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TECNIQUES D’OBTENCIO DE PREPARACIONS
D’ESTRUCTURES | DE TEIXITS ANIMALS

INTRODUCCIO

La técnica histologica té nombroses possibilitats que permeten de dur a terme estudis ex-
haustius dels organs i dels teixits animals més diversos i heterogenis. Aquestes técniques tenen
una gran importancia per a la interpretacié morfoldgica dels drgans i, a la vegada, coneguda la
seva estructura, s'hi poden situar els indrets on es duen a terme les diverses funcions. Tot aixo
fa que la histologia hagi estat, sigui i continuara essent una de les branques de la ciéncia que no
s'anquilosara mai, ni perdra mai la importancia, ja que qualsevol mena de treball, fins i tot algun
de caire sistematic, ha de recérrer alguna vegada a I'aplicacié de técniques histoldgiques, per
simples que siguin.

Abans d'observar res al microscopi, hem de prendre una colla de precaucions, a fi que, la
imatge observada sigui al més informativa possible, i la precaucié més simple consisteix a posar
‘I'objecte d'estudi entre un portaobjectes i un cobreobjectes, a sobre d'una gota d’aigua o no. A
vegades, el material a estudiar és massa gruixut, i, com que no és transparent, fa que, en obser-
var-lo al microscopi, no s'hi vegi res, per la qual cosa caldra obtenir-ne trossets o talls prou fins
per poder esbrinar I'estructura del material en qiiestio.

Per sintetitzar les diverses possibilitats adoptades per dur a terme un estudi de qualsevol
mena d'estructura, considerarem diversos casos que es plantegen quan es fa la disseccio de
qualsevol animal, tant si és inveriebrat com vertebrat.

En primer lloc, farem una distincio entre preparacions temporals, ésa dlr aquelles que,
una vegada observades, dibuixades o fotografiades, es desfan, iles preparaclons permanents,
que es poden conservar anys, sense que perdin l'interes.

A. PREPARACIONS TEMPORALS

En fer la disseccié de qualsevol animai, podem obtenir-ne una colla de preparacions tem-
porals, és a dir, preparacions muntades, generalment, en una gota d'aigua, que ens permetran
estudiar determinades estructures i, tot seguit, desfer-les.

Aixi, en fer la disseccié del musclo (Mytilus edulis), com a exemple d'invertebrat, pedem ob-
tenir-ne les preparacions temporals segients:

l. Preparacié de lamines branquials
1. Tallarem un trosset de l[amina branquial i el muntarem en una gota d'aigua salada o en
una gota de liquid retingut en la cavitat paleal.
2. Una vegada posat el cobreobjectes, el pressionarem lleugerament.
3. L'observarem al microscopi, primer en un augment petit, i després, en un de més gran:
cal tancar forga el didfargma per aconseguir més contrast.
Advertiment: Observeu-hi el moviment dels cilis
de I'epiteli branquiat. S’hi veuen molt bé, atés el
volum, que en aquesta mena de material és con-
siderablement gros, els corpuscles basals i les B
arrels ciliars, encara que no es diferencien. S’hi cilis

poden observar, a vegades, diverses espécies
de ciliats. ) corpuscles basals

lAmina basal L
--..,____'_
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Il. Preparacié de gonades
1. Tallarem un trosset de glandula de Polichinela (situada sota el peu del musclo) o bé una
mica de les seves expansions entre les dues fulles del mantell i la posarem sobre una
gota d'aigua salada o en una gota de liquid de la cavitat paleal.
2. Una vegada posat el cobreobjectes, hi farem una lleugera pressié.

3. Ho observarem al microscopi, amb el diafragma forga tancat, ja que no hem tenyit les es-
tructures, i aixi obtindrem més contrast.

Advertiment: Observeu-hi les cél-lules germinals, masculines o fem2nines, segons el sexe del
musclo. Els musclos mascles acostumen a tenir les gonades de color blanquinés, mentre que les
femelles solen tenir-les vermelloses, encara que, la comprovacié final, cal fer-la al microscopi.

cua

espermatozoide

cdcits

lll. Preparacié de fibres musculars
1. Tallarem un trosset dels extrems del mantell, o bé una mica del méscul adductor de les
valves i el posarem sobre una gota d'aigua. X
2. En dissociarem les fibres dins una gota d'aigua de mar o de s&rum fisioldgic, amb I'ajut
d'agutles, i hi posarem el cobreobjectes, tot fent-hi una lleugera pressié.
Advertiment: Observeu-hi, amb el diafragma forca tancat, les fibres musculars llises, fusiformes.

Aquest material pot muntar-se en una gota de glicerina, i la prepraci6, en aquest cas, és perma-
nent.

En fer la dissecci6 de la granota (Rana ridibunda), com a exemple de vertebrat, es poden obte-
nir les preparacions temporals segtients:

l. Preparacié de pell

1. Tallarem un trosset de pell i el muntarem dins d'una gota d'aigua i tot seguit hi posarem

el cobreobjectes. .
Advertitnent: Observeu-hi, primer a petits augments, i després a més grans augments, les ceél-u-
les epitelials, poligonals i aplanades, entre les quals hom pot veure orificis que corresponen als
orificis excretors de les glandules (molt abundants en aquesta classe de pell); per transparéncia,
hi podrem observar també cél-lules pigmentaries, més profundes, amb I'aspecte estrellat tipic,
molt iregular. Cal fer-hi la dissecci6 dptica, és a dir, que primer s’enfoquen les cél-lules epitelials,

i després, amb el cargol micrométric, s’enfoca un pla inferior, en qué trobarem les cél-lules pig-
mentaries.

céllula pigmentaria




ll. Preparacioé del contingut de 'estémac
1. Obrirem longitudinaiment I'estémac de la granota i en treurem el contingut, una part del
qual pasarem sobre una gota d'aigua.
2. Hi posarem el cobreobjectes i el pressionarem lieugerament. -
Advertiment: Hom hi podra observar artells d'insectes i d'aracnids, i també tricomes i restes ve-
getals. El nombre d'estructures a observar depén del temps que faci que la granota no ha menjat

i del grau de digestié dels aliments. Com sempre, caldrd accionar el diafragma fins a trobar la
llum més adient.

lil. Preparacié del contingut del recte

1. Negligirem la part final del recte, generalment molt negrosa, i buidarem la part segiient,
és a dir, el tros que hi ha a un centimetre del final, sobre una gota d'aigua destil-lada, o
bé sabre una gota de liquid fisiologic, posada ja sobre el portaobjectes.

2. Un cop posat el cobreabjectes, hi farem una lleugera pressié i, abans d'observar la pre-
paracié al microscopi, la mirarem a ull nu: a vegades s’hi veuen cucs blancs com es
mouen. .

Advertiment: Qbserveu-hi les diverses espécies de protozous, els uns parasits, els altres co-
mensals, que es troben habitualment al recte de la granota i dels gripaus. Els més freqients sén;

Ciliats:

Nycotherus codiformis
Balandidium entozoon
Trichodina pediculus

Flagel-lats:

Opaiina ranarumt . _

També poden observar-s'hi diverses espécies de nematodes, céstodes i trematodes que,

per transparéncia de liur tegument, deixen veure el tracte digestiu. Es molt interessant 'estudi de
la regié anterior, on facilment es veu la ventosa i la musculosa faringe (en el cas dels trematodes
i céstodes). Aixi mateix, pot observar-s'hi la musculatura de la paret del cos i la distribucié de
F'aparell reproductor. Entre d'altres, sén tipics els trematodes seglents:

Cephalogonimus sp.

Opisthoglyphus ranae

IV. Preparacié d’espermatozoides

Tallarem amb una fulla de bisturi o d'afaitar un testicle de la granota sobre una gota d'aigua
o sobre liquid fisioldgic; el buidarem una mica sobre una gota d’'aigua posada préviament damunt
el portaobjectes i, tot seguit, hi posarem el cobreobjectes.
Advertiment: Observeu-hi la morfologia dels espermatozoides, que és moit tipica i que es pot
veure molt bé, sempre que accionem convenientment el diafragma. Aquest-procediment pot fer-
Se servir sempre en fer la disseccié de qualsevol vertebrat.

