LES ESTRUCTURES FIBROSES ARGIRO-

FILES EN ELS CULTIUS MESENQUIMATOSOS

DE DIFERENTS ORIGENS I DE DIFERENTS
VELOCITATS DE CREIXEMENT

per
J. BoriLL 1 DEULOFEU

Si preparem cultius de teixits mesenquimatosos dels
més diversos organs d’embrions de pollet, al cap d'uns
quants replantats no es pot comprovar cap diferéncia
en la forma de les diferents cultures, en la disposicié de
les cél-lules o en la manera com aquestes s'uneixen, que
pugui recordar llur diferent origen. Debem a R. C. Par-
ker, col-laborador d’A. Fischer, 'observacié extraordina-
riament important que tals cultius, morfologicament
idéntics, provinents de diferents parts del cos (cor,
muscul esquelétic, ossos del crani i cartilag esfenoidal del
mateix embrié de pollet), que foren replantats deu cops
seguits, no acusen el mateix creixement residual ni la
mateixa reaccionabilitat enfront de les substancies exci-
tadores del creixement de l'extret, siné que segons quin
és llur origen, es caracteritzen per aquestes dues propie-
tats fisiologiques.

Es planteja, doncs, la qiiestié de si cultius mesen-
quimatosos de diferent origen, que en el que es refereix
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a la forma de cultiu i a la morfologia cel-lular semblen
completament idéntics, poden manifestar diferéncies ca-
racteristiques per produccié de productes de diferencia-
ci6. Es per aquest motiu que en el present treball hem
intentat de comprovar com es comporten les estructures
fibroses argirofiles, que sén visibles amb la técnica de
Del Rio Hortega, en els cultius mesenquimatosos de di-
verses parts del cos del mateix embrié de pollet, aixf
com els d’embrions diferents.

Per a aquesta investigacié no s’escolliren absoluta-
ment els mateixos organs que havia adoptat Parker,
siné que partirem dels segiients teixits d’embrions de
pollet de catorze dies : cor, part mesenquimatosa de I'iris,
cartilag articular, frontal. Els motius d’aquest procedir
diterents de Parker sén els segiients : el cor i el miiscul
esquelctic ens semblen massa semblants; per a I'esfenoi-
des tenfem per insegur que plantéssim trossos ossis o
cartilaginosos, mentre que en el cas del frontal i del car-
tilag articular (amb pericondri) aixé és completament
cert.

Per tant, de les parts indicades d’'un embrié plan-
tarem uns divuit trossets, cada un dels quals era gros
d’t mmc. aproximadament. EI cultiu es feia en petites
plaques de mica com a cultius en cobreobjecte, en una
gota de plasma estesa en superficie (d'un diametre al-
menys de 15 mm.) amb una gota d’extracte embrionari.
El replantat es feia tres cops a la setmana. Com a ex-
tret servia per als cultius de cor el «entrifugat 2», per
als altres el «centrifugat 3».!

Per a preparar I'extracte s’aixafaven embrions de po-
llet de vuit dies en la premsa de Fischer, la papilla era
centrifugada, el liquid d’expressi6 és el nomenat «cen-

1. Aixi s'obté la mateixa intensitat de creixement de les qua-
tre races.



182 Publicacions de I'Institut d’ Estudis Catalans

trifugat 1. A la papilla que resta un cop extret aquest
liquid, s’afegeix el mateix volum de Tyrode; el liquid
que queda després de centrifugacié reiterada és el «en-
trifugat 2», dit abreujadament Z 2. Per aspiracid, nova
addici6 de Tyrode, i centrifugacié, s'obté el «entrifu-
gat 3», o abreujadament Z 3. L’extracte utilitzat no
era mai més vell de cinc dies després de la seva prepa-
racio.

A cada replantaci6 es cultivaven almenys catorze
cultius de cada raca, dividint en general els cultius en
dues meitats. Passat un temps les parts components
caracteristiques del tros de teixit original (cartilag i os)
havien desaparegut, no hi havia escampades més que
cel'lules rodonejades, i la forma cel'lular i la densitat dels
diposits, aixi com la intensitat del creixement, eren fins
a cert punt iguals. Aquesta constancia dels caracters
era obtinguda després de sis a set repicats, i des d’ales-
hores es podia parlar de «ultius pursy. No comprenem
amb aquest nom idees histogenétiques de cap mena.
Aixi mateix, sense lligar-hi cap mena d’asseveracions
histogeneétiques, utilitzarém en aquest treball com a de-
nominacions abreujades de les nostres quatre races cel-
lulars immadures, mesenquimatoses, que creixen juntes,
les segiients:

Cultius del cor = fibroblastes cardiacs.
Cultius de l'iris = fibroblastes de liris.
Cultius de la boveda craniana = osteoblastes.
Cultius del condil femoral — condroblastes.

Per a conéixer la formacié d’estructures fibroses ar-
girofiles en diferents fases del creixement del cultiu, la
fixacié tingué lloc en diferents moments, co és, vint-i-
quatre, quaranta-vuit, setanta-dues i noranta-sis hores
després del darrer recanvi. De cada una de les quatre
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races s’escollien en aquests periodes indicats, cada cop
dos o tres cultius, de forma que tots els cultius, en el
que a creixement, forma cellular i disposicié cel-lular
es referia, coincidien tant com era possible. EIl contin-
gut greixés de la gota dels cultius obtinguts era sempre
petit, a excepcié de les fixades després de noranta-sis
hores d’incubacié. Els cultius escollits eren fixats vint-
i-quatre-quaranta-vuit hores a la temperatura de I'habi-
taci6 en formalina al 4 per 100.

Com a técnica de coloracié utilitzarem la dita de
«oble impregnacié» de Del Rio, perqué déna resultats
segurs i idéntics fins en els detalls. De totes maneres,
cal obrar amb la maxima exactitud i meticulositat, que
jo, com a deixeble del doctor Del Rio, havia tingut oca-
si6 de practicar en talls d’organs en el seu laboratori.

DESCRIPCIO DELS METODES DE COLORACIO UTILITZATS
SOBRE ELS CULTIUS EN COBREOBJECTES

1. Fixacié en formalina vint-i-quatre - quaranta-vuit
hores a la temperatura de I’habitacié.

2. Rentat amb aigua destil-lada corrent, almenys
durant trenta minuts.

3. Nou rentat amb altra aigua destil-lada.

4. La mica es talla exactament al voltant del cultiu.

5. El trosset de mica amb el cultiu es posa en un
vidret rod6 amb solucié al 2 per 100 de nitrat de plata,
estant el cultiu a la banda de dalt. S’escalfa el vidret
sobre una placa d’amiant (sobre tres peus per un petit
Bunsen o una flama d’esperit, fins a 55-60°). Després
de deu-quinze minuts d’escalfar, els cultius prenen un
color groc fosc, i la tenyida prévia és acabada.

6. Rentat breu amb aigua destil-lada.
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7. Es posa en un vidret amb 10-15 cc. de soluci6
d’Hortega i 3 gotes de piridina.
Composicié d’aquesta solucié d’Hortega:

Sol. de nitrat de plata al 1o per 100.......... 5 cC.
Sol. 5 per 1oo de carbonat sodic cristal-litzat... 15 cc.

