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INTRODUCCION

Este manual pone a su disposicién una serie de técni--
cas histolfgicas para tejido nervioso, ya que es frecuente,
que para localizar una tEcnica determinada sea necesario re
currir a una-éxténsa variedad de bibliograffa antes de loca
lizar dicha técnica.

! -

La técnica histolfgica es el conjunto de recursos prdc
ticos que utilizan los hist6logos para evidenciar las es--
tructuras de los elementos anatémicos de los organismos, -
Los recursos prdcticos empleados para demostrar las partes
més elementales de los organismos son en la gctua1idad casi
innumerables; cada estructura particular requiere el empleo
de varios métodos, de aquf que &stos sean muy numerosos.Por
lo que én este trabajo s§lo se mencionan los més conocidos

y més usados para el tejido nervioso.

La se]écci6n del material mé&s ¢til en las circunstan--
cias actuales de la ensefianza de la Biologfa, es el propfsi
to de este frabajo, Y se espera que sea de utilidad prdcti-
ca en los cursos de histologfa.

Es evidente que todas 1as'técnicas y métodos desarro--
1lados han hecho aportaciones importantes al conocimieﬁto -

microgrdfico, dependiendo su importancia biol6gica de la -




€poca y circunstancias en que aparecieron. A través del tiem
po las técnicas histol6gicas han tenido diferentes enfoques
y sufrido modificaciones de acuerdo a las necesidades y nue

vos descubrimientos.

Los métodos h{stolbgicos e histoquimicos clédsicos per-
miten distinguir la topograffa del sistema; la célula ner--
viosa como cualguier otro tipo de cé]u]a; debe estudiarse -~
por los métodos histoldégicos que nos permitan ver Ssus carag
teres estructurales. Es preciso ap1icér técnicas muy espe--~
ciales y especificas para la determinacifn de estructuras -
propias de las cé&lulas nerviosas, como son las neurofibri--
11as, los constituyentes de la vaina de mielina, el nicleo,
1os cuerpos de Nissl (reticulo endoplédsmico rugoso), mito~
condrias y otros. As{ también para apreciar la longitud y -
prolongaciones celulares de las neuronas, es necesario uti-

lizar métodos especiales adaptados a su peculiar morfologia.

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

dependerd de la regidn del sistema nervioso en estudio.
la Histologia es considerada por los investigadores co
mo una fuente preciosa de informaci6n que demuestra ademds

de 1a estructura, las funciones y sus variaciones.

Por otra parte, 1a Histologfa pasa a ser el complemen~




to indispensable de diversas disciplinas descriptivas o ex-
perimentales y, ademis, sus métodos se imponen cada vez que
un fen6meno biolégico debe ser relacionado 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 ensefianza
oral, ni los tratados de Histoqufmica, ni abarcar todas las
técnicas, pero sf cierto nimero de métodos seguros y signi-

“ficativos.

AS




0OBJETIVOS
- Tener la informacién necesaria y actuSIizada sobre -
las técnicas Histo]dgicas del tejido nervioso.

- Contar con el apoyo técnico necesario para la clase

de Histologfa.

- Apoyar cualquier investigacién que se realizard en

esta drea.




CAPITULO I
GENERALIDADES

1.1.- LA CELULA.

El cuerpo consiste en tres elementos;'a saber: célu--
las, sustancia intercelular y liquidos corporales. Los 19¥--
gquidos corporales incluyen sangre, linfa y 1fquido tisular
(intercelular). La sustancia intercelular es el materia1' -
que estd entre Jas células y les brinda sostén e incluye fi
bras formadas de la fndole de coldgena y elastina y mate- -

rial amorfo 6 sustancia fundamental.

La célula es la unidad estructural y funcional de vege
ta]es-y animales, es el fragmento de vida mids sencillo que
puede vivir con independencia. Los procesos de todo el orga
nismo son la suma de lTas funciones coordinadas de sus célu-
las constitutivas. Las c&lulas de distintas plantas y anima
les, y de diferentes 6rganos en una sola planta o animal, -
presentan gran variedad de tamafios, formas, colores y es- -
tructuras internas; pero todas tienen en comin ciertas ca--
racteristicas. Cada célula, rodeada por una membrans plasmd
tica, contiene un nﬁcleo'y un buen nimero de organelos sub- -
celulares -mitocondrias, retfculo endopl&smico granuloso, -~
retfculo endopldsmico 1iso, aparato de Golgi, lisosomas, cen-

triolos, cilios y flagelos. As{ como inclusicnes; &stas com




prenden productos metabblicoS y sustancias. ingeridas, mu-
chas de las cuales se presentan pasajeramente en el cito- -
plasma y, si bien suelen considerarse no vivientes, mucﬁas
de ellas probablemente sean indispensables para el metabo--

lismo celular normal.

Los cuerpos de vegetales y animales superiores estdn
organizados en formaciones de complejidad creciente; las cé
lulas se disponen en tejidos, los tejidos en'drganos y los

6rganos en sistemas.




