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decrece mientras que la accion repulsiva de los
centrémeros aumenta para llegar al mdximo en
la anafase. Esta es la razén de yue al separarse
cada dos ceniromeros determinen el endereza-
miento de la fibra del huso a la cual estan unidos.

Hemos expuesta estos hechos para deducir
de ellos el papel preponderante que se le asigna
a los centrosomas y a los centrémeros en el
origen de las células cancerosas, mitosis anor-
males, elc.

Las mitosis anormales, provocadas por mu-
chos valiéndose de la colchicina, precioso ins-
trumento de andlisis citogenético, se deben, se-
gin LEVAN, @ que esta sustancia inhibe la divi-
sion de los cenirémeros y la accién del huso
acromadlico; por eso, al no separarse, los cromo-
somas en la meiosis y las cromdtidas en la mi-
tosis, durante la metafase, se producen células
hijas con un niimero de cromosomas igual a 4n
(tetraploides), 87 (octoploides), o con algunos
repetidos (poliploides). A. Levan ha visto en
Allium células que presentaban 500 pares de
cromosomas (siendo su nimero inicial 12) bajo
la influencia perturbadora de la colchicina sobre
el mecanismo regulador de las mitosis.

P. v N. Gavaupan (sus trabajos han sido
efeciuados en el Laboratorio de Genética de la
Escuela Nacional veterinaria de Alfort, y J. Du-
RAND creen que la accién mitoinhibidora de la
colchicina, asi como la del hidrato de cloral,
frio, rayos X, acenafieno, etc., se ejerce sobre
¢l huso azzromdtico exclusivamente. En prepara-
ciones de raices de frigo tratadas por acenafreno,
fijadas mediante el Navaschine y tefiidas me-
diante el carmin acético no se ve el huso acro-
madtico, y en las fijadas con el liquido de Regaud
comprobaron la existencia de una masa fusorial,
dentro de la cual yacen los cromosomas, que
rechaza a las vacuolas y mitocondrias hasta su
periferia. Esta misma repulsién de las mitocon-
drias se observa en los husos normales fijados
en Helly o en Regaud. Esta sustancia central
seria la del huso sin disponerse en fibras; lo
prueba el hecho de que los fijadores mitocon-
driales demuestran la existencia de une sustan-
cia andloga a la del huso y el desorden con que
se verifica la marcha de los cromosomas parali-
zados hacia los polos, Esta accién no se ¢jerce,

seglin esfos aufores, sobre el citoplasma, sino
provocando la desnaturalizacion del huso.

Si tenemos en cuenta que las sustancias can-
cerigenas provocan efectos andlogos, véase lo
que se ha progresado en el conocimiento del
origen de la célula cancerosa desde la época en
que Barp, Decove y MarsuaL afirmaban que
una anarqufa celular determinaba una multipli-
cacién anormal de cierfas células, que se levan-
faban contra el organismo llevando una vida
desordenada.

Cérdoba 14 de febrero de 1944.

Procedimiento rdp-ido
de deshidratacion
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La guerra ha interesado a la industria en fo-
das sus ramas, determinando la careslia de ma-
rerias primas. Se carece de productos esenciales
y hay que acudir a los suslitutos, que a veces se
valorizan como mejores, 0 bien a ecanomizar en
el grado mdximo los productos que antes se usa-
ban sin medida.

El procedimiento de deshidratacidn que pre-
sentamos a estudio, economiza gran canfidad de
alcohol, en especial de absoluto, cuyo precio es
bastante elevado en el mercado. Entre otras ven-
tajas descuella una rapidisima deshidratacion,
que reduce al minimo el tiempo empleado en
hacer un diagndstico, evitando ademds el defe-
rioro de las pequefias biopsias al trasladarlas de
unos recipientes a otros. Estas ventajas son las
que comentamos y exponemos en las conclusio-
nes de este articulo.