El precipitat que es forma es dissol amb la quanti-
tat minima possible d’amoniac, i s’afegeixen 55 cc. d’ai-
gua destil-lada.

Es tapa el vas amb un vidre de rellotge. Ha
de quedar un espai amb aire suficient per a poder
agitar de tant en tant el liquid. Escalfi’'s com en el
n.° 5, fins que els cultius hagin pres un color fort de
tabac.

8. Dos a tres minuts en aigua destil-lada. Alesho-
res es posa cada preparat cosa d'un minut en aigua de
piridina (10 cc. d’aigua destillada + 3 gotes de piridi-
na); d’aqui, immediatament en formalina, amb la qual
cosa té lloc un ombrejament per reduccié.

9. Posi’s en solucié al 2 per 1000 de clorur d’or,
primer en fred cosa d’uns cinc minuts, fins que apareix
un color lila clar; després, cosa de quinze minuts, escal-
fi's sobre la placa d’amiant, fins que aparegui coloraci6
lila fosc.

10. Fixacié en solucié de hiposulfit sodic al 5 per
100, un minut.

11.  Deshidratacié en alcohol cada cop més concen-
trat, xilol; posar en balsam de Canada.

Quan la coloracié és reeixida, es veu aixod segiient :
el color general és sobretot violeta-negre, perd aixo no és
d'importancia decisiva; les fibres sén negres, principal-
ment les primes, les més gruixudes existents en el cen-
tre del cultiu sén sovint violeta-rogenques; els nuclis
cel-lulars negres, tan aviat difosos com estructurats; els
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cossos cel-lulars s6én la majoria incompletament te-
nyits, i precisament d'un violeta clar; les perllon-
gacions generalment incolores. Pero no és aixi per a
les cél-lules de les vores del cultiu, en les quals tant el
cos cel-lular com les perllongacions sén més aviat clara-
ment tenyides. EI coagul és tenyit de violeta i apareix
com a completament desprovist d’estructura.

Les nostres recerques es refereixen a cultius repicats
diferents vegades, que a partir del seté o vuité replan-
tat sén designats com a «ultius pursy. En el que fa
referéncia a les fibres argirofiles, en aquest treball ens
cenyirem a les estructures fibroses fortes dirigides so-
bretot circularment i radialment. Aquestes estructures
s6n visibles a 100-200 augments, i moltes vegades ja a
40, a la vora del tros central i en la zona de creixement
interna (figures 1-4). Les fibres dirigides radialment fan
la majoria de les vegades la impressi6 de rigides o de
tenses 1 tivants.

Les dades que es troben en la literatura sobre les
fibres argirofiles en els cultius de teixits sén, gairebé
sense excepcid, provinents d’experiéncies de cultiu, la re-
producci6é i utilitat quantitativa de les quals fins ara
no ha estat obtinguda. Per tal motiu no és oportuna
una comparacié amb els resultats de M. R. Lewis, Ma-
ximow, McKinney i F. W. Ludwig. Huzella no déna
dades precises, ja que a ell manifestament el que li in-
teressa sén tinicament les condicions mecaniques. Sola-
ment Momigliano Levi utilitza la técnica de Carrel. En
ell es troba també 1"inica utilitzacié, fins avui, dels méto-
des d’Hortega en cultius de teixits. M. Levi déna una
descripci6 morfologica minuciosa d'una xarxa de fibres
argirofiles fines, tridimensional, que pot estendre’s fins a
la vora del cultiu, i nosaltres també observarem la seva
aparicié6 en algun cas. Aquesta fina xarxa — Levi en
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TAvLA I
Tros central e
Zona
[ Cellules Fibres , Céllules
Vivent, sense |No visibles se- — Fusiformes. Tu-
colorejar paradament pides, i per tant
no essent visi-
bles Ferllonga-
cions fines. Dis-
‘ posades radial-
! ment
R | |
Fixada, colo-|Quan el nombre | — | Perllongacions
lorejada amb | de capes no és | fines, visibles en
alum d’hema- | molt elevat, en | lcurtes  exten-
teina forma de creu | sions. Cél-lules i
(particularment nuclis  dirigits
els nuclis). La radialment
zona més ex-
| terna amb cél-
lules circulars és
designada com
a limit del tros
central
Fixada i colo- | La majoria de|Xarxa  (tridi- | Nuclissovint te-
rejada segons |les vegades no |mensional) de |nyits netament;
del Rio Hor- |sén visibles els | fibres gruixudes | cossos cel-lulars
tega detalls violeta-roges i | rarament recog-
fines negres. La noscibles
‘ | zona més exter-
1 |na, amb fibres
| | circulars és de- |
! | signada com a |
: limit del tros |
| central ;
déna solament imatges a 800 augments — tal com hem

dit, no és objecte del nostre treball, pero sera conside-

rada en la tercera part d’aquest article.

Les caracteris-

tiques morfologiques més importants de les estructures
fibroses argirofiles perseguides per nosaltres estan resu-
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TAvLA I
Zona de creixement
inle;:a i Zona externa o
. Flbms o Cel'lules J Fibres
— Fusiformes o bi- —

Fibres radials
mitjanes i pri-
mes, negres,
?ue passen a
ibres del tros
central

Disposades

furcades en ex-
trem periféeric.
de
clar en clar.
Amb, sovint, fi-
nes perllonga-
cions i anasto-
mosis visibles
Moltes perllon-
gacionsllargues,
essent  visible
sovint llur uni6
amb altres cel-
lules. Cap més
ramificaci6 de
les perllonga-
cions provinents
de les céllules

Nuclis gairebé
sempre visibles.
Cossos cel-lulars
sovint clars en
la vora del
cultiu

| Coagul

Sense cap es-
| tructura visible

Blau difos. En
la majoria dues
zones tenyides
més feblement:
a) al voltant del
cultiu,

b) anivell de la
zona inter-
na de crei-
xement

Direccié princi-
palment radial,
amb moltes ra-
mificacions la-
terals fines.
Sempre a l'ex-
terior dels cos-
sos cel-lulars

Violeta-roig di-
fis. En la ma-
joria dels ca-
sos dues zones
menys coloreja-
des o totalment
incolores! com
en la tincié amb
alum d’hema-
teina

mides breument en la taula 1, on les comparem prime-
rament amb les vivents no tenyides, i segonament amb
el preparat fixat i colorejat amb alum d’hemateina.

I.

a quedar un halo lliure.

Kapel ja indica que en cultius tractats amb AgNOj; acostuma
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En el que es refereix al tros central és de recomanar
distingir les tres segiients coses:

1.2 Explantat : aquesta denominacié la reduim als
trossets de teixit, que s6n trets immediatament de I'or-
ganisme de I'animal o de I'embrié i posats in vitro per
primera vegada.

2.8 Tros central no transformat : és 1'explantat posat
en el medi, que ja es troba en les condicions de cultiu,
o bé el tros obtingut per tall d’'un cultiu ja plantat,
sempre que siguin completament clars els seus limits de
tall, i no hagi tingut lloc una relaxacié o una conden-
saci6 digna de mencié.

