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|. — CONSIDERACIONES

Ils curioso observar c¢omo en trabajos aun recientes, se emplea la
denominacion de reticulina v precolageno en forma indiferente conti-
nuando con cllo en una verdadera confusion de términos para designar
clementos fibrilares que en nuestro concepto son completamente dife-
rentes.

L.as técnicas de simple v doble impregnacién de Rio Hortega para
¢l tejido conjuntivo, permitieron a este ilustre macestro desdoblar dentro
del tejido reticular dos tipos de fibres, las de rveticulina y las precola-
genas. Estos hechos no fueron aceptados en forma universal por los his-
télogos, aun cuando ¢! método rapide de Rie Horlega para macrofagos
daba resultados casi definitivos.

Siguiendo aquel concepto, encaminamos el trabajo por el lado de los
colorantes de anilina, llegando a componer una técnica gue demuestra
en forma evidente las propiedades tintoriales distintas de la reticulina y
el precolageno v la necesidad de mantener dentro de la nomenclatura
histologica las denominaciones de “reticulina”, “precolageno” y “colageno’.

Con esta técnica recorrimos muchos capitulos de la Histologia Nor-
mal y Patologica, dedicando mucho tiempo al estudio de la trama fa-
brilar de los tumores, con resultados siempre seguros.
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Tenemos que hacer no obstante una advertencia: seguimos por
ahora empleando el nombre de ‘“precolageno” para no crear un nuevo
término, porque este tipo de fibras bien puede corresponder a un cstado
especial de la materia, transitorio, reversible, a cambios del pH de la
sustancia fundamental, tihéndose cntonces, con nuestra técnica, en azul,
un estado determinado de esos procesos, una faz de estados reversibles
en tre coladgeno y ‘‘precolageno’”.

1l. — MATERIAL Y TECNICA

El material empleado ha sido sumamente variado, aplicando la téc-
nica a una gran cantidad de drganos normales y patologicos. La fijacion
fué hecha empleando en todos los casos el formel comercial al 10 %,
en unos casos cortados por congelacion v en otros incluidos en parafina.
Se emplearon las técnicas de uso corriente, ademas la simple y doble
impregnacién de Rio Hortega y la que describimos. Los resultados con
todas ellas han sido absolutamente concordantes llegando a superponcr a
la técnica de Rio Hortega la nuestra con resultados positivos, tal ¢como lo

muestra la fotomicrografia adjunta.

Colorante nuclear,

Agua destilada ......... ... ... ..... 10 ¢, c
{ Ziehl ... ... . 6 gotas
Solucion A
l Formol comercial ...... .. .......... 1c c
Acido acético ........... . ... ... ... 1 gota

Colorante citoplasmino y fibrilar,

{’ Azul de metilo ........ ... ... ... ... 0 grs, 20
Solucion B .
Acido picrico a sat. . ... ... ... 100 ¢ ¢

TECNICA

1) Desparafinar.

2)  Solucién “A” 5 minutos.

3) Lavado abundante en agua.

4) Acido oxalico al 2 % 1 minuto, luego lavado en agua

5) Picroazul de metilo (Solucion B) de 1 a 2 minutos.

6) Alcohol de 96°, al cohol absoluto, xilol, balsamo y montaje.

No debe confundirse el azul de metilo (azul de anilina) con el azul
de metileno.
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Fotomicrografia. - Fibras precoliagenas entre las trabéculas
hepaticas. — Superposicién de carbonato de plata y picro azul
de metilo, para identificar al mismo elemento. - La impregna-
cion se realizd en forma ténue, reforzandola notablemente el

picro-azul de metilo.