El procedimiento estd basado en el de A, De-
Launay, el cual ha construido un aparato (Fig. 1),
gue consiste en un recipiznte de cristal, con una
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esfrangulacion central, sobre la que lleva una
1ela metdlica inoxidable. La necesidad de ser in-
oxidable se debe a gue los dxidos que se des-
prenderfan al llegar ¢l agua de constitucion de
los tefidos a los metales oxidables atacarfan la
pieza a deshidratar.
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Nosotros hemos sustituido con venteja este
aparato por un frasco Borrel o por un tubo de
ensayo corrienfe, porque con éstos, especial-
mente con el Ultimo, se economiza mds alcohol.
En el interior de ellos colocamos una serie de
tubitos hechos de varilla de vidrio hueca, todos
ellos de una longitud aproximada a la mitad de
la altura del recipiente; en el frasco de Borrel los
tubitos llevan una escofadura en su parte infe-
rior, para facilitar la perfecta difusidn del agua
que cae a la parte inferior del recipiente. Los
aparatos deben esiar oblurados por un rapén de
vidrio o de corcho, para evitar la hidratacién del
alcohol del recipiente por el vapor de agua al-
moslérico.

3e pondra en el recipiente una canlidad de
aleohol absoluto suficiente para recubrir los fu-
bitos, teniendo gran cuidado, una vez pueslo a
funcionar el aparato, de no darle golpes ni cam-
biarlo de lugar, porque esto originaria una posi-
ble mezcla del alcohol y del agua, con la consi-
guiente inutilizacion.

En el procedimiento corriente de deshidrata-
cidn las piezas se encuentran en las peores con-
diciones para perder su agua de constirucion,
pues como estdn en el fondo, el agua desprendi-
da se queda a la aliura de las piezas al no poder
descender a otras capas inferiores, siendo pre-
ciso agitar de vez en cuando el frasco para que
el agua del fondo se mezcle con el alcohol, ope-
racidn que generalmente no se realiza.

El fundamento del método estriba en la dife-

rente densidad del alcohol y del agua. La densi-
dad del agua (1,00) es superior a la del alcohol,
generalmente etilico (0,80), que flola scbre el
agua si los dos liguidos se superponen con cui-
dado. De esto se deduce la precaucién de no mo-
ver el recipienie deshidratador, pues de lo con-
trario ambos liquidos se mezclarian, por la gran
facilidad con que pueden hacerlo. Experimental-
mente puede verse cémo una columua de agua
desciende a través de una zona de alcohol abso-
luto sin mezclarse con él. Para ello se disuelve
en el alcohol una sustarcia que sea insoluble en
el agua, por ejemplo el Suddn Ill; con una pipe-
ta pequeiia se toma agua y se deja salir con cui-
dado un pequefio chorro en la parte superior de!
glcohol, que tendrd un color rojizo. El agua
caerd y se deposilard en la parte inferior conser-
vandose incolora.

De modo andlogo, colocando un tejido, im-
pregnado de agua por naluraleza, el agua de
constitucién, por su mayor densidad tenderd a ir
al fondo del recipiente, siendo sustituida por el
alcohol, siempre absoluto, de la parte superior.
La columna de agua que cae puede ser observa-
da previa fijacién con el liguido Bouin, debido a
que dicha columna adquiere coloracidn amari-
llenta por el dcido picrico. La deshidratacion se
suspende en el momento en que cesa de caer di-
cha columna. Sin embargo, este indicador pron-
to seinutiliza por la facilidad con que el alcohol
se colorea de amarillo al disolverse el acido pi-
crico en él.

Siguiendo este método hemos deshidratado
perfecta y rdpidamente 20 piezas de firoides de
vaca, con un peso total de 3,6 gramos, en 40 c. c.
de alcohol absoluto, correspondiendo por pieza
2 ¢. ¢. de alcohol; cantidad muy reducida si se
considera lo que suele gastarse ordinariamente
en alcoholes de 70°, 90° y en los dos pases, por
lo menos, de absoluto. Pero trabajando en eslas
condiciones, el agua de la parte inferior se dis-
pone horizontalmente a través de las escoradu-
ras de los lubos, aumentando su cantidad a me-
dida que se deshidratan las piezas, v llega un
momento en que éstas no pueden deshidratarse
bien. ‘

El gasto de alcohol puede reducirse aun mds
poniendo en el tubo una sustancia que absorba
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0 reaccione con la columna de agua desprendi-
da. En el grupo de las sustanicias absorbentes
se encuentran el sultato de cobre, el carbonato
sidico anhidro, efc. En el grupo de las sustan-
cias reaccionanles se incluye el carburo cdlci-
co (2), una molécula del cual es capaz de reac-
cionar con dos de agua, pasando el calcio por
un estado infermedio de ¢xido de cal:

C, Ca 4 2H.0 —» Ca (0H), -+ CH=CH.