V. Preparacié de fibra muscular estriada

1. Tallarem un tros de muscul de I'anca de la granota, per exemple, i el posai-:m sobre una

gota d'aigua o de liquid fisiologic.

2. Dissociarem el muiscul amb I'ajut d'agulles; dins una gota d'aigua o de glicerina.

3. Després d’haver-hi posat el cobreobjectas, hi farem una lleugera pressic.
Advertiment: Les bandes A i | de la fibra muscular estriada es veuen molt bé, diafragmant ade-
quadament. Aquesta preparaci6 pot ésser permanent, per a la qual cosa caldra, una vegada feta
la dissociacio, fixar el material amb una mica de formol al 6%, per exemple, durant uns 15 minuts,
i tot sequit, caldra muntar el material amb una gota de.glicerina. Cal recordar que aquesta clas-
s? de muntatge no s’asseca mai i que cal vorejar o cimentar la prepracié mitjangant esmalt d'un-
gles.

Un bon material per poder-veure la fibra muscular estriada és el pernil dolg, el qual, malgrat
ser cuit, deixa observar a la perfeccié, sense que calgui préviament fer-ne cap tincié, I'estriacié,
tot tancant el diafragma. Aquest material, el pernil dolg, acostuma a ser adulterat amb fécula de

6. Kuo, R.R.: Protozoologfa. C.E.C.S.A., Méxic, 2.a reimpressi6, 1972.
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patata, pastanaga, etc. Per fer aquesta comprovacio cal comprar pernil doig del més econdmic
que hi hagi i després de dissociar-lo lleugerament es deixa durant un minut en solucié de Lugol
o en tintura de iode, es renta amb aigua destil-lada, es munta en una gota de glicerina i ja es pot
procedir a fer-ne I'observacié. Si hi ha midé, aquest destacara per haver quedat tenyit totalment
de color blau-negre. Atés que la tincid és temporal, no caldra segellar el cobreobjectes.
Advertiment general: Aquestes preparacions les considerem temporals. Es possible, perd, d'ob-
tenir-les permanents; cal recordar que la técnica és, en aquest cas, més llarga, ja que cal fixar les
estructures perqué no s’alterin amb el temps.

A excepci6 de la preparaci6 de la pell, totes les alires poden obtenir-se en fer la disseccio
d'altres classes de vertebrats, com per exemple del ratoll, de fa rata o del conill, animals de dis-
seccio molt sovint utilitzats per a aquesta mena de classes practiques.

Amb la pell del ratoli 0 de qualsevol altra classe de vertebrat no podem fer l'observacié di-
rectament, ja que és massa gruixuda i no és transparent, per la qual cosa caldra seguir la técni-
ca d'obtencid de talls que indicarem a continuacio.

El contingut de I'estémac i del recte dels animals és una font d’organismes comensals els
uns i parasits, els altres, bé siguin protozous o metazous, molt interessant i a tenir en compte.

B. PREPARACIONS PERMANENTS

Caldra considerar dos casos possibles: d'una banda, l'obtencié de preparacions perma-
nents d'estructures animals de les quals, per a llur estudi, no cal obtenir talls; i, de l'altra, les es-
tructures, com sén els drgans, per a I'observacié del microscopi, amb les quals caldri seguir un
procés més o menys llarg fins a obtenir-ne les preparacions desitjades.

B.1. PREPARACIO D’ESTRUCTURES ANIMALS DE LES QUALS, PER A LLUR ESTUDI, NO
CAL OBTENIR TALLS

1. Preparacié de foraminifers . ,

La sorra d’algunes platges és molt rica en foraminifers fossils i és una font inesgotable per

estudiar les formes més representatives d’aquest grup de protozous.

Hi ha tres possibilitats de muntatge: _

a) Muntar directament amb una gota de balsam del Canada 0 equivalent.

b) Muntar primerament amb una gota de goma arabiga, deixar-la assecar unes quantes ho-
res i, tot seguit, posar-hi una gota de balsam i el cobreobjectes.

) Muntar a I'aire, és a dir, posar el material en sec sobre un portaobjectes i, tot seguit, di-
positar un cobreobjectes que tingui una goteta de balsam a banda i banda, o bé un co-
breobjectes net, que una vegada col-locat es vorejara o cimentara amb laca d’ungies.

Advertiment: Els procediments a) i ) s6n, possiblement, els més idonis. Es interessant de triar
la soma de foraminifers amb una lupa binocular i, amb una agulla anar-los posant sobre el porta-
objectes.

Per a llur classificacié, podem adregar-nos a I'obra de Colom.”

2. Preparacio de protozous actuals

Agafarem una mostra de zooplancton, no gaire concentrada, i la posarem sobre un porta-
objectes amb una gota de goma arabiga, la deixarem assecar i hi posarem tot segit una gota de
balsam i el cobreobjectes. També es pot muntar directament amb una gota de glicerina i, en
aquest cas, caldra vorejar el cobreobjectes amb una mica de laca.

Habituaiment, les mostres de zooplancton i de plancton, en general, sén fixades amb formol
al 6%, o bé amb alcohol de 90°. Posteriorment, per fer-ne recomptes, es tenyeixen i es conserven
amb lugol, encara que aquest pot fer-se servir directament com a fixador.*'

7. Cotom, G.: Foraminiferos ibdricos. Invest, Pesquera. T. 38 (1), Barcelona, 1974.
8. ScHwoenses, J.: Métodos de hidrobiologia, Ed. Blume, Madrid, 1975,
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3. Preparacio de radules de cargols o de cefalopodes
» N'extraurem la radula amb pinces o agulles.
* La deixarem uns minuts amb KOH a I'1% en calent, o bé durant unes 12 hores, si es tre-
balla a la temperatura ambient.
* La rentarem amb moita aigua de I'aixeta, durant uns 30 minuts.
* La passarem per aigua destil-lada.
* Muntatge, seguint diverses técniques:
a) Muntatge directe amb una gota de glicerina, vorejant després el cobreobjectes.

b) Muntatge amb una gota de goma drabiga, es deixa assecar i, posteriorment, es munta
amb balsam del Canada.

c) Muntatge amb balsam del Canada o equivalent.

Aquesta dltima classe de muntatge requereix una deshidratacié prévia del material, per

la qual cosa caldra seguir els passos segiients:

15 min. amb alcohol de 70°.

15 min. amb alcohol de 90°.

15 min. amb alcohol absolut.

de 15 a 30 min. amb esséncia d'eucaliptus.

5 min. amb xilé.

Ho muntarem amb una gota de balsam del Canada.
Advertiment: Es possible, i a vegades recomanable, una tincié de la radula, per a la qual cosa,
abans de comencar la deshidratacié, es tenyira durant un temps variable amb colorants del tipus

fucsina acida a I'1%, hematoxilina o amb blau de metilé al 0,1%. Els temps poden ésser més o
menys els segiients:

" a) 1 hora amb fucsina acida a I'1%. _
Ho rentarem amb aigua destil-lada que tingui unes gotes d'acid acétic.
b) 10 min. amb hematoxilina de Delafield.
Ho rentarem durant 30 min. amb aigua de I'aixeta.
c} 10 min. amb blau de metilé al 0,1%, o bé 2 min. amb blau de metilé al 0,5%.
Ho rentarem amb aigua destil-lada i farem diverses esbandides. ‘
Sigui quina sigui 1a tincié efectuada, a continuacié, després de rentar-lo prosseguirem amb
la deshidrataci6 del material. Si no volem tenyir la radula, caldra jugar com sempre amb el dia-
fragma per aconseguir la maxima informacié de lestructura.

4. Preparacio d’escates de papallones

Rascarem suaument les ales d'una papallona sobre un portaobjectes i cobrirem la «pols»
que hi quedi amb un cobreobjectes, en el qual haurem posat quatre gotes de balsam molt me-
nudes, a banda i banda; és un muntatge amb aire.

Es pot fer el muntatge amb balsam del Canada, perd I'index de refracci6 és molt semblant
al de la quitina que constitueix I'escata i, en observar-ne I'estructura al microscopi, no hi ressal-
ten els detalls. '

Es interessant de fer aquesta preparacié amb escates de dues o tres espécies de papallo-
nes i veure'n les diferéncies estructurals.
Advertiment: De la mateixa manera que son test de resolucié les preparacions de determinades

espécies de diatomees, també es poden fer servir preparacions d'escates de papalicnes per fer
aquest calibratge.

