EXTENSIO O NOVES APLICACIONS
DEL METODE METAPOLICROMIC DE
GALLEGO. TECNICA | OBSERVACIO

pel

P. Jaume Pusuta, S. J.

I. Ja és sabut que el senyor A. Gallego, tot meta-
cromitzant pel formol acétic formacions tenyides per la
fucsina basica de Ziehl, un poc modificada, i combinant
degudament la seva tincié amb la d’'una mescla de fucsina
picrica de van Giesson i de l'indi-carmi de Cajal, ha anat
elucubrant un métode histologic de tincié metapolicromica
electiva, que aventatja sens dubte el tricromic d’aquests
autors. No és intencié nostra teixir aqui la historia dels
assaigs minuciosos, prolixos i conscienciosos que I'han
dut a un resultat tan notable. Aquell que s’hi interessi els
trobara exposats en els Treballs d’aquesta SOCIETAT DE
Biorocia de Barcelona, any tercer (1915). Per a 'objecte
que ara ens proposem, caldra només posar aqui al davant
el resum d’aquest métode, tal com el posa l'autor al final
de les seves disquisicions.

2. Meétode metapolicromic segons Gallego:

1.* Fixacié en formol (1) al 10 per 100: 6-8 hores al
menys. Estufa a 40°-45°.

(1) Adverteix el senyor Gallego que és possible una fixacié més
rapida amb I’alcohol de 80° i formol al 109/, perd que fa malbé els
hematies.
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2. Lavatge amb aigua: 10-30 minuts.

3.% Talls per congelacio.

4.** Tinci6 amb Ja fucsina de Ziehl (1) diluida: un
minut.

5.4  Lavatge amb aigua.

6. Formol acétic (2): 5 minuts (3).

7.2 Lavatge amb aigua.

8.2 Tinci6 en la mescla de parts iguals de la soluci6
de picro-indi-carmi de Cajal i la solucié de picrofucsina
de van Giesson: 5 minuts.

0! Lavatge rapid amb aigua. Diferenciacié per 2-5
minuts en aigua acética (aigua destil'lada, 5 c. c.; acid
cristal'litzable, 1 gota).

10.2 Série d’alcohols.

11.¢ Xilol fenicat.

12.* Muntatge en balsams.

El resultat és que els puclis es tenyiran de violeta
negre; el protoplasma, de verd clar o rosa groguenc; els
feixos col'lagens, de blau pur intensissim; el teixit mus-
cular, de verd clar; els hematies, de verd; el teixit epite-
hial, de verd o vermel]l verdds; la substancia fonamental del
cartilag; la mucina i les granulacions de les cél'lules cebades
d’Ehrlich, de morat molt intens; la matéria amiloide, de
verd blavos; les fibres d’elacina, de morat; els microbis
de morat o morat vermellds.

(1) En aquesta fucsina, hi fa entrar I'acid fénic al 20 9, (aixd és,
fucsina basica 1 gr., acid fénic 2 gr., alcohol absolut 10 gr.; aigua
destil-lada 100 c. c.); i per a la tincié de qué ens ocupem, dilueix
1 ¢. ¢. d’aquesta fucsina en 20 c. c. d’aigua destil‘lada.

(2) A 5c.c. daigua destil-lada hem afegeix una gota de formol
i una altra d’acid acétic. Aquest liquid té per objecte fer-virar de
vermell a violeta i fixar la color en els nuclis, propietat que ha
descobert el mateix senyor Gallego, tal com esposa llargament en el
volum citaten el text.

(3) Només en casos extraordinaris, quan la fixacié és excessiva,
convé la diferenciacié prévia amb solucié alcohdlica de guiacol al
10 /o, durant /3 — 1 minut,



334 Publicacions de I'[nstitut de Ciéncies

3. Com veiem per aquest resum, hom fa els talls amb
el micrétom de congelacid; pero els pot fer també en celoi-
dina i en parafina, com diu el senyor Gallego en la seva
primera comunicacié (). I aixd és la primera cosa que
volem fer notar i confirmar; car nosaltres només havem
assajat el meétode amb talls histologics en parafina, perd
amb uns resultats tan espléndids que no creiem que hom
en pugui obtenir de millors, ni amb talls en celoidina, ni
amb els obtinguts pel microtom de congelacié. Els talls
en parafina tenen demés l'aventatge immens que poden
ésser d’una primor extrema. Si havem de jutjar per les
fotografies policromiques que acompanyen el treball del
senyor Gallego, certament les nostres preparacions no els
van a la saga. Com a exemple, podem descriute un tall
transversal de llengua de rata (Mus rattus, v. alba), amb
la tinci6é de Gallego. Alla apareix groga la capa cornia de
I'epiteli; morades vermelloses, les capes cellulars del
mateix epiteli per rad dels nuclis principalment, i és la
color tant més viva com més ben conservats aquells es
troben; el conjuntiu (respectivament les seves fibres),
blau; els muscles, groc-pal-lids o groc-verdosos; els nuclis
cel'lulars, de morat vermellés, i morat fosc les cél'lules
cepades; els hematies, grocs.