Resultados. —- Buenas imagenes en el cartilago, nucleos en rojo.
fibras precolageneas en azul, colagenas en verde amarillento, muasculo
en amarillo, mucus en rojo violaceo, fibras elasticas en amarillo claro,

eritrocitos verde claro.
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1. — ESTUDIO DELL ELEMENTO FIBRILAR

Las discrepancias de opiniones sobre la naturaleza de las fibras re-
ticulares, radica en criterios divergentes, sobre el origen del colageno.
En cualquiera de las variedades del tejido conectivo, desde la méas senci-
lla hasta la mas complicada, poseen fibras argentdfilas mas o menos
anastomosadas en reticulo. Estas fibras aparecen semejantes entre si
con los meétodos de impregnacion fuerte, seguida de reduceidon enérgica
o precedida por el empleo de mordientes. Las fibras reticulares del bazo
fucron tefiidas selectivamente por Rio Fortega, empleando métodos rapi-
dos de impregnacién y reduccion débil. Fué este hecho el gue sirvio de
base a Rio Hortega y Jiménez de AzGa, para poicr en evidencia dos
tipos de fibras reticulares, las que se tinen con la.impregnacién fuerts
y reduccién enérgica, rclacionadas al colageno y que denominaron ‘“‘pre-
colageno” y las que se tiften sclectivamente con impreghacion rapida y
reduccién débil, siendo estas altimas llamadas de reticulina.

Estos métodos de simple y doble impregnacién, constituyen un ele-
mento valiosisimo de trakajo en ¢l estudio del tejido conectivo, pero qui-
simos no obstante apartarnos de cllos y seguir por ¢l camino de los co-
lorantes de anilina para corroborar asi agucllas ideas con imagenes co-
loreadas y que corresponden exactamente a la vision dada por los méto-
dos de impregnacién argéntica.

Los resultados comparativos, entre preparados histologicos de un
mismo o6rgano, tratados por la doble impregnacion y nuestra técnica nos
hacen pensar en lo mucho que queda por haccr aun en el terreno de
los colorantes sinteticos.

Con el material estudiado nos formamos un concepto terminante en
oste problema. Por razones que iremos e¢xponiendo, reservamos ¢l nom-
bre de ‘“reticulina”’ para las formaciones fibrilares de los d6rganos lin-
foides, que se impregnan selectivamente con los métodos rapidos de Rio
Ortega para macrofagos. con reduccion débil, pero que ne lo ‘hacen con
cl picro-azul de metilo. Damos a su vez el nombre de precolageno a las
fibras del resto del organismo que toman el carbonato de plata en im-
pregnacion fuerte seguida de reduceidn enérgica, y aparecen en azul con
el pricro-azul de metilo. ‘

Existe asi una diferencia fundamental cntre ambos tipos de fibras,
con caracteres propios y hasta opuestos entre si. La identidad que pudic-
ra apareccr con los métodos argénticos, desaparece ante los colores de
anilina y a tal punto gue con nuestra técnica la reticulina no se tine,
haciéndolo en cambio en azul fuerte ¢l precolageno v en verde amarillen-
to el colageno.

Es notable la circunstancia de que exista siempre deniro de la ter-
minologia cientifica una palabra que pretende explicar lo que aun 1o
tiene explicacién. Uno de los términos mas usados con ese fin ha sido
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ct del “enmascaramiento” de ciertas cstructuras, que podra tener razom
de ser en muchos casos, pero no cn todos. En los tratades de Histologix
Normal y Patolégica y en numerosas descripcionces, se afirma que la
reticulina o el precoldgeno (que toman como una misma sustancia) no
se tifen con los colores de anilina por el hecho de hallarse enmascara-
dos. Se utilizan entonces técnicas a base de reacciones quimicas violentas
tales como accién de enzimas, acidos diluidos, para lucgo aplicar los co-
lorantes sintéticos y poner en evidencia fibras como las del bazo por
ejemplo.

Cremos que estos procederes deben ser desechados de la técnica his-
tolégica, cuando se emplean con ese fin, Esas reacciones quimicas traen
como consecuencia una modificacién de las afinidades tintorialcs de las
estructuras, con desfiguracion de sus verdadcras propiedades y casi
silempre cambiando la selectividad. Solamente deben accptarse aquellas
técnicas que emplean reacciones quimicas en toda la extensidn de sus
tiempos, sin la intervencion posterior de sustancias colorcadas.