C. Ca + H;0 —» Ca0 + CH=CI;
Cal -+ H,0 —» Ca (0H).,

quedando como productos de la reaccion hidra-
xido cdlcico, que cae al fondo del recipienie, v
etino o acetileno que se desprende en forma ga-
seosa. Una cantidad de 64 gramos de carburo
calcico (una molécula gramo) es capaz de reac-
cionar con 36 gramos de agua (2 moléculas gra-
mo);. trabajando con carburos comerciales, 10
gramos de éste reaccionan con 4 c. c. de agua.

Para este procedimiento de deshidratacion
usamos primeramente un tubo de ensayo en dus
bateas, la superior para las piezas, y la inferior
para el carburo. El mimero de piezas deshidra-
fadas con.este aparato es mucho mayor, con la
consiguiente reduccién de alcohol, pudiendo uti-
lizarse éste casi integramente ya que el aparato
puede recargarse de carburo cdlcico hasta que
el sedimento de hidréxido alcance el soporteme-
talico.

Praclicamente este aparato tiene el inconve-
niente de que al desprenderse el acelileno se
remueve el alcohol, provocando la mezcla con
el agua desprendida de la pieza. Para evitarlo
damos salida al etino por un tubo independiente
del que contiene la pieza a deshidratar. La figu-
ra 2, represenia el nuevo aparato. La pieza se
encuentra en un soporte metdlico inoxidable (A),
situado en un tubo lateral, acodado y soldado
con el recipiente (B), en cuya parte inferior se
encuentra un cesto (C), de tela metdlica 1upida,
que sostiene los fragmentos de carburo cdlcico.
Mas abajo se encuentra un ensanchamienlo ci-
lindrico (D), en el que se va depositando el
hidroxido cdlcico y que ademds sirve de base
de sustentacién. Cada uno de los dos fapones
de corcho (E) que cierran el aparato lleva una
escotadura para dar paso al alambre encargado

de sosrener gl cesto correspondientz. El orificio
del tubo recto (B) tiene otra mision; dar salida al
acelileno.

El fundamento de su funcionamiento es pa-
recido al de los anleriores; el agua desprendide
resbala por la acodadura y reacciona con el car-
buro en el wbo B. E! acetileno se desprende en
forma de pequefas burbujas, y el hidroxido cdl-
¢ico, por su mayor densidad, desciende al reci-
piente inferior, calculado para 40 cm’ de este
produclo.

Para usar el aparato besta llenarlo de al-
cohol hasta un cm. aproximadamente por enci-
ma del ceslo de las piezas (unos 60 c. c. en
lotal); al mismo tiempo se dejan caer unos tro-
cilos de carburo en el tubo B. Hecho esto el
aparato esta en condiciones de funcionar, al
depositar la pieza o piezas con cuidado, y desde
que se use la primera vez se procurard no mo-
verlo, ya que enfonces no solo se mezclaria el
alcohol con el agua, sino que parfe del sedi-
menio de hidréxido cdlcico quedaria en suspen-
sion penefrando las parliculas de éste en la
pieza a deshidratar y apareciendo mds tarde en’
los cortes.

Después de deshidratar varias piezas el car-
buro se va consumiendo, por lo gue es preciso
anadir mds, lo que puede hacerse facilmente.
Sin embargo después de un gran nimero de
deshidralaciones el recipiente inferior se llena
de hidréxido célcico, siendo preciso extraer el
alcohol {que se vuelve a usar una vez filtrado),
sacar ¢l sedimento, limpiar bien el aparato, se-
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carlo y volver a cargarlo de alcohol. Es de
recomendar que el alechol absoluto que se vaya
a utilizar se ponga anles en un frasco en pre-
sencia de carburo, ya que siempre contien2
irazas de agua, que se eliminarian en el aparaio
con la consiguiente formacién de precipitado, lo
gque disminuye el rendimiento.