4. Un altre punt, damunt el qual convé cridar l'aten-
cio, és el fixador. El fixador, segons Gallego, és el formol
al 10 per 100, o també l'alcohol a 8o° (2 hores), seguit
del formol al 10 per 100 (1 hora). Nosaltres assajarem
el métode de tinci6 en talls histologics de la pell de sala-
mandria (Salamandra maculosa), fixada en el liquid C
de Boule (2) que consta d’alcohol de 959, formol i acid

(1) Volum citat, p. 125, nota. ;
(2) Vegeu la nostra «Citologia. Parte practica, técnica y obser=
vacién» n.° 30, 13.®
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acétic glacial en la proporcié de 100, 25 i 5 ¢. ¢. respectiva-
ment. El resultat fou satisfactori, com ja era de preveure,
donat que la mescla Boule C consta, en el fons, dels ma-
teixos liquids que, almenys successivament, sén aplicats
en el métode del senyor Gallego.

Peré no és tot aixo; car aplicarem aixi mateix el me-
tode a frotaments de la medul'la roja de vedella, fixats
en un liquid, ben diferent dels anteriors, com és el subli-
mat corrosiu. L'éxit no pogué ésser millor del que fou.
I, encara que no volem generalitzar per insuficiéncia
d’assaigs, creiem, no obstant, que altres fixadors deuran
servir igualment i ens inclinem a admetre que en la tincio
pel métode de Gallego té poca o cap influéncia el fixador:
el resultat excellent de la tinci6 fora degut gairebé ex-
clusivament a la modificacié quimica que experimenta la
fucsina, fixada en els talls, per l'accid del formol, com
opina el mateix Gallego. En el cas, tant de la salamardria
com dels frotaments, donem per descomptat que no hi
pogué influir la calor, car la fixaci6 fou sempre efectuada
en fred. Perd la prova decisiva de la influéncia petita o
nul'la del fixador, ens la déna el fet que en tragar una
ratlla sobre paper, primer amb la dita fucsina i després
amb formol acétic, observem un viratge a morat ma-
genta.

5. Pel que havem dit hom pot veure que el métode
metapolicromic de Gallego es fa extensiu a altres fixadors
i la seva aplicacié adquireix una major generalitat. Com
que, per altra banda, és molt apte per a diferenciar elec-
tivament un bon nombre de formacions, no sera estrany
que vagi guanyant predomini de dia en dia, sobretot en
estudis histologics. Sobre d’aquest poder electivament
diferenciador del métode, volem donar a conéixer alguna
dada que probablement ningé no ha observat abans que
nosaltres, almenys, en tractar-se de material fixat en
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sublimat corrosiu. Per de prompte, va atreure poderosa-
ment la nostra atencié, en els frotaments esmentats de
medul'la roja de vedella, un sens nombre de cél'lules amb
granulacions blaves molt formoses (fig. 1 a, b). No cal gaire
esfor¢ per descubrir-hi les granulacions oxifiles (resp. eosi-
nofiles): la forma molt variada dels seus nuclis i la diferent
tincié de la cromatina (basofila) i la d’aquestes granu-
lacions, sén dades que exclouen tota altra hipotesi. Tenim,
doncs, que pel métode metapolicromic de Gallego, fixacid
en sublimat suposada, les granulacions oxifiles es tenyei-
xen de blau. Aquesta dada pot ésser d’interés o projectar
alguna llum sobre la naturalesa o caricter quimic del
teixit conjuntiu, ja que aquest, com és sabut, es colora
també de blau pel métode Gallego? Creiem que si; i si
podem considerar les granulacions oxifiles com de ca-
racter bdssic, tota vegada que mostren una avidesa par-
ticular per colorants dcids, amb igual o analoga rad po-
driem concloure la mateixa cosa respecte del conjuntiu,
ja que ell també es tenyeix aqui amb les granulacions
esmentades. Dues coses iguals a una tercera segons algun
respecte, ho han d’ésser forgosament entre elles també
segons aquest mateix respecte. La petita causa d’error
que podria ocdrrer en el nostre raciocini, és que comparem
preparacions, tractades per un fixador distint; pero creiem
que els fixadors no canvien aqui la naturalesa quimica
de les formacions; demés que repetint l'assaig amb el
mateix fixador, va resultar veritat la nostra creenga.
Preguntara algi tal volta com sabem que les granulacions
blaves sén realment les oxifiles, i no, v. g., les basofiles
d’Ehrlich? Queda ja previnguda aquesta dificultat en les
linies precedents. Per a major abundancia, tinguem pre-
sent que les cél'lules cepades d’Ehrlich o amb granulacions
basofiles (metacromiques), Gniques amb les quals aquelles
es podrien confondre, sén relativament escasses en la
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medul'le roja de vedella, de qué tenim experiéncia per
haver-les investigat amb el metode alcohol-tionina de
Maximow (1), métode que en pait havem ampliat. Pel
meétode de Gallego no recordem haver vist sind una sola
d’aquestes cél'lules (fig. 1 f); era bastant grossa peré amb
granulacions escasses; mentre que les cél'lules o leucocits
amb granulacions oxifiles sén innombrables, podent-se
distingir entre elles, almenys, dos tipus: Unes de grosses
(fig. 1 a), 1 unes altres de petites (fig. 1 0). Demés, les
mateixes granulacions séon molt abundoses i estan ben
conservades. Aixo ultim és una dada important que no
convé que ens passi desapercebuda. Les granulacions
basdfiles, com remarca Maximow que les ha estudiades
particularment en diversos animals, s6n sumament sen-
sibles a l'aigna que les dissol: i per aquesta rad moltes
desapareixeran necessariament en el métode de Gallego;
ja que aquest exigeix el pas del material per diversos
liquids aquosos.

