UN METODO ORIGINAL DE COLORACION
DE ESTROMAS.

ManNueL Cuapra C. ”

Por hemdlisis se entiende el desdoblamiento del eritrocito en sus
dos componentes: el estroma, que queda suspendido en el medio liqui-
do vy la hemoglobina, que se disuelve en él. La hemdlisis puede ser lo-
grada medianie agentes y procedimientos diversos (mecd&nicos, {isicos,
quimicos y bioldgicos), ianto en experiencias in viiro como en el interior
de los vasos Chemdlisis intravascular) Schilling (1) (2); Butschli, Ru-
zicka, Hamburger, Bechold y Hayem, citados por Naegeli (3); Bechold,
Kraus, Salén y Hattori, citados por Rockwood (4); Bayliss (5); Cooley
vy Lee (6); Schulten (7); Isaacs (8); Meltzer y Welch (9). Parece que
Rollet fué el creador del concepto de estroma, pues Schilling (2) deno-
mina "estroma de Rollet”.

El tinico método conocido de examen de estromas es la observa-
cidén en fresco, al campo oscuro. Nosotros hemos descubierto un méio-
do de coloracién que permite verlos en extensiones de sangre al lado
de hematies normales. Este métcdo de coloracién nos ha permitido
hacer un estudio detallado de los estromas, tanto en condiciones fisio-
1dgicaocs como en condiciones patoldgicas; ello serd dado a conocer en
sucesivas publicaciones en idioma inglés. (The selenoid bodies”;
"Manner of srythrocytes destruction. The intravascular hemolysis” vy
"Acute hemolytic anemia caused by Loxosceles lasta bite”).

Material y método

La técnica de coloracién es la siguiente:
19 Cubrir la extensién de sangre con Leishman durante 5 minu-
tcs (fase de fijacién y coloracién preliminar).

(*) Profesor en la Catedra de Enfermedades Infecciosas, Tropicales y
Parasitarias de la Facultad de Medicina de Lima. Médico del Hospital Dos
de Mayo de Lima. .
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2¢ Lavar con agua y secar.

39 Cubrir con una mezcla de “agua hemoglobinosa’” y colorante
Leishman preparada en la proporcién de dos gotas a uno respectiva-
mente, durante 2 horas en Verano y 3 horas en Invierno ({ase de co-
loracién definitiva). La ciudad de Lima se encuentra a 137 mts. sobre
el nivel del mar; la presién atmosférica es de 747 mm en Verano y 751
mm en Invierno; la temperatura promedio es de 22° y la humedad rela-
tiva 92%, en Verano: 14°2 y 95%, respectivamente, en Invierno. No tene-
mos experiencia de otros clirnas.

4% Lavar con agua y secar. Lista para la observacidn.

El “"agua hemogiobinosa” se prepara en esta forma: Se deja se-
car una delgada capa de sangre, preferible sin plasma, en una palan-
gana de ocmplio fondo. Se vierte encima agua destilada, justamente
hasta cubrir la capa de sangre. A los 60 minutos el ligquido sobrena-
dante, cargado de hemoglobina, se trasvasa a otra palangana y se de-
seca a 37°. Se recoge la hemoglobina seca por raspado y se envasa
en un frasco seco (No hemos ensayado la liofilizacién). El material
recoiectado sirve para muchas veces.

Disolviendo unas cuantas escamas de esta hemoglobina en agua
destilada lo suficiente para que ésta tome un color amarillo rojizo, seme-
jemte al color de una infusién rala de té, tenemos el agua hemoglobino-
sa; su Ph es aproximadamente 10. Para usar esta solucién se debe
dejar madurar previamente durante unos 30 o mds minutos.

La mezcla de "agua hemoglobinosa” con Leishman debe de in-
mediato ser empleada. En verano el “agua hemoglobinosa” se entur-
bia en corto tiempo debido a la reproduccidn bacteriona, lo cual resta
su potencia; pero, bajo refrigeracién puede conservarse por 24 o mds
horas. Nosotros preparamos solucidén fresca para cada medio dia de la-
bor.

Para tenir una sola extensidn de sangre se requieren aproximada-
mente 30 gotas de "agua hemoglobinosa” por 15 gotas de Leishmaonm.
Para tefiir series grandes nos evitamos la molestia de contar tantas go-
tas empleando goteros con capacidad conocida en nimeros de gotas;
lo importante es respetar la proporcién de dos gotas de "agua hemoglo-
binosa’” por una gota de Leishman.