3.2 Tvos central transformat : els limits del tall es-
tan esborrats, existint relaxacié o condensacié; la vora
del tros central és indeterminada en el preparat vivent;
en el colorejat es caracteritza per la direcci6 circular de
les cél-lules — com ja ha establert Olivo — i les fibretes
— com hem trobat nosaltres.

Quan en el nostre treball, i particularment en les
taules, utilitzem I’expressié «tros centraly sense altra ad-
dicié, ens referim al tros central transformat, ja que
totes les lectures de les experiéncies tingueren lloc vint-
1-quatre hores almenys després del repicat, quan el crei-
xement dels cultius era intens.

Entenem per zona de creixement el que és general-
ment entés per aquesta denominacié; el concepte de
balan¢ de creixement serd exposat més tard. En la
zona de creixement trobem no solament les céllules,
siné també les estructures fibroses argirofiles dirigides
amb predomini complet radialment. Des del limit del
tros central fins aproximadament la meitat de ’ampla-
da de la zona de creixement, parlem de «ona interna
de creixementy, i d’aqui fins a la vora, de «ona externa
de creixementy.
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Entenem per coagul el medi desprovist de cél-lules
al voltant del cultiu, quan sols ha de tractar-se d’'una
caracteritzacié topografica. Perd al final també tracta-
rem del coagul que es troba en les malles de la xarxa
cel-lular, i ha de tenir-se en compte per a la formacié
de substancies intermeédies, per6 també per al recanvi
amb elles.

Els resultats de les nostres investigacions estan re-
units en les taules 11-v. «Raga» és la designacié de
l'origen dels cultius d’una determinada regié corporal.

TAura II

Formacio de fibres en quatre vaces mesenquimatoses de I'embrid «c».
Replantat n.° 13. Fixat vint-i-quatre hoves després del

repicat
e o - Contingut en flbl'es
Raga N.° dels B .. oo
cultius Trot: osntral 3:2;3- imtema dZéo::‘ iextemaﬁ

Fibroblastes car-[ B 1895 b -+ -+ -
(31 1. Ve SO | B18gbb + + —
Fibroblastes de[ B 1900a - - ; —
)13 s L 1/ B1go3za + —_ ‘ -
Osteoblastes. .. .. [ B1go8a <+ =+ ==
| B1go8b + - ‘ -

Condroblastes. ../ B1919a + il
|| B1gzoa + — | —

La caracteritzacié dels cultius per una lletra majuscula i
un numero correspon als protocols seguits; els cultius amb
el mateix numero i distintes lletres mintscules, per exem-
ple B1go8a i B 1908 b, sén «cultius germansy», obtinguts
per la divisi6 d’un cultiu. En les taules esta indicat si
existeixen (+4) o manquen (—) estructures fibroses en
cada zona del cultiu. Hem hagut de prescindir de les
dades numériques de la quantitat de fibres. En els
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pocs casos en qué existeixen fibres, pero molt rares,
s’ha posat en les taules el signe (4-). A més les diferén-
cies de quantitat, espessor i disposicié sén tractades en
el text.

Com ja ha establert Momigliano Levi, dins de les
vint-i-quatre hores després del repicat poden ésser ja de-
mostrables en la zona de creixement de molts cultius
fibres argirofiles, i inclis repartides, tupides i regulars,
sobretot el cultiu, de forma que sols en roman lliure la
vora més externa.

Taura III

Formacio de fibres en quatre vaces mesenquimatoses de I'embrid «».
Fixat quavanta-vuit hoves després del vepicat

‘ | Contingut en fibres

Raga N.° dels | Zona Zona
cultius Tros interna externa
| central | de creixe- | de creixe-

N S = = ‘ _ ) _mvan, - ment

Fibroblastes ‘ Bi7i7a | + L i

cardiacs | Bi722a ‘ - - —

Fibroblastes (| Bi1744a | + — =

Trans- de liis || Bi74sb | + — .

plantat 8, 1 B

< ‘ 24 a o -

28-v-g31 | | Osteoblastes {“ : i;zi g i - -
| |

Condroblastes/| B1734a |+ == =

(| Br7aza | + + —

Fibroblastes [| B1754b | + 41 -

cardiacs || B 1755 % i 41 =

Fibroblastes B 1780 £ =B el

lTrans- de l'iris B1782 | + s -
plantat 9,: .

30-V-931 Osteoblastes [ Bi1773b | + == —

| Bi774a | + + —

Condroblastes{ Biz6s | + + .-

L B 1764 + + e

1. Les fibres aqui s6n considerablement més gruixudes que en
les altres races.
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TAavra IV

Formacié de fibres en quatre vaces mesenquimatoses de I'embrid «c».
Fixat setanta-dues hoves després del repicat

: Contingut en fibres
" Nedels | | i
US| T cetrat | Zous Jtema | Zoaasntens
Fibroblastes car-[| B 1855 | - l +1 —
dfacs: vz .wias | B1856b -+ ‘ +1 +
Fibroblastes de \( B 1869 a 4 — P
12 b o L RATIREREAE Y .| B186gc + = =
Osteoblastes. . . . . (| B1839gb + — —_
| B18goa + e =
Condroblastes. .. [| B 1876 + + —
| B1878 4 + o=

1. Fibres considerablement més gruixudes que en els condro-
blastes.

Es molt digne de mencié que de les nostres quatre
races a les vint-i-quatre hores sols mostren estructures
fibroses els fibroblastes cardfacs en la zona de creixe-
ment. Les altres tres races en aquest perfode de temps
malgrat de la mateixa intensitat de creixement, sola-
ment presenten fibres en el tros central. No s’ha de
pensar que per motius de técnica algunes fibres existents
en la zona de creixement hagin quedat sense tenyir, ja
que en el tros central tots els cultius mostren estructu-
res fibroses netes, que serveixen en certa manera de con-
trol del tenyit. A més, com ja indicarem, sempre fou
sotmes, al mateix temps, al tenyit, un grup dels quatre
cultius : un de cada raga.! Pero sobretot es comprova
la conducta particular dels fibroblastes cardiacs en re-

1. A aquells lectors que tinguin un mal concepte dels métodes
argeéntics, i que no coneguin la bondat del métode de Rio Hortega, els
recomanem que vegin un tall d’organ (pulmé, fetge o semblant) per

congelaci6 tenyit amb aquest darrer, perqué es convencin de la cla-
redat i la uniformitat amb qué es veuen les fibres en tots els talls.
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laci6 amb la formacié d’estructures fibroses, sense ex-
cepcid, inclhis en els cultius fixats després de quaranta-
vuit, setanta-dues o de noranta-sis hores : sempre en els
fibroblastes cardiacs la formacié fibrosa era la més in-
tensa, sigui que les fibres eren molt més extenses cap
a la vora que en les altres races, sigui que les fibres avan-
tatgessin les altres races en espessor, com a la taula 111

TAurA V

Formacié de fibres en quatre vaces mesenquimatoses de 1'embrio
«A-M», nove i desé veplantat. Fixat novanta-sis hoves després

