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DESDE que Abbe desarrollo hasta su plenitud actual el mi-

croscopio ordinario y mostro, al mismo tiempo, los limites
fisicos precisos de su poder resolutivo, no han faltado ensayos
para trasponer estos limites o, al menos, para traspasarlos- por
un rodeo, de igual manera que el arbol, que ya no puede crecer
mas en altura, trata de expandirse en todas direcciones. Ori-
ginaronse asi la microscopia en campo oscuro y la microscopia
ultravioleta, en la que se consigue un aumento del poder re-
solutivo con el empleo de las mas pequefias longitudes de onda
de los rayos ultravioleta (UV), pero, de todos modos, a costa
de la visibilidad de la imagen, la cual solo puede ser recogica
sobre la placa fotografica sensible a dichos rayos. Los fenomne-
nos luminosos que se presentan en muchas sustancias someti-
das a los rayos UV estimularon a la construccion de microsco-
ptos de mayor rendimiento, con cuya ayuda fuese posible con-
tinuar la observacién de dichos fenémenos en el campo de las.
dimensiones microscopicas. Se creo asi el microscopio de fluo-
rescencia, cuyo desarrollo técnico ha conseguido hoy un cierto
término, aunque su empleo se amplie cada vez mas. -

Por fluorescencia se entiende, en el lenguaje corriente, el
fenémeno de que una sustancia emita rayos luminosos propios
bajo la irradiacion ultravioleta, es decir, que en cierto modo. es
el fenémeno de transformaciéon de una luz invisible en otra vi-
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sible. Si se desea producir este fenémeno en no importa qué
cuerpo, se precisa disponer de un manantial de luz que sea su-
ficientemente rico en rayos UV, puesto que la intensidad de la
fluorescencia depende de la intensidad de aquellos rayos. Ya
nuestras lamparas ordinarias de arco de carbon suministran
abundantes rayos UV, y, de hecho, se las utiliz6 incidentalmen-
te como iuentes luminosas productoras de rayos UV. La pro-
duccion de éstos puede ser aumentada esencialmente utilizande
electrodos de hierro en lugar de los de carbon. Particularmen-
te rico en rayos UV es el tubo de la lampara de cuarzo. Ade-
mas, tiene la ventaja, enfrente de las lamparas de arco, de dar
una luz mas regular. Se ha conseguido fabricar lamparas de
fluorescencia. En todas estas fuentes hay que eliminar los ra-
yos de luz visible por medio de filtros adecuados. Se emplea,
al efecto, el cristal negro con oxido de niquel como elemento
principal. Asi, se obtiene la luz UV filtrada: fesp-ectivaménte
la llamada “luz Wood”. _

. Hay que tener en cuenta que la intensidad de la fluorescen-
cia irradiada por un objeto es muy pequefia, comparada con la
luz del dia, aunnue se emplee luz UV filtrada muy intensa. De
aqui la necesidad de eliminar la luz ordinaria del dia v de tra-

bajar en la oscuridad. En estas condiciones se puede observar
ya a simple vista una serie de fenémenos de fluorescencia. De
esta manera se han conseguido en Medicina importantes co-
ggci'miemos relativos a la orina y al liguor, v también se ha
aplicado, en Dermatologia, al diagnéstico. Es notable el com-
portamiento de la sangre, que no es fluorescente o, dicho de
otro modo, absorbe los rayos UV. El suero sanguineo puro da
una fluorescencia de tono entre el azul palido y el gris. Como
el fendmeno no se observa en la sangre total, se infiere que la
masa principal de ésta estd formada por los no fluorescentes

Iobulos I‘O_]DS FEsta p]"{)pled&d depende del contenido en un
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metal pesado: del hierro de la molecula hemoglobinica. Si se
libera el hierro o se ensayan los compuestos precursores de la
hemoglobina reaparece en seguida la fluorescencia. Asi, por
ejemplo, la porfirina, sustancia madre de la hemoglobina, se
caracteriza por una neta Huorescencia rojiza, que se puede pro-
vocar tfacilmente en la cascara del huevo de gallina. La fluo-
rescencia natural de esta sustancia es, pues, reprimida, extin-
guida, por la presencia de otra.