Es harto sabido que la coloracion o impregnaciéon Ge sustancias en-
mascaradas es mucho mas dificil de lograr que aguellas que no lo estan.
En cambio la impregnacién de la reticulina del! bazo y cn general de
todos los drganos linfoides, se logra maéas facilmente que c¢n las fibras
precolagenas del resto del organismo., El matodo rapido de Rio Hortega
para macrofagos, pone en evidencia las fibros de reticulina y no las de
precolagena. Existe pues una marcada sclectividad en la reticulina gue
pone de manifiesto el error de considerarla como sustancia enmascarada.
Tenemos pues que admitir, por fuerza, que cstas fibras son puramente
argentofilas, ¥ que el precolageno, a mas de argentsfilo, con las diferen-
cias sefialadas, se tife también con los colorcs de anilina, cosa que nho
sucede con la reticulina.

En el higado, en estado normal y mucho mdas [acilmente en proce-
sos patolégicos, hemos tefiido siempre con el picroazul de metilo en
forma clara, esa red de fibras, tomadas como de veticulina, cuando en
realidad se trata de fibras precolagenas.

En el estudio que efectuamos en los drganos linfoides, con nuestro
método, nunca pudimos tefir la reticulina, cuando cscs Organos sc en-
cuentran en estado normal. Lo hemos logrado siempre y en cualquier
circunstancia con el precolageno del resto del organismo.

Si bien es cierto que en el bazo normal no aparecen elementos fe-
brilares con el picroazul de metilo, basta que una alteracién se instale
para que las cosas cambien fundamentalmente. En ese mismo o6rgano,
pero en una zona de infarto, logramos tefiir una abundante red de pre-
colageno en azul fuerte y fibras colagenas en verde amarillento.

En 6rganos normales y alterados, forma cl precolageno una abun-
dante red que acompafla muchas veces =l colageno. En ocasiones es po-
sible ver como esas fibras precolagenas aumentan de calibre, toman el
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aspecto de estriacion longitudinal, por agregado de fibrillas, y experi-
mentan un cambio progresivo de sus afinidades tintoriales, pasando del
azul puro, propio del precolageno, al verde amarillento caracteristico del
colageno.

“El tejido conjuntivo reticular del higado, el de la mucosa gastro
intestinal, el del endometrio y ¢l de las glandulas endocrinas, carecen de
reticulina propiamente dicha, y las relaciones entre las fibras reticulares
y las células estrelladas, son muy dificiles de apreciar atn en las colora-

ciones mas completas; en estos casos el tejido conjuntivo se presenta,

Fotomicrografia. —— Fibras precolagenas en la mucosa géstricg.
Obsérvese la diferencia de espesor entre las fibras '"‘A” y la deli-
cada malla formada por delgadas fibras “B”. Fuc. Picroazul.

pues,, como una transicion entre el reticular genuino de los oOrganos
hematopoyéticos, desprovistos de fibras coldgenas y el intersticial laxo
del resto del organismo’”. Este concepto del Profesor Isaac Costero, ha
sido plenamente comprobado y demostrado con el método que describi-
mos. En este sentido, creemos mas terminante el resultado del picroazul
de metilo que el del carbonato de plata.

L.a relacion constante del precolagenc y el colageno, el cambio de
didmetro y de la afinidad tintorial del primero, la selectividad marcada
y exclusiva de la reticulina por los métodos rapidos de impregnacion, su
caracter negativo ante las anilinas, hacen absolutamente necesaria una
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Tejido Adiposo. Red de precolageno. Picro-azul de
metilo. Inclusion en parafina

Fibras precoldgenas en torno a un vaso.
Picro-azul de metilo.

separacién definitiva entre las fibras de reticulina, las precolagenas y
el colageno.