5. Preparacié de peces quitinoses d’artrépodes (antenes, artells, genitalies, etc.)

Un cop arrencades les antenes i les potes amb molt de compte, es poden muntar directa-
ment amb Hoyer, Berlesse, glicerina-gelatinada, etc., és a dir, amb qualsevol medi de muntatge
aqués, encara que, els esmentats s6n els que donen més bons resultats.

Si volem fer un muntatge amb baisam del Canada, per I'index de refraccié, que ens per-
metra d'esbrinar més bé els mindsculs detalls de la quitina d'aquestes estructures, caldra deixar
assecar molt bé el material, fins que quedi ben deshidratat. Aixd es pot fer de dues maneres: o
bé el deixarem assecar a 'aire o dins una estufa, o bé passarem les peces per una série alcoho-
lica, per esséncia, xilé i, finalment, les muntarem amb balsam. {Vegeu la técnica del muntatge de
talls, pag. 24.)

Si es tracta d'una genitalia, en extreure'n les peces sota la lupa binocular, queden logica-
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ment envoitades per teixits muscular i conjuntiu, que caldra eliminar, per a fa qual cosa cal fer una
digestié amb KOH de I'1% al 5%, en calent o en fred, durant un temps que caldra calcular en
cada cas; quan es freballa en calent, el temps, Iogicament, és molt més curt.? La potassa, a més
d'eliminar la matéria organica, trasparenta I'estructura i pot ésser interessant, a vegades, de do-
nar-li més contrast, per a'la qual cosa podem tenyir-la amb un colorant especific de la quitina,

com és el negre de clorazol.* El temps de fincié és molt variable, i oscill-la de 15 minuts a unes
quantes hores.

6. Prepracid d’escates de peixos
* Un cop arrencades les escates de peixos com ara sardina, verat o qualsevol altra-espécie
les deixarem unes 24 hores amb KOH a I'1% a la temperatura ambient; si s'escalfen dins
un vidre de rellotge, el temps és molt més curt.
Les rentarem amb aigua de l'aixeta de 30 minuts a una hora.
Les passarem per zigua destil-lada.
Farem una tincié facultativa, d'una hora amb fucsina acida a I'1%.
15 min. amb aigua destil-lada.
10 min. amb alcohol de 70°.
10 min. amb alcohol de 90-.
10 min. amb alcohol absolut.
15 min. amb esséncia.
5 min. amb xilé.
Les muntarem amb una gota de balsam del Canada.

7. Preparacié de péls de mamifers

* Tallarem péls de diferents espécies de mamifers i'de diverses parts del cos (regi6 dorsal,

ventral, caudal, cefilica, etc.).

Els deixarem 24 hores amb KOH a I"1%.
Els rentarem amb aigua de l'aixeta de 30 minuts a una hora.
Els passarem per aigua destil-lada.
Els deixarem eixugar a l'aire, o bé dins una estufa.
Els passarem per xilé durant uns 5 minuts.
Els muntarem amb una gota de balsam del Canada o de DPX_ \ :
Advertiment: Aquesta mena de muntatge és el més informatiu. Si el pél és negre o marré, per
veure'n millor I'estructura, cal deixar-lo de 15 minuts a una hora amb aigua oxigenada de 30 vo-
lums, perque es descolori. Els sistematics de mamifers indiquen que hi ha més diferéncies, quant
a l'estructura dels péls, entre els de diverses regions del cos d'una mateixa espécie, que no en-
tre els d'espécies diferents. ,
En fer I'observacié de péls, o bé de plomes d'ocells, cal esbrinar si sobre I'estructura quitinosa hi
ha postes d'ous d'insectes, epiparasits dels animals en qhestié.

8. Preparacié de plomes d’ocells
El millor és muntar-les directament a l'aire.

9. Preparacié d’ossos
Agafem un tros d'os de bou o de vedella, el farem bullir i amb una serra petita en farem sec-

cions tan primes com sigui possible. Seran interessants, sobretot, els talls transversals. Els frag-
ments obtinguts aixi han de quedar reduits a lamines transparents, per a la qual cosa els passa-
rem les vegades que calgui sobre una pedra d'esmeril, primerament gruixuda i despréd més fina;
cal posar aigua entre I'os i la pedra perqué llisqui més bé. '

Una vegada el fragment és ben transparent, cal rentar-lo amb forga aigua de l'aixeta, pfi-
merament, i destil-lada, després. Ho deixarem assecar i ho muntarem a {'aire, o bé amb goma

arabiga i balsam, o, senzillament, amb balsam: cal buscar el medi de muntatge que doni més
contrast a I'estructura a observar.

9. Durront, M.: «Técniques de transparentat d'invertebrats i d'esquelets de vertebrats: aplicacions». Seminaris d'Estu-
dis Universitaris, ndm. 1, Inst, Cat. Hist. Nat,, Barcelona, 1975.

10. El negre de clorazol es prepara amb alcohol de 70° amb solucié saturada, és a dir, uns 0,7 gde colorant per 100
cc d'alcohol de 70r, segons Carayon (1969).
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Advertiment: Cal assenyalar que algunes cases comercials disposen de microtoms adients per
tallar.cossos durs, com és I'os, ja que la ganiveta té una aleacié especial. El preu d'aquesta mena
dinstruments és, generalment, forga elevat. També podem obtenir talls fins processant I'os com
si fos un mineral o una roca.

EXTENSIONS DE SANG

La preparacié de sang es fa mitjangant extensions, és a dir, es posa una gota de sang a I'ex-
trem d'un portaobjectes molt net i desgreixat i amb I'ajut d'un segon portacbjectes, a ser possi-
ble esmerilat, es fa I'extensio o frotfis, segons l'esquema segiient:

Una vegada assecada I'extensi6 a l'aire, seguirem els passos segtients:
* 5 minuts de fixacié amb metanol, o bé amb sublimat corrosiu (solucié aquosa saturada
de biclorur de mercuri).
Decantarem el fixador i ho assecarem amb paper de filtre.
Ho tenyirem durant 30 minuts amb GIEMSA diluit,"
Ho rentarem amb aigua destil-lada durant 10 minuts, fent-ne dos o tres canvis.
* Ho assecarem amb paper de filtre.
* Muntatge facultatiu, encara que recomanat, amb balsam del Canada, o bé amb DPX.
'* Observarem els diversos tipus cel-lulars, amb Fobjectiu d'immersié, és a dir, de 1.000 a
2.000 augments.
Una altra possibilitat és fer una doble tincié amb HEMATOXILINA-EOSINA. La téchica a se-
guir en aquest cas és:
* 5 minuts de fixacié amb metanol, o bé amb sublimat corrosiu.
Decantarem el fixador i ho assecarem amb paper de filtre.
Ho tenyirem durant 15 minuts amb hematoxilina.
Ho rentarem durant 30 minuts amb aigua de 'aixeta."”
Ho tenyirem durant 5 minuts amb eosina* a '1%. _
' Ho rentarem diverses vegades, dues o tres, amb alcohol de 96°.
Ho assecarem amb paper de filtre.
Muntatge facultatiu amb balsam del Canada o amb DPX.

® & & & & @ »

11. El GIEMSA és una solucié formada per res colorants histoldgics: azur de metild, blau de metilé i eosina. Es prefe-
vible de comprar-lo ja preparat, i abans de fer-lo servir es dilueix: 10 gotes de GIEMSA amb 10 cc d'aigua destil-lada.

12. L’hematoxilina és un colorant tipicament nuclear. Qualsevol classe d'hematoxilina serveix per tenyir els nuclis de les
cél-ules blanques de la sang.

13. Normalment, després de tenyir amb heimatoxilina, es renta amb aigua de aixeta, perqué les sals de laigua provo-
quen el viratge del colorant, que passa de vermell a tenir un color blavés. '

14. L'eosina és un colorant eminentment citoplasmatic.
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Advertiment: La casa HARLECO té un equip de tincié, «DIFF-QUICK», molt interessant, ja que
d’'una manera molt rapida i, sobretot, molt positiva tenyeix les extensions de sang, amb uns re-
sultats semblants als obtinguts amb al técnica de WRIGT-GIEMSA. Aquesta técnica fou aconse-
guida per Witlin, el 1970.