En muchos casos es deseable, e incluso necesario, proseguir
el estudio de los fenomenos de fluorescencia en el campo de las
dimensiones microscopicas y localizarlos exactamente. En prin-
11pio, se pudiese pensar en la talta de posibilidad del intento,
porque la escasa intensidad de muchas fluorescencias micros-
copicas se hunde ya bajo el nivel de la perceptibilidad a la ob-
servacion con lupa; pero la luz UV se puede concentrar tambien
por medio de un sistema de lentes, de modo que se reunan so-
bre un campo pequeio, cuya fluorescencia se eleva asi conside-
rablemente. Con este procedimiento, Ellinger y Hirt han po-
dido analizar admirablemente la fluorescencia de tejidos vivos
bajo las mas diversas intluencia y estados metabolicos. Par-
ticularmente dignos de nota son los resultados obtenidos res-
pecto del comportamiento de las vitaminas y de la secrecion en
el higado vy en los rinones.

Mas el procedimiento de los autores citados solo permite
un examen superficial, por asi decirlo, de los tejidos vivos. Era
por esto deseable adaptar al procedimiento de la mzcroscopia
de fluorescencia nuestros métodos histologicos ordinarios: la
confeccién de cortes de tejidos muertos y fijados. La idea gitia
debe ser, naturalmente, la de conservar inalterados, en la téc-
nica empleada, todas las propiedades fluorescentes de los tejidos.

La solucion ideal son los cortes por couﬂ'elacmn En el em-
pleo de los fijadores hay que eliminar los que contienen metalzs
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pesados. El mejor es la tormalina (Policard). Como medios de
inclusion solo pueden emplearse liquidos no fluorescentes. Pue-
de bastar el agua destilada. Como esta hace desaparecer las
sustancias fluorescentes hidrosolubles de los tejidos, se obtienen
mejores resultados con la inclusion en glicerina pura no fluo-
rescente o en glicerina-agua. Para ciertos fines se puede usar la
inclusion ordinaria en parafina.

Sin embargo, antes de que podamos observar la fluorescen-
cia microscopica en un tal corte histologico, hay que hacer al-
ounas modificaciones en el microscopio. Debemos tratar de ha-
cer llegar a la preparacion una luz UV lo mAs rica y conver-
gente posible. Para esto pueden servir de espejo concavo y el

condensador ordinarios. Pero, puesto que el vidrio ordinario

no es completamente transparente para la luz UV y hasta pue-

b
-

de originar {
permeable a dicha luz. Hoy se emplea, sobre todo, el cuarzo;:
pero como los vidrios empleados actualmente en los condensa-

uorescencia, el condensador debe ser de un medio

dores comunes poseen para los rayos UV de onda larga, los
tnicos que aqui entran en consideracion, la misma permeab:li-
dad que el cuarzo, resulta superflua la construccion de con-
densadores especiales. Como entre el condensador y la prepa-
racion se:halla todavia el portaobjetos, hay que proveer a que
éste no absorba rayos UV o fluorezca. También se penso por
esto que seria necesario el uso de portaobjetos de cuarzo, pero
hoy sabemos que basta con los de vidrio corriente. Naturalmen-
te que a través del preparado y del objetivo alcanzan hasta el
ocular los rayos UV, siquiera sea en cantidad reducida. De
todos modos, resultan lo suficientemente abundantes para des-
pertar la fluorescencia de las lentes de nuestros propios 0jos vy
la observacion es perturbada por la luz nacida en nuestros mis-
mos érganos visuales. Estos rayos UV hacen imposible, asi-
mismo, la obtencion de una imagen de los lugares fluorescentes,
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puesto que ennegrecen las placas ditusamente. De aqui que hava
de colocarse sobre el ocular un fltro “tupide” para los ra-

vos UV.