El “agua hemoglobinosa’ preparada con hemoglobina comercial
es inferior a la que se obtiene con el método indicado. El papel de
filiro embebido en sangre, una vez seco, da buen resultado; sumergien-
do pequefios trocitos de éste en agua destilada se obtiene "agua hemo-
globinosa’’; pero nosotros preferimos el primer método.
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Resultados

Una sxtensidén de sangre coloreada con nuestro método aparece
a simple vista de color rojo violdceo, con visos verdosos. Cuando la
coloracién es buena no cparecen tefiidas las zonas del portacobjetos no
ocupadas por la capa de sangre y no debe verse a la observacién mi-
croscdpica ningun precipitado.” Los hematies presentan color rojo vivo
con ligero tinte violdceo; una gran parte de ellos ofrecen en su zona
central correspondiente al "cuerpo vitreo' de Schilling (2) 6 fovea cen-
iral, una especie de ntcleo, generalmente grande, redondo, de color que
varia desde el rojo azulado hasta el azul negro intenso; de estructura
granulosa en unos casos, compdacta en otros o como una vacuola [imi-
tada por una gruesa membrana en otros; su zona central es frecuente-
mente incolora, pero algunas veces existe un corpusculo azul-negro que
simula un nucleolo. Podemos, a estos hematies, provisionalmente deno-
minarlos 'pseudonormoblastos”.

La policromasia, el punteado baséfilo, los cusrpos de Jolly v los
anilllos de Cabot destacan mucho mdés que con las coloraciones ordi-
narias. '

Los nicleos de los leucocitos aparecen de un color azul-negro in-
tenso, con desaparicién de sus habituales detalles estructurales. El pro-
toplasma de los nsutréfilos se tifie en pardo rojizo, pero frecuentemente
las inclusiones intracitoplasmdéticas se impregnan tan fuertemente del
componente bdsico del colorante, que se borran casi totalmente su apa-
riencia granulosa y su contraste con el nticleo. Los linfocitos, de proto-
plasma azul oscuro, ofrecen la peculiaridad de presentar en su peri-
feria numerosas espiculas dispuestas en penacho o en corona radiada.
El protoplasma de los eosindfilos se tifie en rojo y su apariencia gra-
nulesa se borra un tanto por la presencia del componente bdésico del
Leishman.

Las plaquetas se tinen en azul oscuro y presentan generalmente
prolongaciones muy visibles, como patas, semejando en conjunto hor-
migas. Si la extensidn de sangre ha permanscido en la ¢cdmara hiime-
dad, las patas de las plaquetas aparecen como expansiones membrano-
sas; podriamos compararlas con las patas de una ave palmipeda.

Los “cuerpos selenbides” (serery = luna; eios = forma) apa-
recen visibles con toda nitidez; denominamos asi a lo que en Hematolo-
gia se conoce con los nombres de: “cusrpos en media luna’” en caste-
llano; “"Halbmondkoérper” en alemdn; “'crescent bodies’”” en inglés y “corps
en demilune” en francés (foto N? 2 y 3).
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Extensién de sangre correspondiente a un caso de anemia.

hemolitica aguda causada por mordedura de Loxosceles
laeta (arafia venenosa sudamericana). Mezclados con
los hematies se ven numerosos discos palidos de superfi-
cie rugosa; corresponden a estromas.

Cuerpos selenoides en sangre humana normal; aspecto
caracteristico a las dos horas de una comida grasosa (li-
pemia post-prandial). Durante el ayuno en grasas hay
ausencia casi completa de estos elementos.

Cuerpos selenoides de rata normal, a las dos horas de
una comida consistente en pan con mantequilla.

Bartonella bacilliformis, forma cocoide y forma bacilar.
En el centro del campo se ve un disco palido albergando
Bartonellas bacilares; corresponde a un estroma parasita-
do. Con los métodos ordinarios de coloracién no se ve el
estroma y las Bartonellas aparecen como que estuvieran
libres en el plasma.

LA
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Los estromas de los eritrocitos aparecen bajo la forma de discos
rojos claramente visibles y fé&cilmente diferenciables de los hematies.
Estos. elementos que en las extensiones de sangre normal, se presen-
tan en escasa proporcién, en cascs de anemia hemolitica aguda apa-
recen en gran cantidad (foto N 1).