- o 7 *Covntingqf en fibres
Raga N.° dels )
cultius Tios cenitral g::lar;mtem{ (%eo:i ;extema

i (| M3s515b + + +
i ombonn | 54 S R I
Tttt M3si8b + s e
Fibroblastes de [| A1o777 b + e +
Piris.......... | A1o789Db + + +
(| A10783b + s .
Osteoblastes. . . .. {| A 10784 b e + —
(| A10787Db + + —

Condroblastes. .. [| M3523 b + 4
{ M 3521 b + 4 s

de la novena repicada. El segon lloc, en la producci6
fibril-lar el tenen els condroblastes, mentre que queden
en darrer lloc els osteoblastes i els fibroblastes de Iiris.
Aixo no és visible en ’exposicié tabular purament topo-
grafica, pero si en les microfotografies de la figura 4.
Hem de considerar solament com a completament se-
gura la formacié fibril-lar molt més intensa dels fibro-
blastes cardiacs en relaci6 amb les altres tres races.
Aquesta diferéncia es féu aixi mateix clarament mani-
festa quan es cultivaren i es compararen les quatre races
d’un segon embrid.
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Com a resultat d’aquesta série d’investigacions, po-
dem, doncs, concloure el segiient. Les races cultivades
del cor, de I'iris, de la boveda craniana i del cartilag ar-
ticular, que d’altra manera sén indiferenciables morfolo-
gicament, posseeixen una capacitat desigual de produir
estructures fibroses argirofiles. Pel contrari, les races
cultivades dels mateixos llocs de diferents embrions
concorden. Aquestes diferéncies es deuen, doncs, a la
diferent historia fisiologica i ontogénica de les quatre
races.

Després de tot el que queda indicat, vaig creure
interessant l'estudi de la interpretacié exacta de les
estructures fibroses argirdfiles. Un fet hem d’inferir
del que ha estat fins avui obtingut : que precisament
aquestes estructures representen un indicador de de-
terminades funcions de les cél-lules vivents. Com que
en els cultius de teixits destaquen en primer terme els
fenomens de creixement, es planteja la pregunta de si
existeix, i fins a quin punt, una relaci6 entre la pro-
ducci6 d’estructures fibroses i la intensitat del creixe-
ment. I aquesta pregunta és tant més logica quan
A. Fischer i R. C. Parker han trobat en cultius mesen-
quimatosos una oposicié entre la velocitat de proliferacié
1 determinades diferenciacions, com formacié de subs-
tancies fonamentals de tipus cartilaginés i fibres cola-
genes.

El balang del creixement de tot un cultiu, segons
Edmund Mayer, es resum en sis factors : emigraci6 cel-
lular cap a la vora, augment de volum i multiplicacié cel-
lular sén els positius; mort cel-lular, disminucié de volum
1 regressié cap al centre sén els factors negatius.

Actualment per a estudis quantitatius ens hem de
reduir a la medicié d’aquest balang sense poder comprendre
els factors particulars de qué es compon. Quan, en con-

13
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seqiiéncia, es parla de creixement, es tracta realment del
balan¢ de creixement dels cultius. La medici6 d’aquest
balang té lloc segons el procediment d’Ebeling amidant
les variacions de superficie dels cultius, ja que el gruix
del cultiu en general pot ésser negligit (vegeu en Ed-
mund Meyer els limits i l'eficiéncia d’aquest metode).
Prenent la superficie diariament (en mil-limetres quadrats)
com a ordenada, i el temps com a abcisa, s'obtenen corbes
de creixement. Afegint substancies excitadores del crei-
xement, tals com extracte embrionari, es pot governar fins
a un cert punt tal creixement. Per als fibroblastes car-
diacs, en particular, la corba de creixement puja rapida-
ment amb ’elevada concentraci6 de 'extracte, mentre que
segueix més baixa per a les concentracions baixes. Per
aquest motiu, i perque els fibroblastes cardiacs manifes-
taren la producci6 més intensa d’estructures fibroses argi-
rofiles escollirem aquests fibroblastes cardiacs per a les
recerques que segueixen.

A) Cultius en ampolles. — Per a graduar el creixe-
ment variant les concentracions dels extractes resulta es-
pecialment apropiat el cultiu en ampolles de Carrel;
perque, primerament, amb elles es treballa amb quantitats
de liquid més grosses que en els cultius en cobreobjectes;
segonament, resulta possible un canvi parcial del medi
sense repicat del cultiu, amb la qual cosa es poden obte-
nir perfodes de creixement més perllongats i acci6 més
persistent de la concentraci6 corresponent d’extracte. La
taula vI ensenya l’accié de la concentracié de l'extracte
sobre el creixement.
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Tavra VI

Formacié de fibres en fibroblastes cardiacs («B») en cultius en
amgpolles, de difevent intensitat de creixement. Replantat n.° 4o,
fixat als set dies de fet

Bt i milia Fibres
N.° dels Concentracié 2
cultius de I’extracte
0 hores 7 dies Tros Zona de
central creixement
1202 a o'r I'y 41°4 + +1
1203 a o‘r T3 392 -+ +1
: t
1205 a 03 4 49 4 =+ +1
1205 b 03 T2 450 + -+
1206 a 0'g 12 761 -+ +1

1. No es jutja de la quantitat ni de ’extensié de les fibres.

Els medis nutritis de les ampolles de 3‘5 c. de dia-
metre tenien la segiient composici6 : la fase solida (1°5 cc.)
era sempre la mateixa, a saber : 0‘5 cc. de plasma de
pollet+o0°g cc. de Tyrode i o1 cc. d’extracte (centrifugat I).
La fase fluida (0‘5 cc.) variable en la forma segiient:

Expressat en Inscripeié
Tyrode Extracte 9/, del centrifug T a les taules
0’45 0'05 10 o't
0’4 o'I 20 o'2
0’35 0’15 30 o3
0’3 0’2 40 o'4

Els cultius eren dipositats, abans d’omplir-la del me-
di de cultiu, en el fons de la ampolla amb una petita gota
de plasma. Al final dels set dies, durant els quals la
fase fluida havia estat renovada dues vegades, es pro-
cedia a fixar el cultiu 4 el medi en I'ampolla. Després
de dos dies de fixacié es treien els cultius, i el coagul que
voltava al cultiu era retallat.

L’elaboracié histologica ulterior era com segueix:
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en la platina del microtom de congelacié es provocava la
formacié d’un petit trosset de glag, i la seva superficie
es tallava ben llisa amb el microtom : al damunt d’aquesta
superficie es deixava gelar amb molta cura el cultiu, i
aleshores es tallava.

Procedint d’aquesta forma obteniem talls de gruix
uniforme, en els quals la coloraci6 de les estructures fi-
broses segons el metode de Rio Hortega s’efectuava molt
bé. Perd es comprova que cap tall havia agafat exacta-
ment el cultiu per complet, i que aixd tampoc no era pos-
sible obtenir-ho amb cap artifici. Com que precisament
la part més externa del cultiu era la que es perdia sempre»
no pot jutjar-se del limit fins al que s’estenen les fibres.
En aquesta avinentesa, observem que tampoc altres in-
vestigadors no han assolit encara englobar tot el cultiu en
un tall, i. aixi, la soluci6 de problemes d’indole histoto-
pografic en tals preparacions és, ara per ara; possible
solament d'una manera limitada.

