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I N T R O O U e e I O N 

Este manual pone a su disposición una serie de tEcni-­

cas histológicas para tejido nervioso, ya ~ue es frecuente, 

que para localizar una t~cnica determinada sea necesario r~ 

currir a una·ext~nsa variedad de bibliografla antes de loca 

lizar dicha técnica. 

La técnica histológica es el conjunto de recursos práf 

ticos que utilizan los h~st6logos para evidenciar las es-­

tructuras de los elementos anatómicos de los organismos. 

Los recursos· prácticos empleados para demostrar las partes 
\ 

más elementales de los organismos son en la actualidad casi 

innumerables; cada estructura particular requiere el empleo 

de varios métodos, de aqul que éstos sean muy numerosos.Por 

lo que en este trabajo sólo se mencionan los más conocidos 

y m§s usados para el tejido nervioso. 

La selección del material más atil en lBs circunstan--

cias actuales de la enseñanza de la Biología, es el prop6s} 

to de este trabajo, y se espera que sea de utilidad prácti­

ca en los cursos de histologla. 

Es evidente que todas las técnicas y métodos desarro-­

llados han hecho aportaciones importantes al conocimiento -

micrográfico, dependiendo su importancia biológica de la 
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época y circunstancias en que aparecieron. A trav~s del ti~ 

po la~ t~cnicas histológicas han tenido diferentes enfoques. 

y sufrido modificaciones de acuerdo a las necesidades y nu~ 

vos descubrimientos. 

Los métodos histológicos e histoqu~micos clásicos per­

miten distinguir la topografía del sistema; la célula ner-­

viosa como cualquier otro tipo de célula, debe estudiarse -

por los métodos histológicos que nos permitan ver sus cara~ 

teres estructurales. Es preciso aplicar tfcnicas muy espe-­

ciales y especificas para la determinación de estructuras -

propias de las células nerviosas, como son las neurofibri-­

llas, los constituyentes de la vaina de mielina, el núcleo, 

los cuerpos de Nissl (retfculo endoplásmico rugoso), mito­

condrias y otros. Así también para apreciar la longitud y -

prolongaciones celulares de las neuronas, es necesario uti­

lizar métodos especiales adaptados a su peculiar morfología. 

Por lo tanto, la selección de los métodos a utilizar -

dependerá de la región del sistema nervioso en estudio. 

la Histología es considerada por los investigadores e~ 

mo una fuente preciosa de información que demuestra además 

de la estructura, las funciones y sus variaciones. 

Por otra parte, la Histolog,a pasa a ser el ·complemen-
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to indispensable de diversas disciplinas descriptivas o ex­

perimentales y. además, sus métodos se imponen ca~a vez que 

un fen6meno biol6gico debe ser relaciÓnado con una estructu 

ra viva, tejido, célula u organelo. 

Se presentan aspectos te6ricos que podrfan causar difi 

cultad al estudiante que apenas inicia. 

Con este manual no pretendemos sustituir la enseñanza 

oral, ni los tratados de Histoqufmica, ni abarcar todai las 

técnicas, pero sí cierto número de métodos seguros y signi­

. ficativos. 



O B J E T 1 V O S 

Tener la información necesaria y actualizada sobre 

las técnicas histológicas del tejido nefvi~so. 
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Contar con el apoyo técnico necesario para la clase 

de Histología. 

- Apoyar cualquier investigación que se realizará en 

esta área. 



l. l.- LA CELULA. 

CAPITULO 

GEN~RALIDADES 

S 

El cuerpo consiste en tres elementos; a saber: célu-­

las, sustancia inte~celular y liquides corporales. los lf-­

quidos corporales incluyen sangre, linfa y liquido tisular 

(intercelular). la sustancia intercelular es el material 

que está entre las células y les brinda sostén e incluye fi 

bras formadas de la indole de colágena y elastina y mate- -

rial amorfo 6 sustancia fundamental. 

La célula ~s la unidad estructural y funcional de veg! 

tales y animales, es el fragmento de vida más sencillo que 

puede vivir con independencia. los- procesos de todo el org~ 

nismo son la suma de las funciones coordinadas de sus célu­

las constitutivas. las células de distintas plantas y anim~ 

les, y de diferentes órganos en una sola planta o animal,­

presentan gran variedad de tama~os, formas, colores y es- -

tructuras internas; pero todas tienen en común ciertas ca-­

racterfsticas. Cada célula, rodeada por una membrana plasm! 

ti ca, contiene un núcleo~ un buen número de organelos sub­

celulares -mitocondrias, reticulo endoplásmico granuloso. -

retfculo endoplásmico liso, aparato de Golgi, lisosomas, cen­

triolos, cilios y flagelos. Asf corno inclusiones; éstas co~ 
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prenden productos metab61icos y sustancias ingeridas, mu­

chas de las cuales se presentan pasajeramente en el cito- -

plasma y, si bien suelen considerarse no vivientes. muchas 

de ellas probablemente sean indispensables para el metabo-­

lismo celular normal; 

Los cuerpos de vegetales y animales superiores est~n 

organizados en formaciones de complejidad creciente; las cé 

lulas se disponen en tejidos, los tejidos en 6rganos y los 

6rganos en sistemas. 
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1.2.- TEJIDOS. 

Una de las principales t~ndencias en la ~voluci6n de 

los vegetales y animales ha sido la especialización y divi­

sión del trabajo entre las c~lulas componentes. Las que for 

man el organismo del árbol o del .hombre no son todas igua-­

les; cada una se especializa en ciertas funciones. Esta es­

pecialización permite que las células funcionen con más efi 

cacia, pero significa también la dependencia mútua entre 

las ·partes del organismo; la lesi6n o destrucción de una 

parte del cuerpo puede significar muerte total del mismo. -

Sin embargo, las ventajas de la especialización son superi~ 

res a sus desventajas. 

Un tejido puede definirse como un grupo o capa de cél~ 

las de la misma especialización que, en conjunto,· se disti~ 

guen por sus funciones especiales. El estudio de la e~truc­

tura y disposici6n de los tejidos se llama Histologfa. Cada 

variedad de tejido consta de células con tamaño, forma y 

disposición caracterfsticos. los tejidos pueden estar form~ 

dos por otros elementos además de las células vivas; por-­

ejemplo, la sangre y el tejido conectivo contienen sustan-­

cias inertes entre las cé1ulas. A pesar de la complejidad -

.de nuestro.organismo, existen s6lo cuatro tipos básicos de 

tejidos; epitelial, conjuntivo, muscular y nervioso. Estos 

cuatro tipos de tejidos no existen aislidamente,.sino que.-

.. 
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se asocian unos con otros en proporciones variables para 

formar los diferentes 6rganos y sistemas del organismo ani­

mal. 

TEJIDOS EPITELIALES: 

El tejido epitelial esi& constitufdo por células gene­

ralmente poliédricas, yuxtapuestas, entre las cuales hay e! 

casa sustancia intercelular. Una de las propiedades de los 

tejidos epiteliales es la capacidad de cohesi6n entre sus -

células, las cuales forman capas celulares contfnuas que re 

visten la superficie y las cavidades del cuerpo. 

Las células epiteliales derivan de las tres hojas ger­

minativas. La mayor parte de las células epitelilales que -

recubren la piel y algunas cavidades naturales (boca, ano y 

fosas nasales} son de origen ectodérmico. El epitelio que -

reviste casi todo el tubo digestivo y el árbol respiratorio 

deriva del endodermo; las glandulas del aparato digestivo, 

como el páncreas y el hfgado, ta~bién están formadas por 

epftelio de origen endodérmico. La mayorfa de los epitelios 

restantes tienen origen mesodérmico,como en el riñon. 

Los epitelios pueden tener una o varias de las siguie~ 

tés funciones: protecci6n, absorci6n, secreci6n y sensaci6n. 

Se dividen en seis subclases, de acuerdo con su forma y fun 

ci6n. 
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-Epitelio plano. 

- Epitelio plano o escamoso estratificado. 

- Epitelio cuboide. 

-Epitelio cilfndrico. 

- Epitelio sensitivo. 

- Epitelio glandular. 

TEJIDO CONJUNTIVO. 

Los tejidos conjuntivos tienen un origen mesodérmico y 

se desarrollan a partir del mesénquima, que es un tejido e~ 

brionario caracterizado por poseer células con prolongacio­

nes, sumergidas en abundante sustancia intercelular amorfa, 

poco viscosa. Las células mesenquimatosas poseen núcleos 

ovoides, con cromatina fina. 

El tejido conjuntivo se caracteriza morfol6gicamente -

por presentar diversos tipos de células, separadas por abu~ 

dante material intercelular sintetizado por ellas. La riqu~ 

za .en material intercelular es una de sus caracterfsticas -

m~s importantes. Este material esti representado por una 

pa~te con estructura microsc6pica definida, las fibras con­

juntivas, y por otra parte no estructurada, la sustancia 

fundamental amorfa. Ba~ando las c~lulas, las fibras y la 

sustancia amorfa, hay una pequefta cantid~d de lfquido, lla­

mado plasma intersticial. Las fibras de tejido conjuntivo-
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son de tres tipos: col~genas, el~sticas y reticulares. 

Los tejidos de este grupo desempeñan las funciones de 

sost~n. relleno, defensa y nutrici6n. las c6psulas que re­

visten los 6rganos y la_malla tridimensional interna que S! 

porta sus c~lulas est§n constituidas por tejido conjuntivo. 

Este forma también los tendones, ligamentos y el tejido 

areolar que ll~na los espacios entre los 6rganos. Los teji­

dos óseo y cartilaginoso, responsables principales del sos­

tenimiento del cuerpo humano, son variedades del conjuntivo. 

El tejido conjuntivo contribuye a la defensa del orga­

nismo por poseer células fagocitarías y células productoras 

de anticuerpos. Las primeras engloban partículas inertes y 

microorganismos que penetran en el organismo; las s~gundas, 

sintetizan proteínas específicas llamadas anticuerpos, cap! 

ces de combinarse con proteínas extrañas. Al combinarse con 

las proteínas de ciertas bacterias y virus. o con las toxi­

nas bacterianas, ltis anticuerpos pueden destruir la activi­

dad de estos elementos, haciéndolos inocuos para el organi~ 

mo. 

El papel que desempeña el tejido conjuntivo en la nu-­

trici6n deriva de su fntima asociaci6n.con los vasos sangul 

neos. Tanto las sustancias nutritivas transportadas por la 

sangre, como los productos de desecho del metabolismo que -
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conducidos a los 6rganos de eliminací6n. atraviesan el con­

juntivo que· envuelve los capilares. 

TEJIDO MUSCULAR. 

El tejido muscular es el responsable de los movimien-­

tos corporales. Está constituido por células alargadas -las 

fibras musculares-, caracterizadas por la presencia de gran 

cantidad de filamentos 6itoplasmlticos específicos. 

las células musculares tienen origen mesodérmico y su 

diferenciación ocurre principalmente por un proceso de alar 

gamiento gradual, con síntesis simultánea de proteínas fila 

mentosas. 

De acuerdo con sus características morfológicas y fun­

cionales, se pueden diferenciar~~ los mamíferos tres tipos 

de tejido muscular. 

El músculo liso, formado por aglomerados de células ·f~ 

siformes que no poseen estrías transversales. Sus contrac-­

ciones son lentas y no están sujetas a control voluntario. 

El músculo estriado esquel~tico. formado por haces de 

células cilíndricas muy largas y multinucleadas. que prese~ 

tan estriaciones transversales. Tiene contracción rSpida vi 
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gorosa y sujeta a rontrol voluntario. 

El mOsculo estriado cardiaco. que también presenta es­

trfas transversales, está formado por células alargadas y­

ramificadas, que se unen longitúdinalmente a las células V! 

cinas, formando una red. Estas células presentan contra~--­

ci6n involuntaria, vigorosa y rftmica. 

Las células musculares están tan diferenciadas y tie­

nen caraéterísticas tan peculiares que sus componentes han 

recibido nombres especiales. La membrana se llama sarcolema; 

el citoplasma (con excepción de las miofibrillas), sarco--­

plasma; el retfculo endoplasmático, retículo sarcoplasmáti­

co; y las mitocondrias, sarco~omas. 

TEJIDO NERVIOSO. 

El tejido nervioso está compuesto de células llamadas 

neuronas, especializadas en conducir impulsos nerviosos­

electroquímicos. Una neurona posee una parte dilatada, el -

cuerpo celular, dentro del cual encontramos el nQcleo, y 

dos fibras nerviosas delgadas (a veces más), parecidas a P! 

.los que s~ extienden a partir de dicho tuerpo celular. Las 

fibras nerviosas están formadas. por citoplasma y cubiertas 

por membrana plasmática, varfan de ancho desde unos cuantos 

micrones hasta 30 6 40 micrones, y de longitud desde un mi-
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lfmetro o dos hasta m!s de un metro. las hay. en el hombre, 

que van desde la médula espinal hasta el extremo del brazo 

o la pierna, con m~s de un metro de longitud. las neuronas, 

estAn unidas en cadenas, lo que permite el envfo de impul-­

sos sobre distancias considerables en el organismo. Las ~i­

bras nerviosas del sistema nervioso periférico est~n rodea­

das de una vaina celular, el neurilema. En algunas fibras­

nerviosas estas células secretan un envoltorio espiral de -

material aislante grasoso, la mielina. Entre las células de 

neurilema hay espacios, los nodos de Ranv1er donde la fibra 

no está cubierta de mielina. 

Se reconocen dos tipos de fibras nerviosas, los axones 

y dendritas, según el sentido en el cuan conducen con norm! 

lidad el impulso nervioso: los axones lo haren alejándose -

del cuerpo celular, y las dendritas hacia el cuerpo celular. 

La unión entre el axón de una neurona y la dendrita de la -

siguiente se llama sinapsis. El axón y las dendritas en re! 

lidad no se tocan en la sinapsis; hay un pequeño intervalo 

entre ambos. 



CAPITULO 11 

APARATOS DE OBSERVACION 

La Histología es la parte de las ciencias biol6gicas 

ocupada en el estudio de los tejidos de los seres vivos. 
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Para poder encarar el estudio organizado de los teji-­

dos, el investigador debe someter el material que desea ana 

lizar a una serie de procedimientos. 

Los siguientes recursos prácticos forman la técnica 

histológica utilizada en el estudio de los elementos consti 

tutivos de los tejidos: Aparatos, material de laboratorio -

que incluye cristalería, accesorios y reactivos y los méto­

dos o técnicas histológicas. 

Entre los múltiples aparatos que se utilizan actualmen 

te para el estudio de la Histología, aquellos que se hacen 

indispensables para la enseñanza y la investigación son los 

aparatos de observación y de corte. 

2.1.- MICROSCOPIO OPTICO. 

El microscopio puede ser simple cuand~ .consta de una -

sola lente biconvexa o planoconvexa, dispuesta de tal· suer­

te que suministre una imagen virtual derecha y mas grande -
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que el objeto, o puede ser compuesto cuando est§ constitui­

do por un sistema de lentes separadas que combinan las dos 

condiciones en que las lentes dan imagenes amplificadas, es 

decir, una imagen real invertida y amplificada, más una ima 

gen derecha y más grande en relación a la primera. 

Todo microscopio compuesto comprende una parte mecáni­

ca y una parte óptica. Ambas se complementan y deben ser lo 

más perfectos posibles para obtener el mejor rendimiento. 

la parte mec~nica comprende el· pie o estativo, el bra­

zo o columna la platina y el tubo principal. 

la parte óptica consta de espejo o prisma que refleja 

luz de la lámpara, condensador, objetivos y oculares. 

2.2.- MICROSCOPIO DE POLARIZACION. 

Para fines prácticos un microscopio de campo claro, 

puede •ervir como microscopio de polarización sí se equipa 

adecuadamente con dos filtros de.material polaroide: Uno 

que encaja en el anillo del condensador y qu~ quede cerca­

no a la fuente luminosa y otro que se ajuste al ocular del 

microscopio y que quede cercano al objetivo; Al interponer 

estos filtros en planos de polarización perpendiculares e~ 

tre sf, se obtiene un campo de luz polarizada que varia -
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~n presencia de algunos materiales que destacan por su bri­

llantez y coloración particular, los materiales que produ-­

cen este efecto se dice que son ópticamente activos. 

2.3.- MICROSCOPIO DE FLUORESCE~CIA. 

En un microscopio común puede aplicarse la fluorescen­

cia mediante la inclusión adecuada de una fuente de ilumin~ 

ción ultravioleta, un condensador con lente de cuarzo y en­

tre el objetivo y el ocular, los fjltros necesarios para 

eliminar la luz ultravioleta que puede pasar al sistema. La 

fluorescencia que poseen los cuerpos puede ser natural 6 in 

ducida por-medio de fluorocromos. 

2.4.- MICROSCOPIO DE CONTRASTE DE FASES. 

Es el sistema óptico de mayor utilidad en el estudio -

del material vivo; para la histología representa la observ~ 

ción de la estructura real de las células eliminando las al 

teraciones que en cierta medida conllevan el material fija­

do y tefiido. Adem!s unifica la forma y la función celular -

que es tan importante en la interpretación histológica. 

Este microscopio se basa en la introducción de una di­

ferencia de fase de i de longitud de onda, entre la luz di­

recta y la difractada que pasan a través del objetivo. Esto 
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convierte las diferencias de refractividad en diferencias -

de intensidad de la luz apreciable por el ojo. En 11 practf 

ca ~sto se logra mediante dos dispositivos anulares que se 

colocan uno en el condensador y o~ro en el objetivo,y que­

producen el desfasamiento en i de longitud de onda. Se debe 

utilizar luz monocromática, de preferencia verde. 

2.5.- MICROSCOPIO DE INTERFERENCIA. 

Este sistema trabaja produciendo una interferencia en­

tre dos campos, uno de la fuente de luz y otro de la fuente 

de luz m~s el objeto, haci!ndose posible variar la diferen­

cia de fases entre los dos campos y aumentar así considera­

blemente el contraste. Puede obtenerse interferencia poli-­

crom~tica si se adiciona un lámina de refracción policromá­

tica. 

2.6.- MICROSCOPIO ELECTRONICO. 

Este se basa en una fuente'de electrones producida por 

un cañón de tungsteno, y en el uso de dispositivos electro~ 

táticos que desvían los electrones como lo hacen las lentes 

con rayos luminosos, y que permiten ampliar grandemente la 

imagen de un objeto en pantalla fluorescente. Este microsc~ 

pio no permite la observación de material vivo, sino conve­

nientemente fijado y reducido a finos cortes de l/50 de mi­

crómetro de espesor. 
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CAPITULO lll 

APARATOS DE CORTE (MICROTOMOS) 

Para hacer el examen microsc6pico de los tejidos, es -

necesario que éstos ofrezcan transparencia, lo cual s6lo 

puede lograrse mediante películas muy delgadas de tejido CQ 

mo las que se obtienen en algunos cultivos de tejido diso-­

ciando el tejido en sus elementos componentes; o reduciendo 

a cortes sumamente delgados. Muy numerosos son en la actua­

lidad los modelos de micr6tomos usados en los laboratorios, 

pero considerando el mecanismo mediante el cual impulsan el 

objeto seccionable casi todos caen en la categorfa de micr~ 

tomos de deslizamiento. Estos micrótomos tienen variaciones 

en precisión, automatismo, tamaño, etcétera y pueden ser 

muy específicos de acuerdo al material de inclusi6n. 

3.1.~ ~lCROTOMOS PARA CORTES POR PARAFINA. 

Estos micr6tomos constan en general de una s61ida base 

y soportes verticales; uno de éstos corre sobre un carril y 

lleva la pieza conductora de la navaja que puede fijarse m~ 

diante tornillos en las m5s variadas posiciones; otro sopoL 

te sosti~ne las piezas que contiene la portaplatina y que -

tiene un mecanismo de ascenso y descenso esta pieza est~ 

unida a una manivela que permite regular estos movimientos, 

la pinza portaplatina puede deslizarse horizontalmente y 
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paralela a la navaja mediante un tornillo micrométrico. Co­

mo la platina asciende automAticamente al resbalar paralela 

a la navaja, pueden hacerse cortes sucesivos del objeto se~ 

cionable regulando el 'grosor con el tornillo micrométrico -

que se fija en el número de micras deseado. 

3.2.- MICROTOMOS PARA CORTES POR CONGELACION. 

los modelos por demás muy variados son sencillos y ecQ 

nómicos además. aunque el micrótomo no sea especial para 

congelación puede hacérsele adaptaciones para que funcione 

como tal, sobre todo a micrótomos que sirven para cortar me 

diante inclusión en parafina y celoidina. 

En términos generales el aparato consta de una base 

que puede sujetarse fácilmente al borde de una mesa; sobre 

esta base se. encuentran las otras piezas que srin: Una plat1 

na donde se coloca el bloque que se va a seccionar; relaci~ 

nada y por debajo de esta platina encontramos una cámara p~ 

lucrizadora unida al tanque que contiene el gas. el cual es 

independiente del micrótomo y mediante tubos y juego de 11~ 

ves hace pasar el ácido carbónico instantáneamente hasta el 

pulverizador¡ la otra pieza indispensable es la navaja que 

mediante un soporte q~e le brinda ~iro en arco de cfrculo -

ataca perpendicularmente a la pieza seccionable. 
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3.3.- METOOOS DE LOS CORTES. 