Un cop preparats tres flascons de Borrel amb cada un dels tres productes de [a casa HAR-
LECO, és a dir, amb el fixador (solucié A), amb el primer colorant (solucié I o B) i amb el segon
colorant (soluci6 Il o C), i assecada I'extensié de sang, se sotmet als passos segients:

* Submergirem cinc vegades el portaobjectes amb {'ex-
tensio dins del flascd que conté la solucié A; cada ve-
gada s'hi deixa durant un segon.

* El'submergirem cinc vegades en el flascé que conté la
solucié B, durant 5 segons, amb immersions d'un se-
gon, 1.

* Deixarem escdrrer I'excés de colorant sobre un fulf de "
paper de filtre i el posarem dins el recipient que conté
la soluci6 It durant 5 segons, deixant-I'hi 1 segon cada

T H

: (L]
vegada. I | i
* Escorrerem I'excés de colorant I. o
* Elrentarem durant 2 o 3 minuts amb aigua destil-lada. &N
* L'assecarem amb paper de filtre. —
* Muntatge facultatiu, encara que recomanat, amb bal- Flasco Borrel

sam del Canada o equivalent, DPX, etc.
Advertiment: Si hom vol I'extensié més tenyida, es deixa més temps dins les solucions 1 i II. Els
temps seran considerablement més liargs si lasang a estudiar no és la humana; cal assajar el
temps per a cada espécie. Eis productes s6n molt toxics: precaucio!

Resultats: )
BIMIOCHS .. ..o roses
neutrofils:
nucli.._ ............ I T blau mari
citoplasma .............. mm e e s - - eiaieitataiee o . rosa clar )4‘5 v
granulacions. .......... ... ... ... . ... .. vermelloses
eosinofils:
NUCH, . . .oxaawi. animin . on - - shidion JodEE s o blau mari
citoplasma ............ AR LR DY blau cel
granulacions. . ................ ... ... S e vermelles
Plaquetes ..............oooooi i violetes
basafils:
nuchi................... 1A BTHE = n o AN 3 e = e n e n vermell
granulacions .................... vermell fosc, quasi negres
mondcits:
nucli..... e et violeta (lobutat)
citoplasma . ................. .. blau cel
limfocits:

e P S ke o L .. Violeta
citoplasma ......... ...... ... .. . .. blau cel




Advertiment: Aquest métode és també molt adient per tenyir les aposicions dels testicles o per
a la visualitzacié dels protozous del contingut rectal de nombroses espécies.

Darrerament (1994}, s’ha introduit a Barcelona la marca americana SURGIPATH que comercia-
litza un Papanicoiau EA 50 de bona qualitat i d'un preu raonable.

B.2. PREPARACIONS D'ESTRUCTURES ANIMALS DE LES QUALS, PER A LLUR ESTUD!,
CAL OBTENIR TALLS

Normalment, en histologia, cal obtenir talls de material que es vol estudiar i per aixo, és ne-
cessari fer una inclusié, sigui en parafina, en celoidina o per congelacid. Els talls més fins s'ob-
tenen per la inclusié en parafina. La técnica de la inclusié en celoidina és molt llarga, mentre que
la congelacié permet d'obtenir amb molta rapidesa talls, encara que no gaire fins.

Técnica a seguir per fer una inclusié en parafina

Després de la fixacié de l'drgan o teixit a estudiar amb qualsevol dels liquids fixadors més
habituals (formol al 6 0 10%, CARNOY, BOUIN, ZENKER, etc.) de 12 a 24 hores, segons la
grandaria del material, de la classe de mosira, etc., el material s'ha de deshidratar:*

a) De 6 a 12 hores amb amb alcohol de 70°.

b) De 6 a 12 hores amb alcohol de 90°.

c) De 6 a 12 hores amb alcohol absolut.

d) De 4 a 6 hores amb cloraform o xité.

e) De 4 a 6 hores amb cloroform i parafina o amb xilé i parafina.

f) De 4 a 6 hores amb parafina, a l'estufa, a uns 55-60 °C.

Advertiment: Podem considerar com a temps normal de fixacié de 12 a 24 hores; pero cal tenir
en compte que, aquest temps depén dei fixador emprat i de la classe de material i de |a seva
grandaria; com més petita sigui la mostra del material a fixar, més curt sera el temps de fixacio i
de les efapes seguents.

El fixador quasi mai no és un bon medi de conservacio, és a dir, que si després de la fixa-
cid de I'drgan o del teixit no volem incloure’l tot seguit, el traurem del fixador i el posarem en al-
cohol de 70°, o0 bé en formol al 6%, on podem deixar-lo durant mesos.

Si el fixador utilitzat té sals fortes (ZENKER), o bé acids (BOUIN), cal rentar moit bé el ma-
terial abans de conservar-lo o abans de comengar la deshidratacio.

Si 'alcohol utilitzat durant Ia deshidratacié ha estat Fisopropilic, enfloc de I'etilic, podem sal-
tar-nos els passos d i e.

Cm—e———m—r————m = —-Material fresc
1 J, S
|
t FIXADOR -———
: l '
1
. Rentatge amb aigua
0 1y AT70 deshidratacié
. (2) A90 amb alcohol
' il (3)  A-Absolut etific
inclusio en ' :
[ Congelacié | [Agar o Gelatina | (@) L, Cloroform .
(4]
l 352 40°C 1 1=
FIXADOR (5)  Cloroform-parafina ! &
L '8
(6) i :
5565 °C AA + Eter

15. §i el material ha estat fixat amb alcohol absolut, 0 bé amb CARNOY, es pot anar directament al pas d. El temps de
permanéncia en cada pas depén de la grandaria de la pega i de la textura del material.
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Passos de les diverses vies a seguir, prévia obtencid de talls d’rgans i teixits animals.

Es fan els blocs de parafina amb l'ajut de les pinces de LEUCKART, o bé en capses de car-
tolina, i al cap de poques hores (encara que és millor de deixar-ho d'un dia per l'alire) es pot co-
mencar a tallar amb un microtom adient, sigui de la classe MINQT, o bé de lliscada.

linies a doblegar,
seguint l'ordre indicat

capsa de cartolina —>

Pinga de LEUCKART

-<— — cartolina per a escriure
amb llapis la classe de
material que hem inclos;
Ronyé Cavia cobaya
Formoi 10%

Iamin

Els talls obtinguts tenen habitualment un gruix de 6 a 8 u de mitjana.

Aquests talls es planxen, posant-los dins d'un cristal-litzador ple d'aigua de l'aixeta, escal-
fada a uns 35-40 C; quan estan ben estesos es recullen amb un portaobjectes préviament albu-
minat, és a dir, que damunt del portaobjectes ben net i desgreixat es posa una gota molt menuda
d'albdmina de MAYER (glicerina i clara d’ou a parts iguals) i amb el dit s’estén d'un cap a l'altre.
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També podem treballar amb un bany maria ple d'aigua en el qual s'ha dissolt un 5% de ge-
latina en pols.

Una vegada damunt el portaobjectes, se centren i s'eixuguen per les vores i es posen a l'es-
tufa a uns 35°C, durant un parell o tres d'hores; un cop trets de l'estufa, es deixen refredarijae
pot passar a la tincié. :
Advertiment: En alguns casos la inclusié en parafina no és convenient, com per exemple en l'es-
tudi dels greixos, ja que en deshidratar eliminariem, per dissolucid, les gotetes lipidiques que hi
poden haver dins les cél-lules; en aquest cas, cal obtenir talls mitjangant el micrétom de conge-
lacié. Els talls obtinguts per la técnica de la congelacié sén més gruixuts que els aconseguits amb
la inclusié en parafina i, normalment, no s’enganxen al portaobjectes, i s’han de pescar amb.una
vareta de vidre i passar-los d'un reactiu a l'altre; aixd requereix molta practica per tal de no fer-los
malbé. L'adhesid dels talls obtinguts per congelacio es pot fer emprant portaobjectes gelatinit-
zats, els quals s’hauran aconseguit submergint-los un minut en una solucié de gelatina al 0,2%
en la qual s’ha afegit alum crémic al 0,1% i unes gotes de timol (per evitar que hi creixin fongs) i
deixant-los assecar de dues a quatre hores a 45 °C a I'estufa. Els talls recollits sobre portaobjec-
tes preparats aixi es deixaran de dues a quatre hores a l'estufa. Abans de tenyir-los, caldra hi-
dratar-los, per la qual cosa els deixarem deu minuts en alcohol absolut, deu minuts en alcohol de
90°, deu minuts en alcohol de 70° i deu minuts en aigua destil-lada.