Per a poder jutjar de les condicions existents en la
zona interna de creixement, en certs casos n’hi ha prou
amb talls parcials o amb els sectors dels cultius que amb
aquesta técnica s’obtenen. Perd per al nostre problema
aixd no ens és suficient, ja que tampoc no poden obte-
nir-se els sectors de cultius amb la regularitat que és ne-
cessaria per a una comparaci6 dels de creixements dife-
rents. Haguérem de renunciar, doncs, a les experiéncies
en ampolles.

B) Cultius en cobreobjectes. — Passarem, doncs,
per a obtenir preparacions totals, als cultius en cobreob-
jectes, i ens contentarem amb ells per tal d’obtenir dife-
réncies marcades de creixement amb dues diferents con-
centracions d’extracte. De les dues cultures germanes
obtingudes per divisi6 d'un cultiu, una d’elles era culti-
vada amb centrifugat 2, segons la tecnica descrita a la
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pagina 181 (inscrit a la taula vir com a concentracié de
I’extracte 1°0), mentre que l'altra sols rebia el 10 per 100
(o sigui 1 part de centrifugat 2 4+ 9 parts de Tyrode, ins-
crit a la taula com o1).

TAura VII

(Es refereixen a ella les corbes figs. 51 6). Formacié de fibres en
fibroblastes cardiacs (¢B») cultivats en cobreobjectes, i amb difevent
intensitat de creivement. Transplantat n.° 59. Fixat a les quaranta-

vuit horves
Dimensions dels culti .
N.° dels Con- ene;mc‘s despsrés dteus Fibres
cultius centracié
delextractel 0 hores | 24 hores | 48 hores | Tros | Zona de
central creixement

1783 a I'0 2'7 116 27'0 + +
yz8s b ox 21 6'1 I1's + 2l
g I'o 2o 102 22'7 + =+
Jen o1 1’8 54 101 +- —
ik 9 2’5 'z | 259 + +
1785 b o't I‘g 8:9 14‘0 + X
1786 a 1‘o 24 117 24'1 T "
okl o1 2'o 62 144 + =
1787 a I'o 1‘3 10‘3 21‘8 + +
ke o1 1'2 5'3 o'8 i _
ise I'o 0'9 8o | 175 - +
1 o'z r'o 4's 94 + =

El creixement era seguit per dibuix de la projeccié,
cada dia, en la forma coneguda, i a la taula viI es donen
els valors absoluts amidats planimétricament. Quan la
diferéncia de la intensitat de creixement després de qua-
ranta-vuit hores era prou neta, els cultius eren fixats.
A la taula 7 hi ha els resultats d’una série d’experiéncies
segons aquest métode. En alguns casos, degut a queé les
diferéncies eren massa reduides, es repicava de nou en
les mateixes condicions, amb la qual cosa la diferéncia de
creixement era, a les quaranta-vuit hores després, sempre
clara, i podia resultar la fixaci6. La coloracié de les pre-
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paracions totals fou, com més amunt, pel procediment
de Rio Hortega.

Per a donar una idea del creixement intens per con-
centraci6 elevada de I'extracte, i del creixement feble per
concentraci6 inferior d’extracte, reproduim les corbes de

30 30
o~ ~
] &
§ &
/ 20
;'9.
§
s
Ly

7

¥0 60 0 20 $0 60 0 20 ¥ 174
Hores Hores Hores
Fig. 5 Fig. 6

Fig. 5 (taula VII). — Corbes de dos parells de cultius. Intensitat
de creixement directament proporcional a la concentraci6 de
Pextracte. A l'esquerra, cultius 1783 a i b, a ladreta 1784 aib.

Fig. 6 (taula VII). — Corbes dels valors mitjans de totes les pare-
lles de cultius. Valors mitjans dels cultius a idels b, —=-~- .

dues experiéncies (fig. 5), aixi com les corbes mitjanes
de totes les experiéncies (fig. 6). A la taula vII pot veure’s
el comportament de les fibril-les en les diferents intensitats
de creixement.

Com a resultat, veiem que els cultius de creixement
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rapid formen més estructures fibroses argirofiles que els
que creixen lentament.

Aquest resultat sorprenent és remarcat en el paragraf
quart; i alli es tracta de la naturalesa de les estructures
fibroses, que ha d’ésser discutida primerament.

L’aparicié6 de les estructures fibroses argirdfiles ha
d’estar en relaci6 amb determinades capacitats de les
cél-lules vivents, ja que l'extensié d’aquestes estructures
en la zona de creixement ha resultat funci6 de la velocitat
de creixement. Aquests resultats sén independents de la
naturalesa de les estructures fibroses argirofiles. Malgrat
aixd, s'imposa naturalment la pregunta de quin significat
cal acordar a aquestes estructures.

Fins ara les estructures fibroses argirdfiles han estat
joguina de diferents concepcions : Optiques, mecaniques,
histogenétiques, quimiques, coloidoquimiques, es barreja-
ven en confusio.

Hem de dir abans que tot, que gairebé totes les es-
tructures histoldogiques sén apreciables per metodes nitro-
argéntics, inclis per qualsevulla modificacié dels meétodes
d’Hortega, i que, finalment, poden també contenir siste-
mes fibrosos argirofils, fins formacions inorganiques, tals
com gels sabonosos, segons van Herwerden. El fet de
Iafinitat argéntica por si sol, doncs, no prova res.
Perd la gran regularitat amb la qual es poden fer patents
les estructures fibroses — tots els cultius (quasi 200) les
presentaven almenys en el centre — parla en absolut en
pro de l'existéncia regular d’estructures preformades en
els cultius vius.

Ara bé ;és que les estructures ja existeixen en elS
cultius vius exactament iguals que com els veiem en
el preparat segons Hortega? Podria tractar-se d’orde-
nacions micelars lliures, que per la impregnacié argen-
tica o per la fixaci6 s'ajuntessin prenent forma fibrosa.
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A aquest respecte cal fer dues menes d’observacions : pri-
merament, que les fibres fines de la zona de creixement
passen insensiblement a constituir les fibres gruixudes de
la zona central (fig. 7). Segonament, que des del punt
de vista coloidoquimic, els limits entre una ordenacié de
miceles lliures i una estructura fibril-lar estan salvats per
les experiéncies i recerques d’Ettisch i Szegvari, que com-
provaren miceles tipides i de forma allargada com a
elements de les fibril-les del teixit conjuntiu.

A penes si hem de considerar altres estructures pre-
formades. Seria anar massa lluny si es volgués estigma-
titzar com a «producte artificialy * una variacié eventual
de la distancia intermicelar deguda al nostre métode.

Quant a la significaci6 de les estructures fibroses
argirofiles des del punt morfoldgic quedem, doncs, re-
duits a considerar-les com a limits cel-lulars, fibrina, o
fibres de teixit conjuntiu (fibres reticulars).