El método de los cortes comprende el conjunto de oper! 

cienes q~e deben realizarse para conseguir secciones delga­

das y transparentes de un órgano o tejido. La importancia -

de este método es tan grande, que a menudo hace superfluos 

todos los demás. Así por ejemplo, la estructura de los tejl 

dos nervioso, glandular, cartilaginoso, óseo, ·epitelial, e! 

cétera, puede estudiarse suficientemente en los cortes, con 

tal de variar los procedimientos de fijado, inclusión y co­

loración en armonía con el detalle estructural que se desea 

poner de relieve. 

Es preciso distinguir dos casos en lo referente a las 

maniobras necesarias para la obtención de finas seccione~:­

cuando los tejidos son blandos, y cuando son excesivamente 

duros, casi pétreos. · 

Cortes en tejido~ blandos: Para obtener de un tejido -

blando cortes suficientemente delgados, que consientan la -

-observación al microscopio, es preciso darle una consisten­

cia apropiada. Los fijadores e indurantes aumentan la dure­

za de los tejidos blandos; pero, salvo en muy contados ca-­

sos~ no _les dan la- consistencia necesaria, que sólo se al-­

canza por la congelación ó la inclusión. 
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Proceder de la congelación: La congelación se obtiene 

por la evaporación del anhidro carbónico lfquido en el mi-­

crótomo. La serie de operaciones necesarias para cortar de 

esta manera, son las siguientes: 

Fijación: Es conveniente y; en la mayor parte de los -

casos necesaria; sin ella, muchas de las materias que inte­

gran los tejidos se mantienen en estado semisólido, disgre­

gándose los cortes al descongelarlos. Se hace de preferen-­

cia en disolución de formalina del 10 al 20 por 100, de 24 

horas en adelante; pero también piezas que hayan sido fija­

das en otros líquidos (alcohol, etc.), pueden ser cortadas 

por congelación, si se tienen en agua unas horas para que -

se laven e h1draten. 

Lavado: Por pocos minutos, en agua para extraer el 

exceso de formol. 

El bloqu~ destinado a las secciones (que deberá tener 

cuando más medio centímetro de espesor) se coloca en la pl~ 

taforma del micrótomo de papel humedecido. 

La congelación se obtiene abriendo breves momentos, a 

intervalos, la llave de salida del gas> pues como. aunque -

rápida no es instantánea, hay que dar tiempo para que el 

frío producido en la plataforma se propague a través de la 
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pieza; se apreciará ésto observando el cambio de color de -

la porción congelada. 

Cortes: Cuando la congelación ha llegado a la parte s~ 

perior, se comienza a cortar; si el bloque no está suficie~ 

temente duro, saldrán desgarrados los cortes, debiéndose 

congelar más; si tienden a arrugarse, la congelación es 

excesiva, y esperando a que se caliente algo o ayudándose -

con el calor de la mano, se llegará pronto al punto debido, 

obteniéndose entonces rápidamente buen número de cortes. 

Los cortes son transladados con los dedos o con un pi~ 

cel, sin comprimirlos, a una vasija con agua o formalina al 

4~, donde se extienden y se conservan hasta su destino ulte 

rior (observación directa, coloración, etc.). 

La congelación va siendo cada vez m~s empleada para la 

obtención de cortes histológicos, por su rapidez y economfa; 

solamente en los tejidos demasiado duros 6 en tejidos que~ 

tengan grandes huecos o una estructura areolar, será conv! 

niente la tnclusión que, por otra parte, consiente obtener 

y manejar cortes más finos. 

Cortes en tejidos duros: ~1 hueso y el diente asf como 

el cart11agc en vfas de osificación, pueden seccionarse, ya 

en su estado natural, ya previo reblandecimiento, por los-· 
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reactivos ablandantes o descalcificantes. 

La obtención de cortes del diente y hueso con su con-­

sistencia natural, se logra utilizando un procedimien.to an! 

lago al usado por los petrógrafos para la sección de las ro 

cas. 

Los pasos a seguir son: Obtención con la sierra pelo -

de relojero un corte jrosero que comprenda, de ser posible, 

todo el espesor de la di~fasis de un hueso largo (radio, cú 

bito, fémur). 

Sobre una piedra arenisca a rueda de vaciador se deba~ 

ta el corte por ambas caras, hasta que presente un espesor 

de menos de medio milímetro. 

El corte se lleva a una piedra fina de afilar, como la 

usada por un peluquero, en la cual, y mojada con el alcohol 

se pule y adelgaza hasta que resulte transparente. 

Lávese el corte en alcohol limpio y déjese secar sobre 

papel secante. Del mismo modo,· se har~n los cortes de dien­

te. con tal de que no interese el esmalte, tejido que ralla 

el acero. Los cortes longitudinales (que comprenden, natu-­

ralmente la costra adamantina) no pueden practicarse con la 

sierra, por lo cual nos vemos obligados a desgastar pacien-
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temente el diente entero en .. la rueda del afilador, hasta o& 

tener una lámina delgada, que acabará por afinarse y pulir­

se sobre una piedra fina de peluquero. Para evitar el des-­

gaste de los dedos durante las maniobras citadas, algunos -

operadores pegan previamente la pieza con bálsamo del Cana­

dá seco a un mango de madera. 
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El material de cristalerla m~s comOn y su empleo en la 

técnica histológica puede ser resumido en la siguiente lis­

ta: 

- Vasos de precipitado graduados y no graduado~. 

Se usan para colocar sustancias que no sean muy volátl 

les, concentradas o corrosivas, por ejemplo agua, elcohol -

diluido, etcétera. los hay de muchas capacidades, los más -

empleados varían entre 40 y 500 ce. Pueden usarse también -

como recipientes para residuos, para calentar ligeramente -

algunas sustancias. Existen pequeños vasos de 10 ce. espe-­

ciales para reactivos argénticos mejor conocidos como poci­

llos de Río-Hortega. 

-Matraces graduados y no graduados. 

Se usan sobre todo para la preparación de reactivos, -

como colorantes, alcoholes, etcétera,_y en general para di­

luciones o mezclas; es frecuente que una vez preparado el -

reactivo ~e desocupen los matraces y las sustancias se pa­

sen a frascos tapados, donde se ~onservan. Se usan tarnbi~n 

para calentar sustancias, incluso hasta abullición tapando 

o nó la boca del matraz, segOn el desprendimiento de vapores. 



26 

- Probetas y Pipetas gradu~das. 

Se emplean en la elaboración de reactivos y soluciones 

para medir con. precisión los velamenes de liquides que se -

requieren. 

-Cajas de Petri. Cajas y vasos de Koplin. 

Se emplean sobre todo en la elaboración de las técni-­

cas de tinci6n, en ellas se depositan las diferentes susta~ 

cías en el orden establecido por la t~cnica y allf se colo­

can los cortes libres en cuyo caso se usan cajas de Petri ,­

o adheridos al portaobjetos, utilizándose entonces las ca­

jas o vasos de Koplin. Las cajas de Petri se utiliz~n en es 

pecial para teñir cortes por congelación o inclusión, pero 

uno por uno; las cajas y vasos de Koplin para teñir cortes 

en serie, por inclusión o:frotis. Las cajas de Petri profu~ 

das y no profundas; las primeras sue1en usarse para el 

xilol o la creosota, para facilitar el montaje de los cor-­

tes en el portaobjetos y en general para baños abundantes o 

por largo tiempo; las segundas se utilizan en general para 

baños escasos o de poco tiempo. 

- Frascos goteros. 

Estos frascos son Otiles para guardar reactivos no co­

rrosivos que se emplean en pequeñas cantidades y se adicio­

nan por poteo. 



27 

- Frascos con tap6n esmerilado para reactivos. 

Se utilizan sobre todo para guardar reactivos, en esp~ 

cial los muy corrosivos, pues frecuentemente los vapores 

destruyen los tapones que no son ~e vidrio, estos frascos -

pueden ser transparentes o de color ámbar; los primeros pa­

ra reactivos que no sufren_cambios por la acéión de la luz, 

y los segundos cuando sucede el caso contrario. 

- Cristalizadores. 

Son ideales para efectuar baños sobre otros recipien-­

tes que contengan sustancias a las que se desea elevar o b~ 

jar la temperatura, o simplemente, conservar a ciertas con­

diciones de temperatura o también suelen emplearse para se­

leccionar y enjuagar el material obtenido de las diseccio-­

nes. 

-Vidrios de reloj. 

Se emplean para hacer pequeñas mezclas, enjuagues o -­

tjnciones de pocos cortes o para cubrir recipientes, sobre 

todo vasos de precipitado y pocillos de Río-Hortega. Los 

hay de varios tamaños para adaptarse a la boca del recipie~ 

te. 

- Frascos de boca ancha con tap6n de rosca. 

Se emplean con frecuencia, sobre todo en la enseñanza, 

para realizar la fijación de los órganos y plra la prepara-
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ción de las piezas de platino que van a ser incluidas en P! 

rafina; en estos frascos, los estudiantes hacen sus deshi-­

drataciones, aclarimientos, transparentaciones, etc~tera. -

En los laboratorios de investigación o técnicas de rutina -

son menos empleados, puesto que los pasos previos a la in­

clusión suelen hacerse en un procesador automático de teji­

dos. 

- Cubreobjetos y Portaobjetos. 

los cubreobjetos y los portaobjetos son láminas delga­

das de cristal, libres de burbujas y asperezas, que sirven 

para montar y cubrir los preparados destinados a la observa 

ci6n microscópica. El tamaño y delgadez de estas laminillas 

varia para adaptarse a las dimensiones de los preparados; -

en general los portaobjetos miden 75 mm. de largo por 25 mm 

de ancho con espesor poco variable, y los cubreobjetos más 

usados, de 22 por 22 mm 6 22 por 40 mm, con un espesor en­

tre 7 y 30 centésimas de mil1metro. En el mercado, el espe­

sor se denomina con Jos números 1, 2, 3, correspondiendo el 

número 1 a los más delgados, que son los que se recomiendan 

para trabajos de investigación y para la aplicación de fue~ 

tes aumentos. Sobre el portaobjetos se montan los prepara--. 

dos, frescos o fijados y teñidos, cubri~ndose o nó con un -

reactivo conservador. Sobre ellos se realizan también los -

métodos de tinción en los cortes, que mediante un adherente 

fueron montados previamente en ellos, igtialmente si se. tra-
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ta de frotis o extendidos. los cubreobjetos son delgadfsi-­

mos cristales que están destinados a cubrir las preparacio­

nes ya montadas en el portaobjetos, y embebidas o n6 en e1 

conservador; su función principal radica en hacerlas planas 

y manejables bajo el microscopio y protegerlas de cuerpos -

extraños. 

- Embudos. 

Son elementos indispensables en la preparación de mu­

chos reactivos entre ellos los colorantes. El empleo de los 

embudos está íntimamente ligado al uso de papel filtro o al 

godón de vidrio, ya que es mediante el ensamble de estos 

dos objetos que se hace el filtrado de las sustancias, de -

las cuales se desea eliminar precipitados, resfduos, impur~ 

zas, etcétera. 

-Otro material. 

Aunque no se trata precisamente de material de crista­

lería mencionaremos algunos accesorio$ indispensables para 

la elaboraci6n·de las técnicas histológicas. Estos son: ga~ 

chos de vidrio, agitadores, pinceles, agujas de disecci6n,­

pinzas, etcétera, necesarios para manejar los cortes; y eti 

~uetas, charolas y cajas para manejar las preparaciones. 
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Se denominan reactivos a las sustancias que producen -

en los tejidos modificaciones ftsicas o quimicas, en virtud 

de las cuales puede adquirirse información acerca de la es­

tructura y relación de sus elementos anatómicos. 

Existen tejidos como el conectivo, nervioso, etcétera, 

cuyos elementos carecen de color o bien tienen escaso con-­

traste en sus indíces de refracción, lo que dificulta, bajo 

el microscopio, la determinación de ciertas estructuras por 

la homogeneidad que ofrecen al observador. 

Este hecho, entre otros, ha propiciado que los reacti­

vos sean ampliamente usados, debido a su poder revelador. -

Además la mayor parte de los tejidos son gruesos y opacos,­

Y es necesario reducirlos a finos cortes; para ello se ha-­

cen indispensables operaciones previas a la fijación y pos­

teriores de coloración y conservación. 

Son múltiples los reactivos empleados, y una manera -­

pr!ctica de clasificarlos es de acuerdo a l~s modificacio-­

nes que provocan en los tejidos. Asi tenemos re~ctivos fij! 

d~res, aclaradores. opacantes, aisladores, ablandadores, 

inofensivos, colorantes y conservadores. 
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5.1.· REACTIVOS FIJADORES. 

Estos reactivos detienen o minimizan las alteraciones 

post·mortem por precipitación o coagulación de las protef-­

nas celulares; al mismo tiempo endurecen los tejidos prepa­

rándolos para su posterior manipulación. Los fijadores más 

usados son el alcohol, ácido cr6mico, acético, pícrico, 6s­

mico, cloruro de platino, bicloruro de mercuri6 y formol,­

este último diluido al 10%, es el más empleado. Pueden usa! 

se solos o mezclados en distintas proporciones utilizando­

asi las ventajas de varios de ellos. 

5.2.- REACTIVOS ACLARADORES. 

Los reactivos aclaradores actúan borrando o moderando 

los indices de refracción de los elementos tisulares. Mien· 

tras menos contraste más claros aparecerán los preparados y 

más fácil s~rá la apreciación de los elementos coloreados.­

Entre los más usados tenemos esencias o aceite de clavo, de 

cedro o de orégano, xilol y creosota. 

5.3.- REACTIVOS OPACANTES, 

Los reactivos opacantes actúan de modo contrar1o a los 

reactivos aclarantes, oscureciendo el cóntorno de células y 

robando tra~sparencia a la preparaci6n. Este efecto es útil 

cuando se observan células sueltas, filamentos libres y su­

perficies que exhiben expansiones delicadas. Entre estos 
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agentes tenemos el aire, alcohol, eter, agua corriente. 

5.4.- REACTIVOS AISLADORES. 

Estos reactivos acta~n liberando los elementos celula­

res de los tejidos o, al menos, facilitando su disocjación 

mecánica. Los más- usados son el ácido nítrico al 25%, pota­

sa ai 40%, alcohol al 30%, ácido sulfúrico diluido, ácido -

pfcrico a saturación. 

5.5.- REACTIVOS ABLANDANTES. 

Estos reactives se usan para reblandecer les tejidos -

excesivamente duros, como hueso y diente en virtud de que -

disuelven las sales de calcio. Entre estos reactivos los 

más usados son les ácidos nftrico, triclcraceticocrómico, -

clorhídrico y pícrico, todos en soluciones más e menos di-­

luidas a excepción del pícrico, que se emplea a saturación. 

5.6.- REACTlVOS INOFENSIVOS. 

Los reactivos inofensivos, también llamados soluciones 

o sueros fi~iológicos, son aquellos líquidos que alteran PQ 

ce o nada la forma y vitalidad de los elementos celulares y 

con este fin se utilizan durante el examen en vivo del hom­

bre y tejidos. Entre estos lfquidcs les más usados son solu 

cienes salinas como el líquido de Rínger, de locke, de BizQ 

zero, etcétera, o simplemente cloruro de sodio 0.9 g. di---
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suelto en lOO ce. de agua destilada. Son tambi~n ventajosas 

las soluciones naturales, como el humor acuoso, y sobre to­

do el plasma sangufneo no coagulado. 

5.7.- REACTIVOS CÓlORANTES. 

los reactivos colorantes son sustancias que permiten -

distinguir detalles estructuralmente invisibles, o poco ap! 

rentes al microscopio, por su capacidad de fijarse en cier­

tas partes de los tejidos con matices de variada intensidad: 

Estas sustancias son de dos tipos generales: Colorantes na­

turales, extrafdos de productos animales o vegetales, como 

el carmín, la hematoxilina, la orceina y la safranina. Y co 

lorantes artificiales, conocidos como colorantes de anilina, 

colorantes de carbón o colorantes sintéticos. Aquí podemos 

anotar también los reactivos impregnadores, que tienen la -

propíerlad de teñir selectivamente, pero a condición de su-­

frir en presencia del tejido una descomposición. Las susta~ 

cías que actúan asf sori el &cido 6smico, el nitrato de pla­

ta amoniacal, el cloruro de oro y el bicromato de potasio­

puesto en presencia de sales de plata o de mercurio. 

S. 8.- REACTIVOS CONSERVADORES. 

los reactivos conservadores son aquellQs que protegen 

a los tejidos de la putrefacción, conservan el color y evi­

tan cambios que pudieran sufrir las preparaciones histo16gi 

.. 
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cas. Estos reactivos algunas veces elimina el agua del pre­

parado, evitando todo crecimiento bacteriano, otras veces -

sustituyen el agua por materias resinosas imputrecibles. E~ 

tre estos conservadores tenemos la glicerina, el bálsamo 

del Canadá, resinas sintéticas, gelatina, licor de Apathy y 

licor de Ferrant. 

/ 
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La fijación tiene como principales finalidades el evi­

tar la putrefacción y la autolisis, ya que son las causas­

de las rápidas modificaciones que experimentan las cálulas, 

al morir. 

En la autolisis hay que evitar la acción de las enzi-­

mas celulares, ya que cuando cesa la actividad viva de la -

célula, en vez de ayudar al proceso de síntesis protoplásml 

ca actúan de manera inversa. Hay que evitar también el cre­

cimiento de bacterias que destruyen los tejidos, dando lu­

gar al fenómeno de putrefacción. 

Para evitar ésto, es preciso someter a los tejidos a 

·la acción de sustancias que detengan o reduzcan al mfnimo -

estas alteracione~. Esto se consigue con reactivos que soll 

difiquen, por coagulación o precipitación, las sustancias -

protéicas celulares; al mismo tiempo, esta acción endurece 

los tejidos dándoles una consistencia adecuada para su tra­

tamiento posterior. 

No existe un fijador universal. Todas las combinacio--. 

nes tienen sus ventajas y sus inconve~ientes, por lo que 

hay numerosos métodos de fijación. Sin embargo es convenie~ 
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que pueden presentarse. 
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Una pieza que haya sido correctamente fijada puede en 

determinados aspectos alterarse si las mánipulaciones que -

siguen a la fijación han sido efectuadas con poco cuidado. 

~a acción del fijador' debe detenerse en el momento pr! 

ciso, casi puede asegurarse que no hay ninguna mezcla fija­

dora que sea un líquido de conservación adecuado. 

No debe olvidarse, que un defecto de fijación no puede 

ser subsanado; que es inútil pretender hacer un estudio his 

tológico de un material mal fijado. 

6.1~- CUALIDADES QUE DEBE POSEER UN FIJADOR. 

Penetración: debe penetrar lo antes posible hasta el -

interior de la pieza. Ciertos fijado~es poco penetrantes e~ 

mo el .alcohol fijan la porción mis superficial, por lo que 

las piezas deben ser pequeñas; de lo contrario su parte cen 

tral se descompondría antes que llegue el fijador. 

Conservación: debe conservar la estructura de la pieza 

lo más semejante posible a los tejidos vivos. Hay algunos -

fijadores, com~ el formol poco concentrado, que alteran la 
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estructura de los tejidos vivos. Esto debe evitarse y ser -

tenido en cuenta cuando se elige la solución. 

Endurecimiento: debe producirse r!pidamente para evi-­

tar las deformaciones que trae consigo la descomposición 

qufmica. 

Mordiente: vale decir que debe favorecer una posterior 

coloración. 

Insolubilízar los elementos que constituyen los teji-­

dos: por ejemplo, si deseamos estudiar las grasas de un te­

jido u órgano, no podemos fijar jamás en alcohol, porque és 

te solubiliza y elimina todos los l'pidos. 

Un buen fijador no debe arrugar ni encoger los tejidos, 

no los debe ennegrecer, ni dejarlos quebradizos o frágiles; 

debe dejarlos aptos para ser teñidos selectivamente. 

6.2.- DESVENTAJAS DE lOS METODOS DE FIJACION. 

los métodos de fijación, desde el punto de vista hist~ 

qufmico, tienen numerosas objeciones, siendo. las principa-­

les: 

Pérdida de sustancias solubles, por ejemp1o, lfpidos -
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en fijadores disolventes de grasas y protefnas, polisacAri­

dos y materiales inorgAnicos en fijadores acuosos. 

Desplazamiento de algunos constituyentes celulares por 

difusión dando artefactos de arrastre, por ejemplo agrega-­

ción de pequeñas partículas, y artefactos de fijación, por 

ejemplo, apelotamiento de ácidos nucllicos en el nOcleo. 

Desnaturalización de proteínas con alteración de sus -

propiedades físicas. 