Acabarem aquesta petita comunicacié respecte del
regne animal, tocant alguna que altia dada que observa-
rem, en aplicar el métode de qué parlem, a la medulla
roja; la qual cosa pot ésser que no manqui d'interés. En
el frotament de la dita medul'la roje, fixat en sublimat,
els nuclis (respectivament la cromatina) estenyeixen exac-
tament com en el métode ordinari de Gallego, aixo és,
morat-fosc 0 morat-vinés: els limfocits semblen boles
compactes (fig. 1 ¢), donat que el petit limbe de proto-
plasma que ofereix el tall Optic, a penes es distingeix per
la seva gairebé absolutaincolorabilitat; en altres elements
la massa protoplasmica es presenta com de costat (fig. 1 d):

(1) A. Maximow: Untersuchungen iiber Blut und Bindegewebe. IV .
Uber Blutmastzellen. Arghir fur Mikroskopische Anatomie, 83. Bd.

(1913).

22
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potser sigui qiiesti6, en aquest cas, de mielocits joves
que es convertiran més tard en granulocits, sense que en
estadi tan prematur sigui facil predir, a quina categoria
pertanyeran; o, millor tal volta, de normoblastos en vies
d’enucleacio (expulsié del nucli); ja que el seu aspecte
evoca la imatge d’alld que pinta Mas y Magro en una
comunicacié recent sobre aquest particular (1). Pero el
que ens sorprengué en gran manera fou que se'ns tenyissin
com la cromatina, certs elements o céellules mesenquima-
toses (conjuntives) embrionals (fig. I ¢). Quina rad hi pugui
haver perqué el protoplasma mateix d’aquestes cél'lules
es colori d'una manera analega al nucli, no ho podem
desxifrar per ara. Tenim el projecte d’estudiar més de
proposit el mesenquisme de la medulla roja; on encara
queden probablement moltes coses per descobrir o
aclarar.

6. APLICACIO DEL MATEIX METODE AL REGNE VEGETAL.
Entusiasmats amb els bons resultats que ens va donar el
meétode metapolicromic de Gallego en el regne animal,
volguérem assajar-lo també en el regne vegetal, desitjant
esbrinar, entre altres coses, si ens prestaria algun servei
per a distingir les diverses substancies que entren en la
composicié quimica de les membranes cel'lulars, ja que la
membrana cellular entra en Histologia vegetal com
un dels factors principals, per a la classificacié de tei-
xits.