TINCIO DE TALLS ANIMALS OBTINGUTS PER INCLUSIO EN PARAFINA

Una vegada obtinguts els talls i enganxats mitjangant l'albamina de Mayer o la-gelatina, cal
tenyir-los perd atés que els colorants son, generalment, solucions aquoses, cal treure, prévia-
ment, la parafina dels talls, ja que no hi deixaria entrar el colorant, per la qual cosa els despara-
finem i hidratem seguint un procés habitual, que és el segiient:

* De 15 a 30 min. amb xilé (desparafinat).

* 15 min. amb alcohol absolut.

* 15 min. amb alcohol de 90°.  (hidrataci6)

* 15 min. amb alcoho! de 70°.

* 15 min. amb aigua destii-lada.

Treta la parafina i hidratat el tall, hom pot escollir la técnica de la tincié que cregui més
adient per a cada mena de material o per allé que hom pretén de veure; aixi cal saber si volem
tincions panoramiques de l'drgan, i escollirem en aquest cas una doble tincié amb hematoxilia-
eosina, per exemple, o un métode tricrdmic com pot ésser el Mallory. Ara bé, si cal cercar quel-
com de molt concret, com poden ésser els cromosomes, triarem una técnica més especifica, com
I'hematoxilina férrica de HEINDENHEIN.

Advertiment: Si el material ha estat inclds en celoidina, cal tenir en compte que aquesta no es dis-
sol en res, i per tant, no caldra deshidratar el material, prévia tincié, ja que els talls s6n normal-
ment recollits amb aigua destil-lada, i també els talls obtinguts per congelaci6.

Algunes tincions recomanades per aplicar sobre els talls

Creiem especialment recomanables per la informaci6 que donen i per ltur relativa rapidesa,
les tincions que esmentarem a continuacid. Considerem que els argans i teixits han estat inclo-
sos en parafina.

Els temps indicats per als colorants sén els més habituals, perd caldra calcular-los per a
cada tipus de colorant, per a cada tipus de material, i segons el gruix dels talls, tenint en compte
que els talls gruixuts necessiten menys temps de tincié que els talis més fins. Aixi mateix, el
temps de tincié depén també del periode que fa que estigui preparat el colorant: alguns colorants
amb el temps perden llurs propietaris tintorials, com és el cas de la picrofucsina, mentre que d'al-
tres guanyen, com és el cas de la majoria de les hematoxilines.

Doble tincié amb Hematoxillna-Eosina
1. Desparafinarem amb xilé.
2. Hidratarem els talls seguint la seqiéncia abans esmentada (pag. 13).

3. 5 min. amb hematoxilina (de DELAFIELD, de FRIEDLANDER, etc.; colorant nuclear),
4. de 15 a 30 min. amb aigua de l'aixeta.
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2 min. amb aigua destil-lada.

5 min. amb eosina agquosa a I'1% (colorarit citoplasmatic).

5 min. amb alcohol de 96°.

5 min. amb alcohol absolut. )

15 min. amb esséncia (creatosa, eucaliptus, terpineol).

10. 2 min. amb xilé.

11. Hom muntarem amb una gota de balsam del Canada o equivalent.

©END SN

Resultats: Nuclis ....... ... ... ...oiiiiiiiiiinnnnnann., blau mari
Citoplasma ... ... .ot rosat
Fibresmusculars.......... ... ... ... ...l roses
Fibresconjuntives . ................... ... ...... blaves

Hematoxilina-Picrofucsina (triple tinci6 de van GIESON)

Desparafinarem amb xilé de 15 a 30 minuts.

Hidratarem els talls, fins a l'aigua destil-lada.

2 min. amb hematoxilina de GROAT.

Els rentarem 15 min. amb aigua de l'aixeta, fent-ne dos o tres canvis.
5 min. amb picrofucsina que, a la vegada que tenyeix, diferencia.

5 min. amb alcohol absoiut (dos canvis).

15 min. amb qualsevol mena d'esséncia.

2 min. amb xite.

. Ho muntarem amb una gota de balsam del Canada o equivalent (6PX).
Resuftats: Nuclis

OENOImAGBP

........................................... negres
Citoplasma ...... ...t iiiiereiaaannns rosat
Fibreselastiques ......................o....... vermelles
‘Fibresmusculars..................coeeeeneni. .. marrd clar

Métode de MALLORY (Técnica simplificada del métode de 'AZAN).
. Desparafinarem amb xilé.

2. Hidratarem els talls.
3. 15 minuts amb sublimat corrosiu (biclorur de mercuri, en solucié aquosa saturada). Ac-

tua de mordent.
4. Ho rentarem amb aigua destil-lada {posar i treure).
5. 15 segons amb fucsina acida a I'{ %.
6
7
8
9

—h

. Ho rentarem amb aigua destil-lada (posar i treure).
. 60 segons amb acid fosfomolibdic a I'1% (actua de mordent).
. Ho rentarem amb aigua destil-lada (posar i treure).
. 76 segons amb liquid de MALLORY.
10. Ho rentarem amb aigua destil-lada (posar i treure).
11. Ho diferenciarem amb blau d'anilina S.A. alcohélica (uns 10 segons).
12. 10 segons amb alcohol absolut.
13. 15 minuts amb esséncia.
14. 2 minuts amb xité.

15. Ho muntarem amb una gota de balsam del Canada o DPX.

Resultats: Nuclisicromosomes.............cooovvuvanen.. vermells
» Granulacions citoplasmatiques. . .... ... taronges vermelloses
Fibrescol-lagenes ..............ooiiiiiniinins. blaves
Fibresmusculars......................0vies. vermelloses

Eritrocits .............. oo Angeaie S NS L B taronges

Fibres nemvioses. ... ... . ..oiiiiii i liles

Vitellus . ... groc
Quitina......................... I ... .vermella

Métode de I'AZAN, segons HEINDENHEIN
1. Desparafinarem amb xilé.
2. Hidratarem els talls.

3. De 40 a 60 minuts amb azocarmi, a l'estufa a 56-60 °C.
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4. Ho rentarem amb aigua destil-lada (posar i treure).

5. Ho diferenciarem amb alcohol-anilina, al microscopi, fins que només es vegin els nuclis
de color rosat.

6. 1 minut amb alcohol-acétic, per tal de frenar el procés de la diferenciacié.

7. D1 a 3 hores amb acid fosfomolibdic al 5% (actua de mordent).

8. Ho rentarem amb aigua destit-lada (posar i treure).

9. Ho tenyirem d'1 a 3 hores amb blau d'anilina-orange G-acid acétic.

10. Ho rentarem amb aigua destil-lada.

11. Ho diferenciarem amb alcohol de 96° uns dos o tres segons.

12. 2 min. amb aicohol absolut.

13. 15 min.'amb esséncia.

14. 2 min. amb xilé.

15. Ho muntarem amb una gota de balsam del Canada o equivalent (DPX).

Resultats: Nuclisicromosomes............................. vermelis
Granulacions citoplasmatiques . .. vermelles, grogues'i blaves
Fibresmusculars . ..................... de vermell a taronja
Fibrescoldagenes.............covuiiiveiiinnnn.. blaves
Mucusicartilag................................. blau mari

Advertiment: Les técniques de tincié de MALLORY, o bé 'AZAN donen resultats molt positius
amb talls de traquea, d'intesti o de llengua.

TECNIQUES MOLT ESPECIFIQUES

Hematoxilina férrica, segons HEINDENHEIN
Desparafinarem amb xilé.
Hidratarem els talls, fins a 'aigua destil-lada.
De 12 a 24 hores amb sulfat férric amonic (alum de ferro} al 5% (actua de mordent).
Ho rentarem rapidament amb aigua destil-lada.
Farem una tincié de 12 a 24 horés amb hematoxilina de HEINDENHKEIN (sobretincid; es
forma una laca amb ef mordent).
Diferenciarem amb Falum de ferro al 2,5%, sota el microscopi, fins que quedin tenyits
només els nuclis, o es vegin els cromosomes, o bé les bandes de la fibra muscular es-
triada, o el centriol. _

7. Horentarem durant 30 min. amb aigua de I'aixeta.

8. Ho rentarem 5 min. amb aigua destil-lada.

9. 5 min. amb alcohol de 70°.