Alteración química de los grupos reactivos de proteí-­

nas, y destrucción de enzimas. 

6.3.- AGENTES QUIMICOS Y COMBINACIONES FIJADORAS. 

Los tejidos son tratados por una solución de un solo -

compuesto químico o por una mezcla de varios compuestos qu! 

micos, siendo este último caso el más frecuente. Los ingre­

dientes que forman un fijador compuesto se escogen de mane­

ra que sus cualidades se complementen. 

Agentes fijadores: Las sustancias químicas empleadas -

normalmente en la preparación de fijadores combinados son:­

Alcohol etílico, Formaldehfdo (indebid~mente llamado formol) 

Acido ac~tico, Acido pícrico, Acido cr6rnico, Bicromato pot! 
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sico, Cloruro de mercurio o sublimado, Tetr6xido de osmio -

(indebidamente conocido como ácido 6smico). 

Entre estas sustancias, algunas precipitan las protef­

nas, y otras nó. 

Precipitan: Alcohol etflico, ácido pícrico, ácido eró­

mico y sublimado. 

No precipitan: Formol, bicromato potásico y ácido ósmi 

co. El ácido ac@tico posee una débil acción precipitante de 

las nucleoproteínas. 

Propiedades de los principales agentes fijadores (se-­

gún Baker, 1956). 

Alcohol etílico (concentración óptima del 70 al 100%). 

Reductor, por ·lo que es incompatible con el bicromato 

potásico y con el tetróxido de osmio. 

Precipita enérgicamente las protefnas, pero casi no in 

solubiliza las nucleoprotefnas. 

Desnaturaliza las proteínas, sin ad1cionar átomos. 
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Disuelve determinados 11pidos complejos, precipita el 

glucógeno sin fijarlo. 

Provoca una fuerte contracción y endurece. 

Prepara mal la tinción. 

formol (concentración óptima del 4 a~ 10%). 

Reductor, por lo que teóricamente tiene las mismas in­

compatibilidades que el alcohol; asf tenemos que, con res-­

pecto al bicromato, la reacción es tan lenta que casi no se 

ha iniciado cuando la fijación ya ha terminado. 

No precipita las protef~as, pero adiciona ~tomos a sus 

moléculas. 

Fija los lípidos complejos, por lo que conserva bastan 

te bien las mitocondrias y el aparato de Golgi. 

No contrae las estructuras, pero sí las endurece. 

Acido acético (concentración óptima 0.3 al 5%}. 

No fija las protelnas cito~lasmáticas, pero precipita 

las del núcleo. 



41 

Es buen fijador de los cromosomas. 

Destruye el condrioma. 

Provoca hinchamiento de los tejidos y no los endurece. 

Acido p~crico (solución saturada): 

Precipita las proteínas, formando picratos de proteína. 

Contrae considerablemente los tejidos sin endurecerlos. 

Despolirneriza los ácidos nucléicos. 

Acído cr6mico (concentración óptima del 0.5 al 2%). 

Fuerte oxidante, por lo que es incompatible con el for 

mol y el alcohol. 

Precipita toda clase de proteínas. 

Facilita las tínciones con colorantes básicos. 

Debe eliminarse totalmente, con abundante agua. 

Bicrornato potásico (concentración óptima del 1 al 2%): 

Oxidante, por lo que es incompatible con el alcohol. 

Fija de una manera homogénea, sin precipitar las pro-­

teínas. 
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Disuelve la cromatina. 

Fija los 1 fpidos complejos, por lo que se recomienda -

para las mitocondrias. 

Debe eliminarse totalmente con abundante lavado en - -

agua. 

Cloruro de mercurio o sublimado (solución·saturada): 

Precipita todas las proteínas sin combina~se con ellas. 

Gran velocidad de penetración. 

Endurece mucho. 

Debe ser eliminado con un compuesto yodado. 

Excelente mordiente para la posterior tinción del mate 

ri a 1. 

Provoca determinados artefactos nucleares. 

Tetróxido de osmio (concentración óptima del al 2%): 

Fuerte oxidante, incompatible con el alcohol y el for-

mol. 

fija de manera homogénea, sin precipitar protefnas. 

Fija las mitocondrias; fija y ennegrece el aparato de 

Golgi • 
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Fija en profundidad de una manera muy desigual. 

Provoca velocidad de precipitación; no contrae. 

Debe ser cuidadosamente eliminado mediante un lavado­

con agua. 

No facilita las tinciones nucleares. 

6.4.- MEZCLAS FIJADORAS. 

Se puede decir en general que ninguno de los agentes -

fijadores es capaz de reunir por sf solo iodas las cualida­

des que debe tener un buen fijador. En la actualidad es muy 

común utilizar mezclas fijadoras combinadas de tal manera -

que completen la acción de un fijador con otro balanceando 

las acciones nocivas, de esta forma los diferentes elemen-­

tos de los tejidos y células pueden ser conservados lo me-­

jor posible. 

Las mezclas fijadoras llevan habitualmente el nombre -

de la persona que las descubrió o las utilizó por primera­

vez. A continuación mencionaremos algunas de estas mezclas, 

separadas por grupos caracterizados por el elemento más ac­

tivo. 

Mezclas fijadoras a base de cromo, en forma de ácido -

crómico o bicromato: 
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Mezcla de Orth o Muller/Formol. Buen fijador general,­

útil para glicógeno y grasa. 

Mezcla de Zenker (1894). Buen fijador general. 

Mezcla de Helly (1904) o Zenker/formol. Excelente para 

tejido hematopoyético y discos intercalares. 

Mezcla de Regand (bicromato-formol-acético). Bueno pa­

ra mitocondrias y gránulos citoplasmátícos. 

Mezclas fijadoras a base de ácido 6smico: 

Mezcla d.e l'lemming (cromo-aceto-ósmico). Bueno para fi 

guras mi tót i e as. 

Mezcla de Chumpy (1909). Bueno para detalles citológi-

ces. 

Mezcla de Altman. Buen fijador general. 

Mezclas a base de sublimados corrosivos: 

Sublimado alcohólico de Shaudín {1889). Bueno para pr~ 

tozoarios. 

Mezcla de Gilson (1897). Bueno para invertebrados. 

Mezclas a base de !cido pfcrico: 

Picroformol de Bovin (1897}. Recomendado para uso co-~ 
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mO~ y cotidiano, excelente para conservar glucógeno. 

Mezcla de Dubosc-Brasil. Buen fijador general. 

Mezclas fijadoras a base de formol: 

Formol-bromuro de Cajal. Excelente para tejido ·conect! 

va y neuroglia. 

Mezclas fijadoras a base de alcohol: 

Fijador de Carnoy. Bueno para &cidos nucléicos,.glic6-

geno y gr&nulos de Nissl. 

Alcohol-formol. Bueno para tejido nervioso. 

6.5.- MODO DE EMPLEO DEL FIJADOR: 

Después de haber elegido el fijador se debe de termi-­

nar la manera de emplearlo para obtener los mejores resulta 

dos; se propone seguir las siguientes indicaciones: 

Para extraer los tejidos que se van a fijar, se reco-­

mienda que el animal sea descerebrado o bien muerto en e1 -

momento de hacer la disección, efectuando todas las manio-­

bras lo mh r!pidamente posible para evitar·las alteracio-­

nes post-mortem. También es esencial extraer los 6rganos 

·sin que sufran traumatismo, separ!ndo1os cuidadosamente por 

sus adherencias conectivas. 
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Una vez extrafdos los órganos se obtienen las piezas -

que van a ser fijadas, éstas se denominan fragmentos de pl! 

tina y para hacerlos se toma en cuenta la forma y consiste~ 

cia del órgano. 

Los órganos parenquimatosos como las gl~ndulas hígado, 

bazo, riñón, etcétera, se cortan en fragmentos cuyo volúmen 

aproximado sea de 1 ce, es conveniente hacer estos cortes 

en forma de pirámide del centro hacia afuera del órgano. 

Para asegurar la correcta fijación y corte de las pie­

zas puede hacerse un segundo movimiento en el fijador, para 

hacerlo se requiere elaborar cortes más pequeños y definiti 

vos al cabo de dos horas de fijación, aprovechando el endu­

recimiento parcial que han sufrido los órganos; se obtienen 

·así piezas muy regulares y convenientemente orientadas~ lo 

cual es difícil lograr en los órganos frescos que son muy -

blandos, en seguida, se colocan los cortes en el nuevo fij! 

dor, favoreciendo así la pronta penetración de éste. Por -­

precaución debe agitarse los fragmentos mientras se est~n -

fijando para que no se adhieran a las paredes del frasco. 

Los órg~nos tubulares se cortan en secciones transver­

sales entre 0.5 y 2 centímetros de largo aproximadamente. -

Puede segui~se el segundo movimiento descrito enteriormente. 

Para trabajos m&s específicos, es necesario tomar en cuenta 

• 
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que la mayorfa de los órganos tubulares se contraen y es ne 

cesario que se les fije en extención para evitar que las ca 

pas musculares se contraigan irregularmente deformando la -

superficie interior. Esto se logra ligando el tubo en uno -

de sus extremos e inyectando por el otro el fijador sufi--­

ciente para distender moderadamente la cavidad, ligando lu! 

go este otro extremo. 

Para membranas y órganos delgados en general, se colo­

can las piezas en p~pel filtro de poro cerrado o cualquier 

otra superficie plana a la que se adhieren, se pueden cu- -

brir con otro papel o algodón para evitar que floten; de es 

ta manera conservan su estructura plana a través de la fij! 

ción. 

Para órganos esponjosos, como los pulmones se recomien 

da endurecer por una o dos horas en el fijador, secciones -

más o menos voluminosas, aproximadamente de 2 ce. y poste-­

riormente se cortan piezas rectangulares de menor volumen y 

se sumergen en nuevo fijador. Un algodón colocado sobre el 

fragmento evita que éste flote. En general es aconsejable -

que los fragmentos de platina n~ excedan de un centlmetro -

cúbico, excepto para piezas muy delgadas cuyo tamaño puede 

variar; con ésto se logra ·una adecuada fijact~n en la mayo­

rla de los fijadores. 
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Es esencial que la composición del fijador permanezca 

lo m~s constante posible, a pesar de las acciones osmóticas 

y qufmicas ejercidas por las piezas que se est!n fijando, -

es necesario por tanto emplear un volumen de fijador muy 

grande en relación al volumen de la pieza a fijar. La pro-­

porción suele ser de 50:1, pero puede disminuir de acuerdo 

al fijador; para el formol al 10% es suficiente una propor­

ción de 10:1. 

Para facilitar la penetración del fijador es necesario 

que la pieza se encuentre en suspensión en el líquido, esto 

se puede lograr suspendiendo la pieza en una bolsa de gasa. 

las piezas no deben sufrir ninguna lesión mecánica, ni 

ser aplastadas con las pinzas. Cuando se haya de fraccionar 

el material, se recomienda colocarlo sobre una hoja de car­

tulina y cortarlo con una navaja bien afilada. 

El lavado después de la fijación es una operación de -

gran importancia ya que es necesario eliminar lo más posi-­

ble las .sustancias fijadoras, para que no interfieran con -

los reactivos empleados posteriormente. El disolvente em-­

pleado para el lavado, asf como su tiempo de acción depende 

del fijador y la técnica que se vaya.a seguir. Una vez lav~ 

das las piezas debe continuarse el procedimiento inmediata­

mente. 
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Fijación por ·congelación. Disolución (o congelación- -

sustitución). 

METO DO: 

l. Congelar la pieza sometiéndola en alcohol a -80"C 

(temperatura que se obtiene saturando acetona con -

nieve carbónica). 

2. Trasladar el material a alcohol absoluto de 95" ma~ 

teniendo a -30° ó -40°( (emplear un congelador o 

una mezcla frigorffica formada por co 2 disuelto en 

acetona en un va~o de Dewar). Para ~1 estudio de en 

zimas hay que tener en cuenta que el agente de sus­

titución no sea un inhibidor de la enzima a estu- -

di a r. 

3. Después de la fusión del hielo, al cabo de unas 24 

horas se somete lentamente al material a la temper~ 

tura ordinaria, en su líquido de sustitución. 

4. Incluir en parafina, siguiendo las normas habitua-­

l es. 

5. La extención de los cortes se efectuará teniendo en 

cuenta las siguientes consideraciones: si la susti-

tución se ha efectuado por alcohol o por el líquido 

de Gendre (3), ha podido producirse la desnaturali­

zación de las proteínas, por lo que puede efectuar­

se la extención en medie acuoso; pero si la sustit~ 
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ci~n se ha hecho con n-butanol, la desnaturaliza- -

ción no habrá tenido lugar y la extenci6n en un me­

dio acuoso provocaría la inmediata alteración de 

los orgánulos celulares. Es necesario hacer la ex-­

tenci6n de los cortes en alcohol etílico de 85°, 

que provoca la desnaturalización, o sea la insolubi 

lización de las proteínas .. 
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CAPITULO VII 

INCLUSION 

Las piezas fijadas antes de proceder a contarlas deben 

ser incluidas en un medio plástico, salvo algunas excepcio­

nes. Este medio de inclusión debe ser lo más qufmicamente­

neutro posible; hay que tener siemRre presente que la inclu 

sión no se trata de un simple englobamiento, sino que hay -

una verdadera impregnación del tejido a nivel celular. 

El principio de la técnica de la inclusión consiste en 

someter las piezas a la acción de diversos disolventes para 

conseguir que una sustancia frecuentemente hidrófoba pene-­

tre en el tejido que en principio está hidratado, para man-

tener en su posición original los elementos que lo integran 

al efectuar los cortes. Por lo que la pieza debe someterse 

a una serie de tratamientos sucesivos, cada uno de los cua~ 

les est~ destinado a preparar la penetración del siguiente 

y en eliminar el anterior. Cada disolvente, por tanto debe 

ser miscible con el que le ha precedido y con el que le si-

gue. 

; 

Cada medio de impregnación debe sustituir totalmente -

el medio ~ue le ha precedido. Si la inclusión se hace eri un 

medio no hidrosoluble, por ejemplo, el material totalmente 

deshidratado, para lo cual se someterá a sucesivos baños de 
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alcohol, de creciente concentración, hasta que desaparezca 

el menor vestigio de agua. La graducación exacta de los al­

coholes empleados es de poca importancia, salvo la.de alco­

hol absoluto, asf como la permanencia del material en cada 

uno de los baños, ya que depende de numerosos factores, ta­

les como el tamaño de las piezas, su grado de hidratación -

inicial. Siendo los alcoholes dlbiles, se eliminar~n ~~s 

aprisa si, al efectuar los cambios de baños, el recipiente 

en que se trabaja es cuidadosamen~e secado o sustitufdo por 

otro. 

Las impregnaciones se efectúan en forma de baños que -

se hacen en recipientes idlnticos o parecidos a los emplea­

dos para la fijación,· siendo de cómodo manejo. Para cada di 

solvente se renueva generalmente el baño dos veces, cambian 

do la pieza del recipiente o sustituyendo el líquido usado 

por otro nuevo en el mismo recipiente. Cuando la temperatu­

ra de fusión del medio de inclusión lo exige, los baño~ se 

hacen en la estufa. 

E~isten varios medios de inclusión., siendo uno de los 

más corrientes la parafina; las inclusiones en celoidina 6 

en gelatina se emplean menos. 

7.1.- LIQUIDO$ DE CONSERVACION. 

Tras la fijación puede ser necesario demorar la inclu-
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sión debido a varios motivos; entre otros, a que la orienta 

ción de la pieza sólo puede determinarse m!s taide, hecho -

que ocurre frecuentemente en los invertebrados cuya anato-­

mía es poco conocida. 

En estos casos, las piezas se conse~van·en medios lí-­

qúidos diversos que se escogerán según el tipo de tejido, y 

sobre. todo según la fijación que se ha realizado y del me­

dio de inclusión que se empleará. 

Existen numerosos líquidos que actúan de conservadores 

de piezas a incluir, con propiedades muy similares como son: 

Formol diluído. Los materiales fijados en mezclas de -

formol así como en el líquido de Baker (1}, por ejemplo: 

pueden conservarse en una solución al 10% de formol antes -

de ser cortados por congelación. 

Butanol o alcohol but1lico normal. Se trata del líqui­

do conservador más usualmente empleado. Las piezas pueden -

mantenerse mucho tiempo en él, y algunas incluso ganan una 

consistencia que les será favorable para cuando se corten. 

Se emplea también para completar la deshidratación, siendo 

utilizado por algunos_como intermediario entre el alcohol -

etílico y la parafina, con lo que se reduce el número de P! 

sos a seguir en el proceso de la inclusión. 
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E'te líquido puede emplearse sea cual fuere el fijador 

utilizado, salvo, lógicamente, las piezas formoladas, que -

no pueden soportar la deshidratación alcohólica. 

Modo de empleo: 

a) Las piezas fijadas con una mezcla a base de bicromE_ 

too tetróxido de osmio serán sometidas, después de un lava 

do, a tres baños de 6 horas en alcohol de 70°, después a 

tres baños de 6 horas en alcohol de 95°. Un baño en alcohol 

absoluto puede ser intercalado en el paso entre el alcohol 

de 95° y el butanol. Los últimos vestigios de alcohol etíli 

co serán eliminados con dos baños en butanol y las piezas -

se conservarán en el tercer baño de butanol. 

b) Las piezas fijadas por una mezcla a base de ácido -

pícrico serán tratadás de la misma manera, iniciándose la 

deshidratación con el alcohol de 95°. 

e) Las piezas fijadas con mezcla anhidra, como la de -

Carnoy, tias dos baños en alcohol de 100°, que eliminará el 

ácido· acético y el el oroform.o, se colocarán en butanol; con 

servándose en el tercer baño de butanol. 

Esencia de cedro. La esencia de cedro ·(no hay que con­

fundir con el aceite de cedro) constituye un excelente me­

dio de conservación. ActCia de intermediario entre el alcohol 

... 
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y la parafina y reblandece determinados tejidos que, tras -

la fijación se habían endurecido considerablemente y vuelto 

quebradizos. 

Generalmente se utiliza la esencia de cedro despu€s de 

la fijación cromo-ósmica y, sobre todo, después de la im- -

~regnación con tetróxido de osmio, siendo conveniente y - -

aconsejable después de la mayor parte de fijaciones. 

Aunque la esencia de cedro sea miscible con el alcohol 

de 95", es ~referible deshidratar completamente las piezas 

antes de conservarlas en dicha esencia. Siendo este produc­

to muy poco volátil, los baños de parafina que se hacen en 

el transcurso de la inclusión pronto se impregnan de esta -

esencia, por lo que hay que renovarlos frecuentemente. 

Modo de empleo: 

Deshidratar las piezas como en el caso de la conserva­

ción en butanol y guardarlas en el tercer baño de esencia -

de cedro. 

Mezclas con colodi6n {o celoidina). E~te tratamiento -

frecuentemente se denomina inclusión mixta y no debe confu_12 

dirse con la doble inclusión. Antes de la inclusión en par! 

fina, se impregna en material de col~dión, impregnación que 
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subsiste durante la inclusi6n en parafina, contrariamente a 

lo que ocurrfa en los casos pr~cedentes. En este caso no se 

trata simplemente de un medio intermediario. 

Las piezas deben ser cuidadosamente deshidratadas an-­

tes de sumergirlas en la solución de colodión. 

Estas soluciones contienen un 11 de celoidina en polvo o 

de colodión en solución comercial; en este último caso hay 

que tener en cuenta la dilución que presenta el material 

proporcionado por el proveedor. El disolvente puede ser ben 

zonato o salicilato de metilo. Cuando debe hallarse la acti 

vidad enzimática del material, el disolvente empleado es la 

acetona. Antes de la inclusión en parafina se eliminara del 

material todo vestigio de disolvente, tratandolo con bence­

no (1 hora aproximadamente). 

la impregnación en celoidina puede efectuarse cualqui! 

ra que haya sido el mltodo ~e fijación. Es aconsejable en -

casos, en que el material sea muy frágil o anatómicamente -

heteroglneo y de una mariera general, siempr~ que se prevea 

una difícil inclusión en parafina. 

Modo de empleo: 

a) Deshidratar cuidadosamente hasta alcohol absoluto -

inclusive. 

.. 
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b) Introducir las piezas en una soluci6n preparada de 

la siguiente manera: 

- Salicilato de metilo o benzotato 

de metilo o acetona --------------------100 ml 

- Celoidina ------------------------------ g. 

Las piezas se conservan en el tercer baño de esta mez­

cla, a fin de que se haya eliminado totalmente el alcohol. 

En resumen, se pueden interrumpir las manipulaciones -

entre la fijación y la inclusión gracias a la existencia de 

líquidos de conservación que pueden mantener las piezas fi­

jadas, por periodos que oscilan entre las 24 horas y varios 

años. 

7.2.- INCLUSION EN PARAFINA. 