Les estructures fibrinoses argirofiles es deixen dife-
renciar facilment des del punt de vista morfoldgic dels
limits cel-lulars i de les perllongacions cel-lulars, per dues
propietats. Primerament, les fibres, com pot veure’s
a la figura 8, estan situades entremig dels cossos cel-lulars
i estan dividides diverses vegades. En oposicié a aixd, les
perllongacions cel-lulars en els cultius de teixits mesen-
quimatosos no sén mai ramificades (fig. ), i sovint s’unei-
xen amb les cél-lules veines. El terme «unié» és conside-

1. El terme «producte artificial» no ha d’ésser un pretext per a
prejudicis, siné que més aviat li cal en cada cas una justificaci6 (Mag-
nus Cohn). Per altra part, inclis les estructures que sols poden ésser
produides pel meétode utilitzat, tenen un valor indicador considera-
ble, si es poden obtenir amb regularitat. De forma molt instructiva
pot veure’s 'aparicié de les noves estructures en els estudis sobre vels
de gels de Grassberger, en els quals les diferents bacteries produeixen
en cultius per picat de gelatina, segons que s’hi afegeixi Acids, gasos,
colorants, etc., formes completament rares de vels, canelobres i flors.

Aquests «productes artificials» ens obren noves perspectives sobre la
vida bacteriana.
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rat aqui estrictament en sentit optic; no hem de discutir
si es tracta de fusi6 o de simple contacte (veure a aquest
respecte les investigacions detingudes de G. Levi). Sego-
nament, ha de fer-se remarcar que les fibres grosseres de
la part central semblants a un enreixat de cistell, no
seran preses mai per ningi com a limits cel-lulars, i
aquestes fibres passen a constituir estructures fibroses
de la zona de creixement absolutament sense interrupcio,
com pot veure’s a la figura 7.

La demostracié efectiva que les nostres estructures
fibroses argirofiles no sén limits o perllongacions cel-lu-
lars la doéna la segiient experiéncia de digesti6 amb la
tripsina. Els cultins fixats amb formol foren sotmesos
durant periodes de temps diferents a la digestié triptica
(una punta de ganivet de tripsina, 10 cc. d’una solucié al
03 per 100 de K,CO,) a 39°. Després de vuit hores de
digestid, el coagul comenca a tornar-se més tou, els cossos
cel-lulars ja no sén visibles, perd els nuclis sén encara
feblement reconeguts amb la coloracié d’Hortega. Des-
prés de divuit hores el coagul i el cultiu sén tan destruits,
que ja no és possible de trobar sobre la mica cap resta
de cultiu. En el periode intermedi de dotze hores, el coagul
estd molt reblanit, perd no completament liquificat. Els
nuclis cel-lulars ja no sén posats de manifest amb la colo-
raci6 d’Hortega, i amb coloracié a I’alum d’hemateina;
encara son feblement tenyits un cert nombre. Perd les
estructures fibroses argirofiles, després d’aquesta digesti6
de dues hores, persisteixen exactament (fig. 10) com en
els preparats no digerits. No pot tractar-se, doncs, de
limits cel-lulars.

Queda encara la qiiestié de si es tracta de fibres del
teixit conjuntiu — fibres reticulades — o de fibrina.
L’experiéncia de digesti6 que acabem d’indicar parla en
pro de fibres conjuntives, ja que la fibrina del coagul
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seria destruida, i malgrat tot, les fibres segueixen con-
servades. Per altra part, sembla que a penes existeixen
investigacions sistematiques de la resisténcia de les fibres
del teixit conjuntiu, particularment en comparacié amb
les de fibrina. Indiquem solament una observacié de
Policard, segons la qual les fibres reticulades, a diferéncia
de les colagenes, son molt resistents enfront d’accions
quimiques i fermentatives (Histologia fisiologica, 2.% ed.,
pag. 249). Pel contrari, com és sabut, la fibrina es té
com a molt facilment digerible.

Podria pensar-se encara que una fibrina transformada
donés les estructures fibroses argirdfiles. Arribem amb
aixd al problema general del naixement eventual de fi-
bres conjuntives a partir de fibrina.

Baitsell ha intentat de demostrar que tal formaci6
de fibres conjuntives té lloc sense la col-laboraci6 cel-
lular. Declara que en cultius de teixits apareixen fibril-
les conjuntives en el coagul acel-lular, a partir de la «xar-
xa de fibrina»; que en ferides en via de curaci6 es formen
fibril-les conjuntives de la crosta, abans que hi hagin emi-
grat fibroblastes, i que es produeixen fibres grosseres per
accions mecaniques sobre el plasma que coagula {intro-
ducci6 d’un fil de seda), colorejables segons Mallory.
A nosaltres ens interessa solament la primera part de la
demostraci6, que deu basar-se en els cultius de teixits.
En contradicci6 amb Baitsell, en el coagul acel-lular que
es troba en la part externa de la zona de creixement,
ni Momigliano Levi ni nosaltres no poguérem descobrir
estructura fibrosa argirdfila de cap mena. Les cultures
de Baitsell de totes maneres no sén exactament compa-
rables amb les de M. Levi i les nostres, perqu¢ no
s’hi ha obtingut una proliferacié digna de mencié del
trosset explantat. Finalment, les poques fibres que hi
ha, que segons Baitsell han de representar en el preparat
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vivent les fibres conjuntives — visibles en la part clara —,
s6n molt més gruixudes que els nostres sistemes fibril-
lars argirofils de la zona interna de creixement. La xarxa
de fibrina, que ha d’ésser representada a les figures 7,
9 i 10, segons Baitsell, no és visible malgrat el gran aug-
ment.

Perd inclis prescindint d’aquest treball de Baitsell,
la «xarxa de fibrina», que d’un punt de vista general ha
de servir com a bastida a les ceél-lules mesenquimatoses
en els cultius de teixits segons investigacions del nostre
laboratori, es basa tnicament en suposicions erronies.

Amb la teécnica de Weigert (aigua d’anilina-violeta
de genciana) representarem les estructures fibroses gros-
ses i més fines en el coagul greixoés del cor de cadaver huma,
aixi com les xarxes de fibres més fines dels alveols pul-
monars d’'una neumonia fibrosa. Pel contrari, la colo-
raci6 de Del Rio Hortega sols donava en aquest mateix
coagul cardiac granuls en desordre, i de cap manera es-
tructures fibril-lars. En el mateix pulmé neumonic, la
coloraci6 segons Rio Hortega fou positiva per a les fibres
reticulars de la paret alveolar, mentre que en les llums
hepatitzades no aparegueren estructures fibroses de cap
mena.

A la vegada que aquests preparats d’organs, es colo-
rejaren preparats totals de cultius de teixits segons la
tecnica de Weigert, perd no donaren cap estructura en
xarxa. A més, es conserva durant molts dies en el
termostat, coagul de plasma -+ extracte (sense cultiu), i
aleshores es fixa i es coloreja, perque, segons una obser-
vaci6é de Ricker i Regendanz (pag. 138), en moltes formes
de fibrina sols resulta positiva la coloracié de Weigert
després d’estada perllongada del coagul. La coloraci6,
pero, resulta també negativa en els nostres coaguls «en-
vellitsy. Per a poder utilitzar la técnica que es considera
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com la més segura del métode de Weigert per a la fibrina,
s'obtingué un coagul sense tros de teixit en una ampolla
de Carrel, es fixa amb alcohol, s’incloé en parafina, i es
talla. Tampoc aqui no pogueren trobar-se estructures
fibroses de cap mena amb la coloracié de Weigert.