L’assaig recaigué principalment en Agave americana i
en una espécie d'4lée. El material (fragments de la fulla)
es va fixar o en formol al 10 per 100 (4gave) o en alcohol
de 95° (Agave i Alje): els talls foren practicats a ma amb

(1) Mas Y Macro (F.): Nuevas investigaciones acerca del mecanis-
mo intimo de la enucleacién de los normoblastos de los mamiferos.
Rev. Valenc., agosto 1917.
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el ganivet; la tinci6 es va efectuar, seguint les prescripcions
del métode de qué tractem. El resultat fou no sols satis-
factori, siné que ens va donar esperanca que, estudiats
millor els passos, i adaptant convenientment el métode
a la nova aplicacid, podra servir d’excel'lent medi micro-
-quimic per a revelar-nos estructures, tal vegada fins ara
ignorades. Perd, com que aixd requereix temps i molts
estudis comparatius que no havem pogut fer, ens cenyirem
aqui a donar compte brevissimament dels primers assaigs.

Quant als colors o matisos que té de donar el métode,
per a justificar el seu nom policromic, podem assegurar
que en els talls transversalsde la fulla de Agave americana,
se'n distingeixen indiscutiblement, almenys, quatre. Efec-
tivament; anant de fora a dins, es troba de moment la
capa de cel'lules epidérmiques, d'unes parets externes,
molt dobles ordinariament, que ofereixen en la seva
meitat -exterior, constituida per la cuticula i capes cuti-
«culars, una coloracié de groc pal'lid (fig. 2, ¢); coloraci6
que deu ésser deguda a l'acid picric (1): la regi6 interna
de la mateixa paret presenta un vermell fort (fig. 2, ¢ ¢),
que es continua en les parets radials, revestint en la seva
primera meitat els peduncles (respectivament lamines)
cuticulars entrants (fig. 2, p.e), i essent I'tinica coloraci¢
en la resta de la dita paret radial (fig. 2, p. r). La mateixa
«coloraci6 s’observa en la paret interna (fig. 2, p. i). Pot
ésser que en les parets radials s’inicii ja un matis vermell
violeta, continuant-se o pronunciant-se més en les parets
internes. El nucli d’aquestes céllules epidérmiques és en
-conjunt vermellés moradenc per raé de la cromatina
(fig. 2, n). Perd ¢o que més ens va atreure ’atencié i ¢o

(1) En l'aquarel‘la que reprodueix la fig. 2 va sortir exagerada la
color de la cuticula per haver-nos servit per a obtenir-la de I'acid
picric.



340 Publicacions de I'Institut de Ciéncies

que ens féu concebre esperances de descobrir per aquest
meétode estructures especials, fou la coloracié blava gri-
senca que havien pres certes formacions, més o menys
arrodonides, tancades dins de la céllula i apilotades al
voltant del nucli (fig. 2, ¢). Cada una d’aquestes formacions
(les quals no estan propiament isolades, sind unides i pot-
ser en gran part fusionades les unes amb les altres), pre-
senta un o diversos espais clars, que causen impressioé de
vacuoles. Creiem senzillament que estem en preséncia
d’eleoplastos, o sigui de diferenciacions protoplasmiques a
les quals s’atribueix la formacié d’alguna substancia olea-
ginosa: les vacuoles aparents foren en realitat petites
esferes d’oli. Nosaltres a penes podem dubtar de la rectitud
d’aquesta interpretacid, donat que per altres procediments
ens sén coneguts els eleoplastos d’aquestes cél'lules (1).
Tindriem, doncs, en aquest cas, al costat del sudan III i
de l'alcana, un altre reactiu colorant per a fer ressaltar
aquestes formacions i tal vegada més electivament que els
altres, encara que aquest tenyiria el mateix eleoplast, 1
aquells, el seu producte o substancia oleaginosa: sobre la
qual cosa sols assaigs ulteriors podran dir la darrera
paraula.

Respecte de la tinci6 dels altres teixits, només direm
que en el parenquimoés les membranes cel'lulars es tenyei-
xen de vermell violeta; de vermell molt fort, encara que
amb reflex moradenc, el fibrés que acompanya els vasos:
el leptoma (regié dels vasos cribosos), una altra vegada
de vermell violeta i el contingut cel'lular dels seus elements,.
un xic de blau; els vasos aqiiifers de vermell violeta bas-
tant viu, semblant al vermell de la paret externa de les.
cél'lules epidérmiques.

(1) Vegeu la nostra Citologia. Parte prictica, p. 205, 1918.
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Tota aquesta diversitat de matisos és més manifesta
en el material fixat en alcohol que en el fixat en formol.
Potser per aixo, el material del Alje, fixat sols en formol,
va resultar inferior al del Agave.

Laboratori Biologic de Sarria. Col'legi Maxim de Sant
Ignasi.