El método de la inclusión en parafina es el más usual, 

debido a que ofrece mayor nDmero de ventajas pr~cticas, asi 

como más posibilidades para aplicar las técnicas ulterio-­

res. 

las propiedades más interesantes son, sin duda, el ser 

qufmicamente neutras, solubles en numerosos disolventes y 

fáciles de cortar con cuchillas. El Onico car~cter físico 
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que tiene que considerarse,. es su punto de fusión. Cuanto -

más elevado sea el punto de fusión de una parafina, mayor -

es su dureza. 

Las parafinas de 56° - 58° convienen para la mayor pa! 

te de los casos. De una manera general hay que tener en 

cuenta la dureza del objeto a incluir y la del medio de in­

clusión. Cuanto más resistente sea el material, mayor será 

la dureza de la parafina a emplear. No es aconsejable la im 

pregnación del material con una parafina blanda antes de ha 

cer la inclusión definitiva con una parafina mis dura; efef 

tivamente, la parafina blanda puede no eliminarse bien en -

el momento de la inclusión definitiva, provocando que el 

bloque quede eterogéneo en ~uanto a su dureza, inconvenien­

te muy lamentable en el momento de efectuar los cortes. Por 

consiguiente, la impregnación y confección del bloque se h~ 

rán siempre con parafina de calidad equivalente. Puede ha­

cerse una excepción a esta regla, en el caso de que se tra­

te de conservar compuestos termolábiles, como son las -

enzimas. 

Al no ser la parafina miscible en agua, -las piezas fi­

jadas deber~n deshidratarse, siendo el alcohol etílico el -

deshidratante más usado; pero como la parafina tampoco es -

miscible con el alcohol etflico, hay que emplear tras 1a 

deshidratación un líquido intermediario. Este, en general 
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es aclarante, con lo que se puede calcular e.l grado de pen! 

tración del intermediario según la transparencia adquirida 

por la pieza. 

El líquido intermediario debe ser miscible con el ale~ 

hol y con la parafina; numerosos compuestos presentan ambas 

propiedades. Así tenemos: benceno, toluol, xilol, esencia­

de cedro, cloroformo, óxido de propileno. 

Tras pasar el material por el líquido intermediario, -

se procede a una cuidadosa impregnación del material por la 

parafina líquida. Esta impregnación se efectúa en caliente, 

en una estufa cuya temperatura está regulada, según el pun­

to de fusión de la parafina escogida para hacer la inclu- -

sión, 6 a una temperatura ligeramente superior (1° ó 2°), 

También en este ca·so es conveniente pasar por tres baños· S.!:!_ 

cesivos de parafina para e1iminar total~ente los vestigios 

del líquido intermediario. Cada baño puede servir para in-­

cluir varias veces suce~ivas, cierto número de piezas; o 

sea, que la parafina puede servir varias veces, a diferen-­

cia de los alcoholes empleados en la deshidratación y de 

los líquidos intermediarios, que sólo pueden utilizarse una 

vez. 

la duración óptima de los baños de parafina se eligirá 

empíricamente para cada clase de material; osila des~e alg.!:!_ 
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nas horas, en el caso del p!ncreas de vertebrados~ a_tres­

dfas en el caso. que se incluya la cabeza de un insecto" gra! 

de. 

Hay que tener en cuenta que algunos materiales con el 

calor se endurecen, mientras que otros, por el contrarío, -

se hacen mis flexibles. La duraciOn de la inclusión en par! 

fina depende también del liquido intermediario utilizado 

que se habrá de eliminar: cuanto mis volátil sea, más corta 

será la inclusión. Así tenemos por ejemplo, que una inclu-­

sión de un material determinado tratado previamente con ben 

ceno con dos horas hay suficiente; mientras que si el mismo 

material ha sido tratado con esencia de cedro, la impregna­

ción deberá durar unas 12 horas. En general, es mis conve-­

niente alargar los baños que acortarlos, ya que es imposi-­

ble obtener buenos cortes de una inclusión defectuosa. 

Cuando el material debe someterse al estudio de enzi~­

mas, la duración de la inclusión debe ser lo mis breve posi 

ble, así como la temperatura de inclusión. 

Siempre que se puede, resulta interesante efectuar un 

paso durante el primer bafio, en una estufa de vacfo. Este -

prócedimiento mejora la inclusión. 

Cuandp la inclusiOn en caliente ha termi~ado, se con--
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fecciona el bloque y de esta manera las piezas pueden con-­

servarse indefinidamente. 

7.3.- JNCLUSION EN CELOIDINA. 

la inclusión en celoidina es menos fuerte que la para­

fina. Es recomendable para materiales de grandes dimensio-­

nes o excepcionalmente duros (centros nerviosos de animales 

grandes o tejido óseo, por ejemplo); también es aconsejable 

cuando se desean obtener cortes muy gruesos (más de 15 mi­

e ras). 

El.principío de esta inclusión consiste en impregnar­

piezas totalmente deshidratadas en soluciones cada vez más 

concentradas de colodión. Por evaporación del disolvente de 

colodión y su endurecimiento con la acción de un curtiente, 

se obtiene el bloque. Después del curtimiento es prefer:ible 

·"aclar·ar" el bloque y conservarlo en un medio líquido. 

las manipulaciones que hay que efectuar para incluir -

en celoidina no son mucho más numerosas que en el caso de -

la inclusión en parafina, pero los tiempo~ son sensiblemen­

te más largos. Todas las operaciones se efectúan a la temp~ 

ratura del laboratorio. Debe eliminarse cuidadosamente todo 

vestigio de agua, tanto en 1os frascos como en los disolven 

tes • 
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7.4.- DOBLE lNCLUSION, CELOIDINA-PARAFINA. 

Es posible compaginar las ventajas de los dos medios -

de inclusi6n en celoidina y parafina; er interés de la par~ 

fina es principalmente para la obterici6n de cortes. 

El sistema más sencillo consiste en tratar el bloque 

de colodión como si fuese una pieza de material bio16gico 

corriente e incluirlo en parafina. 

El procedimiento es recomendado para las piezas que 

sean muy pequeñas, muy duras o muy esponjosas. 
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La coloración es la propiedad que poseen ciertos cuer­

pos de ejercer sobre la luz una absorción selectiva; dicho 

de otra forma un cuerpo aparece colorea~o porque transmite 

por transparencia o difusión, las radiaciones complem~nta-­

rias de aquellas que absorbe. 

Un colorante es un cuerpo coloreado que puede comuni-­

car su coloración a otros cuerpos. 

8.1.- CLASlFICACION DE LOS COLORANTES. 

Atendiendo a su origen los colorantes se clasifican en 

dos grupos: Los naturales y los artificiales. 

El primer grupo tiene poca importancia en la actuali-­

dad porque la mayor parte de estos colorantes son prepara-­

dos sintéticamente. El segundo grupo corresponde casi. a la 

totalidad de los colorantes usados en la técnica microsc6p1 

ca. 

Colorantes naturales: Son extrafdos de ~reductos anima 

les o· vegetales como el carmfn (Coccus cacti), la hematoxi­

lina (Hematoxilon campechianum), la orceina (Rocella tinto-
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ría), el tornasol (Chrozophora tinctoria). 

Colorantes artificiale~: Son conocidos también como e~ 

mo colorantes de anilina, de carbón o sintéticos. 

Ehrlich los ha dividido en dos grupos según sus afini­

dades para el núcleo y el citoplasma: Nucleares o básicos -

cuando el compuesto colcrante es una base y citoplásmicos o 

ácidos cuando el compuesto colorante es un lci~o. 

Es muy raro que se empleen los ácidos o las bases li-­

bres debido a su poca solubilidad. Los colorantes artifici! 

les que se emplean son casi siempre sales. Los colorantes -

básicos son sales en las cuales la base es coloreada y el -

ácido es incoloro por ejemplo, el azul de metileno, que es 
una sal formada por la combinación de la tetrametiltionina 

coloreada y el ácido clorhídrico i~coloro. Los colorantes · 

ácidos son sales en las cuales el ácido es coloreado y la -

base es .incolora, por ejemplo, la eosina que es una sal en 

la cual el ácido eosínico es coloreado en tanto que la pot! 

sa o sosa es incolora. 

Enrlich distingue también a los colorantes neutros, en 

los cuales la base y el ácido son coloreados·, como el picr_! 

to de azul de metileno. 

\ 
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Michaels ha creado la categorfa de los colorantes in~! 

ferentes, para aquellos que no son ni ácidos ni básicos y -

no poseen agrupamientos capaces de formar sales, son p~r 

ejemplo el Sudan III y el rojo escarlata. 

8.2.- METODOS DE COLORACJON. 

No todos los colorantes pueden servir indistintamente 

a la técnica histológica, por lo tanto, se han dividido los 

métodos de coloración en las siguientes categorías de acue! 

do a las relaciones entre el colorante y el tejido. 

8.2.1.- COLORACIONES GENERALES Y ESPECIFICAS. 

las primeras se basan en el teñido intenso de los nú­

cleos, y débil del protoplasma, o en la fuerte co1orac1ón -

de ambas partes con colcres distintos; esto aunado a las tQ 

nalidades que dan las sustancias intercelulares permite te­

ner una idea clara de conjunto tanto para los tejidos como 

para los órganos. Las segundas se aplican para estudiar pa! 

titularidades histológicas, aprovechando la tinción select! 

va y casi _exclusiva de algunos colorantes sotre ciertas es­

tructuras. 

8.2.2.- COLORACIONES DIRECTAS E INDIRECTAS. 

Oirectas.Colorean directamente los tejidos una vez que 
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se han puesto en contacto con ellos. 

Indirectas. Son las que necesitan de un mordiente que 

ponga a los tejidos en condiciones de tomar el colorante. 

8.2.3.- COLORACIONES PROGRESIVAS Y REGRESIVAS. 

Cuando el tejido adquiere lenta y progresivamente el -

grado de color necesario, sin exigir una operación poste­

rior de desteñido, tiene lugar lo que se conoce como colora 

ción progresiva; se usa sobre todo con los colorantes que -

dan coloraciones muy sólidas o difíciles de diferenciar por 

ejemplo, el azul de metileno, azul de algodón, carmín y he­

matoxilina. La coloración regresiva es aquella en la que el 

objeto sobrecoloreado, por la excesiva concentración del co 

lorante, debe sufrir la acción de un disolvente apropiado;­

el disolvente cumple en este caso, dos fines esenciales: 

eliminar el exceso de colorante y respetar el teñido, ha- -

ciéndolo más evidente en ciertas partes del preparara, es 

decir, es un agente diferencíador. 

Entre las sustancias difere"nciadoras encontramos alea­

lis como sosa y potasa; alcoholes etílico y metílico; áci-­

dos como el sulfúrico, clorhídr-ico, nHrico, acético, pfcrj_ 

co, etcétera; oxidantes como el permanganato potásico; re-­

ductores como el ácido ~órmico y el formol; sales metálicas 



67 

como el alumbre de hierro, cloruro férrico, yoduro de pota­

sio; y metaloides como yodo, bromo. 

los colorantes que m~s se prestan para la diferencia-­

ción son los básicos como la hematoxilina. 

8.2.4.- COLORACIONES SIMPLES Y COMBINADAS. 

Las coloraciones simples son aquellas que se obtienen 

con un solo colorante, Acido o básico. Según su naturaleza, 

son: Monocromáticas o metacromáticas. En P.l primer caso to­

dos los elementos son teñidos en el tono del baño colorante, 

en el _segundo ciertos elementos tisulares viran el color a 

un tono diferente. 

8.3. IMPREGNACIONES METALJCAS. 

La impregnación a base de sales met~licas, principal-­

mente de plata, ha sido indispensable para el estudio del -

sistema nervioso, y brinda preciosas imágenes de este teji­

do, debido a la distinta intensidad con que se deposita el 

coloide metálico._ Algunas sales metálicas poseen la propie­

dad de precipitar selectivamente, sufriendo una descomposi­

ción en presencia del te~ido; el precipitado impregnador se 

forma algunas veces por reducción, afectando el estado co­

loidal como en la impregnación metálica áurea, y otras se -
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forman por .doble descomposición en presencia del mordiente, 

como sucede con el cromato de plata sobre piezas embebidas 

en bicromato de potasio. 

8.4.- MECANISMO DE LAS IMPREGNACIONES DE PLATA. 

Cuando en una solución amortiguada de plata se sumer-­

gen los cortes de tejido, dos tipos de plata se depositan -

en ellos una fracción de plata reducida por el tejido, pro­

bablemente como diminutas parttculas metálicas o "nGcleos" 

y una fracción de plata reducible que es reducida por una­

sustancia que actúa como desarrollador. Según Silver, dife­

rentes desarrolladores producen diferentes efectos en el 

proceso de impregnación con una influencia controlada a cau 

sa de un desarrollador particular. 

La cantidad y distribución de los núcleos de pl~ta y -

la plata reducible dependen de propiedades del tejido, el -

pH de la solución, la concentración de plata, el tiempo y -

la temperatura de incubación. 

L~s núcleos de plata juegan un papel dinámico como ce~ 

tros catalíticos para la reducción de plata. Hay una compl~ 

ja interrelación entre estos centros, la plata reducible,­

el desarrollador y los tejidos; todos juegan un papel funda 

mental en la impregnación final de la sección. 
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8.5.- CONSERVACJON DE LAS PREPARACIONES. 

Las preparaciones fijadas y teñidas pueden sufrir decQ 

loraciones u otras alteraciones, si no son protegidas ade-­

cuadamente. Para la conservación de las preparaciones se 

utilizan resinas sintéticas o bálsamo del Canadá. Se apli-­

can generalmente di sueltos en xi lol ,_a modo de jarabe espe­

so. Antes de cubrir las preparaciones es preciso que los 

cortes estén perfectamente deshidratados y aclarados. 

La deshidratación se hace de preferencia, en varios 

cambios de alcohol o acetona, y para la aclaración se re- -

quiere de una esencia que puede ser de clavo, cedro, berga­

mota, orégano, creosota, xilol, etcétera; después de algu-­

nos minutos de permanencia en esta esencia se escurren las 

priparaciones y se recoge el exedente con papel filtro. No 

es indiferente la elección de la esencia, depende en gran -

parte del medio en el cual se hizo la inclusión pero sobre 

todo el método de tinción, por ejemplo, para las coloracio­

n e s e o n a n il i na s se u t i 1 i z a n es e_n e i as que no d i s u e 1 ven es - -

tos colores, c"omo bergamota y xilol. la creosota o la esen­

cia de clavo conviene usarlas con coloraciones sólidas que 

no se destiñan con facilidad, por ejemplo, colorantes natu­

rales o impregnaciones argénticas~ 

las preparaciones asf tratadas están listas para ser -
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cubiertas con el agente conservador, para lo cual se coloca 

una gota sobre un cubreobjetos limpio y se acerca al porta­

objetos que contiene el corte, de mane~a que toman contacto 

uno con otro enseguida se adhieren y se ~eja que el conser­

vador se·extienda por todo el cubreobjetos; hay que procu~­

rar que el tamaño de la gota sea suficiente para llenar el 

cubreobjetos, sin que falte ni se derrame; se deja secar a 

la temperatura ambiente por espacio de varios días o en una 

estufa a 37°C por 24 horas. 

El medio de montaje debe reunir las siguientes condi-­

ciones: 

- Ser transparente, para satisfacer las condiciones de 

observación. 

- Asegurar la mejor conservación posible de las prepa­

raciones. 

- Asegurar la adherencia del cubreobjetos y del porta­

objetos, esta última condición no la presentan los medios -

de montaje que no se soli~ifican. 

Si la observaci6n es inmediata y. la preparación no d•­

be conservarse, puede observarse el corte en una gota de 

agua o de glicerina, recubierta por el cubreobjetos. Este.-
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procedimiento sólo se emplea en casos muy especiales; en 9! 

neral, se prefieren los montajes más o menos permanentes. 

8.6.- TINCION MONOCROMICA. 

HEMATOXILINA FERRICA: 

Este es uno de los métodos m~s antiguos y, aunque es -

monocrómico, da resultados muy representativos. A pesar de 

su aparente simplicidad ofrece ciertas dificultades. Sus re 

sultados dependen de la fijación y del modo de empleo. Esta 

tincíón puede ser considerada simultáneamente como método -

general y citológico. 

FIJACION. Puede emplearse la mayor parte de los fíjadQ 

res, la elección de uno ti otro depende de lo que se intente 

poner de manifiesto. 

REACTIVOS. Hematoxilina de Regaud (II) 

Solución acuosa de alumbre férrico al: 

- S% para el mordiente; 

- 0.5 al 3% para diferenciación {hacer la dilución en 

el momento de emplear, a partid de la solución del -

5%). 

MODO DE EMPÜO: 

l. Oesparafinar, no colodionar, hidratar. 



2. Someter los cortes durante 24 horas a la solución 

de alumbre férrico, que actúa de mordiente. 

3. Teñir con hematoxilina durante 24_horas. 

4. Pasar rápidamente por agua destilada. 

72 

5. Diferenciar con alumbre férrico en el microscopio. 

Este proceso es tanto más }ente cuanto más dilufda 

sea la solución diferenciadora. 

6. Lavar como mínimo durante 1 hora con agua corriente 

todo vestigio de alumbre. 

7. Deshidratar. 

8. Montar. 

ADVERTENCIA. Las tinciones de contraste no son compati 

"bles. 

RESUlTADOS. Dependen fundamentalmente de la fijación -

empleada. Se ponen de-manifiesto en color negro; 

a) Después de una fijación alcohólica, los núcleos, 

los ergastoplasmas, algunos gránulos de secreción -

acidófilos, algunas fibras colágenas. los cetroso-­

mas, las rafcei ciliares, las tonofibrillas, las 

bandas de cierre, los epitelios chapa y el vitelo. 
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b) Después de.la fijación con bicromato y una poscromj_ 

zación corta: todas las estructuras antes menciona­

das y además el condrioma. 

e) Después de la fijación con bicromato y una larga 

poscromización; solamente se pone de manifiesto el 

condrioma. 

8.7.- TINCION POLJCROMJCA SIN MORDIENTE NI DJFERENCIA­

CJON. 

Método policr6mico de rápida realización, a base de 

dos tiempos y en que el colorante de los ácidos nucléicos -

es una laca alumínica o férrica. La tinción de contraste se 

efectúa sin emplear mordiente ni diferenciar. 

FIJACJON. Pueden usarse todos los fijadores corientes, 

evitando el empleo de los fijadores a base de tetróxido de 

osmio, que dan malos resultados con las lacas enpleadas. 

HEMALUMBRE-PICROCARMIN DE INDIGO. 

REACTIVOS. He.malumbre de Masson ~(9); 

Picrocarmín de índigo de Calleja (13)._ 

MODO DE EMPLEO: 
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l. Desparafinar, (colodionar), hidratar. 

2. Teñir con hemalumbre de 2 a 5 minutos. 

3. Lavar con agua corriente hasta que vire adquiriendo 

una tonalidad azul-negruzca (de 2 a 5 minutos). 

4. Teñir durante 30 segundos, con picrocarmín de índi­

go. 

5. Deshidratar directamente con alcohol absoluto. 

6. Montar. 

ADVERTENCIA. El hemalumbre se emplea en este caso come 

tinción progresiva. El proceso es regresivo cuando los cor­

tes permanecen en el colorante 30 minutos y sigue una dife­

renciación Pn al.cohol clorhídrico (ácido clorhídrico al - -

0.25% en alcohol absoluto). Este método no ofrece ninguna­

ventaja sobre el método progresivo. 

RESULTADOS. Los nQcleos y los citoplasmas basórilns se 

tiñen de color pardo; los citoplasmas acidófilos y cuéleo-­

los de amarillo o verde; de azul las fibras colágenas; los 

eritrocitos de amarillo. Algunas secreciones {principalmen­

te las giucoproteínas) se tiñen de pardo; otras de amarillo 

o verde. 

8.8.- TINCION POLICROMICA CON EMPLEO DE MORDIENTE O D,! 

FERENCIACION. 
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TRICROMICO DE RAMON Y CAJAL. 

Es uno de los pocos métodos tricr6mico que puede hacer 

se despu~s de cualquier tipo de fijación. 

FIJACION. Pueden emplearse todos los fijadores, pero -

el modo d~ empleo difiere segan la presencia o ausencta de 

tetróxido de osmio en el líquido fijador. 

REACTIVOS. Fucsina de Ziehl (8) diluida con agua desti 

lada en una proporción de l/5; esta dilución se hace en el 

momento de usarla. 

Picrocarmín dé índigo (13) 

Solución acuosa de ácido acético al 0.2~ 

MODO DE EMPLEO: Cuando los fijadores usados no contie­

nen tetr6xido de osmio. 

l. Desparafinar, (colodionar), hidratar. 

2. Teñir con fucsina de Ziehl durante 10 minutos. 

3. Lavar con agua corriente. 

4. Lavar con agua ac~tica hasta que se elimine el exc~ 

so de fucsina. 
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S. Teñir durante 10 minutos, en un frasco borrel, con 

picrocarmín de índigo. 

6. lavado prolongado con agua acética (10 minutos). 

7. Deshidratar con alcohol absoluto hasta que cese de 

eliminarse el rojo. 

