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Las bases del procedimiento a contraste de fases fueron defi-
nidas por Abbe y sus colaboradores, al final del siglo pasado; pero
estas primeras tentativas quedaron en el olvido. Mas tarde (1934),
el fisico holandés F. Zernike, emprendio las primeras investiga-
ciones principalmente desde el punto de vista oOptico. Luego
Kohler y Loos pudieron determinar el principio del método y sus
probables dominios en la biologia y en la medicina.

El progreso de la reproduccién de objetos vivos con el proce-
dimiento de Zernike, tiene la ventaja frente a los métodos usua-
les en que los detalles de un preparado pueden ser reconocidos
no solo fieles al objetivo sino también con todos los elementos
interiores de la célula. Los inconvenientes que ofrece el preparado
ieflido, causados inevitablemente por fijaciéon y coloracion, son
eliminados.

El solo proceso de fijacion provoca ya en las partes plasma-
ticas de una célula, considerables alteraciones, pero también en
el espacip nuclear se forman cuadros que no corresponden en
todas sus partes a la materia viva. La instantanea solidificacion
del objeto teflido engafian por lo menos respecto al tamano y a
la forma de varios detalles morfolégicos.

Solo los objetos delgados dan una imagen favoreble; capas
gruesas, por ejemplo, varias capas celulares, no se prestan para
cer observadas.

El material puede ser observado, diluido o no diluido. Los
preparados obtenidos por desmenuzamiento o aplastamiento se
prestan bien para representacion vital, si el objeto es preparado
cuidadosamente. Para observaciones de corta duraciéon, el mate-

(*) Trabajo presentado al III Congreso Colombiano de Obstetricia y
Ginecologia. Ibagué, 1959.
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Figura numero 1.—Micelios y esporos de hongos - Monilias.

rial provisto de un cubre-objeto es perfectamente suficiente. Sin
embargo, hay que prestar siempre atencién a que se empleen
porta-objetos y cubre-objetos delgados, para obtener condiciones
éptimas. Es conveniente colocar alrededor del preparado un bor-
de de parafina o vaselina, lo cual protege el preparado contra la
rapida desecacion, dando un margen de tiempo mayor para su
estudio.

EMPLEO DEL METODO

En ginecologia el procedimiento fue propuesto por primera
vez para el diagnostico de tricomonas vaginales, de grados de
limpieza de la vagina y para la observacién de células tumorales.

De gran importanciz es el contraste de fases para el esper-
mograma, pues se aprecia claramente la motilidad y penetrabi-
lidad del espermatozoide en el moco cervical, asi como la morfo-
logia espermatica.

El trasudado vaginal constituye uno de los objetos mas fa-
vorables para la microscopia vital. La preparacion diluida admi-
te un examen ideal, rico en contrastes, sin artificio alguno. Es,
por lo tanto, el procedimiento méas sencillo para obtener rapida-
mente un conocimiento sintético de la composicion bacteriana,
parasitaria y citolégica del contenido vaginal. Los agentes pato-
genos mas esenciales que viven en la luz vaginal, pueden ser de-
terminados facilmente y la apreciacion de grados de limpieza
vaginal no presenta dificultades.
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Figura numero 2.—Esporos de hongos - Monilias - Células superficiales de
la vagina.

El bacilo de Doderlein y sus formas involutivas se represen-
tan como bastoncitos largos tipicos o como tipo peguefio degene-
1ativo reunido en aglomeraciones. Sus variedades de forma desde
filamentos largos haste formas cocoides. son reconocidas facil-
mente. El solo examen del preparado basta para orientarse sobre
la cantidad de flora mixta. se reconocen estreptococos y estafilo-
cocos, coli, sarcinas, comas variebles, etc. Los espiroquetos y es-
nirilos son de facil diagnoéstico. Afecciones micoticas pueden ser
observadas con particular ventaja en el frotis vivo.

Con el procedimiento de contrastes de fases se logra com-
probar al lado de las formas flageledas de tricomona vaginal, las
formas ameboides y cisticas; en el preparado fijado y tenido. su
comprobaciéon no es posible.