En otro orden de investigaciones, hemos comprobado la sospecha
de Costero al decir que la trama reticular del sarcoma estaria formada
por precoligeno; logramos tefiirlo en forma nitida con nuestra técnica.
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Fibras precolagenas “A"” v colagenas “B”. En el
preparado histolégico, en verde claro las ultimas
y en azul las primeras. —- Prico-azul de metilo.

iV. — RELACIONES

Cuando en Organos del tipo linfoide, en los que normaimentc 1o
existen fibras precoldgenas ni coldgenas, toma asiento un procesc pato-
logico, formandose gran cantidad de estas Gltimas, es fatal la presencia
simultanea del precolageno. No solo esta presencia es simultanca, sino
que hemos podido seguir en los distintos preparados microscopicos, la
presencia del precolageno con anterioridad al coldgeno. Esto nos lleva
creer que la génesis del colageno tiene una relacién intima con el pre-
colageno, sobre todo cuando se comprueba, como en nucstro €aso, es¢
cambio de calibre y de afinidad titorial que hacen sospechar una marcha
gradual por diferencias de coloracion, del precolageno al colageno.

V. — RESUMEN

1* - - Consideramos a las fibras de reticulina, precolagenas y co-
lagenas, como tipos distintos que es necesatio diferenciar.

2*}  Atribuimos a los oOrganos linfoides, la cualidad exclusiva de
poseer fibras de reticulina, siendo las del resto del organismo, fibras
precolagenas.
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3" — Proponemos en lugar de precolagenas, la designacién de fibras
‘“‘azulafilas” por estar de acuerdo mas cxactamente con las afinidade-
tintoriales y con las ideas modernas que han surgido del estudio quimico
de estos elementos fibrilares.

4* — Damos una nueva técnica con colores de anilina, gue demues-
tra estas afirmaciones.

ABSTRACT
1° --- The A. considers as different and necessary to distinguish the
reticulin, precclagen and colagen fibers.
2" — The A. states that linfoid organs have exclusively reticulin

fibers while the rest of the organism has precolagen fibers.

3" — The A. proposes to designate “Azulofilas” fibers the precolagen
ones, because of the concordance of this domination with tintorial affinity
and the modern conception of chemical study thesc elements. '

4* — The A. describes a new technique with anilin colors, which
proves his statement.,

V. — RESUME

1” — Nous considérons les [ibres de la réticuline precolagenas ot
colagenas comme étant des types distinets qu'il est nécessairve de diffé-
rentier,

2¢ - Nous attribuons aux organcs lymphoides, la qualilé exclusive
de posséder des fibres de réticuline, calles du reste de Povganisme ¢tant
de fibres precolagenas.

3* -~ Nous proposons au lieu de precolagenas, la désignation de
“azul6filas'”, parce qu'étant plus exactement d'accord avee les affinités
teinturielles et avec les ideés modernes qui ont surgi de I'étude chimique
de ces éléments fibrilaires.

4* - - Nous donnons une technique nouvelle avee des couleurs
d’aniline qui démontre ces affirmations.

Beitrag zur Untersuchung der leimgebenden Substanz
ZUSAMMENFASSUNG

1* —— Wir betrachten die Fasern des reticulierten Bindegewebes, dine
praekollagenen und kollagenen Fasern als besondere Typen, die unters-
chieden werden muessen,

2¢* — Wir schreiben den Lymphorganen dic ausschliessliche Eigens
chaft zu, reticulaere Fasern zu besitzen, waehrend die andern Koerpe-
rorgane nur praecollagene Fasern haben.
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3° — Wir schlagen vor, diese Fasern anstelle von “praecollagenen”
als “Fasern mit Vorliebe fuer Blau’ zu bezeichnen, um besser mit den
Faerbemetoden den modernen Ideen, die sich aus der chemischen
Untersuchung dieser Faserelemente gebildet haben, im Einklang zu sein.

4" —— Wir veroeffentlichen ecine neue Anilinfacrbetechnik, welche
unsere Behauptung beweist.
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En cada uno de estos trabajos se encontrara una extensa biblio-
grafia sobre el tema,
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