10. 5 min. amb alcohol de 90-.

11. 5 min. amb alcohol absolut.

12. 15 min. amb esséncia.

13. 2 min. amb xilé. )

14, Ho muntarem amb.una gota de balsam del Canada o equivalent.

Advertiment: Aquesta tincié és molt interessant, car déna imatges mott clares del nucli i dels
nucléols de les cél-lules en repos, i també imatges dels cromosomes de les cél-ules que-estan en
divisio; a fa vegada, tenyeix el centriol i les bandes de la fibra muscular estriada, per la qual cosa,
sl volem estudiar quelcom d'aquestes estructures, les tenyirem amb aquesta técnica.

Hem observat que la tincié de gonades i de meristemes radicals (materials rics en figures de
divisi6 cel-lular) amb |a técnica de van GIESON, és a dir, amb [a triple tinci6 hematoxilina de
GROAT i de picrofucsina, déna uns resultats molt positius i té l'avantatge que el procés és molt
més curt. En el cas d'aplicar lhematoxilina de GROAT per a la tincié de cromosomes de meris-
temes radicals, cal- augmentar el temps de tincié considerablement, ja que les parets cel-lulosi-
ques retarden l'entrada del colorant, i, per tant, un temps d'uns 15 minuts és el recomanat, encara
Que, com sempre, cal cercar el temps més adient per a cada classe de material.

o opwN

Técnica del PAS (acid per-iodic de SCHIFF)
1. Desparafinarem amb xilé.
2. Hidratarem els talis.



10 min. amb acid per-iodic (que provoca una oxidacié dels components hidrocarbonats
del talls).

Ho rentarem durant 10 min. amb aigua de {'aixeta.
Farem un rentatge rapid amb aigua destit-lada.
10 min. amb el reactiu de SCHIFF; cal fer 'operacié en un recipient de vidre ben tancat.
Farem un rentatge rapid amb aigua destil-lada. g
Farem una tincié facultativa amb blau de toluidina al 0,5% durant 2 min., o bé amb verd
de metilé a 'l % durant 15 minuts.
9. Ho rentarem amb aigua destil-lada durant 5 minuts.

10. Ho deshidratarem.

11. 15 min. amb esséncia:

12. 2 min. amb xilé.

13. Ho muntarem amb balsam del Canada o similar.
Resultats: Els materials que tenen mucopolisacarids o glicoproteines queden tenyits de color
rosa vermellds i destaquen de la resta que queda sense tenyir, o bé tenyit de color blau verd, se-
gons si hem escollit 'una o I'altra técnica de tinci6 facultativa de contrast.

Es recomana d'emprar aquesta técnica amb talls de traquea, d'intesti, i de pancrees, pfin-
cipalment.

PNOOL W

Técnica de FEULGEN i ROSSENBECK

- Desparafinarem amb xilé.

Hidratarem els talls.

Farem una hidrolisi a 60 °C amb una solucié 1N d'acid clorhidric.

Ho rentarem amb aigua corrent i després amb aigua destil-lada.

Ho tenyirem durant 1 hora amb el reactiu de Schiff.

Farem tres rentatges rapids amb aigua sulfurosa, d'un minut cadascun.

Ho rentarem llargament (uns 15 min.) amb aigua corrent.
Ho deshidratarem.

15 min. amb esséncia.

10. 2 min. amb xilé.

11. Ho muntarem amb balsam o amb DPX.
Resultats: E| DNA es tenyeix de vermell intens.
Advertiment: El temps de la hidrolisi depén del fixador emprat: aixi, si el fixador ha.estat el liquid

de BOUIN és de 2 minuts, si el fixador ha estat 'alcohol sera de 5 minuts, i si ha estat el formol
sera de 15 minuts.

CONOOAGN S

Técnica de PAPPENHEIM-UNNA

Desparafinarem amb xilé.

Hidratarem els talls.

Ho tenyirem durant 5 min. amb el liquid de Pappenheim-Unna.

Ho rentarem directament amb alcohol absolut, de 10 a 30 segons, fins que el nucli que-
di verd.

5 min. amb esséncia.
. "2 min. amb xilé.
Ho muntarem amb baisam o amb DPX.

Resultats: La cromatina queda verda, el nucléol i lergastoplasma queden vermells. Es ideal per
diferenciar el DNA del RNA.

pOaN=

~N D

Impregnacié en bloc, pel métode de CAJAL, conegut amb el nom de «l'estufan.

Normalment, fes técniques de tinci6 i d’impregnacié s'apliquen sobre el material una vega-
da aconseguits els talls, com més prims millor. Ara bé, a vegades pot fer-se el que s’anomena
una tincié en bloc, que pot tenir finalitats molt diverses; en la majoria dels casos és interessant de
fer-la després de la fixacié de mostres molt menudes, com poden ésser petits invertebrats, ja
que, en agafar color, es poden manipular més bé quan es fa tot el procés de la deshidratacié i,
finalment, quan es fa la inclusié.

La técnica de CAJAL a I'estufa presenta tres variants que indicarem a continuacio:
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Primera variant

1.

1

Deixarem fragments de tres a sis mil-limetres de material nerviés (encéfal o medut-la
espinal) de 3a 5diesa I'estufa a 35 °C en nitrat de plata a I'1,5%, al qual afegirem un
20% d'ailcohol.
Farem un rentatge rapid amb aigua destil-lada.
24 hores en un reductor de la plata, que pot ésser el format per:

2 g d'acid pirogal-lic o d’hidrogquinona

de 5 a 10 cc de formol -

100 cc d'aigua destil-lada

4. Farem un rentatge rapid amb aigua destil-lada.
5. Deshidratarem per la série alcoholica.

6. Ho inclourem en parafina.

7.
8
9
0

Obtindrem talls de 8 a 12 micrometres.

. Adherirem els talis planxats al portaobjectes albuminat.
. Desparafinarem els talls amb xilé.

. Ho muntarem directament amb una gota de balsam del Canada o de DPX.

Segona variant

SupL M

Fixarem el material nerviés durant unes 24 hores amb alcohol absolut.

Ho fragmentarem i ha posarem a T'estufa a 35 °C en una solucié de nitrat de plata a
1,5%, de 5 a 7 dies.

Farem un rentatge rapid amb aigua destil-lada.

24 hores en el reductor anteriorment esmentat.

Ho rentarem amb aigua destil-lada.

Els passos segients son iguals que els de la primera variant.

Tercera variant

1.

riant.

Fixarem el material nerviés amb una barreja formada per:
50 cc d'alcohol absolut

de 5a 10 gotes d’amoniac concentrat durant unes 24 hores

2. Els passos segients, és a dir, del 2 al 10, sén idéntics als esmentats en la primera va-

PREPARACIQ DELS REACTIUS ESMENTATS

Liquids fisioldgics més emprats
 Solucio de Locke (ajustat per a mamifers)

Clorursodic ..........ooiiiiiiiieaanannn. N A 0,900 g
Clorur PotassiC, - .. vviee it ie et 0,042 g
Clorur calcic .......... e « BT BlETHL o ola BRI Ty S A 0,048 g
Bicarbonatsodic ... e e 0,020 g
Glucosa.................... L SR Bl e S 0,200 g
Aiguadestillada ........ocovtt it e 100.000 cc
» Solucio de Ringer (ajustat per a amfibls)
Clorursodic ....ocvovieevivemenennnnn. N . - i 0,650 g
Clorur potassic. . . .ccvveeeiinnnnnnnn. R 0,014 g
Clorurcalcic ... ......... i - TR v SRR s e - e - .0,012g
Bicarbonat sodic ........c.i it it i 0,020 g
Fosfatmonosddic ...........ciiiiiiiiii i 0,001 g
Aiguadestillada ..................ccciiiiiiheine.....100.000 cc
» Sérum sali fisiologic
a) Per a invertebrats _
Clorursodic ........coiiiiiii e, 0,600g
Aiguadestil-lada . ...t .. 100.000 cc



b} Per a amfibis
Cloruf SO & sa:ws . cdiaitia < 5% Ko « e e e e s e oo 0,750 g

Aiguadestillada .. ... .............. ... ... 100.000 cc
¢) Per a mamifers n

Clorursodic ..o 0,900 g

Aiguadestillada ........................ ... .. ... 100.000 cc

Advertiment: | 'aigua de mar és sempre un bon liquid fisiologic per als animals marins.