DIAGNOSTICO CITOHORMONAL

Las células representadas en el preparado vital ofrecen ya
en condiciones normales muchos detalles que en la imagen teni-
da se pierden en parte. La célula superficial se presenta en la
imagen celular vital como de forma poligonal con nuclep peque-
no denso, produciendo un contraste intenszmente oscuro. Todo
proceso de diferenciacion en la célula epitelial esta acompafiado
de un aumento de los granulos del plasma. Este proceso es acti-
vado por la influencia de la hormona folicular y en el curso de
la primera fase ciclica, estos cuerpos aislados aparecen en numero
creciente en el plasma. A menudo aparecen formaciones granu-
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Figura numero 3.—Células carcinomatosas y globulos rojos.

lares muy grandes, caracteristicas del efecto estrogénico. Es ti-
pico un halo libre de granulos alrededor del nucleo, destacando-
se éste con tanta claridad, que parece encontrarse en una ca-
vidad. El borde dentado se hace mnitido, siendo signo seguro de
proceso intenso de diferenciacion.

El efecto progestacional puede ser observado facilmente, no
solo por rasgos caracteristicos ya conocidos, sino por una com-
pleta desaparicién de los granulos celulares. Las células de la
capa intermedia, que como sabemos predominan, progresivamen-
te en esta fase, estan caracterizadas por un nucleo claro de ta-
mafio apreciable, que presenta estructuras internas delicadas y
generalmente un contornc tipico que se extiende transversalmen-
te. Los procesos de arrugamiento parecen condicionados por una
disolucién de las estructuras plasmaticas. El hialoplasma presen-
ta un contraste turbio difuso y las células pueden unirse hasta
formar grupos completamente apelotonados sin que aun puedan
reconocerse partes del interior. A base de estos rasgos resulta
parcialmente facil reconocer la fase luteinica.

Las células de las capas profundas son redondas, globulares,
u ovuladas. Su espesor hace aparecer, a veces, un halo de origen
¢ptico alrededor de la célula. Su contraste citoplasmatico puede
ser distinguido claramente de las capas epiteliales medias y su-
periores y se presentan como sombra homogénea oscura. Las cé-
lulas para-basales no poseen los granulos plasmaticos.
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El espacio nuclear no da generalmente un contraste. Los nu-
cleos son, pues, claros, de forma irregular y un nucleolo raras
veces visible. Esto se aplica a las células del epitelio, dificilmente
estructurado en la menopausia y la amenorrea trofica. En los
tipos proliferentes de la capa para-basal que se desprenden del
cuello, siempre se pueden reconocer pequeiios nucleos y mas a
menudo se encuentran vacuolas en el protoplasma.

Las células germinativas basales apenas aparecen en con-
diciones normales. Son cubicas o redondas y poseen un nucleo
globular muy claro que muchas veces permite observar cromome-
ros. Las células del endometrio desprendidas por descamacion
antes de la menstruacion, aparecen aisladas o en conglomerados
compactos; son generalmente tipos pequeiios, regulares, con un
nucleo claro que presenta con nitidez un nucleolo. Su citoplas-
ma aun es visible, apenas como borde delgado.

Las partes acompaiantes del frotis (leucocitos, linfocitos, cé-
lulas plasméaticas y macrofagos), no solo estan representadas
morfologicamente hasta las mas delicadas estructuras aisladas,
sino que también es posible seguir a estas células de cerca en sus
procesos biolégicos. En condiciones biolégicas no perturbadas los
leucocitos aparecen contraidos y carecen de vida. En la imagen
celular anormal, adoptan propiedades emeboides, presentan vi-
vos movimientos moleculares en el borde plasmatico y con ten-
dencia a la disolucion. Vacuolas claras dentro de estas células que
contengan bacterias fogocitadas vivamente movibles permiten
suponer la presencia de condiciones alteradas.

Los eritrocitos estan representados como elementos oscuros,
en forma de escudillas y a veces presentan cierta plasticidad y
aparecen en los diferentes periodos de su destruccidon, hasta las
formas anulares.

En general el procedimiento de contraste de fases hace posi-
ble la diferenciacion irrecusable de todas las partes celulares en
forma madas clara y precisa que en los métodos conocidos.

DIAGNOSTICO DE CANCER

El valor del procedimiento de contraste de fases para la cito-
patologia ha sido reconocido cada vez mas en los ultimos afios.
E] meétodo, hoy dia, figura entre los medios auxiliares mas indis-
pensables en la investigacion del carcinoma.

La imagen celular fasico-optica resulta al principio poco fa-
miliar al investigador y presenta una abundancia de detalles, es-
pecialmente en células atipicas, que pueden ser registradas solo
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Figura numero 4—Células carcinomatosas, gldébulos rojos.

(después de haberse adquirido mucha practica. Ademas de los ras-
vos tipicos suficientemente conocidos, que son considerados como
relativamente caracteristicos de una degeneracién neoplasica de
;a4 célula, el procedimiento ofrece la posibilidad de incluir, en pro-
porciones mucho mas amplias, las alteraciones celulares, no solo
cariolégicas sino plasmaticas.