8. Montar. 

Cuando los fijadores contienen tetróxido de osmio es -

preferible te~ir en caliente (60°C) con fucsina de Ziehl. -

Cuando la fijación ha sido muy larga, es conveniente alar-­

gar el tiempo de tinción hasta 45 minutos. La duración de­

la tinción con picrocarm1n de índigo, por el contrario, se­

rá reducida a un minuto o 30 segundos. Los tiempos de las­

etapas 1, 3, 4, 6, 7 y 8 quedan invariables. 

ADVERTENCIA. Es indispensable que el picrocarmín de in 

digo sea de buena calidad. 

RESULTADOS. los núcleos y los citoplasmas basófilos se 

tiñen de rojo; los citoplasmas acidófilos quedan en verde o 

gris, en azul las fibras de colágena; los gránulos de secr! 

ción quedan teñidos de verde, azul o rojo; las mucinas de -

naranja o de violeta. 

VARIANTE. La fucsina de Ziehl, puede ser sustitufda 
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por el magenta (12). El modo de empleo y los resultados son 

idénticos. 
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SISTEMA NERVIOSO 
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De todas las ~élulas del organismo, las que componen -

el tejido nervioso son l~s que tienen m~s desarrolladas las 

propiedades de excitabilidad y conductibilidad. La mayor 

parte de los tejidos que integran el· sistema nervioso son -

de origen ectodérmico. Casi todos derivan del tubo neural y 

de las crestas neurales del embrión. La función del sistema 

nervioso es recibir estfmulos y enviar impulsos de una par­

te a otra del organismo. De esta manera se coordinan e inte 

gran las funciones de los dinstintos órganos y partes del -

cuerpo. 

TEJIDO NERVIOSO. 

El tejido nervioso está formado por células nerviosas 

o neuronas y 'élulas de sostén, la neuroglia o células gli~ 

res. 

Neuronas. las neuronas son las unidades estructurales 

básicas del sistema nervioso. Están especializadas en las -

propiedades fisiológicas de irritabilidad y conductibilidad. 

Por irritabilidad nos réferimos a la capacidad de la célula 

de responder a la estimulación por medio de un cambio en su 

estructura y actividad en el punto donde es estimulada. la 
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difusión de esta actividad se llama conducción; la activi-­

dad, un estimulo autopropagado fisicoqulmicamente, constit~ 

ye el impulso nervioso. 

Una neurona está compuesta de un cuerpo celular (peri­

carion) y sus prolongaciones. 

Pericarion. Esta porción de la neurona contiene el nú­

cleo y cierta cantidad de citoplasma. Es principalmente un 

centro trófico, pero también tiene función receptora. El p~ 

ricarion de la mayoría de las neuronas recibe numerosas te~ 

minaciones nerviosas que transportan estímulos excitatorios 

o inhibitorios generados en otras células nerviosas. 

Núcleo. En la mayoría de las neuronas el núcleo es es­

férico y aparece poco teñido en l·as preparaciones histológj_ 

cas, ya que sus cromosomas se encuentran poco condensados.­

Cada núcleo tiene por lo general un nucleolo único, grande 

y central. 

Retículo endoplasmático granular .. Es muy abundante en 

las células nerviosas y forma agregados de cisternas paral~ 

las entre las cuales hay numerosos ribosomas libres, gene-­

ralmente formando rosetas. Estas formaciones sugieren que­

los pericarion sintetizan protefnas tanto del tipo "export~ 

ci6n" como del tipo estru~tural. Cuando estos conjuntos de 
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cisternas y ribosomas son teñidos convenientemente, se pre­

sentan il microscopio óptico como manchas basófilas esparc! 

das por el citoplasma. Se denominan corpúsculos de Nissl. 

Aparato de Golgi. Se localiza exclusivamente en el pe­

ricarion, en torno al núcleo. Consta de membranas lisas que 

constituyen vesículas aplanadas dispuestas paralelamente e~ 

tre sí, formando grupos que a su vez son paralelos a la me~ 

brana nuclear. Además de las vesículas aplanadas, se encuen 

tran también vesfculas de menor tamaño y esféricas. 

En las preparaciones por impregnación argéntica u ósmi 

ca, técnicas clásicas para demostración del aparato de Gol­

gi, éste aparece como una red de filamentos irregulares. E~ 

te aspecto es consecuencia de la impregnación de las membra 

nas del aparato de Golgi y su deformación por la técnica em 

pleada. 

Mitocondrias. Existen en pequeñas cantidades en las 

dendritas y axones, son un poco más abundantes en el peri-­

carion y están presentes en gran cantidad en el telodendrón. 

Neurofilamentos y microtúbulos. Son fibrillas huecas -

de 10 nm de di~metro, abundantes tanto en el pericarion co­

mo en las prolongaciones. En ciettas preparaciones efectua­

das con impregnación ~e plata, estos neurofilamentos se - -
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aglutinan y sobre ellos se forma un depósito de plata metá­

lica, apareciendo ast las neurofibrillas visibles al micras 

copio óptico. En condiciones apropiadas, estas neurofibri-­

llas pueden observarse en n~urona~ vivas mantenidas en cul­

tivo de tejido; probablemente ésto se debe a la disposición 

paralela y muy próxima de los neurofilamentos, cuyo di~me-­

tro está por debajo del límite de resoluci~n del microsco-- · 

pio óptico. El citoplasma del pericarion y de las prolonga­

ciones contiene también microtúbulos de 24 nm de diámetro. -

semejante a los encontrados en otros tipos celulares. 

Inclusiones. En determinados sitios de SNC los perica­

rion contienen gránulos de melanina, pigmento de significa­

do funcional aún desconocido en este tipo de células. Otro. 

pigmento encontrado a veces en los cuerpos celulares es el 

lipocromo, de color pardo y conteniendo lípidos. Este pig-­

mento se acumula con el transcurso de la edad y consta pro­

bablemente de residuos de material parcialmente digerido 

por los lisosomas. Es frecuente la presencia de gotitas li­

pídicas en los pericariones. 

Las prolongaciones son extensiones citolplasmáticas. -

semejantes a hilos. de dos tipos, dendritas y axones. Las -

dendritas reciben y conducen impulsos hacia- el cuerpo celu­

lar. Usualmente contienen todas las estructuras que se en­

cuentran en el cuerpo celular. Puedi haber una o muchas 

.. 
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dendritas, y varfan tanto en tamafio como en forma y exten-­

sión en sus ramificaciones. 

Los axones (cilindroejes) conducen impulsos fuera del 

cuerpo celular y por lo regular se denominan fibras nervio­

sas. Hay solamente un axón en cada neurona, pero por lo ge­

neral, originan varias ramificaciones llamadas colaterales. 

Los axones son de diámetro uniforme y contienen neurofibri-

11as y mitocondrias. pero no cuerpos o grumos de Nissl. En 

su punto de origen, a nivel del cuerpo celular hay un área 

elevada, el cono axónico, el cual también está desprovisto 

de cuerpos de Nissl. En sus extremos libres los axones se -

ramifican y terminan en los órgnos efectores, tales como el 

tejido muscular o glándulas, o hace contacto con las dendri 

tas y cuerpo celular de otra neurona para formar una sinap­

sis, un área de continuidad funcional entre dos o más neuro 

nas. 

Los axones pueden estar cubiertos con una o dos vainas: 

una interna, relativamente gruesa, la vaina mielínica o me­

dular; y una externa delgada, la vaina celular o reurilema. 

La vaina miel,níca no es una cubierta continua, sino que e~ 

tá extrangulada a intervalos, formando segmentes separados, 

entre los cuales hay inter~upcicnes. los nódulos de Ranvier. 

Los segmentos entre los nódulos se denominan internodulares. 

En base a éste, las fibras se clasifican come mielínitas --
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{medulares) o amielfnicas {no medu1ares). 

las fibras mielínicas se encuentran en el sistema ner­

vioso central, donde dan un color blanqueizco o amarillento 

a las áreas en las cuales están concentradas, de ahf lo de 

sustancia blanca. Las vainas mielfnicas de las neuronas cen 

trales son más continuas, teniendo sólo por lo común, nódu­

los donde se ramifican. Las vainas mielínicas con nódulos a 

intervalos regulares se encuentran en los nervios periféri­

cos. las fibras amielínicas se hallan en el sistema nervio­

so autónomo y en algunas áreas grises del sistema central. 

El neurilema {vaina de Schwann) se encuentra en las f! 

bras del sistema periférico y probablemente en aquéllas del 

sistema nervioso central. Está compuesto de una sola capa -

de células aplanadas, una célula por internódulo en fibras 

mielinicas y se continúa en los nódulos de Ranvier. En las 

fibras amielínicas el neurilema es difícil de distinguir de 

los axones sobre los cuales. descansa, excepto por la prese~ 

cia de sus núcleos. Una tinción especial para las fibras, -

·tal como una tinción de plata que las tiñe de negro, hará -

que las fibras contrasten con el neurilema. Este puede con­

tribuir a la regeneración de las fibras nerviosas lesiona-­

das, pero cuando es el ~uerpo neuronal el l~sionado sobre-­

viene la degeneración de toda la neurona, pues las células 

nerviosas no se reproducen. 
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Clasificación de las neuronas. A menudo las neuronas -

se clasifican como multipolares, bipolares y unipolares. 

las neuronas multipolares son aquéllas con muchas prolonga­

ciones celulares. Son las más comunes y son las neuronas 

efectoras o internunciales del sistema central. las neuro-­

nas bipolares con dos prolongaciones separadas sólo se en-­

cuentran en los ganglios del nervio vestibulococlear, en 

los receptores olfatorios y en una capa de la retina del 

ojo. Las neuronas unipolares, aquéllas que tienen una pro­

longaci~n. se encuentran en los ganglios sensitivos espina­

les y en ciertos nervios craneales sensoriales. Su única 

prolongación se divide en ramos cen~ral y periférico muy 

cerca del cuerpo celular a la manera de una T. 

Neuroglia. La neuroglia, un término tomado del griego 

que significa l.iga nerviosa, sirve como tejido de sostén al 

sistema nervioso central. Hay tres tipos de célula~: astro­

citos, oligodendrocitos y microglia (microgliocitos). A me­

nudo los dos prim~ros se denominan macroglia y son de ori-­

gen ectodérmico, los microgliocitos se derivan del mesoder-

mo. 

Los astrocitos son células relativamente grandes con -

muchas prolongaciones radiadas cuyas p~rciones terminales -

pueden tener expanciones que se fijan en la piamadre o en -

los vasos sanguíneos. Hay dos clases de astrocitos: fibro--
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sos que se encuentran principalmente en la sustancia blanca 

y que tienen fibras que corren a través del citoplasma de­

sus-cuerpos celulares; y protoplásmáticos, que se localizan 

principalmente en la sustancia gris. Los astrocitos contri­

buyen a los procesos de reparación del SNC y brindan sopor­

te al tejido nervioso. 

Los oligodendrocitos (oligodendroglia) son más peque-­

ños que los astrocitos y tienen menos prolongaciones. Se e~ 

cuentran en estrecha asociación con los pequeños vasos san­

guineos y con las grandes células nerviosas, y en la susta~ 

cia blanca se localizan entre los haces de fibras. Frecuen­

temente sus prolongaciones abrazan las fibras nerviosas. 

Los oligodendrocitos son las células satélites de las célu­

las nerviosas y pueden servir en la formación y preserva- -

ción de las vainas mielínicas de las fibras del SNC, asu- -

miendo así el papel del neurilema de los nervios periféri-­

cos. 

Los microgliocitos (microglia) se encuentran a lo lar­

go de toda la sustancia gris y blanca del sistema nervioso. 

Son células pequeñas cuyas dos 6 más prolongaciones están -

finamente ramificadas dando un aspecto plumoso. Son fagoci­

tos y sirven para eliminar los tejidos muertos y las susta~ 

cías extrañas. 
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las c~Julas gliares frecuentemente dan origen a tumo-­

res del SNC. Estos pueden ser ·malignos, de crecimiento rápj_ 

do, lento o benignos. los últimos a menudo son susceptibles 

de extirparse quirúrgicamente. 

Nervios. los nervios pueden definirse como haces de fj_ 

bras nerviosas que viajan juntos hacia afuera del SNC. Se 

mantienen unidos por medios de vainas de tejido conectivo -

bien organizado, las cuales les dan protección y resisten-­

cia, de otra manera serían estructuras muy débiles y por lo 

tanto, vulnerables. Debido a las vainas de tejido conectivo 

los delgados axones (fibras) pueden viajar grandes distan-· 

cias en el cuerpo para inervar músculos y otras estructuras. 

Una fina vaina de fibras reticulares de tejido conectivo 

laxo, que constituyen el endoneuro, cubre individualmente a 

las fibras nerviosas .. ~iuchas de estas· fibras nerviosas es-­

tán reunidas en fascículos (haces) debajo de una envoltura 

externa de tejido areolar laxo llamada perineuro. Varios h~ 

ces juntos constituyen un nervio, tienen una vaina externa 

llamada epineuro. los elementos del tejido conectivo de es­

tas diversas vainas se continúan unos con otros. En las vai 

nas se encuentran vasos sanguíneos y linfáticos en propor-­

ci6n al tamaño del nérvio. 

los nervios establecen comunicaci6n entre los centros 

nerviosos y los órganos de la sensibilidad y los efectores 
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(músculos, glándulas). Poseen fibras aferentes y eferentes, 

en relación al SNC. Las primeras llevan a los centros las -

informaciones procedentes del organismo y del medio ambien­

te. las fibras eferentes transmiten impulsos de los centros 

nerviosos a los órganos efectores, controlados por estos 

centros. 

Los nervios que sólo poseen fibras de sensibilidad -

(aferentes) se ll~man sensitivos y los que están formados -

sólo por fibras que transmiten mensaje de los centros a los 

efectores son los nervios motores. la mayoría de los ner- -

vios poseen fibras de los dos tipos, por lo tanto nervios 

r.ixtos. 

Sistema nervioso autónomo. Se llama sistema nervioso -

autónomo la parte del sistema nervioso relacionada -con el -

control de la musculatura lisa, con el ~itmo cardíaco y la 

secreción de algunas glándulas. Su función es la de regular 

ciertas actividades de] organismo, a fin de mantener la 

constancia del medio interno (homeostasis). 

El término autónomo puede causar la impresión de que -

esta parte d'el sistema nervioso funciona a modo completame_!! 

le independiente, lo que no es cierto. Las funciones del 

sistema nervioso autónomo sufren constantemente la influen­

cia de la actividad consciente del- SNC. 
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El concepto de sistema nervioso autónomo es primordial 

mente funcional. Anatómicamente está formado por aglomera-­

dos de células nerviosas localizadas en el sistema nervioso 

central, por fibras que salen del mismo a través de los ne~ 

vios cranea1es o espinales, y por los ganglios nerviosos s! 

tuados en el curso de estas fibras. 

El. sistema nervioso autónomo está formado por dos par­

tes, diferentes por su anatomía y por su función: él siste­

ma simpático·y el parasimpático. 

Sistema simpático. Sus núcleos formados por grupos de 

células nerviosas están localizados en las porciones torác! 

cas y lumbar de la médula espinal, y las fibras que dejan -

estas neuronas (fibras preganglionares) salen por las raí-­

ces anteriores de los nervios de estas regiones, por ello,­

el sistema simpático se llama también parte toracolumbar 

del sistema nervioso autónomo. Los ganglios del sistema sim 

pático forman la cadena vertebral y plexos situados cerca -

de las v~ceras. El mediador químico de las fibras posgan- -

glionares es la noradrenalina. 

Sistema parasimpático. Tiene sus núcl~os en el encéfa­

lo y en la porción sacra de la médula espinal. Las fibras­

de esas neuronas salen por cuatro nervios craneales y por -

los nervios sacros. El parasimpático se denomina también de 
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división craneosacra del sistema autónomo. La segunda neuro 

na -del sistema parasimpático se encuentra en ganglios meno­

res que los del simpático y siempre se localiza cerca de 

los órganos efectores. Con frecuencia estas neuronas están 

situadas en el interior de los órganos como ocurre en la p~ 

red del estómago e intestino. En estos casos las fibras pr~ 

ganglionares penetran en los órganos y ahf entran en sinap­

sis con la segunda neurona de la cadena. 

El mediador qutmico liberado por las terminaciones ne~_ 

viosas preganglionares y posganglionares del parasimpático, 

es la acetilcolina. Esta sustancia se destruye rápidamente 

por la acetilcolinesterasa, siendo ésta una de las razones 

por la cual los estfmulos parasimpáticos son de ~cción más 

discreta y más localizada que los del simpático. 

Sinapsis: Unión entre neuronas. los ramos terminales -

de las neuronas se ponen en contacto con los efectores o 

con otras neuronas. El área de continuidad funcional entre 

las neuronas es la sinapsis. Entre otras funciones, la si­

napsis determina la dirección del recorrido de los impulsos 

nerviosos en el sistema nervioso. 

Cada extremo de las ~Oltiples ramifica¿iones termina-­

les de un axón forma un bulbo terminal o botón terminal, 

que entra en contacto con las dendritas y el cuerpo celular 
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de la siguiente neurona o neuronas en la vfa nerviosa. Este 

contacto no es un punto de continuidad estructural entre 

las neuronas ni el impulso pasa en forma directa de una a -

otra neurona. Más -bien, la llegada de un impulso a un bulbo 

terminal causa algQn cambio o condición que sirve para est1 

mular a la siguiente neurona o en algunos casos, hacerla, -

dentro de ciertos niveles, susceptible a la estimulación 

proveniente de los bulbos terminales de otra neurona que se 

encuentra en la misma área sináptica. Se ha probado que la 

excitación o inhibición res~ltante es efectuada por la libe 

ración de agentes químicos, aunque no se excluyen otros me­

canismos. La acetilcolina y sustancias semejantes a la adre 

nalina se ha obtenido de las áreas sinápticas en el sistema 

autónomo, así como en fas uniones ~ntre ciertos nervios ef! 

rentes y sus efectores. Evidencias recientis indican que e! 

tas sustancias se están continuamente formando en las unio­

nes neuromusculares y que un impulso nervioso no inicia es­

ta secreción, pero sí cambia el porcentaje de la misma. To­

mando en cuenta que las dendritas no tienen esta capaidad -

de secretar sustancias en la sinapsis, mientras que los axQ 

nes sí, podemos entender ahora que las sinapsis sirven para 

establecer la dirección de la conducción en el sistema ner­

vioso intacto. 

Dependiendo del tipo de neurona, pueden encontrarse 

también terminales sinápticas en contacto con un cuerpo ce-
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lular; en la porción proximal de un axón antes de que la e~ 

pa de mielina empiece; así como asociaciones sinápticas en­

tre bulbos terminales de diferentes neuronas. Por su forma­

ción las sinapsis pueden ser: axodendrfticas, axosomáticas, 

y axoxónicas. Dependiendo del papel funcional de 1a célula 

nerviosa principal y de la naturaleza del mediador químico 

en la sinapsis, la influencia de un bulbo terminal en las 

subsecuentes neuronas puede ser de excitación o de inhibi-­

ción.las sinapsis axodendríticas son generalmente excitato­

rias, en tanto que, las sinapsis axosomáticas y las axox6ni 

cas tienden a ser inhibitorias. 

la estructura de la sinapsis se ha podido conocer me­

jor con el concurso del microscopio electrónico; en él se -

ha observado que hay una distontinuidad entre la termina- -

ción nerviosa presináptica y la neurona postsináptica, a la 

que se ha llamado grieta sináptica, que•ha de ser atravesa­

da por la senal nerviosa. la presencia de mitocondrias en • 

la parte terminal presináptica, indica u~ alto nivel de ac­

tividad metabólica habiendo además gran número de vesículas 

sinápticas, que contienen la sustancia transmisora, respon­

sable de la transmisión del impulso nervioso a través de la 

sinapsis. 

Ganglios nerviosos. Los acúmulos de neuronas localiza­

das fuera del sistema nervioso central reciben el nombre de 
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ganglios nerviosos. En ~u mayor parte los ganglios son 6rg! 

nos esféricos, protegidos por c~psulas conjuntivas y asoci! 

das a nervios. Algunos ganglios se reducen a pequeños gru-­

pos de células nerviosas situadas en el interior de ciertos 

6rganos, principalmente en la pared del tubo digestivo, - -

constituyendo los ganglioi intramulares. 

Hay dos tipos de ganglios nerviosos: Los ganglios cer! 

broespinales (sensitivos) unidos a las raíces posteriores 

de los nervios espinales y algunos nervios craneales. Y los 

ganglios del sistema nervioso autónomo, unidos a los ner-­

vios simpáticos y parasimpáticos. Todos los ganglios intra­

mulares forman parte del parasimpático. 