El gaslo teorico de alcohal con este aparalo
es reducidisimo, tan sélo el que se llevaria l2
pieza en suslitucion de su agua de conslitucién;
pero en la préclica no ocurre asi, ya que el sedi-
menio de hidréxido lleva consigo una cierta
cantidad de alcohol.

Los resullados han sido bastante safisfacto-
rios. Por término medio se han deshidratado
con 60 ¢. c. de alcohol, de 85 a 60 piezas, lle-
gando en ocasiones a 70 y en todas ellas la
deshidratacion fué perfecta. Las piezas utiliza-
das proceden de higado del feto de vaca. Pesa-
ron un folal de 10 gr. y arrojaron un confenido
en agua del 85 °/;, con un volumen foral de
10 cm’, de lo que se deduce que se redujo el
gasto de alcohol por pieza a menos de un c. ¢.

La rapidez con gue se verifica la deshidrara-
cién es ofra de las principales ventajas del mé-
todo, pero, para sacar el méximo rendimienfo a
esta cualidad, las piezas no deben ser de un
espesor superior a 2 0 3 mm.: su superficie no
importa. Para las piezas del espesor mencionado
basta con dos horas de deshidraracion, pero el
liempo puede variar con el espesor de la pieza y
la fecilidad de penetracion por el alcohol. El
tiempo minimo para piezas de 1, & mm. de espe-
sor puede reducirse a 40 minutos.

Las propiedades fintoriales de los lejidos, al
deshidratarse por este procedimiento, no sufren
la menor alieracion, como hemos podido obser-
var después dz usar los mas corrienies proce-
dimientos de coloracidn (hemalum-easina; Cajal;
Mallory; Giemsa; Van Gieson; elc.); las prepa-
raciones feflidas por el método de hema'um-
eosina observadas un afio después de ejecuta-
das no han sufrido la menor alreracion en su
coloracidn. .

El aparato de deshidratacién, sobre todo 2
sus primeros modelos, tiene aplicacién en la
decalcificacion, puesto que las sales cdlcicas
que impregnan los fejidos, son mds pesadas

que los liguidos que se emplean en la decalcifi-
cacion.

Entre los inconvenientes figura la molestia
de recargar de carburo y sobre todo la de lim-
piar el sedimento de hidréxido cdlcico; pero es
preflerible el cambio continuo de recipientes, en
el procedimiento corriente de deshidralacion,
que incluso puede ser un peligro cuando se
trata de pequefias biopsias insustituibles. Otro
inconveniente es la posible diseminacién de hi-
dréxido en el alcohol, que puede penefrar en la
pieza, pero puede evifarse guardando el deshi-
dratador de las sacudidas, y en caso de gue se
produzca se dejard reposar el aparato 24 o 48
horas, tiempo suliciente para que las particulas
sedimenten y quede limpio el alcohol.

Conclusiones

1.® En el procedimiento corriente de deshi-
dralacidn las piezas se encueniran en las peores
condiciones, porgue, al estar en el fondo del
recipiente, el agua que se desprende de ellas
impide la perfecta deshidratacion.

2. De las piezas suspendidas de la parte
superior del alcohol se desprende una columna
muy rica en agua, y este producto, resultante
del desprendimiento se mezcla dificilmente con
el alcohol salvo que un movimiento brusco faci-
lite dicha mezcla.

3.* Ll gasto de alcohol absoluto usando
este procedimiento de deshidratacion puede re-
ducirse a 2 ¢. c. por pleza de 1 cm.”, y en mu-
chas ocasiones a la mitad, al reaccionar el agua
desprendida con el carburo célcico.

4°® Sedisminuye considerablementeel tiem-
po empleado en hacer una deshidratacién ya que
corrientemente no dura mds de dos horas, pu-
diendo reducirse a 40 minutos.

5. Las propiedades tintoriales de los teji-
dos, asi como la conservacion de las coloracio-
nes que hemos ensayado, no se alteran usando
esle procedimiento de deshidratacidn.
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