Fixadors

* Alcohol etilic (recomanat per fixar nuclis}
Es fa servir del 70 al 100%.

Eltemps de fixacié depén de la mida de la mostra, perd no ha d'ésser gaire llarg, ja que en-
dureix molt els teixits.

» Alcohol metilic
Es fa servir pur, és a dir, del 100%.

* Bouin (recomanat per fixar la majoria dels drgans animals).

Solucié aquosa saturada d'acid picric. .................... .. 75cc
Formol concentrat. ..................... ... 20 cc
Acidacétic ....................o Scc

Després de fixar el material durant unes 24 hores, cal rentar-lo bé amb aigua coffent. abans.
de comengar la deshidratacid, prévia la inclusié.

* Carnoy (recomanat per a estudis de nuclis i cromosomes)

Alcoholabsolut.................... ... ... .. . AS—— 60cc
Cloroform .................... et iateiieaeiaaaa... 30 cc
Acidacétic ................... ... ... . . m . .ol 10 cc

Després de fixar el material amb CARNOY es pot passar directament al cloroform i tot se-
quit al cloroform-parafina i parafina, per fer la inclusio.
Es millor fixador que F'alcohol etilic tot sol.

* Formol (= Formaldéhid)

Possiblement, el FORMOL és el fixador que s’apropa més a I'«universal», ja que va bé per
a quasi totes les estructures.

Es prepara al 6 0 10% amb aigua destil-lada, a partir del concentrat que es ven al comerg
que és del 40%.

Si-es deixa més de 24 hores amb formel, el material s'endureix massa, per la qual cosa cal
tniciar rapidament el procés de la deshidratacié, o bé el material amb un formoi més dilutt, al 4%,
o bé amb alcohol de 70°. Si bé cal tenir present que a la llarga (3-5 mesos) és descalcificador.

* Sublimat corrosiu (recomianat per fixar extensions de sang)
Solucié aquosa saturada de biclorur de mercuri,

* Tetroxid d'osmi (per a estudis de mitocondries, plasts, greixos)

S'utilitza a I't 0 2% amb aigua destil-lada, sol o0 bé combinat amb altres reactius, i formant
diverses clases de liquids fixadors, com pot ésser el liquid de CHAMPY, format per:

Solucié aquosa d'acid cromic a P1% ........... ... ... 7¢cc
Solucié aquosa de bicromat potassical3%................. 7cc
Solucié aquosa de tetroxid d'osmial 2%. .. ............... 4 cc

Advertiment: El tetroxid d'osmi és molt volatil, i els seus vapors irriten molt les mucoses. Aquest
caracter volatif és el que fa que els seus vapors es puguin emprar com a fixadors.

Aquest fixador, convenientment taponat, és I'habitualment utilitzat per al material a estudiar al mi-
croscopi electronic.
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» Zenker (recomanat per quan cal aplicar tincions tipus MALLORY o AZAN, atés el seu caracter
de mordent)

Bicromat potassic. .............. ... oo 25¢g
Bicloturde mercuri...................... 5049
Sulfatsddic............................0 T S e 1,0g
Aiguadestillada .................. oo 100 cc

Hi ha diversos fixadors que, a la vegada, son potents deséalciﬁcadors per preparar-se com-
binats amb segrestadors de sals, tipus EDTA. Entre altres, recordem DESCALCIFIER | que fa les
dues funcions simultanies, i DESCALCIFIER Il que serveix per descalcificar mostres que ja han

estat préviament fixades. Qui els comercialitza és la casa SURGIPATH que, a Barcelona, és re-
presentada per la CASA ALVAREZ

Colorants

* Azocarmi (utilitzat en la técnica de 'ANZAN)
AzocarmiG....................... ..., S O AT 01g
Aiguadestildada ......................... N 100 cc
El farem bullir durant uns minuts.

El deixarem refredar.
El filtrarem.
Hi afegirem 1 cc d"acid acétic per cada 100 éc de solucié colorant.

Advertiment: En fred, la solucié té un aspecte de suspensié que es perd quan s'escalfa, abans
de tenyir. Es de conservacié il-limitada.

* Blau d’anllina-Orange G (utilitzat en la técnica de 'AZAN)

BlaudanilinaS.A................. I N 05¢g
Orange G ... ... ... i 29
Aigua destil-lada ............. 000 accac B oo oB S S 100 cc
Acidacetic ... . ...t 8cc
El farem bullir durant uns minuts.

El deixarem refredar.

El filtrarem.

El diluirem a la meitat amb aigua destil-lada.

Es de conservacié il-limitada.

* Blau de metilé (colorant nuclear per excel-léncia)
Blaudemetile..................... ... . 05¢g
Aiguadestillada.:..................... ... e e e g e e R 100 cc

Advertiment: Preparat al 0,1 per litre és colorant vital.

e Blau de toluidina
Blaudetoluidina .................. ... . ... i ....05¢g
Aigua destil-lada .. ......... Do A e e G e e s B e 100

Advertiment: Es un colorant metacromatic, és a dir, tenyeix d’un color diferent del seu determi-
nades estructures. Per demostrar-ho, cal fer-lo servir amb un material que tingui moit de teixit
conjuntiu, com poden ésser les submucoses de l'intestf, i hom pot veure com les cél-lules ence-

bades presentety nombroses granulacions vermelloses. El blau de metilé també és metacroma-
tic.

* Eosina o Eritrosina (colorant tipicament citoplasmatic)
Eosina

........ A S
Una vegada obtinguda la dissolucid, s'hi tira un parell de gotes d'acid acétic. En el comerg,

hi ha 'eosina aquosa i Palcohdlica, i d'altres variants com poden ésser la groguenca, la blavosa,
etc.
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" * Hematoxilina (colorant tipicament nuclear)

Hi ha moltes modalitats i formes de preparar aquest colorant; entre les més emprades i es-
mentades en aquest seminari tenim:

* Hematoxilina de Delafield

Solucif A;
Hematoxilina ........................ .. NS el g
Aleohol absolut . ............ .. ........ ... 0000 25ce
Solucié B:
Suifat aluminic aménic ......... ... . .. N [EE A  a s e e e e 40g
(alum amoniacal) '
Aiguadestitiada......................... ... .. . 400 cc )
‘Barrejarem la solucié A amb la B. Al cap de quatre o cinc dies la filtrarem i hi afegirem:
Glicerina.......................... .0 T 100 cc
Alcohol metilic. ................. .. . 100 cc

Passats quatre o cinc dies la filtrarem i ja es podra fer servir.

Conservaci6 il-limitada.

Abans de fer-la servir, la diluirem a la meitat amb aigua dgstil-lada i la filtrarem cada vegada.
* Hematoxilina de Friedlander

Solucié A:
Hematoxilina ................................ benes2
Alcohol absolut .................... ... .0 100 cc
Solucié B:
Sulfat aluminic potassic (alum potassic).................... 2g
Aigua destil-lada........... .. et aeiceaaneenncanas 100 cc
Glicerina. ................. ... e . 100 cc

Barrejarem [a soluci6 A amb la B.

La deixarem uns 14 dies en una botella, sense tapar perqué 'hematoxilina s'oxidi, és a dir,
«maduri». Si es té pressa per fer-la servir, podem oxidar-la afegint-hi una petita quantitat de iodat
potassic, per exemple, en una Pproporcid d'uns 0,2 g per cada gram d'hematoxilina. Com més ima-
dura sigui I'hematoxilina, millor. Abans de fer-la servir, cal diluir-la a la meitat amb aigua
destil-lada.

* Hematoxilina de Heindenhein (hematoxilina férrica)
Solucié mare:

Hematoxilina ............................ ... 19
Alcohol absolut . . . .. R AP 10 cc
- Alguadestitlada ............. . .00 90 cc

Aquesta solucié mare ha de madurar durant un mes. Abans de fer-la servir, cal diluir-la a la
meitat.