Aixi, doncs, no podem reconéixer una ordenacié en
xarxa visible de la fibrina en el coagul dels cultius de tei-
xits. Amb aix0 es treu el fonament a la hipotesi de Bait-
sell, de la produccié de fibril-les conjuntives a partir de la
«xarxa fibrinosa dels cultius de teixits». El mateix suc-
ceeix per a les recerques de Huzella, almenys les dirigides
en aquest sentit.

Cal preguntar-se com ha estat que la doctrina de la
«bastida de fibrina» en els cultius de teixits ha arrelat
tant, malgrat que ningd no l'ha vist mai. Tres fets
semblen haver cooperat al tal fi. : 1.7 El que en les formes
millor conegudes de coagulacié plasmatica apareixen es-
tructures fibroses macroscopiques o microscopiques (fibri-
na filamentosa). 2.2 L’observacié que les cél-lules tisu-
rals mesenquimatoses, quan es prescindeix de plasma en
el medi, necessiten d’un refor¢ sobreafegit com flocs de
cot6 o tela d’aranya per a poder créixer. 3.r Potser la
tendeéncia fibril-lar del plasma incompletament coagulat,
que també s’observa en produir-se el codgul per a cultius
de teixits.

Tots tres punts poden ésser refutats. No cal la
floculaci6 del fibrinogen per a conduir a una xarxa per-
fecta. Segons noves investigacions d’Albert Fischer en
el medi desproveit de plasma, també s’han acreditat com
a suports plaquetes de celofan i de mica, que es posen
en les ampolles de Carrel. L’estat de viscositat amb ten-
dencia fibril-lar no ha d’ésser equiparat amb les fibres
visibles microscopicament; segons les investigacions de
Paul Weiss, més aviat son estructures ultramicroscopiques
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produides per tensions en el coagul, les que serveixen com
a esquelet conductor de les cél-lules que van creixent.
Weiss parla singularment, encara, d'una «xarxa de fibrina»,
malgrat que les seves preparacions no mostren més que
estratificacions de lamines grosseres, perd cap xarxa.

Aixi, doncs, les estructures fibroses argirdfiles apa-
reixen en un coagul plasmatic que no conté cap xarxa
microscopica de fibrina, siné solament estructures ultra-
microscopiques preformades.

Seria potser cosa a cercar si altres mecanismes de
coagulaci6 també ofereixen distintes condicions prévies
per a la producci6 de fibres argirofiles. Actualment,
pero, la sola modificacié que es pot associar amb un bon
creixement de cultiu és l'adici6 d’heparina. Segons Al-
bert Fischer, la primera fase de la floculaci6 del plasma
amb extracte té lloc molt diferentment segons que s’hi
afegeix heparina o no. Foren preparades, doncs, cultures
en plasma heparinic + extracte i es cercaren les fibres
argirofiles.

A 1 cc. de plasma s’afegiren 6 gotes d'una soluci6 a
I't per 1,000 d’heparina. Una gota d’aquesta barreja +
una gota d’extracte formaren el coagul del cultiu en co-
bre-objecte. La coagulacié fou molt retardada. Triarem
com a cultius la raca de fibroblastes cardiacs que ja co-
neixem per la seva producci6 fibril-lar, de la taula v 1
vI1, que aleshores es trobava en el seu 80® replantat.

El resultat, després de quaranta-vuit hores de crei-
xement, fou, aixi mateix, de nombroses i fortes fibril-les
argirofiles en la part central i en la zona interna de crei-
xement, com en els cultius fets sense heparina.

Si es confirma la hipotesi de Momigliano Levi, que
també en cultius en sérum sense plasma es produeixen
estructures fibroses, ja no caldria més cap relaci6 amb la
fibrina.
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Per a la formaci6 de fibres argirdfiles ha d’atribuir-se
el paper principal a les cél-lules vives, proliferants. Es
imprescindible la col-laboracié de les cél-lules, perqué en
el coagul desprovist de cél-lules no apareix cap fibra.
Si les ceél-lules condueixen a la formacié de fibres per fer-
ments del plasma, o del serum del medi, com admeten
Policard i M. Levi, o bé si 'accié reciproca entre cél-lules
1 medi condueix a espessaments mecanics en el medi, o
bé si les fibres son precisament secrecions cel-lulars, ha de
quedar avui enlaire. La diversitat de les races mesen-
quimatoses en relaci6 amb la produccié de fibrilles, és
compatible amb els tres mecanismes.

Queda encara per a ventilar la nostra observaci6 que
els fibroblastes cardiacs, quan creixen fortament, produei-
xen moltes fibres en la zona interna de creixement, i no
en produeixen quan el creixement és feble. Aquesta
observacié estd en contradicci6 amb el que han trobat
altres autors, i de bell antuvi sembla també contradir
determinades concessions teoriques ben fonamentades.

Aixi, encara fa poc von Méllendorf deia que en cultius
de teixits solament s’havia observat una formacié de fi-
bres en condicions de creixement molt dolentes, perd no
quan el creixement era bo, i que, per tant, la diferenciaci6
fibril-Jar anava junta amb una disminucié del poder de
creixement.

Perd actualment, de les diferents publicacions en les
quals podria recolzar-se aquesta manera de veure, sola-
ment en el treball d’A. Fischer i Parker es donen de ma-
nera inequivoca, tant les condicions del cultiu com les in-
tensitats del creixement, i també la técnica histologica, i és
per aixd que ens reduirem a una comparaci6 entre aquest
treball i els nostres resultats. Fischer i Parker obtin-
gueren amb llur procediment del creixement perllongat,
sense extracte, en ampolles de Carrel, un creixement neta-
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ment més lent que en el cultiu amb extracte. En aquests
cultius amb creixement retardat es formaren fibril-les
en proporcié molt diferent de la que havien vist aquests
autors en els altres cultius. Les dades es refereixen a
la part central i a la zona interna de creixement; les fi-
bril-les foren posades de manifest, en preparats tallats,
per la coloracié de Mallory. Fischer i Parker — junt amb
altres arguments — dedueixen d’aquestes observacions un
antagonisme fonamental entre proliferaci6 i diferen-
ciacib.