Sustancias blanca y gris. En el SNC se distingue la 

sustancia blanca y gris.· la primera está formada-por fibras 

mielínicas, oligodendrocitos, astrocitos fibrosos y células 

de microglia. En la sustancia gris hay cuerpos de neuronas, 

fibras amielínicas en gran cantidaa y algunas fibras mielí­

nicas, astrocitos protoplasmáticos, oligodendrocitos y cél~ 

las de microglia. El color característico de la sustancia­

blanca es consecuencia de su riqueza en fibras que contie­

nen mielina. 

la disposici6n de las dos sustancias varía según la 

parte del sistema nervioso consider¿da. En cortes transver-
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sales de la médula espinal, la sustancia blanca se localiza 

externamente y la gris internamente, adoptando forma de H. 

En el cerebelo se distinguen dos hemisferios unidos 

por una parte central, el vermis. En la superficie del cer~ 

belo se extienden depresiones perpendiculares al vermis, 

que divide al órgano en lóbulos. En cada lóbulo hay plie- -

gues formados por un parte superficial de la sustancia gris 

y un eje central de sustancia blanca. Además de constituir 

la corteza (capa ·superficial) cerebelosa, la sustancia gris 

también está presente formando núcleos en el interior de la 

sustancia blanca. 

La corteza del cerebelo tiene tres capas que de .dentro 

hacia afuera son las siguientes: capa granulosa, capa de 

las células de Purkinje y capa molecular. Las células de la 

capa granulosa son las neuronas más pequeñas del cuerpo hu­

mano (diámetro alrededor de 5 micrometros), con estructura 

atfpica. Cada célula granulosa (granos del cerebelo) conti! 

ne de tres a seis dendritas y, como las demás neuronas, un 

único axón. la capa de células de Purkinje está formada por 

una única hilera de estas células. que son muy grandes y p~ 

seen dendritas que se subdividen profusamente en un mismo • 

plano, formando una especie de abanico. ·la ~apa más externa 

de la corteza cerebelosa es la capa molecular que contiene 

pocas neuronas y muchas fibras nerviosas amielfnicas. 
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Meninges. El sistema nervioso central está contenido y 

protegido por la caja craneana y por el conducto vertebral, 

estando envuelto por membranas de tejido conjuntivo llama-­

das meninges. Las meninges están formadas por tres capas 

que desde fuera hacia dentro son: duramadre, aracnoides y -

piamadre. la primera se conoce también como paquimeninge. -

la aracnoides y la piamadre se encuentran unidas entre sí, 

siendo consideradas por muchos autores como una membrana ~ 

Gnica, la piaaracnoides o leptomeninge. 

Duramadre. Es la meninge más externa, constituida por 

tejido conjuntivo denso, continuo con el periostio de los -

huesos de la caja craneana. la duramadre, que envuelve la -

médula espinal, está separada del peiostio de las vértebras, 

formlndose entre las dos el espacio epidural. Este espacio 

contiene venas de pared muy delgada, tejido conjuntivo laxo 

y tejido adiposo. En toda su extensi6n, la duramadre estl -

separada de la aracnoides formándose entre las dos el espa­

cio subdural. la superficie interna de la duramadre y, en -

la duramadre del canal raquídeo, también la externa, están 

revestidas por un epitelio simple plano de origen mesenqui­

matoso. 

Aracnoides. Presenta dos partes, una en contacto con~ 

la duramadre y bajo la forma de membrana, otra constitufda 

por trabéculas que, partiendo de la aracnoides, une ésta 

( 
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con la piamadre. Las cavidades entre las trab~culas conjun­

tivas forman el espacio subaracnoideo, que contiene líquido 

cefaloraqufdeo y no tiene comunicación con el espacio subd~ 

ral. La aracnoides est~ formada por conjuntivo carente de­

vasos sangufneos y todas sus superficies est4n revestidas -

por el mismo tipo de epitelio simple plano, de origen mese~ 

quimatoso, ~ue cubre la duramadre. La aracnoides de la médu 

la espinal contiene un menor número de pilares de unión con 

la piamadre, de modo que ambas membranas se destacan mejor 

aquí que en el encéfalo. En ciertos sitios la aracnoides 

forma expansiones que perforan la duramadre y van a termi-­

nar en senos venosos contenidos en ella, se llaman velloci­

dades aracnoideas. Su función es transferir líquido cefalo­

rraquídeo a la sangre. 

Piamadre. Está muy vascularizada y es la membrana más 

próxima a) tejido nervioso, aunque no está en contacto di-­

recto con células o fibras nerviosas. Entre la piamadre y -

l~s elementos nerviosos se sitDan prolongaciones de células 

de la neuroglia que, formando una capa muy delgada, se unen 

firmemente a l.a cara interna de la piamadre. La piamadre s! 

gue todas las irregularidades de la superficie del sistema 

nervioso central y penetra en el tejido nervioso por cierta 

extensión, juntamente con vasos sanguf~eos.-Su superfi~ie­

externa está revestida por células aplanadas, que provienen 

del mesénquima. 

\• 
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Plexos toroides. Los plexos coroides 6, m§s exactamen­

te, las telas coroideas, son pliegues e invaginaciones de -

la piamadre muy vascularizadas que se proyectan al interior 

de los ventr1culos •. Forman el techo del III y IV ventrículos 

y parte de las paredes de los ventrículos laterales. Histo-

16gicamente, los plexos coroides est§n formados por conjun­

tivo laxo de la piamadre, revestido por un epitelio ~Dbico 

simple o cilíndrico derivado del tubo neural. Su principal 

función es secretar líquido cefalorraquídeo, el cual, a pe-­

sarde su pobreza en sólidos y su riqueza en agua, es prod~ 

cido por el trabajo activo de las células epiteliales que -

recubren los plexos coroides. 

Lfquido cefalorraquídeo. llena las cavidades de los 

ventrículos, el canal central de la médula, el espacio suba 

racnoideo y los espacios perivasculares. 



CAPITULO X 

TECN!CAS PARA TEJIDO NERVIOSO 

DEMOSTRACION DE LOS GRUMOS DE NISSL. 
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El estudio estructural del sistema nervioso puede ini~ 

ciarse a nivel de los orgánulos celulares que aparecen con 

bastante nitidez después de aplicar las técnicas de tinci6n 

de los grumos de Nissl. la mayor parte de los métodos forma 

dos por colorantes básicos son propicios para estos estu- -

dios. Para los cortes de ~aterial inclufdo en celcidina, se 

aconseja seguir la técnica de Gothard 1898. 

Método de Gothard (para cortes en celoidina). 

Reactivos: 

- Azul policromo de Unna (6) 

Diferenciador: 

- creosota d~ haya 

- esencia de Cayepot 

- xilol 

- alcohol absoluto 

MODO DE EMPLEO: 

50 ml 

40 ml 

50 ml 

160 ml 

1. Emplear cortes de material incluido en celoidina y 

fijarlos en alcohol de 95°. 
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2. Recoger los cortes en alcohol de 70° 

3. Teñir con el azul policromo durante 24 horas. 

4. Lavar rápidamente con alcohol de 80° 

5. Diferenciar al microscopio hasta que no haya elimi 

nación del colorante. 

6. Lavar con alcohol absoluto. 

7. Transparentar con esencia de Cayepot. 

8. Montar en bálsamo. 

Resultados. Los núcleos y los grumos de Nissl se tiñen 

de azul. 

PARA LA OBSERVACION DE LOS SOMAS CELULARES Y SUS PRO­

LONGACIONES. 

Tinción vital o posvital del sistema nervioso con el 

azul de metileno (aplicación "in teto" o en bloque). 

El azul de metileno disuelto en una solución isotónica 

de cloruro sódico se inyecta en el organismo y de una mane­

ra selectiva se fija en las células nerviosas y en sus pro­

longaciones en forma de leucoderivados, el cuaT, al poner­

los tejidos en contacto con el aire, se oxida y vuelve a a~ 

quirir su tonalidad. Los elementos nerviosos teñidos ·de es­

ta manera pueden observarse directamente o después de la 



99 

"fijación•, de la tinción y el montaje. 

El método original de Ehrlich presenta diversas varían 

tes que principalmente difieren en el mecanismo de introduE 

ción de la solución colorante en el organismo. 

Reactivos: 

~ Solución de azul de metileno (del 0.1% hasta satura~ 

ción) en una solución isotónica de cloruro sódico. 

~ Solución acuosa de molibdato amónico al iO%. 

MODO DE EMPLEO: En el método original de Ehrlich se 

"lava" el sistema vascular del animal inyect~ndole 1 íquido 

fisiológico calentado a la misma temperatura que el animal 

y seguidamente se introduce, por perfusión, la solución co­

lorante calentada suavemente. 

En la técnica de Meyer se inyecta varias veces la solu 

ción colorante subcutáneamente, hasta conseguir la muerte -

del animal. En ambos casos se extraen inmediatamente los 

centros nerviosos, y cuando han adquirido suficiente tonali 

dad azul, debido al contacto con el aire, se fijan unos 10 

minutos en molibdato amónico y después se l~van. 

La tinción puede hacerse por inmersión de órganos pe~ 
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queños o sección de órganos en la solución colorante; tam-­

bién puede hacerse aplicando soluciones concentradas de - -

azul de metileno en la superficie del órgano. 

Después de la tinción de los elementos _nerviosos y de 

su fijación en molibdato amónico, los tejidos se lavan ráp1 

damente, se deshidratan y montan in toto. 

Critica del método. Este método es más sencillo y ráp1 

do que las técnicas de impregnación argéntica; hay que te­

ner en cuenta que su aplicación a un material desconocido -

puede ir precedido de una serie de fracasos. 

Método con cromato argéntico. (Aplicación en bloque). 

Tiene la particularidad de teñir un número restringido de -

neuronas· por cada preparación. En principio se trata el te­

jido nervioso con una solución de bicromato potlsico intro­

ducido en el fijador y después se aplica una solución de nl 

trato de plata. En algunas neuronas se forma un precipitado 

de cromato de plata. 

Técnica de Golgi. 

Reactivos: 

- Mezcla ácido 6smico-bicromato: 

- Bicromato potásico al 3% 

- Tetróxido de osmio al l% 

20 vol. 

6 vol. 
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- Soluci6n acuosa de nitrato de plata al 0.50 6 0.75%. 

MODO DE EMPLEO: 

l. Fijar peque~os fragmentos de 6rganos por una mezcla 

de tetr6xido de osmio-bicromato durante 24 a 56 ho­

ras a una temperatura de 20° a 25°C (el tiempo debe 

determinarse experimentalmente). 

2. Pasar rápidamente por agua destilada. 

3. Tratar durante 24 horas a varios días, según los e~ 

sos. con nitrato de plata. 

4. Deshidratación rapida e incompleta con alcohol. 

5. Aplicar parafina fundida en una de las caras de la 

pieza. 

6. Sujetarla sobre el portabloques de un micrótomo. Ha 

cer cortes gruesos mojando constantemente, entre 

corte y_corte, la cuchilla y la superficie a cortar 

con alcohol de 95° hasta efeGtuar. las manipulacio-­

nes siguientes. 

7. Pasar los cortes por tres baños sucesivos de alco-­

h o 1 de 9 5o (en t o t a 1 un~ hora ) . T r a n s par en t a r e 1 m! 

terial mediante esencia de girasol, pasar por xile­

no y montar los cortes en resina dammar disuelta en 

xileno. Proceder como en el caso de montaje en b_ál­

samo oxidado; después de haber obtenido una capa 
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dura de resina, se recubrirá con una gota de bálsa­

mo de Canadá y con el cubreobjetos. 

Crftica del m~todo. Variantes. A pesar de esta aparen­

te sencillez, numerosos factores,· el principal de ellos es 

el tiempo de permanencia en el tratamiento inicial con mez­

cla cromo-ósmica, influyen en el resultado obtenido. El in­

conveniente m&s grave del método es la presencia del preci­

pitado en las regiones superficialei de las piezas. Cuando 

la aplicación de este método no ha dado el resultado busca­

do, pueden someterse los mismos bloques a los primeros tra­

tamientos (tratando con la mezcla tetróxido de osmio, bicrQ 

mato, lavado, tratamiento con nitrato de plata); puede ha· 

cerse también la doble impregnación tras varios días de pe~ 

manencia en nitrato de plata se. secan las piez~s con papel 

de filtro y se ponen de nuevo en una mezcla de teróxido de 

osmio-bicrornato recién preparada, pero con mayor proporción 

de bicromato (6%)~ Las manipulaciones siguiente~ son las 

mismas que en el método simple. 

Método con el bicloruro de mercurio (aplirado en blo-­

que). 

Técnica de Cox. 

Reactivos: 
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• Uquido de Cox 

- bicromato pot4sico al 5% 20 vol 

SoluciiSn l 

cloruro de mercurio al 5% 20 vol 

- agua destil~da 40 vol 

Solución 2 

- cromato potlsico al 51 16 vol 

Diluir la solución de cromato al 5% (solución 2) y mez 

clar las dos soluciones en el momento de usar. 

Para aumentar el contraste: Solución acuosa de carbona 

to sódico al 5%. 

MODO DE EMPLEO: 

l. Tratar los fragmentos de órganos con el lfquido de 

Cox durante 2 a 4 meses. 

·2. lavar con alcohol de .goo durante 30 minutos. 

3. Incluir y cortar como en el caso del método al ero­

mato de plata. 

4. Lavar los cortes con agua destilada. 

5. Tratar los cortes con la solución acuosa de carbon! 

to siSdico al 5% para conseguir mayor contraste. 

6. ·Lavar con agua destilada. 
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7. Deshidratar y montar los cortes como en el método -

al cromato de plata. 

Crftica del método. Este método tiene la ventaja de no 

provocar la formación de precipitados superfici~les, En ca~ 

~io presenta dos inconvenientes considerables: es un proce­

so de larga duración y sólo aplicable a mam1feros. 

PARA LA OBSERVACION DE LAS NEUROFIBRILLAS. 

Las neurofibrillas se ponen de manifiesto mediante la 

impre~nación argéntica. 

Método con la plata amoniacal de Bielschowsky {aplica­

ble a los cortes por congelación). Después de la fijación 

por el formol y someter al material a la acción de una sol~ 

ción de nitrato de plata, que actúa de mordiente, se consi­

gue la impregnación de las neurofibrillas por reducción de 

un complejo de plata amoniacal. Los pasos de este método 

pueden hacerse sobre los bloques o sobre los cortes obteni­

do~ por congelación. La técnica de Sros-Schultze, es aplic! 

ble exclusivamente a cortes hechos por congelación. 

Técnica de Gros-Schultze. 

Reactivos: 



- Mezcla de Golgi {para fijar rápidamente). 

- solución acuosa saturada. de 

ácido arsénico 

- formol neutro al 20% 

-alcohol de 96° 

vo 1 . 

vo 1. 

1 VC\ 1 • 

- Solución ar.uosa de nitrato de plata al 20% 
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- Complejo de plata. amoniacal (7), pero empleando una 

solución de nitrato de plata al 20% 

- Agua acética al 0.2% 

Solución para virar: 

- hiposulfito sódico 

- sulfocianuro amónico 

- agua destilada 

- solución acuosa de cloruro 

de oro al 1% 

3 g 

3 9 

100 ml 

1 a 10 ml 

Fijación: Procedimiento lento: fijar con formol neutro 

al 20% durante un período que puede oscilar de los 8 días a 

varios años. 

Procedimiento rápido: Fijar durante 1 hora con la mez­

cla de Golgi y pasar directamente~ formol ~eutro al 20%. -

en el que las piezas permanecerán de 2 a 3 días. 
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MODO DE EMPLEO: 

1. Cortar por congelación. 

~- Si el material ha sido fijado por el procedimiento 

lento, se dejará durante una hora en nitrato de pl~ 

t~, que actOa de mordiente; si se fij6 por el· proc! 

dimiento rápido, se dejará menos de una hora. 

3. Pasar por varios baños sucesivos de formol dilufdo 

hasta que no quede _ninguna aureola alrededor de los 

cortes. 

4. Impregnar los cortes con el complejo de plata amo~­

niacal al que se le habrá añadido antes de emplear 

·un 10% de amoniaco. La impregnación debe seguirse ~ 

con-el microscopio; si es demásiado rápida, se au-~ 

mentará la concentración de amoníaco del complejo -

argéntico; en caso contrario, habrá -que disminuir -

dicha concentración. 

5. Tratar los cortes con amoniaco diluido durante me~~ 

nos de un minuto. 

6. Pasar por agua acética. 

7. Virar con una solución de cloruro de oro. 

8. Pueden teñirse los núcleos con el hemalumbre de Ma­

sson (9). 

9. ~avar, montar en medio acuoso o bien deshidratar y 

montar en bálsamo. 
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Método al proteinato de plata. (Aplicable a cortes en 

parafina). Estos métodos permiten impregnar las neurofibri­

llas en cortes finos de parafina; con lo que es posible so­

meter los cortes seriados aiternativamente a impregnaciones 

argénticas y a otras tinciones. 

Técnica de Bodian. 

Reactivos: 

- Baño de impregnación: 

- protargol 

- cobre metálico 

- agua destilada 

g 

4 a 6 g 

lOO ml 

(Esta solución sólo puede usarse una vez) 

Reductor: 

- hidroquinona 

- sulfito sódico, anhidro 

- agua destilada 

Solución de viraje: 

- cloruro de oro 

- agua destilada 

··ácido acHico 

1 g 

5 9 

lOO.ml 

1 9 

lOO ml 

3. gotas 

Solución acuosa de ácido oxálico al 2% 

Solución acuosa de hiposulfito sódico al 5% 
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Fijación. Este método es aplicable después de haber fl 
jade el material por div-ersos métodos. Deben evitarse los -

lfquidos fijadores que contengan tetr6xido de osmio. Des- -

pu~s de la fijación con el Helly y la poscromizaci6n se tra 

tarán las piezas durante 24 horas por una solución acuosa -

de sulfito 4cido de sodio al 5~. 

La siguiente mezcla da excelentes resultados: 

- formol 

- ácido acético 

- alcohol de 80° 

MODO DE EMPLEO: 

5 ml 

5 ml 

90 ml 

l. Desparafinar, no colodionar, hidratar con agua des­

tilada. 

2. Dejar los portaobjetos durante 12 a 48 horas en un 

ba~o de impregnación a 37°C. 

3. lavar con agua destilada. 

4. Reducir con hidroquinona de 5 a 10 minutos, 

5. Lavar varias veces con agua destilada. 

6. Tratar los cortes con la solución de viraje hasta 

que se decoloren (algunos minutos}. 

7. Lavar con agua destilada. 
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8. Tratar con ácido oxálico hasta que los cortes vuel 

ven a adquirir coloración (algunos minutos). 

9. Lavar con agua destilada. 

10. Fijar durante 5 minutos con hipo~ulfito sódico. 

11. Lavar con agua destilada. 

12. (Posible tinción de contraste con el azán). 

13. Deshidratar. 

14. Montar. 

Crítica del método. La ventaja que representa poder ha 

cer la impregnación de co~tes seriados es contrarrestada 

por la inconstancia de los resultados que se obtienen con -

este método, que depende en ~ran parte de la calidad del 

protargol empleado. 

Método con nitrato de plata. (Aplicación en cortes). -

La impregnación de las neurofibril1as puede hacerse con ~1 

nitrato de plata; en este caso, a diferencia de lo que ocu­

rre con el método del proteinato de plata, los resultados -

no dependen de la calidad, dudosa a veces, del reactivo. La 

técnica de Holmes (1947) puede aplicarse en los cortes de -

parafina, celoidina u obtenidos por congelación e incluso,­

para bloques pequeños, puede hacerse in tato. 

Técnica de Holmes. 
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Reactivos: 

- Solución acuosa de nitrato de plata al 20% 

- Baño de impregnación a pH 8.4 (preparación antes de 

usar). 

- solución acuosa de ~cido bórico 

al 12.4 g/1 

- solución de borato sódico 

(lO H20) a 19 g/1 

- agua destilada hasta completar los 

- solución acuosa de nitrato de 

plata al 1% 

- solución acuosa de piridina al 10% 

(Agitar esta solución que sirve una sola vez). 

Reductor: 

- Hidroquinona 

- Sulfito sódico cristalizado 

- Agua des_tilada 

Baño de viraje: 

- Solución acuosa de cloruro de oro al 0,2% 

- Solución .acuosa de ~cido oxAlico al 2% 

- Solución acuosa de hiposulfito sódico al 5% 

55 ml 

45 ml 

494 ml 

ml 

5 ml 

1 9 

10 g 

100 ml 
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Fijación: Puede emplearse la mayor parte de los fijad~ 

res, salvo los que contengan tetr6xido de osmio 6 bicromato 

potásico. La presencia de sublimado en el tejido es favora­

ble. 

El formol sublimado es un excelente fijador: 

- Formol 10 ml 

- Solución acuosa saturada de sublimado 90 ml 

El Halmi resulta interes~nte para el estudio de las e~ 

rrelaciones entre el sistema nervioso y algunas glándulas -

endocrinas. 

MODO DE EMPLEO: 

l. Desparafinar, hidratar y, si se ha fijado a base de 

sublimado, habra que eliminar los posibles precipi­

tados. 

2. Tratar con nitrato de plata, en la oscuridad y a 

temperatura ambiente durante 12 horas. 

3. Lavar tres veces sucesivas con agua destilada. 

4. Someter el material al baño de impregnación a 37°C, 

de 12 a 36 horas. 