Nuestro método es excelente para la coloracién de la Bartonella
bacilliformis (foto N 4), hematozoario de Laveran, Treponema pdii-
dum, Trichonomas vaginalis, etc. a condicidn de que la duracién de la
fase de “coloracidn definitiva” se baje a una hora; puede también direc-
tamente verterse encima del Leishman el “agua hemoglobinosa” en lu-
gar del agua destilada como se hace ordinariamente.

Es posible también colorear la capa de plasma que ocupa los
espaclios intereritrocitarios de las extensiones de sangre; este efecto se
logra alargando el primer tiempo o sea el de la “fijaciédn-coloracién
preliminar” con el Leishman, unos 10 minutos. Como resultado el plas-
ma aparece tefildo en rojo, sobre todo en las mdrgenes y en la zona
inicial de la extensién. Este procedimiento ha permitido demostrar la
existencia, por coniraste, de hematies sumamente pdlidos vy otros con
aparentemente ausencia completa de hemoglobina y que aparecen co-
mo discos blancos; los podemos denominar “hematies albinos”. En las
Bartonellosis, que es donde los hemos identificado, muchos de ellos al-
bergan Bartonellas.

Algunas veces el plasma puede aparecer granuloso o desfleca-
do; o los “cuerpos selenoides” reusltar arrugados y desfigurados. Una
tijacién prolongada previa con alcohol metilico ‘puede ser necesario.

Discusién

De los dos elementos que integran el eritrocito, el estroma vy la
hemoglobina, sdlamente el segundo ha merecido la atencién de los in-
vestigadores, por la importante funcién de iransporte de oxigeno que
realiza, por ser predecesora de la bilirrubina y por su llamativo coler
rojo; en cambio el estroma ha pasado desapercibido, tanto por su rol
aparentemente secundario cuanto por su invisibilidad.

Creemos que debe dedicarse mayor atencién al estudio de los
estromas; de ello han de derivarse importantes hallazgos en el campo
de la Fisiologia vy en el de la Patologia. El descubrimiento de un mé-
todo de coloracién de estromas significa un avance en el conocimien-
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to del aspectc morfolégico, pero aun se requieren de otros medios de
investigacioén.

El nuevo méiodo de coloracién se caracteriza en sus resultados
por sl hecho de que se acentia el grado de tincidn de las estructuras
segUn la afinidad de éstas por los ingredientes &cides o alecalinos del
colorante; esto es que las estructuras basdtilas (cromatina nuclear), ti-
jan y se impregnan fuertemente del components bdasico (azul de meti-
leno) y las estructuras acidéfilas (protoplasma), fijan vy se Impregnon
fuertemente del comvonents &cido (eosina). Estos rasultados se apar-
tan de los conceptos clasicos sobre la materia; en efecto, siempre se
ha sabido que la alcalinizacién del colorants determina tincién de los
nucleos en azul oscuro intenso y de los eritrocitos en azul pdalido o ver-
doso: vy, la acidificacién tincién de los nicleos en azul pdlido y de los
eritrocitos en rojo vivo (2) (10). El "agua hemoglobinosa™, pese a
su tranco cardcler alcalino (Ph de 9 a 10), exagera simultdneamente
los dos extremos, d&cido y bdsico, de la coloracién en grado tal que a-
parecen a la vista estructuras que con las coloraciones ordinarias pasan
desapercibidas. Dentro de éstas tenemos en primer lugar los estromas
de los eritrocitos que, en virtud de su acidofolia, se tifien en rojo; los
“cuerpos selenoides”’, que son una variedad de estromas estrechamente
vinculados en su origen a los lipidos de la sanagre, 1al como lo vamos
a demostrar en el articulo “The selenoid bodies”, son igualmente aci-
défilos v se tifien en rojo. Schilling (2) recomienda el Giemsa aléali-
no para colorearlos, pero nuesirc método resulta muy superior.

La aparicién de estructuras de color azul-negro en el interior de
muchos eritrocitos simulando nicleos (”pseudonormoblastos’”) al lado
de hsmaties que no los presentan, nos hacen pensar que pueden no
ser artefactos sino estructuras reales de naturaleza cromatinica.

] La mayor tingibilidad de la Bartonella bacilliformis, del Treponema
pallidum, del hematozoario dte Laverén y de la Trichomona vaginalis,
debemos igualmente relacionar con la sorprendente propiedad del agua
hemoglobinosa; las intensas impregnaciones llegan al extremoc de pre-
sentarnos estos organismos con dimensiones mayores de las que real-
mente tienen.