Com que nosaltres poguérem servir-nos ja de les sug-
geréncies i les experiéncies de Fischer i Parker, poguérem
millorar en alguns punts la disposici6é de 1’experiéncia per
a la nostra investigaci6. Prenguérem les fibres argiro-
files com a criteri de diferenciacid, perque la seva presen-
tacié no depén de la técnica de coloracié com en el cas de
les fibres colagenes. Ja exposarem abans, que els pre-
parats totals de cultius en cobreobjectes ens donaren una
visi6 millor de la formaci6 de fibres que els preparats en
tall de cultius en superficie. La comparaci6 de la formacié
de fibres en el creixement fort i en el feble, el duguérem
a cap immediatament en cultius partits. Finalment, per a
aquesta investigacié triarem, en lloc dels condroblastes
de Fischer i Parker, fibroblastes cardiacs perqué — com
diguérem anteriorment — formen fibres argirofiles amb la
maxima intensitat, i perqué, variant la quantitat d’ex-
tracte, son molt facilment influenciables en Ilur crei-
xement.

En tals circumstancies podem considerar els nostres
resultats com a tan segurs com els que més puguin avui
ésser-ho. Es possible, perd, que en relaci6 amb la relaci6
entre creixement i la formacié de fibres, els condroblastes
es comportin diferentment que els fibroblastes cardiacs.
Potser també el periode de creixement, que dura setma-
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nes, dels cultius en flascons sense extractes, fa de mal
comparar amb els periodes de creixement de pocs dies dels
cultius en cobre-objectes.

Malgrat els nostres resultats aparentment en con-
tradiccid, considerem des del punt de vista tedric I’anta-
gonisme admeés per Fischer, com a un postulat molt
interessant, pel que hom es veu obligat a analitzar el
problema amb més cura.

Sols es podria assegurar un paral-lelisme entre prolife-
raci6 i diferenciacio, si les cél-lules, que es troben precisa-
ment en partici6 mitdsica, cedissin al mateix temps al medi
substancies formadores de fibres. Pero si el poder de for-
mar fibres per cada cel-lula sols és exercit en el moment en
que precisament canvia de forma i de situacié, i amb aixd
coopera a la configuraci6 de la zona de creixement, perd
que no es divideix aleshores, existeix de fet un anta-
gonisme entre la fase de diferenciaci6 i la de prolife-
racio.

Pero el desti de cada cél-lula queda en obscuretat en
les experiencies de cultius de teixits aqui aportades. Tant
Fischer 1 Parker com nosaltres mateixos, hem mesurat
solament el balang de creixement de tots els cultius en
el qual — com ja fou dit abans —1'augment cel-lular sols
constitueix un factor.

Partint de les nostres investigacions podem, doncs,
dir tan sols que quan creix molt el balang de creixement,
la formaci6 de fibres és més intensa que quan el creixe-
ment és lent, perd que el mecanisme d’aquest procés
encara és completament desconegut.



Fig. 1. M 3515 b (taula V). — Fibroblastes cardiacs, nové repicat,
fixat noranta-sis hores després, i colorejat segons del Rio Hortega.
Vegeu la part central completament fosca, zona interna de crei-
xement clara amb fibres argirofiles; radials; les estructures fi-
broses més fines de la zona de creixement més externa no sén vi
sibles a aquest augment. Augment trenta-sis vegades.






Fig. 2. B 1724 b (taula III). — Osteoblastes, al nove transplanta-

ment, fix: ll quaranta-vuit hores després, i colorejat segons del

Rio Hortega. A la vora del tros central fibres argirofiles predo-
minantment circulars. Augment cent deu vegades.






Fig. 3. M 3523 b (taula V). — Condroblastes, al des¢ repicat, fixat

a les noranta-sis hores, i colorejat segons del Rio Hortega. En

la zona interna de creixement, prop del tros central, fibres argi-
rofiles predominantment radials. Cent deu augments.
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I'ig. 4 (taula III).—I : fibroblastes cardiacs (B 1722 a); II : con-
droblastes (B 1737 a); 111 : osteoblastes (B 1724 a); IV : fibroblastes
de l'iris (B 1745 b). Tots del mateix embri6, transplantat vuite,
fixat quaranta-vuit hores després, i colorejat segons del Rio Hor-
tega. I.es parts centrals dels cultius corresponen a la part inferior
dels clixés. En les zones internes de creixement es veuen fibres
radials amb la major intensitat en I, amb menor a II, i gairebé
manquen en III i en IV. Cent vuitanta augments.






Fig. 7 W 3818 b. — Fibroblastes cardiacs al quart transplantat,

fixats quaranta-vuit hores després, i colorejats segons del Rio

Hortega. Pas de les estructures fibroses grosseres en entrellat de

cove de la porci6 central (part inferior de la figura) a les més

fines de la zona interna de creixement. Augment cent seixanta
vegades






Fig. 8. M 3516 (taula 5). — Fibroblastes cardiacs al nove repicat,
fixat a les noranta-sis hores i colorejat segons del Rio Hortega.
Tros de la vora a gran augment (I'aspecte global d’aquest cultiu
s’assembla al de la figura 1) : fibres argirofiles finament ramifica
des es troben entre les dues cé¢l-lules visibles com a taques fosques,
sense relacio amb els limits cel-lulars. Nou-cents augments.






Fig. 9. M 3517 b. — Fibroblastes cardiacs de la mateixa raga
que en la figura 8, transplantat nove, fixat a les noranta-sis hores
de canviar el medi. Tenyit amb alum d’hemateina. I.es perllonga-
cions protoplasmatiques llargues de les c¢llules (regio de la vora,
com en la figura 8) no estan ramificades i no tenen cap semblanca
amb les estructures fibroses argirofiles. Sis-cents augments.
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Fig. 10. B 1959 b. — Fibroblastes cardiacs, repicat n.° 15, fixat a

les setanta-dues hores de canviar el medi; digerit després, durant

dotze hores, amb tripsina, i llavors colorejat segons del Rio Hor-

tega (zona interna de creixement) : cossos cel-lulars destruits,

nuclis no colorejats, pero fibres argirofiles colorejades exactament
com en els cultius no digerits. Cent deu augments.
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REstm

I. Amb el métode de Del Rio Hortega poden com-
provar-se estructures fibroses argirofiles en els cultius de
teixits mesenquimatosos, sempre en la part central.

2. En la zona interna de creixement apareixen les -
estructures fibroses argirdfiles molt fortament en els fibro-
blastes cardiacs, més feblement en els condroblastes, i
gairebé gens operant amb osteoblastes i fibroblastes de
I'iris.

3. Les estructures fibroses argirofiles fortes de la
zona de creixement apareixen solament en els fibroblas-
tes cardiacs que creixen intensament, perd no en els que
ho fan lentament.

4. Les estructures fibroses argirdfiles sén un pro-
ducte de les cél-lules vivents; encara és insegura la
participaci6 i les condicions d’aquesta participacié del
medi.

5. Les estructures fibroses argirdfiles no poden
néixer d’un reticle de fibrina microscopic, perqué no exis-
teix aquest en el coagul dels cultius de teixits.

6. De les experiéncies que antecedeixen no pot
treure’s cap conclusi6 immediata sobre la relacié quanti-
tativa entre l'augment cel-lular (proliferaci6) i la for-
maci6 de fibres (diferenciaci6), perqué sols es pogué de-
terminar el balang de creixement, no la proliferacié cel-
lular pura.

Laboratori per I Estudi del Creixement de Teixits.
Institut de Patologia del Stadtischenkrankenhaus
Am Urban. Berlin.
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