5. Secar los cortes. 

6. ·Tratar con ~1 reductor a 25eC durante 2 min. 



7. Lavar con agua corriente durante 3 minutos. 

a: Pasar por agua destilada. 
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9. Virar con el oro hasta que los cortes queden decolo 

rados (unos 3 min. aproximadamente). 

10. Lavado rápido con agua destilada. 

11. Tratar con ácido oxllico, de 2 a 10 mtnutos hasta -

que los axones queden tenidos de arul negro. 

12. Lavar con agua destilada. 

13. Pasar por el hiposulfito sódico durante S minutos. 

14. Lavar con agua corriente. 

15. Deshidratar. 

16. Montar. 

M~todo de doble impregnación (nitrato de plata protei­

nato de plata) aplicable en cortes (Fitzgerald, 1964}. El -

método debe aplicarse, por el proteinato de plata, y a con­

tinuación, el protargol. 

Reactivos: 

- Solución acuosa de nitrato de plata al 10% 

- Bano de impregnación de protargol., debe prepararse -

antes de cada uso: ~oluci6n acuosa al 2% de protar-­

gol S o de proteinato de plata. 



Reductor: 

• Hidroquinona 

- Sulfito sódico cristalizado 

- Agua destilada 

Baño de viraje: 

• Cloruro de oro 

- Agua destilada 

- Acido acético 

Alcohol anilado: 

• Alcohol de 50° 

- Anilina 

- Solución acuosa de ácido oxálico al 2% 

1 9 

10 g 

100 rnl 

0.5 g 

100 rnl 

gota 

100 rnl 

3 gotas 

Solución acuosa de hiposulfito sódico al 5% 
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Fijación. La elección del fijador debe hacerse según -

los elementos que interese impregnar. 

Para los nervios periféricos: 

• Solución saturada de §cido pfcrico 

en alcohol de 90° 

- Formol comercial 

70 vol. 

25 vol. 



- Acido acético 

Para el sistema nervioso central:. 

- Solución saturada de ~cido pfcrico 

en alcohol de 90° 

- Formol comercial 

- Acido tricloracético 

MODO DE EMPLEO: 
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5 vol. 

70 vol. 

2 5 YO 1 . 

5 g. 

l. Desparafinar, no colodionar, hi~ratar dura~te 20 a 

30 minutos con agua destilada. 

2. Impregnar con la solución de nitrato de plata a 

56°C. Durante 1, 1 a 2 horas para los nervios peri­

féricos. Y durante 4 horas para el sistema nervioso 

central, órganos de los sentidos o embriones. 

3. Lavar los cortes en 3 baños sucesivos de agua desti 

lada de 1,5 minutos cada uno. 

4. Doble impregnación mediante un baño en protargol a 

37°C durante 18 horas. 

· 5. Lavar con agua destilada de 5 a 10 segundos. 

6. Reducir durante 3 a 5 minutos. 

7. Lavar 10 minutos con agua corriente. 

8. Lavado rápido con agua destilada . 

.. 
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9. Tratar el material por el baño de viraje durante 10 

minutos. 

10. lavar dos a tres minutos. 

11. Aumentar la "tinci6n" durante 30 segundos en alcohol 

anilina (para los nervios periféricos) o en ácido -

oxálico durante 4 a 5 minutos lpara el sistema ner­

vioso central, órganos de los sentidos y embriones) 

12. lavar durante uno o dos minutos. 

13. Pasar por el hiposulfito. 

14. lavar. 

15. Deshidratar. 

16. Montar. 

Crftica del método. Esta iécnica ha sido empleada pri~ 

cipalmente en mam1feros, y proporciona resultados más cons­

tantes que con el método de Bodian; las imágenes que se ob­

ti~~en son comparables a las obtenidas en condiciones ópti­

mas con la técnica de Bodian. 

Método de Ramón y Cajal con nitrato de plata (aplica-­

ble en bloque). Este método y sus variantes deben aplicarse 

en bloques. El depósito de plata metálica ~nivel de las 

neurofibrillas se consigue con una impregnación con nitrato 

de plata seguida de una reducción llevada a cabo por un re­

velador fotográfico. 
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Método de la plata amoniacal. 

Reactivos: 

-Solución acuosa de nitrato de plata al .1,5% 

Reductor: 

- Hidroquinona o !cido pirogálico 

- Agua destilada 

- Formol 

Baño de viraje (facultativo): 

- Solución acuosa de cloruro de oro al 2% 

g 

100 ml 

1 O ml 

- Solución acuosa de hiposulfito sódico al 5% 
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Fijación: Fijar durante 24 horas en la mezcla siguien-

- Alcohol de 95° 

- Amoniaco 

50 ml 

4 ó 5 gotas en generpl; en el 

caso del· cerebro·Y terminacio­

nes nerviosas son sólo 2 ó 3 -

gotas. 

MODO DE EMPLEO PARA LA IMPREGNACION: 

l. Después de 24 horas de fijación, lavar rápidamente 

los· bloques. 
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2. Impregnar con nitrato de plata a 37°C, de 5 a 7 dfas 

3. Lavar rápidamente con agua destilada. 

4. Tratar con el reducto~ durante 24 horas. 

5. Lavar con agua destilada. 

6. Puede someterse el material a viraje durante 3 a 5 

minutos en cloruro de oro, lavar rápidamente con -

agua destilada y fijar durante l minuto con el hipQ 

sulfito sódico seguidamente lavar. 

7. Deshidratar. 

8. Montar. 

Critica del método. La tinción de las neurofibrillas -

es muy selectiva; pero a veces resulta incompleta, sobre tQ 

do cuando se trata del sistema nervioso periférico. 

DEMOSTRACION DE LAS VAINAS DE MIELINA. 

la localización de las vainas de rnielina en los verte­

brados y en determinados moluscos constituye un método de -

estudio estructural dei sistema nervioso, teniendo en cuen­

ta que, gracias a ciertas particularidades qufmicas, este -

método permite reconocer las fibras nerviosas en degenera-­

ción. 
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Método de Woelcke (1942}. 

Fijación: Fijar en formol, de 6 a 15 dfas. 

Reactivos: 

- Solución acuosa de alumbre férrico al 2,5% 

- Hematoxilina litinada de Weigert: 

- solución alcohólica madurada ~e 

hematoxilina (10) al 101 10 vol. 

- agua destilada 90 vol. 

- solución acuosa saturada de car-

bonato de 1 itio 7 vo 1 . 

(Preparar antes de usar). Agitar fuertemente la solución an 

tes de su empleo. 

- Solución acuosa saturada de carbonato de litio. 

- Aclarante de Rio-Hortega (5). 

MODO DE EMPLEO: 

l. Desparafinar, colodionar e hidratar los cortes en­

parafina, previamente pegados a los portaobjetos 

con albQmina, o bien emplear cortes en celoidina. 

2. Tratarlos d~rante 12 horas con alumbre f~rrico, que 

actúa de mordiente. 

3. Lavado rápido con agua destilada (2 baños). 
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4. Tratar los cortes con hematoxilina de Weigert, como 

mínimo durante 5 horas, agitando los portaobjetos -

cada hora. 

5. Observación d~ los cortes: si ha habido un exceso -

de tinción, se p~ede amortiguar tratando los cortes 

con el carbonato de litio, de 30 a 60 minutos; sin 

lavado previo,· trasladar los cortes a la hematoxil i 

na durante 30 minutos. 

6. Lavado rápido con agua destilada (2 baños), 

7. Lavado con alcohol de 80° hasta que deje de elimi-­

narse colorante. 

8. Pasar a alcohol de 95° y después rápidamente por al 

cohol absoluto. 

9. Aclarar con el liquido de Río-Hortega. 

10. Montar en bálsamo. 

Resultados. Las vainas de mielina quedan teñidas en -

azul-negro. 

Tinción selectiva de las vainas de mielina en degener! 

ci6n waleriana. Método de Marchi. Cuando las vainas de mie­

lina de nervios en degeneración se tratan c~n una solución 

de tetróxido de osmio más un oxidante, sufren un enegreci-­

miento que no se manifiesta en las vainas de los nervios sa 
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nos; en este principio se basa el método de Marchi, destina 

do a aplicar en bloque. 

Método de Marchi. 

Reactivos: 

- Lfquido de Müller (4) 

Solución acuosa de tetróxido de osmio a1 1% 

MODO DE EMPLEO: 

l. Fijar las piezas en el l,quido de MUller, de 3 a 5 

días. 

2. Lavar con agua corriente durante varias horas. 

3. Tratar durante s·a 14 d,a~ con la siguiente mezcla, 

preparada antes de usar: 

- solución de tetróxido de osmio 

- líquido de Müller 

4. Incluir en ~eloidina. 

1 vol . 

2 vo 1 . 

Crftica del método. Los resultados obtenidos con el mé 

todo de Marchi son de delicada interpretación, ya que no to· 

dos los elementos teñidos en negro presentan forzosamente -

los •corpOsculos granulosos", formaciones características­

de la degeneración; este método sólo es aplicable en el ca­

so de que el estado de degeneración sea bien definido. Si -
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se aplica en un estado demasiado avanzado, los resultados -

obtenidos son negativos y los cordones degenerados sólo 

pueden detectarse mediante las técnicas clásicas de tinción 

de la mielina; también hay que tener· en cuenta que antes de 

la aparición de los corpúsculos granulosos (tercera semana), 

el estudio de la degeneración mielínica requiere otras téc­

nicas e~peciales. 

Método de Donaggio. En la fase que ~recede a la apari­

ción de los corpúsculos granulosos •. las fibras mielínicas -

poseen metacromasia. Los posibles métodos a emplear para o~ 

servarlas difieren por la naturaleza del colorante empleado. 

A continuación se describirá el método que emplea el azul -

de toluidina. 

Método de Donaggio. 

Reactivos: 

- Líquido de Müller {4) 

- Solución acuosa de azul de toluidina al 0,5% 

- Solución acuosa de molibdato amónico al 4%, añadién-

dole antes de emplear. 4 gotas ~e ácido clorhfdrico 

por lOO ml de solución. 

- Solución de permanganato potásico al 1% en agua des­

tilada. 



- Líquido para blanquear, preparado antes de su 

empleo: 

- Acido oxálico 

- Sulfito potásico 

- Agua destilada 

MODO DE EMPLEO: 

9 

g 

200 ml 
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l. Emplear materiales fijados con el líquido de Müller 

o con bicromato potásico al 3%, como mínimo durante 

tres meses. 

2. Incluir en celoídina. Obtener cortes de 15 micras. 

3. Pasar los cortes en agua destilada. 

4. Teñir durante 1 hora con azul de toluidina. 

5. Pasar rápidamente por agua destilada. 

6. Tratar durante 1 minuto con molíbdato amónico. 

7. Lavar con agua destilada durante 2 minutos. 

8. Diferen~íar con permanganato potásico. 

9. Lavar con agua. 

10. Tratar con el líquido blanqueador. 

11. Observar los resultados de la diferenciación y, Si 

es conveniente, someter de nuevo el material al tra 

tamientc con permanganato. 
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12. Lavar con agua destilada. 

13. Deshidratar. 

14. Montar. 

Resultados. Las fibras en degeneración presentan una -

metacromasia púrpura. 

METODOS DE ESTUDIO DE LA NEUROGLIA. 

El tejido de relleno de los centros nerviosos o neuro­

glia, está íntimamente mezclado con las neuronas. Los méto 

dos histológicos clásicos permiten estudiar algunos de sus 

componentes {núcleos, etc.); pero para diferenciar las di-­

versas categorías de cél~las de neuroglia, es preciso ¿ono­

cer su morfolog,a celular, y para ello aplicar métodos de -

impregnación bastante específicos. 

Indicaremos algunos de los métodos existentes para po­

ner de manifiesto las cálulas de macroglia (astrocitos pro­

toplasmáticos, astrocitos fibrosos), las células gliares Pf 

rivasculares, distinguiéndolas de las células de mícroglia, 

o de oligodendroglia. · 

Métodos de Rfo-Hortega "(para cortes por congelacíón}.­

La impregnación de la neuroglia puede conseguirse empleando 

.. 
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el carbonato de plata amoniacal, previo al tratamiento de -

los cortes con bromuro amónico, que actúa de mordiente y 

que se introduce en el fijador. 

Entre las diferentes técnicas propuestas por Rfo-Hort~ 

ge, citaremos dos que están aplicadas: una de ellas, para -

·pcner de ~anifiesto los astrccitos, y la otra, para la de­

~cstreci6~ de los elementos de la glia perivascular y de la 

nEuroglia. Ambas t~cnicas difieren en el gr~do de dilución 

del baño de impregnación. 

Reactivos: 

Reductor: 

- Formol neutro (2) al 1:, 

Baño de viraje: 

- Solución acuosa al 0,2~ de cloruro de oro. 

- Solución acuosa de hiposulfito sódico al 5% 

- Solución acuosa de amoniaco al 1,7% 

- Solución de carbonato de plata amoniacal: 

Solución débil y solución concentrada preparadas de 

la siguiente manera: 
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solución solución concen-
déb i 1 trada 

solución acuosa de nitrato 

de plata al 10% 50 rnl 100 ml 

solución acuosa saturada de 

carbonato de 1 it i o 150 ml o 

r solución acuosa al s:;; de 

1 
carbonato sódico o 300 ml 

r 
recoger el precipitado fo r-

m a do y lavarlo 3 veces con 

agua destilada y redisolver 
1 -

lo añadiendo 1 a cantidad 

exactamente necesaria de 

amoniaco concentrado. 

finalmente añadir agua 

destilada 7 50 ml 100 ml 

a} Para poner de.manifiesto los astrocitos. 

Fijación. Fijar pequeños fragmentos del material en 

bromo-formol de Ramón y Cajal: 

- formol neutro (2) 

- bromuro amenice 

- agua destiiada 

15 ml 

2 9 

85 ml 
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la duración de la fijación es de 2 a 10 días para_ los 

astrocitos protoplasmáticos y de 3 semanas a varios meses. 

para los astrocitos fibrosos. 

Hay que efectuar inmediatamente la •hiperbromización". 

tratando los materiales con bromo-formol durante 10 minutos 

en caliente. 

Cortes: Cortar por congelación (espesor: 20 a 25 mi-­

cras). 

MODO DE EMPLEO: 

l. Pasar los cortes obtenidos por congelación a una so 

lución amoniacal; se dejarán en la misma de 5 a 10 

minutos. 

2. lavar los cortes con 3 ó r baños de agua destilada. 

3. Impregnar con tarbonato de plata (solución débil) -

previamertte calentado a 45°; dejarlos en este baño 

de impregnación hasta que adquieran una tonalidad -

pardo oscura (de 3 a 5 minutos aproximadamente). La 

selectividad de este método puede.incrementarse añ! 

diendo unas gotas de piridina en el- baño de carbona 

to de plata~ 

4. Lavar rápidamente con agua destilada. 
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5. Reducir con formol, sin agitar, durante unos dos mi 

nutos. 

6. Lavar rápidamente con agua destilada. 

7. Virar con el cloruro de oro; primero, en frioy 

pués a una temperatura de 40° a 50°C, hasta 

cortes. adquieran una tonalidad violácea. 

8. Pasar por el hi posul fi to 

9. Lavar con agua destilada. 

10. Deshidratar. 

11. Montar. 

durante un minuto. 

que 

des 

1 O S 

b) Para poner de manifiesto la glia perivascular y la 

rr.icroglia. 

Fijación. Fijar pequeños fragmentos del material en 

bromo1-formo1 de Ramón y Cajal, de 1 a 3 di as.· 

Efectuar la "hiperbromización" como en la técnica ante 

rior. 

Cortes: Obtención de cortes por congelación (20 a 25 -

micras). 

MODO DE EMPLEO: 
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l. Pasar los cortes por una solución amoniacal durante 

5 a 10 minutos. 

2. Pasar los cortes a la siguiente solución: 

- piridina 

- amoniaco 

- agua destilada 

1 vo 1. 

vol. 

VO 1 . 

dejar los cortes en esta solución de 1 a 24 hrs. 

3. Lavar muy rápidamente en dos baños de agua destila­

da (3 a 5 segundos), sin eliminar completamente la 

piridina. 

4. Impregnar con carbonato de plata (solución concen-­

trada) pasando los cortes por 2 ó 3 baños, de 2 a 5 

minutos. 

5. Lavar muy rápido en agua destilada (3 a 5 segundos) 

6. Seguí r el proceso como en el caso anterior, a par-­

tir de la reducción (etapa 5 del modo de empleo). 

Método de Ramón y Cajal con sublimado de oro, para los 

astrocitos protoplasmáticos. 

Fijación. Fijar pequeños fragmentos del material con -

bromo-formol, de 2 a 6 dfas aproximadamente. un mes como 

mh.imo. 
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Cortes: Obtención de cortes por congelación (20 a 25 -

micras). 

Reactivos: 

Baño de impregnación, a preparar antes de usar: 

Bicloruro de mercurio 

cristalizado. 

- Solución acuosa de cloruro 

de oro al 1% 

- Agua dest.i la da 

0.5 g 

1 O ml 

50 ml 

Disolver el bicloruro de mercurio en caliente y después 

añ~dir la solución del cloruro de oro. Es imprescindible 

que los reactivos sean de calidad excelente. 

Baño de fijación: 

-·solución acuosa de hiposulfito 

sódico al 10% 

- solución normal de bisulfito 

sódico 

MODO DE EMPLEO: 

20 ml 

5 gotas 

l. lavar los cortes con agua destilada. 
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2. Impregnar los cortes en la oscuridad hasta que ad-­

quieran una tonalidad uniforme púrpura. 

El éxito de la impregnaci6n depende a la vez del tiempo 

y la temperatura; Aparte de estos factores, la-impregnación 

óptima dependerá de la región del sistema nervioso y de la 

especie animal. la permanencia de los cortes en el baño de 

impregnación puede oscilar de las 4 a las 8 horas y la tem­

peratura puede ser de los 18° a los 25°C. Para material pr~ 

cedente de invertebrados, las temperaturas adecuadas pueden 

elevarse hasta alcanzar los 32°C. A partir de la cuarta ho­

ra de permanencia de los cortes en el baño de impregnación, 

ésta deberá vigilarse con el microscopio: Se sacarán perió­

dicamente los cortes y se pondrán provisionalmente en agua 

destilada para hacer la observación. 

3. Lavar cuidadosamente los cortes con agua destilada. 

4. Pasar por el baño de fijación, de 5 a 10 min. 

5. lavar con alcohol de 70°, pegar los cortes al port~ 

objetos y secarlos. 

6. Deshidratar. 

7. Tran~parentar los cortes con esencia de orégano. 

8. Montar. 
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Resultados. los astrocitos protoplasm!ticos quedan te­

ñidos de rojo púrpura; las neuronas, de rosa o violeta cla­

ro y las fibras nerviosas permanecen incoloras. 

Método dé Golgi-Río-Hortega, con cromato de plata, pa­

ra poner de manifiesto la oligodendroglia (en bloque). Este 

método es una variante del método de impregnación con el 

cromato de plata de Golgi: la única diferencia está en la -

o.ezcla fijadora. 

Fijaci6n. Fijar pequeños fragmentos del material duran 

te 2 a 3 días con la siguiente mezcla: 

- bicromato potásico 

- hidrato de cloral 

- formol al 10% 

3 9 

2 a S g 

SO ml 

Hay que renovar el fijador diariam~te. 

Reactivo: 

-Solución acuosa de nitrato de platá al l,S% 

~lODO DE ENPLEO: 

1. Después de la fijación, lavado rápido del material 

en agua destilad~. 

z. Impregriaci6n con la solución de nitrato de plata,­

de Z a 5 días. 
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3. Deshidratación rápida, cortar y montar, como ya se 

ha indicado a propósito del método original del ero 

mato de plata. 

Método de impregnación para células de Purkinje de Ca-

Reactivos: 

- ~itrato de plata piridinado. 

- nitrato de plata al 2% 

- piridina 

- Baño reductor 

- hidroquinona pura 

- formol 

- agua destilada 

MODO DE O~PLEO: 

l. Las piezas de ce re be 1 o, fijadas 

san en formol al 14%. por cuatro 

den servir piezas fijadas hasta 

15 ce 

6 a 8 gotas 

0.3 g 

30 ce 

70 ce 

normalmente, 

días o más. 

de un año. 

2. Ha e e·r cortes gruesos por congelación, entre 

40 micras. 

3. Recoger los cortes en agua formá1ica. 

4. Lavar dos veces en agua destilada. 

se p~ 

Pue-

30 y -
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5. Sumergir los cortes inmediatamente en una soluci6n 

de nitrato de plata piridinada, de 4 a 8 horas, a 

la temperatura ordinaria, o algunos minutos bajo -

el calor de la lámpara, hasta que tomen un color ta 

bajo oscuro. 

6. Colocar los cortes en alcohol de 96°, de dos a tris 

segundos. 

7. Trasladar los cortes al baño reductor y lavar abun­

dantemente. 

