
nicleos la presencia de un sinntimero de granulaciones
finas de plata reducida que se depositan sobre la superficie
de la célula.

Se sigue, pues, de nuestras investigaciones que (pres-
cindiendo de los flagelados del género Chilomonas), fijando
los infusorios ciliados por el urano-formol y sometiéndolos
después al tratamiento por la plata reducida, los resulta-
dos son:

a) En los infusorios de vida libre, impregnacién bien
clara y manifiesta de ciertos elementos que forman parte
de las vacuolas digestivas, asi como una impregnacién
inconstante e incompleta de los corpusculos basales;

3
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b) En los infusorios parasitos de la rana, impreg-
nacién enérgica del nidcleo (menos enérgica en los mul-
tiples ntcleos de las Opalinas) y méis o menos intensa,
pero siempre completa y constante, de los corpisculos
basales.

No queremos terminar sin hacer constar el hecho si-
guiente: tratados los infusorios objeto de nuestro estudio.
por el rojo neutro, substancia que, como se sabe, perte-
nece al grupo de los colorantes vitales, hemos observado
cierta analogia entre las respectivas maneras de obrar del
citado colorante y del nitrato de plata reducido.

En efecto, las particulas alimenticias contenidas en
las vacuolas digestivas, asi como también los finos gra-
nulos que, segin dijimos, ingresaban en las vacuolas,
se tifien tanto por el rojo neutro como por la plata
reducida.

El rojo neutro no tifie los ndcleos celulares de los infu-
sorios libres, haciéndolo, en cambio, cuando se trata de
infusorios parasitos (1), comportamiento que, como se
recordaré, observa también la plata reducida y, es mas,
los nticleos de la Opalina que se impregnan flojamente
con la plata, débilmente también se tifien con el rojo
neutro. Finalmente, cuando se tienen infusorios durante
mucho tiempo en una solucién de rojo neutro lo bastante
concentrada para causarles a la larga la muerte, al sobre-
venir el periodo que pudiéramos llamar agodnico, los
corptisculos basales comienzan a aparecer bajo la forma de
puntitos rojos que, aumentando sin cesar, llegan a hacer

(1) Taschenbuch dev mikroskopischen Technik der Protistenunter-
suchung von Dr. S, von Prowazek, 2. Auflage (1909), p. 15.
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Microf. 1,2 — Infusorio del género Paramaecium.
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Microf. 2.* — Infusorio del género Colpidium.
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Microf. 3.» — Infusorio del género Nyctothevus
impregnacién de los corptisculos basales.
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Micrcf. 4. — Infusorio del género Nyctotherus:
impregnacién del macrontcleo
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Microf. 5.2 — Infusorio del género Balantidium
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visibles las lineas meridianas (1); esto lo hemos observado
tanto en infusorios libres como en parésitos (Paramaecium,
Colpidium, Nyctotherus, Opalina).

Por ahora nos limitamos a hacer esta observacién,
sin prejuzgar si la analogia en el modo de obrar del rojo
neutro y de la plata reducida es debida a una simple
coincidencia o tiene una significacién més profunda.

Laboratorio de Histologia de la Facultad de Ciencias.

(1) Prowazek ha observado este fenémeno en el género Para-
maccium y opina que los granulos tefiidos por el rojo neutro son pre-
cipitados de productos de excrecién en la superficie interna de la mem-
brana celular. Ignoramos las razones que alega Prowazek para hacer
esta afirmacién, pero nosotros, que, como decimos en el texto, hemos
sorprendido tal fenémeno en el Paramaecium y en otros infusorios, he-
mos notado una coincidencia absoluta de posicién y de tamafio con
los corptsculos basales; ademas, hemos observado la tincién de gra-
nulos formando lineas meridianas, en mucho mayor ntimero que las
que presenta un dibujo de Prowazek reproducido por Doflein en su
Lehrbuch der Protozoenkunde, 3.2 edicién.