* Hematoxilina de Groat

Solucié A: :
Acid sulfuric concentrat ........ . .. . e e e e e yEd o 08cc
Sulfat férric aménic (alum férric)........... oisRin = e e B s 0 e s 1,0g
Algua destitlada .............. . 00000 T 50 cc
Solucié B:
Hematoxiliha ................... ... ... 0,5g
gcoholide e X0 0L T e 50 cc

Barrejarem la solucié A amb |a B. Passades una o dues hores, ho filtrarem i ja es podra fer
Senvir.

Conservacié limitada a uns tres mesos, per la qual cosa és millor preparar-ne poc i sovint.
* Hematoxilina-de Regaud

Solucié madura dhematoxilina. ... ... ... . - R . 10 cc
Glicerina........... ... R R e 10 cc
Aigua destil-lada ......... ... P I S 80 cc
La solucié madura. d’hematoxilina es prepara:

Hematoxilina ......... ... ... . . e e et deneeeeanea, -.1g
Alcohdlde 96 .. ... .. .. .. N e e e e e e e e e e s e b 10 cc
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Aquesta solucié mare ha de madurar durant uns tres mesos, o bé cal provocar l'oxidacié

afegint-hi iodat potassic, 0,2 g per cada 2 g d’hematoxilina, encara que la maduracié espontania
és més adient.

* Liquid de Mallory

BlaudanilinaS.A. ... ... .. i, 05¢g
OrangeG ............ AR i DA B, . D e 20g
Acidoxalic............... o sl latatar o uln o dia e AT T R 20g
Aiguadestillada............... .ot 100cc
Conservaci il-limitada. Cal filtrar-lo de tant en tant.

* Lugol
lode .. ... . L YL S B e e v aee 1g
lode potassic ... ... oo i i 2q
Aiguadestillada ............. ... 100 cc

* Picrofucsina, segons Van Gieson
Fucsina &cida a I'1% amb aigua destil-lada ............. e 10 cc
Acid picric en solucié aquosa saturada...................... 100 cc
Es conserva de 8 a 10 mesos. Es millor preparar-ne poc i sovint.

* Reactiu de Schiff (preparat segons el métode de Lillie)
Fucsinabasica..............oooiiiiiii i -1,0g
Metabisulfit sodic. .............oooviiiiin i, 199
Acid clorhidric 0,15N ..............ooeiininnannannni.. 100 cc

Es deixa dissoldre i s'agita de tant en tant. El liquid, primer vermell, va perdent color i al cap
de 24 hores s'hi afegeixen 0,5 g de carbé activat, perqué la descoloracié sigui total. S'agita, es
deixa reposar i es filtra. .

Cal conservar-lo a la nevera, en una botella ben tancada, si és possible amb el tap esmeri-
lat. La seva conservacié es pot anar comprovant olorant-lo abans de fer-lo servir: ha de fer una
olor forta de sofre, i si no té aquesta olor peculiar cal afegir-hi una gota d'acid clorhidric concen-
trat i alguns decigrams de metabisulfit.

La preparaci6 del reactiu de Schiff és forca delicada i, dbviament, la qualitat dels compo-
nents és fonamental. Diverses cases comercials el venen preparat i amb tota garantia.

* Sudan (especific per tenyir greixos)
Solucié saturada amb alcohol de 70°.
La qualitat depén de la marca del colorant.

Cal preparar-lo unes 24 hores abans de fer-lo servir.
Sempre cal filtrar-lo abans de tenyir.
Es millor preparar-ne poc i sovint.

* Verd de metilé (recomanat per fer la tincié de contrast en la técnica del PAS)

Solucié aquosaal't% deverdde metilé ..................... 25 cc
Alcohol de 96° ........ ...ttt 20 cc
Glicerina..... ... .. 25cc
Fenol............... bttt iaaeiieteerea e nanaaas ..05¢g
Aiguadestillada . ... ........ ... ... . 100 cc

* Verd de metilé-pironina (métode de Pappenheim-Unna)

Solucié aquosa a "% deverdde metilé ..................... 25cc
Pironina. . ...... ... . -..0,25¢g
Fenol ...... e - D T 0,50g
Alcoholde 96°. .. ....... ... 2,50 cc
Glicerina ... 20 cc
Aiguadestillada ................... .. 85 cc



Algunes cases comercials fabriquen i venen ja el verd de metilé-pironina en pols: per pre-
parar-lo, cal diluir-lo amb aigua destil-lada, a una dissolucié de I'1%.

Es recomana per poder diferenciar la cromatina (verda) del nucléol (vermell).

ESSENCIES
Cedre
Creosota
Eucaliptus
Menta
Terpineol, etc.

MEDIS DE MUNTATGE MES EMPRATS PER FER PREPARACIONS PERMANENTS

Hidrosolubles No hidrosolubles Muntatge amb
Aquatex Balsam del Canada Goma arabiga-balsam
Berlesse Reina Dammar'

Glicerina DPX

Goma arabiga Euparal

Hoyer Micromount

etc."”

Recordem que, en casos especials, és interessant muntar el material a estudiar a Iaire (en
el cas de les escates de Papallona, de les plomes, etc.). El medi de muntatge ha de tenir un in-
dex de refraccié (n) que sigui el més adient a Ia classe de material a observar, per obtenir-ne el
contrast més gran possible en fer-ne l'observacié microscopica.

Berlesse
Hidratdecloral ............................... ... G 16 g
Goma arabiga®. .. ..... T P R A 15¢g
Glucosa .................. .. .. ... ... O 0 gz oy o A 10g
Aigua destillada .................... .. ... 20 cc
Acidacetic ..., 5g
Liquid de Hoyer
Gomaarabiga .................... A I 50g
Hidratde cloral. . .............. . .07 2g
Aigua destillada .................. ... 50 cc

Notula: Cal recordar que tots els medis de muntatge hidrosolubles sén facilment contaminants per
espores de fongs i per evitar que hi creixin, cal afegir-hi unes gotes de formol o uns cristallets de
timol; alhora, cal tancar el flasco cada vegada que es treuen unes gotes del medi de muntatge.
Advertiment sobre el material de vidre: Els portacbjectes emprats en cadascun dels casos han
d'ésser ben nets i desgreixats, per la qual cosa es rentaran amb alcohol de 90°.

En ocasions, els portaobjectes nous surten de la caixa molt bruts; en aquests casos, cal ren-
tar-los amb detergent i, posteriorment, ben esbandits amb aigua i passats per alcohol de 90-.

Els portacbjectes emprats per fer preparacions temporals poden recuperar-se. Se'ls deixa
en remull de 12 a 24 hores, en una mescla cromica. Després d’esbandir-los amb molta aigua co-
rrent, es passen per alcohol de 90, i s'eixuguen.

La mescla cromica és adient per netejar tot tipus de material de vidre que sigui-forga brut. La
seva preparacié és:

Dicromat potassic. . .................o.o 100 g
AIQUA. ..., 1.000 cc
Acid sulfuric. . . ... ... T 205 SR as S e 100 ¢

17. Per a la preparaci6 de diversos medis de muntatge hidrosolubles, o'onsulteu M. D

7 URFORT: «Técniques de transpa-
rentat d'invertebrats i d'esquelets do vertebrats: aplicacions». Seminaris d'Estudis Universita

ris, num. 1. Inst. Cat. Hist. Nat.,
18. Es recomanable comprar la goina ardbiga en pols, molt millor que en «liagrimes» o terrossos.
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Principals marques de reactius per a microscopia
Chroma

Doesder

Fluka

Girr®

Merck

Panreac (és la més econdmica, ja que és fabricada aqui)

Surgipath
Notula: En els darrers anys s'estan buscant alternatives als dissolvents classics, com ara el xila
i el tolué, cercant reactius que no siguin tan cancerigens i, alhora, biodegradables. En aquest
sentit, recomanem substituir el xilé emprat, previ tractament de les mostres amb la parafina i pre-
vi muntatge amb els medis de muntatge no hidrosolubles, per Clearene (Surgipath) o equivalent.

19. Actuaiment, és molt dificil trobar, a Barcelona, productes d’aquesta marca.
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