8. Deshidratar en alcohol de 96° 

9. Aclarar con creosota. 

10. Cubrir con bálsamo de Canadá 6 resina. 

Resultados. Las células de Purkinje se tiñen de café -

oscuro, y el fondo queda amarillento con otros elementos di 

fusas. 

Método de impregnación al cloruro de oro de Ruffini Pi 

ra terminaciones nerviosas. 

l. Sumergir fragmentos frescos de tejido en-una solu-­

ción al 20% de ácido fórmico, agitando con frecuen­

cia hasta que adquieran transparencia, aproximada-­

mente de 10 a 30 minutos; el tiempo depende del gr~ 
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sor del fragmento. Del acierto de la exacta perma-­

nencia en este baño depende el ~xito de la reacción. 

2. Secar los fragmentos, primero en papel filtro y lu~ 

go en un paño limpio. 

3. Colocar los fragmentos en cloruro de oro al 1% por 

20 ó 30 minutos, protegiéndolos de la acción de la 

luz directa. 

4. Secarlos en un paño limpio. 

5. Introducirlos en §cido fórmico al 20% en la oscuri­

dad por 24 horas. La cantidad de líquido debe ser -

la estrictamente precisa para cubrir deficientemen­

te las piezas. 

6. Secar las piezas en un paño limpio. 

7. Sumergirlos en glicerina, durante 8 días, expuestos 

a la luz difusa. 

8. Hacer la disociación del tejido en un portaobjetos. 

9. Cubrir con glicerina. 

Resultados. las terminaciones nerviosas se tiñen de ne 

Notas: 

a) Para trabajos en animales en época fetal, o verte--
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brados inferiores, se rebaja la concentración del ácido fOr 

mico al 10 ó 15%. 

b) En c~so de impregnación excesiva se decolora en so­

lución acuosa de ferrocianuro de potasio al 1%, diluido en 

glicerina, después lavar abundantemente en agua. 

e) Se puede contrateñir con carmín. 

d) Da magníficos resultados en terminaciones de pelo,­

mDsculo y periostio. 

Método de la plata hiperfuerte de Llombart para termi­

naciones nerviosas y corpúsculos sensitivos. 

Reactivo: 

- Carbonato de plata hiperfuerte: 

Mezclar nitrato de plata al lOX con carbonato de sodio 

a saturación hasta que dejé de formarse precipitado. Lavar 

repetidas veces el precipitado con abundante agua destilada 

hasta que el agua quede limpia (mínimo 3 veces). Disolver­

el precipitado añadiendo amoniaco gota a gota y evitando su 

exceso. Añadir agua destilada hasta que la solución quede­

aproximadamente al 10%. Hacer con una pequeña cantida~ de -

plata .(1 g), lo indicado en los dos pr~meros pasos, y el 

precipitado lavado se añadir& al carbonato anteriormente 

preparado, asegurando así la neutralización del amoniaco 
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que pueda haber ~n exceso. La utilización del carbonato de 

plata hiperfuerte exige filtrado previo. 

MODO DE EMPLEO: 

l. Fijar en formol al 10%, de 8 a 15 días. 

2. Hacer cortes por congelación. 

3. lavar 3 veces en agua destilada. 

4. Sumergir los cortes en agua destilada con piridina 

(60 a 70 ce de agua con 20 6 30 gotas de piridina), 

durante 15 minutos o más. 

5. lavar abundantemente en agua destilada, 3 ó 4 veces. 

6. Sumergir los cortes en nitrato de plata al 20% por 

24 horas, a temperatura ambiente. 

7. Pasar 1 os cortes de uno en uno por formol a 1 257;, -

dispuesto en varios pocillos, hasta que dejen de 

formarse nubes blancas de precipitado. la operación 

de cambiar los pocillos se realiza con rapidez, pa­

ra evitar el precipitado sobre los cortes; usar 

tres o cuatro pocillos, con 10 a 25 ce de formol -­

neutro en proporción de una parte de agua corriente 

por dos o tres de agua destilada (dependiendo de la 

sobrecarga cAlcica del agua ordinaria). 

8. Pasar los cortes a la plata hiperfuerte de la si-­

guiente manera: Una vez que los.cortes estan en for 
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mol transparente se pasan a la plata hiperfuerte re 

cién filtrada y dispuesta en dos pocillos, a los 

que se añadió amoniaco en la siguiente proporción: 

5 ce de plata hiperfuerte más tres gotas de amonia­

co en el pocillo 1; 5 ce de plata hiperfuerte más -

dos gotas de amoniaco en el pocillo 2. Con el obje­

to de evitar qu~ los cortes arrastren exceso de fa! 

mol se escurren brevemente en papel filtro. Se pa-­

san los cortes del pocillo 1 al 2 cuando comienzan 

a adquirir tono amaril.lo vivo, y permanecen en éste 

un tiempo variable, que oscila entre 2 minutos, y 2 

horas (con aconsejable control microscópico). 

9. Lavar 1 igeramente con agua destilada. 

10. Diferenciar en una solución débil de ácido acético 

en 2 pocillos, conteniendo ambos 10 ce de agua más 

20 ~otas de Bcido ac~tico. 

11. Lavar rápidamente en agua destilada. 

12. Sumergir los cortes en cloruro de oro al lx500 con 

una gota de ácido acético por cada ce de cloruro de oro. 

13. Fijar en hiposulfito de sodio al 3%, de 10 a 15 se­

gundos. 

14. Lavar abundantemente con agua destiJada. 

15. Deshidratar con alcohol de 96° 

16. Aclarar con creosota. 
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17. Cubrir con b~lsamo de Canad~ o resina. 

Resultados. los corpúsculos sensitivos y nervios se ti 

ñen de negro. 



A P E N D I C E 

REACTIVOS GENERAlES PARA lAS TECNICAS HISTOLOGICAS 

Y SU PREPARACION. 

(1) Lfquido de Bake~: 

- formol neutro (2) 

- solución acuosa de cloruro 

cálcico anhidro al 10% 

- agua destilada 

(2) Formol neutro: 

1 O ml 

80 ml 

139 

El Formol neutro" forma parte de numerosos lfqui-­

dos fijadores. 

La· solución de formaldehido es inestable y el ácido­

fómico que resulta de esta inestabilidad debe neutralizarse 

con unas gotas de una solución de sosa o carbonato sódico.­

La neutralización se comprueba con papel indicador de pH. 

La conservaci~n de la solución neutralizada es mejora­

da considerablemente en ~resencia de un exceso de carbonato 

cálcico. 

(3) L1quido de Gendre: 

- alcohol de 95° saturado de 

.. 
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lícido p~crico 80 rnl 

- Formol 15 rnl 

- ·Acido acético 5 rnl 

(4) U q u ido de Müller: 

- bicromato potásico 2,5 g 

- sulfato sódico g 

- agua destilada 100 ml 

Tiene que prepararse en el momento de usarla y no 

se conserva. 

(S) Aclarante de Río-Hortega: 

- toluol 80 ml 

- creosota de haya 10 ml 

- ácido férrico 10 ml 

(6) Az u 1 policromo: 

(fórmula de Roques y Jude} 

(se prepara en frío). 

Mezclar en un mortero: 

- alcohol metílico puro 100 ml 

- azul de metileno 0,4 9 

- eosina hidrosoluble 0,4 g 
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Dejar esta solución en reposo durante 24 horas y des-­

pués añadir 100 g de glicerina. 

Advertencia. Hay soluciones comerciales de excelente -

calidad. 

(7) Complejo de plat~ amoniacal. 

(Fórmula de Fontana) 

(preparación en frío): 

Se hace precipitar una solución acuosa de nitrato de -

plata al 5%, añadiéndole amoniaco; se va añadiendo más amo­

niaco hasta que el precipitado se redisuelva; entonces se­

añadirán unas gotas de nitrato de plata al 5% en solución­

acuosa hasta que haya un enturbiamiento persistente; la so­

lución no debe tener olor a amoniaco. Dejar reposar la solu 

ción antes de emplear. 

Advertencia lmportante. La preparación de este reacti·. 

vo requiere de ciertos cuidados; hay que agitar suavemente 

la solución y añadir gota a gota los diversos reactivos, de 

manera que no se sobrepase la cantidad óptima. 

En frfo y en la oscuridad puede conse~varse varios me-

ses. 



(8) Fucsina de Ziehl. 

(preparación en frfo): 

1. Preparación de la solución madre: 

Machacar en un mortero: 

- fucsina b~sica 

- ácido fénico 

- alcohol de 95° 

añadiendo progresivamente: 

- agua destilada 

9 

5 9 

lO ml 

90 ml 

Dejar sedimentar durante una hora y filtrar. 

Conservación ilimitada. 

Advertencia. Existen soluciones comerciales. 

2. Preparación de la solución diluída: 

- fucsina de Ziehl, 

solución madre 

- agua destilada 

No se conserva. 

(9) Hemalumbre (fórmula de Masson) 

(preparación en calientef: 

- hematefna 

- alumbre pot~sico 

- agua destilada 

30 ml 

70 ml 

0,2 g 

5 g 

100 ml 
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Hacer hervir, dejar enfriar. y filtrar; 

añadir: 

- 4cido acético 

Se conserva alrededor de un mes. 

(lO) Hematoxilina solución madre 

(preparación en frío): 

- hematoxilina 

- alcohol de 95° 

2 ml 

10 9 

lOO ml 
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Esta solución debe "madurar" (envejecer) durante -

unos tres meses; cuando la solución ha madurado demasiado,­

puede corregirse este exceso por adición de una solución 

m&s recientemente preparada. También es posible hacer madu­

rar artif{cialmente una solución añadiéndole exactamente 

0,2 g de yodato ~otásico por gramo de hematoxilina (proced1 

miento de Mayer). 

(11) Hematoxilina de· Regaud 

(preparación en frío}: 

- solución madura de 

hematoxilina (ln) 

- glicerina 

- agua destilada 

Conservación indefinida. 

10 ml 

10 ml 

80 ml 



(12) Magenta 

(preparación en frío): 

- solución saturada de magenta 

en alcohol de 95° 

- ap .d destilada 

Conservación ilimitada. 

20 ml 

80 ml 

(13) Picroindigocarmfn (líquido de Calleja) 

(preparación en frío): 

- Carmín de índigo 0,2 a 0,4 g 

- solución acuosa saturada 

de ácido pícrico ·1 00 m 1 

Dejar sedimentar y después filtrar. 

Se conserva unos 6 meses. 
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REACTIVOS GENERALES PARA LOS METODOS DE PLATA. 

Los reactivos que se utilizan en los m~todos argénti-­

cos son comunes a la mayoría de ellos. Se describe aquí la 

preparación de los reactivos más usados. 

Carbonato de plata amoniacal 

a) solución débil: 

- nitrato de plata al 10% 

- carbonato de sodio al 5% 

- amoníaco 

-agua destilada 

b) solución mediana: 

- nitrato de plata al 10% 

- carbonato de sodio al 5% 

- amoníaco 

- agua destilada 

e} solución fuerte: 

- ni trato de plata &1 10% 

- carbonato de sodio al S% 

- amoníaco 

5 ce 

15 ce 

5 a lO gotas 

aproximadamente 

55 ce 

5 ce 

15 ce 

5 a 10 gotas 

aproximadamente 

20 ce 

5 ce 

15 ce 

5 a 10 gotas 

aproximadamente 
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las soluciones de carbonato de sodio al 5% y nitrato -

· de plata al 10%, se preparan por separado. 

Es conveniente' que el carbonato de sodio sea una solu­

ci6n vieja (m~s de tres meses) y el nitrato de plata recíen 

te, 

Nitrato de plata al 10% 

- nitrato de plata 

- agua destilada 

Carbonato de sodio al 5% 

- carbonato de sodio 

anhidro o monohidratado 

- agua destilada 

1. 5 g 

10 ce 

1 '5 g 

30 ce 

Para usar, se mezclan las dos soluciones en un frasco 

ámbar, resultando un precipitado blancuzco que se disolverá 

a~adiendo amonfaco gota por gota, sin excederse, el reacti­

vo no debe oler a amonfaco, para asegurarse puede dejarse -

un poquito de precipitado y usar solamente la solución. Se 

agrega la cantidad de agua necesaria para preparar la solu­

ción débil, mediana o fuerte. 

Nota: Cuando no se indique otra cosa el carbonato que 

se emplea es el mediano. 

,l 



Nitrat~ de plata al 2% 

- nitrato de plata 

- agua destilada 

Hiposulfito de sodib al S% 

- hiposulfito de sodio 

- agua destilada 

1 9 

50 ce 

50 9 

1000 ce 

Cloruro de oro al lx500 (para métodos de rutina) 

- cloruro de oro amarillo 

- agua destilada 

g 

500 ce 
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Lavar con agua destilada la cápsula en donde viene el 

cloruro de óro, abrirla como ampolleta e introducirla com-­

pleta a una botella color ámbar que contenga 500 ce de agua 

destilada, agitar suavemente. Puede guardarse por mucho 

tiempo filtrándolo antes de usarlo. 

Cloruro de oro al 1% (para métodos especiales) 

- cloruro de oro amarillo 

- agua destilada. 

Se prepara como el anterior. 

Agua amoniacal 

g 

100 ce 



- agua bidestilada 

- amoníaco 

Oxido de plata amoniacal 

- nitrato de plata al 10% 

- hidróxido de sodio al 40% 

- agua destilada 

- amoníaco 

- agua destilada 

40 ce 

4 gotas 

30 ce 

15 gotas 

50 ce 

lo necesario 

para completar 

150 ce 
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Al mezclar el nitrato de plata con el hidróxido de so­

dio se formará un precipitado que se lava de 10 a 12 veces 

con agua destilada (aproximadamente 11). Se añaden 50 ce de 

agua destilada y se disuelve el precipitado con amoníaco, -

agitando con una varilla de cristal, sin excederse. Se com­

pleta con agua destilada un volumen de 150 ce. Se guarda la 

so~uci6n en un frasco ámbar en la oscuridad. 
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REGLAS GENERALES PARA LOS METODOS DE PLATA. 

los métodos de impregnaci6n argéntica son poco utiliza 

dos no .obstante su gran utilidad, sobre todo porque requie­

ren de una serie de precauciones que no todos conocen o que 

no se siguen estrictamente. 

A continuaci6n se dan las reglas indispensables para -

el manejo de los métodos argénticos. 

/ 

1. Emplear siempre agua destilada o bidestilada. 

2. El manejo ~e los cortes serl siempre con asas de vi 

drio. 

3. ·Tener los pocillos limpios y perfectamente secos an 

tes de usarlos. 

4. El nitrato y el carbonato de plata, así como el clQ 

ruro de oro, se colocan siempre en pocillos de Rio­

Hortega (10 ce). 

5. Para permanganato de sodio, ácido oxálico, hiposul­

fito de sodio y alcohol, emplear vasos de 40 6 50 -

ce. 

6. El agua destilada y el formol al 1 6 10% deben col~ 

carse en cajas dé Petri. 

7. Se deben comprobar ~obre fondo blanco y negro que -
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las soluciones de plata están li~res de precipita--

dos, antes de poner en ellas los, cortes. 

8. Nunca se d~ben pasar las asas de vidrio del ácido -

ox~lico, hiposulfito de sodio o pérmanganato de po­

tasio a las soluciones de oro y plata, se deben la~ 

var antes o de lo contrario se formará precipitado. 

9. El nitrato y el carbonato de plata se deben tapar -

siempre que se calienten o deban permanecer algún -

tiempo en los pocillos, para evitar la formación de 

precipitados. 

10. Cuando se tapa un pocillo que contenga soluciones -

de plata, se utiliza un vidrio de reloj, llenando-

el pocillo de manera que sólo quede una burbuja de 

aire entre el vidrio y el pocillo, para poder agi--

tar sin necesidad de destapar. 

11. Nunca se debe calentar demasiado, los pocil.los no -

deben quemar al tomarlos con los dedos, la lámpara 

no debe estar exactamente debajo del pocillo sino­

hacia un lado, para evitar el calor directo de la -

flama. 

12. Los pocillos deberán lavarse persona1rnente, para 

asegurarse que no se usaron durante el l~vado sus--

tancias corrosivas, en caso de hacer uso de ellas,-

tener especial cuidado en enjuagar muy bien. 
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Mezcla cr6mica. 

la mezcla crómica se utiliza para la limpieza del mat! 

rial de cristalerfa que está sumamente sucio o manchado. E~ 

to ocurre con frecuencia con ·el uso de los reactivos de pl! 

ta o colorantes. 

Mezcla crómica: 

- bicromato de potasio 

- agua destilada 

- ácido sulfúrico concentrado 

100 g 

1000 ce 

100 ce 

Se disuelve en caliente el bicromato en el agua desti­

lada cuando se ha enfriado se le agrega, gota a gota los 

100 ce de ácido sulfúrico. 

Cuando la cristalería está muy sucia se puede dejar 

a 3 d1as en la mezcla, después se lava con agua y se sumer­

je en sosa o potasa diluida, durante un dfa; se lava bien -

con agua caliente, después con alcohol de 96° y finalmente 

se deja secar. 

Método- Fijación sin poscromización: 

1. Fijar piezas de 3 mm de grosos como máximo, durante 

12 horas; si se ha fijado con lfquido de Reg~ud, pueden es­

tar 24 horas. 
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2. Lavar durante 24 horas las piezas en agua; este la­

vado puede efectuarse en tubos lavadores. las piezas se co­

locan en tubos de vidrio abiertos por los dos extremos: uno 

se cierra con un tapón de corcho y el otro con un tul suje­

to por un aro de caucho. Los tubos permanecerán en un cris­

talizador con agua corriente (circulante); el tapón de cor­

cho servirá de flotador. Si las mallas del tul son suficien 

te~ente grandes, la renovación de agua será correcta. 

Si se tiene la precaución de renovar frecuentemente el 

agua (cada cuarto de hora en 1~ primera hora, cada media ho 

ra durante las horas sucesivas) hasta que no quede, vesti-­

gios de bicromato, el lavado puede llevarse a cabo en un 

frasco. En los últimos lavados, el agua debe quedar total-­

mente incolora. 

Sea cual fuere el procedimiento seguido, lo importante 

es que el lavado sea minucioso. 

3. Lavar las piezas con agua destilada durante una ho­

ra, renovada varias veces. 
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Método- Fijación con poscromización: 

l. Fijar como en el caso anterior. 

2. Lavar rápidamente las piezas con agua destilada. 

3. Dejar las piezas en una solución acuosa de bicroma­

to potásico al 3~, a temperatura ambiente. Retirar 

por separado las piezas cada 24 horas, para tener -

una gama de tiempos de poscromización lo más compl! 

ta posible. 

4. Lavar las piezas como se ha indicado anteriormente: 

primero, con agua corriente; después, con agua des­

tilada. 

En ambos casos las piezas lavadas se conservan en for­

mol salado, o bien se deshidratan con alcohol, empezando 

por un bafio de alcohol d~ 70° . 
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e O N e l U S 1 O N E S 

las técnicas histológicas deben seguirse siempre de ma 

nera crftica~ buscando las condiciones m&s adecuadas para -

cada caso particular, hasta lograr un resultado exitoso, 

considerando que son una herramienta cientffica que nunca -

ha sido estática y que siempre ofrece las posibilidades de 

evolucionar. Sin embargo, hay que evitar hacer variaciones 

supirfluas, tomando en cuenta que el autor de cada t!cnica 

ha comprobado a fondo las operaciones esenciales de su méto 

do. 

Con frecuencia vemos fracasados nuestros intentos al -

realizar alguna técnica ristológica obtenida de un libro o· 

gufa de t§cnicas, aOn cuando nos apeguemos estri·ctamente a 

la metodología seguida por el autor; esto se debe en gran -

parte al desconocimiento de las condiciones y procedencia -

del material vivo, asf como de los reactivos en diferente 

presentación y con diversos grados de pureza y esto repre-. 

senta el primer obstáculo para la obtención de buenos resul 

tados, pues en general, ningún autor aclara la marca, y au.!!_ 

que lo hiciera, no están disponibles siempre, en todo tiem­

po y lugar idénticos productos. De manera que cualquier té_f 

nica que se intente por primera vez debe someterse a una Sf 

rie de pruebas de ensayo y error, hasta obtener resultados 



155 

satisfactorios, y no caer en el error de condenar al primer 

intento la técnica. 
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R E S U M E N 

El presente trabajo es una investigaci6n bibliográfica, 

en el cual la informaci6n obtenida fue procesada usando co­

mo base el Método Científico. 

Se verificaron las variables existentes en las Técni-­

cas Histológicas, haciendo una correlación de datos; de los 

resultados obtenidos, de las Técnicas Histológicas, se se­

leccionaron aquellas más relevantes, ordenándolas y clasifi 

cándolas de la manera más conveniente para su fácil .compre~ 

si ó n. 

Además se uncluyó información general sobre el Tejido 

Nervioso, con el objeto de que se pueda profundizar en las 

técnicas. 

Este manual permitirá a sus usuarios emprender con fa­

cilidad investigaciones de relativi dificultad. 
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