l.as imagenes de fluorescencia que se obtienen, por fin, con
tal dispositivo se distinguen, sin embargo, en muchos respectos,
de las que nos suministra la microscopia ordinaria: las estruc-

turas fluorescentes no toman su luz de otro manantial, sino que
lucen ellas mismas, destacandose sobre el fondo oscuro de los
elementos no luminiscentes del tejido. Pero, pue:@;t{:}- que de to-
das las estructuras del tejido solo se ven aquellas que emiten
fluorescencia, es, a menudo, dificil localizar y reconocer, como
tal, cualquier elemento del tejido por la simple 1magen fluores-
cente. Nos ayudamos para ello haciendo pasar la luz ordinaria
a través de la preparacion después de separar el filtro para los
rayos UV para tratar de reconocer la situacion de un punto
fluorescente del tejido previamente fijado con exactitud. Esto
no es siempre ciertamente facil, puesto que por lo comun tene-
mos ante nosotros un corte no coloreado. Como los sitios fluo-
rescentes envian su luz en todas direcciones, se echan de me-
nos los contornos precisos de la observacion ordinaria y sola-
mente se ven puntos o rayas resplandecientes, como las estre-
llas en el cielo de la noche. Otra particularidad de la imagen
en la microscopia de fluorescencia es la gran debilidad lumino-
sa, puesto que el sistema de lentes solo conduce al ocular una
parte pequefia de los rayos emitidos. Con todo, el autor ha con-
seguido muchas veces microfotogramas, por una exposicion
hasta de media hora y con el empleo de films extraordinaria-
mente sensibles. Se obtienen, pues, imagenes graficas que no
tienen nunca, haturalmente, la objetividad, aqui tan im_por—
tante, de la placa fotografica. Un medio auxiliar consiste en
poder determinar con exactitud el color de la fluorescencia por
el ocular espectral de Abbe o por el ocular fotometrico de Has-
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chek y Haitinger. La mayor precision se logra con el microes-
- pectrometro universal de Konnigsdorffer.

>Solo raramente se presenta una fluorescencia rojiza en los
tejidos animales. No obstante, esta coloracidon es manifiesta y
caracteristica en la porhrina. En los adultos humanos se pre-
senta la fluorescencia rojiza, en circunstancias normales, en la
raiz de los pelos y ufias. La presentacion de la porﬁrma en estos
lugares es hasta ahora imexplicable. En las edades juveniles la
porifirina se encuentra en todas aquellas partes en que se com-
prueba todavia una hematopoyesis embrionaria. Asi, en el hi-
gado, en el que la desaparicion de ésta se acompafia de la ex-
tincion de la fluorescencia. lLos eritrocitos fluorescentes son
muy escasos en la sangre normal {por bapo un 1 por 1.000);
en las anemas son muy frecuentes y se interpretan como un
signo de regeneracion sanguinea. l[.os depodsitos copiosos de
porfirina han sido dnaluadob por Borst v Konigsdorifer en la
porfiria congénita.

lLa melanina no es nunca ﬂuereqcente mientras que la lla-
mada lipotucsina se ilumina en tonos que varian desde el ama-
rillo brillante hasta el pardo oscuro. Se podrian ordenar estos
pigmentos en una. serie, desde la no fluorescente, y por consi-
guiente, de aspecto negro, melanina, hasta la_lipofucsina, que
se ilumina con el mas brillante amarillo, pasando por los que
se 1luminan solo débilmente, por ejemplo, en las fibras muscu-
lares lisas .de la vesicula seminal. Puesto que ni con la avuda
de otros métodos de investigacion, por ejemplo, la impregna-
cion -argentica, se puede trazar una linea estricta de ‘separacion
entre lipofucsina y melanina, un discipulo del auter, Sachs.
tratd de ver si se podia establecer una separacioén clara en cual-
quier lugar de ia escala de color de la fluorescencia. Esto se
consiguiod con 1a ayuda de un artificio sencillo, pero fundamen-