A continuacion expondremos los rasgos caracteristicos que
ana célula degenerada permite reconocer en la imagen de con-
{raste. Las correlaciones entre nucleo y plasma, perturbadas en
ios procesos de degeneracion cancerosa, pueden ser visibles cla-
ramente en el contraste de fases.

En primer lugar se encuentran anomalias cariologicas de la
célula tumoral (anisonucleosis, polimorfismo, perturbacién de re-
'acién nuclec-plasma, etec.). Estos rasgos clasicos en la imagen
tenida estan representados fasico-opticamente en forma tan im-
presionante porque la sustancia nuclear no sufre fenomenos de
contraccion, permaneciendo perfectamente conservadas las alte-
raciones de la forma. Las pequefias formas celulares y nucleares
son consideradas como las portadoras esenciales del crecimiento
maligno, mientras que los tipos nucleares macizos pertenecen a
las células de caracter subletal y no presentan potencias de pro-
liferacion.

La sustancia fundamental de los nucleos, es sorprendente-
riente clara. El contorno del nucleo estd a menudo engrosado y
deja ver un filamento de partes de cromatina, pegados a la pa-
red interior, pareciendo un collar de perlas. En casos aislados, la
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Figura numero 5—Grupo de células carcinomatosas, gldébulos rojos.

formacién nuclear parece acercarse al estado de picnosis, uno o
varios corpusculos se destacan nitidamente. Los nucleolos pueden
adoptar un tamafio poco com”n y a2 menudo dejan reconocer va-
cuolas en su interior.

Los procesos de fusién celular tienen gran importancia; apa-
vecen formas polinucleares que a veces contienen inmensos nu-
cleos conglomerados. A veces se comprueba la encajadura de unas
célules en otras (nacimiento celular). También en raras excep-
ciones se reconocen atipicos procesos de fraccionamiento (con-
glomeracion, fragmentacién, aglutinaciéon), asi como perturba-
ciones coriocinéticas.

Pueden observarse dentalladuras de la pared nuclear, debido
a las cuales se formen figuras nucleares en semiluna. En el punto
donde falta la membrana nuclear sale y entra en el plasma como
vacuola, una sustancia clara.

Los fenémenos de fogocitosis, gque se pueden reconocer por
los numerosos cuerpos incluidos y que han conducido a muchas
suposiciones generalmente refutadas, son para el diagnéstico de
una importancia secundaria. En cambio, la propiedad de las cé-
lulas, de recoger leucocitos, células plasmaticas, eritrocitos y de-
trito celular, corresponde 2 una alteracién que se produce en ma-
vor grado, existiendo una degeneracion cataplastica de la célula.

Se pueden reconocer cavidades plasmaticas, parecidas a “cjos
de pajaro”, descritos por Leyden Plimer, como también espacios
vacuoclares en el plesma celular que desplazan al nucleo, forman-
do células parecidas a un anillo de sello.
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La disociacion de la sustancia plasmatica, consecuencia de
la incapacidad de formar una estructura celular, conduce a la
ctisolucion en elementos de diverso tamafo. En el material del
frotis de superficie estos cuerpos pueden ser encontrados en
abundancia en forma de mitocondrias o como porciones globulo-
sas que aparecen en masa en el campo visual, con movimientos
propics que dan en conjunto una caracteristica especial.

Después de la total disolucion del citoplasma se produce 1a
formacién de nucleos libres desnudos que aparecen aislados o en
grupos. A este rasgo caracteristico ha atribuido gran significado
patognomonico, y Foster ha visto en la aparicion de estos nucleos
desnudos, el primer comienzo del carcinoma.

Por lo expuesto hasta el presente, el procedimiento de con-
traste de fases ha tomado auge, principalmente entre los investi-
gadores europeos que ven en el método una simplificacion del tra-
bajo; grandes ventajas sobre los métodos vitales y de coloracion
usuales.

VENTAJAS DEL METODO
1. La ausencia de fijacion evita las alteraciones estructurales.

2. El frontis puede ser examinado inmediatamente y reexa-
minarse en caso de ser insuficiente.

3. La profundidad del campo estda ampliada.

4. Las caracteristicas anormales del citoplasma son mas
aparentes y reconocibles que en los frotis fijados.

5. El método es facil y poco costoso.

DESVENTAJAS

1. Las preparaciones poco se conservan, exigiendo el examen
en las 24 horas siguientes.

2. Dificultad de transportar los preparados.

3. La ausencia de caracteristicas relacionadas con las afini-
cades tintoriales.