Hemos sefialado algunos datos climatolédgicos correspondientes a
la ciudad de Lima que es donde hemos realizado los estudios; la tem-
peratura, la humedad y la presién atmosférica eijercen indudable in-
fluencia en el resultado de la coloracién; en determinadas épocas se
obtiene efectos excelentes y en otras mediocres. Estamos viendo la po-
sibilidad de obtener condiciones ambientales dptimas por medios arti-
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ficiales. No tenemos experiencia de condiciones climdticas difsrentes
a las de la ciudad d= Lima.

Sumario

Se ha descrito un método original de coloracidn de estromas; &l
permite verlos nitidaments en extensiones de sangre al lado de hema-
ties. También se colorean con el mismo método los 'cuerpos selenoi-
des” (Halbmondkorper” en alemdn; “cuerpos en media luna’ en caste-
llano; "‘crescent bodies’” en inglés v ''corps en demilune” en francés),
los que, conforme lo vamos a demostrar en una préxima publicacidn,
son una variedad de esiromas y su significacién ha sido aclarada gra-
cias al método. '

Una pequefia modificacidn introducida en el método permite lo-
grar muy buenas coloraciones de rnicroorganismos tales como: Bartone-
lla bacilliformis, Treponema pallidum, hematozoario de Laverdn v Tri-
chomona vaginalis. Es preciso ensayar en otros microorganismos.

Zusammenfassung

Man hat eine neue Original-Farbemethode der Stromas geschrie-
ben, sie lésst dieselben klar und deutlich in Blutausstrichsn erkennen
inzwischen der roten Blutkorperchen. Ebenfalls farben sich mit derssl-
ben Methode die "Selenoidkérper’”’, oder “Halbmondkérper'” in deutsch,
"cuerpos en media luna’ in spanisch, “crescent bedies” in englisch
oder "corps en demilune” in franzdsisch, welche verschiedene For-
men der Stromas sind, wie wir demné&chst verodffentlichen werden. E-
benfalls konnten wir ihre Bedeutung festsiellen dank dieser neuen Me-
thode.

Mit einer kleinen Verdnderung in der Farbemethode erhalt man
sehr guite Farbungen der Mikroorganismen, wis z. Bs. “Bartonella ba-
cilliformis”, "Treponsma pallidum’’, "Hematozoario de Laveran'' und
"Trichomonas vaginalis”. Es wdare nicht iiberflissing, diese Methode
auch an anderen Mikroorganismen causzufithren.

Die verklirzte Farbetechnick ist folgende: 1?2 Das luftirockene Pra-
parat bedeckt man mit dem Leishmanschen Farbstoff 5 Minuten lang
— mit Wasser abspiilen und trocknen lassen. 2° Das Praparat wieder-
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um bedecken mit einer neuen Mischung- von Leihsmanschem Farbsotif
und hemoglobiniertem Wasser in einem Verhéltniss von I Tropfen Leihs-
manschem Farbstoff und 2 Tropfen hemoglobiniertem Wasser; 2 Stunden
lang im Sommer (Lima-Per() und 3 Stunden irn Winter. )

Das hemoglobinierte Wasser erh&lt man, in dem man irockenes
Blut hemolisiert in destilliertem Wasser; die Losung darf nicht zu dunkel
und nicht zu hell sein, ungefdhr so wie ein klarer Tee. Sie darf vor ei-
ner halben Stunden nicht gebraucht werden. (Reifezeit).

Summary

An original method of staining stromas is described. It enables
to see them nitidly close to erythrocytes in the same blood smear. The
same method is also used to stain “selencid bodies ("'Crescent Bodies”
in English; "Cuerpos en Msedia Luna” in Spanish; “Halbmondkdrper”
in German and "'Corps en Demilune” in French) which, as we will de-
monstrate in our next paper, are a variety of stromas and the role of
which has been possible to make clear by means of the said method.

A little alieration in the method provides very good stainings of
microorganisms such as Bartonella bacilliformis, Treponema pallidum,
rnalaria parasites and Trichomona vaginalis; evidently, it is necessary
to try with other microorganisms also.

The technique. in short, is as follows: Ist.— Cover the blood smear
with Leisman’'s stain tor 5 minutes: wash and dry. 2nd.— Cover again
with a mixture of Leisman’s stain ond "hemoglobinous water” prepared
in the proportion of one drop to two respectively, during 3 hours in winter
and 2 in summer (Lima-Perd). :

“"Hemoglobinous water” is obtained by hemolysing dry blood with
distilled weater; it must not be neither very dark nor very light, it must
be weak like tea. It must not be used before 30 minutes (maturity).
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