tal en microscopia de fluorescencia, a saber: el ensayo-de mQ-
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dificar la fluorescencia natural por acciones quimicas sobre el
correspondiente pigmento. Si se oxidan en el corte los diferen-
tes pigmentos, se comprueba que algunos pigmentos no alte-
ran su comportamiento, ni bajo una oxidacion intensa, a la
luz UV. Asi, la melanina, tal como se presenta en piel y en las
cubiertas (Hiillen) del sistema nervioso central. Los restantes
pigmentos pardos, las lipofucsinas, adquieren por la oxida-
ci6n, incluso cuando anteriormente no fluorescian o apenas si
eran fluorescentes, un color de fluorescencia amarillo brillante.

Segtin las investigaciones de Ellinger y Hirt, era particu-
larmente seductor seguir sobre las preparaciones la distribucion
de las vitaminas en las células. Como en los procedimientos para
la obtencion de los cortes, éstos se colocan siempre en contacto
méas o menos prolongado con el agua, apenas si es de esperar
que queden conservadas las vitaminas hidrosolubles. Solo son,
pues, perceptibles las vitaminas liposlubles, en cuanto son ca-
paces de fluorescencia, y, en primer plano, la vitamina A. Des-
graciadamente, su fluorescencia se agota rapidamente bajo la
accion de la luz y especialmente de los rayos ultravioleta, de
modo que no posible alcanzar la prolongada expesicion nece-
saria para su registro sobre la placa fotografica. De todos
modos, contamos con una serie de observaciones de microscopia
de fluorescencia sobre el matabolismo de la vitamina A, el pa-
pel de la misma en el ojo, la carotinosis experimental y la pre-
sencia de vitamina en los tumores. La estrecha conexion e in-
cluso la identificacién de la vitamina A con una sustancia lu-
minosa, en el contenido graso de los organos y de las células,
aparece particularmente clara en las investigaciones sobre el

higado.
La microscopia de fluorescencia juega un papel especial en

la camprobaczon de las sustancias apartadas del exterior, clt-
yas mas pequefias cantidades escapan a la comprobacion por
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otros metodos, v que llaman la atencion por su fluorescencia.
l.os procedimientos de fluorescencia pertenecen, pues, a los
metodos analiticos mas sensibles. Asi, v. Jancso ha podido se-
guir el ingreso y el deposito de ciertos medicamentos en los tri-
panosomas. Haitinger y Hofsatter establecen con este método
la profunda penetracion de Flavidin en la mucosa uterina hu-
mana. El propio autor de este articulo ha podido utilizar la

microscopia de fluorescencia para la comprobacién de las stis-
tancias cancerdgenas fluorescentes en los tejidos v en las cé-
lulas. Por medio de la fluorescencia se puclo seguir la perma-
nencia v el destino del benzopireno depositado a gotas sobre la

piel del ratén.

También se ha tratado de seguir macro y microscopica-
mente la presencia del benzopireno introducido con la alimen-
tacion por medio de la fluorescencia. A este objeto se alimen-
tan ratones con semillas sobre las cuales se ha dejado caer una
gota de solucién oleosa de benzopireno. Ya poco tiempo despiiés
se podia comprobar en las células adiposas (por ejemplo, la
ograsa subcutanea) la fluorescencia tipica. I.a corteza supra-
rrenal parece jugar un papel especial en la aceptacion y alma-
cenmiento del benzopireno. Es interesante, ademas, que va una
~a dos horas después de la comida se puede observar una fluo-
rescencia azul en la bilis. L.a sustancia, absorbida en el intes-
tino, ha pasado, pues, al higado v ha llegado a la bilis. El ana-
lisis espectroscopico de esta fluorescencia ha ensefiado que se
encuentra un espectro de absorcidon muy parecido, pero con
todo claramente distinto, al del benzopireno. Con otras pala-
bras: el benzopireno absorbido en el intestine no es nuevamen-
‘te segregado, sino también transformado, por el higado. Lo~
mismo se puede decir respecto al rifién v la orina, respectiva-
mente. - | '
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[La intima union del benzopireno a las sustancias grasas de
las células sugiere la 1dea de emplearlo como sustancia en cier-
to modo colorante para los cuerpos lipidicos, en los cortes. De
hecho, se ha conseguido por la introduccion de los cortes du-

rante breve tiempo en una solucién de benzopireno, un enri-
quecimiento de la grasa en dicha sustancia y, lo que es mas
importante, solo en la grasa, de modo que resplandecen electi-
vamente en el microscopio de fluorescencia. Se tiene asi un a
modo de procedimiento de coloracion comparable a los méto-
dos ordinarios en histologia, v esto tanto si las respectivas sus-
tancias son coloreadas a la luz ordinaria como si no lo son.
Haitinger lo resume bajo la designacion de fluorocromo y de-
nomina el proceso colorante “fluorocromizacion”. Ellinger v
Hirt utilizan en sus trabajos con el microscopio de fluorescen-
cia Fluorescina v Tripaflavina. El autor ha podido comprobar
la idoneidad de sustancias particulares muy florescentes para la
representacion, en la microscopia de fluorescencia. del ntcleo.
vainas de mielina, moco, grasa, etc. De estos fluorocromos son
desde entonces tan conocidos el Auramin, el Primulin v el Ber-
berin, entre otros, que Hagemann los ha empleado para la re-
presentacion de los bacilos tuberculosos en los frotis. v Hom-
pesch, en los cortes de parafina. También para la representa-
cion de los corptisculos elementales (especies de virus) se han
mostrado ttiles. Haitinger v colaboradores han probado con el
método del autor otros fluorocromos. |

Tnconveniente del método es la escasa estabilidad de las co-
loraciones. |

Cuando actualmente tal cual investigador que a costa de
orandes sacrificios se ha proporcionado un microscopio de fluo-
rescencia se declara defraudado por los resultados conseguidos,
olvida que la culpa no la tiene la propia microscopia de fluores-
cencia, sino el que uno se haya prometido de ella lo que no pue-
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de dar. L.as cuestiones no resueltas por la microscopia ordinaria
no lo pueden ser, sin mas, por la de fluorescencia. La impor-
tancia de esta 1ltima esta mas bien en regiones clertamente mal
limitadas, pero determinadas, de las cuales al autor le parecen
las de mas relieve las siguientes: '

1. La comprobacion de una propiedad, solo revelable por
ella, del tejido: la fluorescencia; y

2. La posibilidad de hacer aparentes las mas pequefias can-
tidades de sustancia y de localizarlas, lo que a veces consiente
una comprension de orden quimico. Precisamente en este tlti-
mo campo le parece al autor que existen atin las mayores posi-
bilidades para la investigacion.

(per “Bibl. Méd. Inter.”, 3.049.)

Pulverizacion de sulfanilamida contra ¢l dolor de la laringifis tuberculosa

El dolor de la tuberculosis laringea esta muchas veces producido por
la infeceidn secundaria de las tlceras. La pulverizacion de 30 a 65 cen-
tigramos de polvo de sulfanilamida resulta en la desaparicidn del dolor,
son lo que se permite la degluecidn, eon la consiguiente mejora del estado
autritivo de los enfermos, lo cual basta a veces para cambiar radicalmen-
le el aspeclo desesperado de 10S pacientes. El autor ha (ratade con el ci-
lado procedimiento a 60 enfermos, y obluvo resultados excelentes, a me-
nos que existiese pericondritos de los cartilages aritenoides; en 14 de los
«ujetos el proceso general era muy avanzado, a pesar de lo cual la fera-
péutica resultd de suma eficacia. (JAMA, abril 1946, R. C. Espaila.)
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