1.2.- TEJIDOS.

Una de Tas principales tendencias en la -evolucifn de
los vegetales y animales ha sido la eépecializacion y divi-
sidn del trabajp entre las células componentes. Las que fo;
man el organismo del &rbol o del.hoﬁbre no son todas igua--
1es§ cada una se especializa en ciertas funciones. Esta es-
pecializacidn permité que las cé1u1a§ funcionen Ebn mis efi
cacia, pero significa también la dependencia'mﬁtua entre -
las ‘partes del organismo; la lesibn o destruccitn de una -
parte del cuerpo'phede significar muerte total del mismo. -
S{n embargo, las ventajas de la especia]fzaciﬂn son superig

res a sus desventajas.

Un tejido puede definirse como un grupo o capa de célu
las de la misma especializacifn que, en conjunto, se distin
guen por sus funciones especiales. El estudio dé la estruc-
tura y dispdsicién de los tejidos se 1lama Histologfa. Cada
variedad de tejido consta de c&lulas con tamafio, forma y -
disposicifn caracterfsticos. Los tejidos pueden estar forma
dos por otros elementos adem&s de las c&lulas vivas; por -~
ejemp]o, la sangre y el tejido conectivo contienen sustan--
cias inertes entre las cé&lulas. A pesar dg la complejidad -
de nuestro organismo, existen sﬁlo cuatro tiﬁos bésicos de
tejidos; epitelial, conjuntivo, muscular y nervioso. Estos

cuatro tipos de tejidos no existen aisladamente, sino que -




‘se asocian unos con otros en proporciones variables para -
formar los diferentes 6rganos y sistemas del organismo ani-.

mal.

TEJIDOS EPITELIALES:

E1 tejido epitelial estéd constituido por células gene-
ralmente poliédricas, yuxtapuestas, entre las cuaies hay es
casa sustancia intercelular. Una de las propiedades de los
tejidos epiteliales es la capacidad de cohesifn entre sus -
células, las cuales forman capas celulares continuaS 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. E1 epitelio que -
‘reviste casi todo el tubo digestivo y el drbol respiratorio
deriva del endodermo; las gldndulas del abarato digestivb,
como el pdncreas y el‘hfgado, también estdan formadas por -
epitelio de origen endodérmico. La mayoria de los epitelios.

restantes tienen origen mesodérmico,como en el rifion.

Los epitelios pueden tener una o varias de las siguien
tés funciones: proteccién, absorcién, secrecién y sensacidn.
Se dividen en seis subclases, de acuerdo con su forma y fun’

cibn.




- Epitelio plano.

- Epitelio plano o escamoso estratificado.
- Epitelio cuboide.

- Epitelio cilfndrico.

- Epitelio sensitivo. -

- Epitelio glandu]arf
TEJIDO CONJUNTIVO.

Los tejidos conjuntivos tienen un origen mesodérmico y
se desarrollan a partir del mesénquima, que es un tejido em
brionario caracterizado por poseer células con prolongacio-
nes, sumergidas en abundante sustancia intercelular amorfa,
poco viscosa. Las células mesenquimatosas boseen nicleos -~

"ovoides, con cromatina fina.

El tejido conjuntivo se caracteriza morfolfgicamente -
por presentar diversos tipos de células, separadas por abun
dante material intercelular sintetizado por ellas. La rique
za.en méteria] intercelular es una de sus caracterfsticas -
mis importantes. Este material estd representado por una -
parte con estructura microsc@pica definida, las fibras con-
Juntivas, ¥y po; otra parte no estructurada, la sustancia -~
fundamental amorfa.. Bafiando las c§1u1as. las fibras y la -
sustancia amorfe, ha; una pequefia cantidad de 1fquido, 1la-

mado plasma intersticial. Las fibras de tejido conjuntivo -




son de tres tipos: coldgenas, eldsticas y reticulares.

Los tejidos de este grupo desempefian las funciones de
sosté&n, relleno, defensa y nutriciﬁn.'LEs cdpsulas que re-
visten los 6rganos y la malla tridimensional interna que so
porta sus células estdn constitufdas por tejido conjuntivo.
Este forma también los tendones, ligamentos y el tejido --
areolar que 1lena los espacios entre 1os'6rganos.>Los teji-
dos 8seo y cartilaginoso, responsables prfncipa]es del sos-

tenimiento del cuerpo humano, son variedades del conjuntivo.

E1 tejido conjuntivo contribuye a la defensa del orga-
nismo por poseer células fagocitarias y células productoras
de anticuerpos. Las primeras engloban partfculas inertes y
microorganismos que penetran en el organismo; las segundas,
sintetizan proteinas especificas 1lamadas anticuerpos, capa
ces de combinarse con protefnas extrafas. Al combinarse con
las protefnas de ciertas bacterias y virus, o con las toxi-
nas bacterianas, los anticuerpos pueden destruir la activi-
dad de estos elementos, haciéndoios inocuos para el organis

mo.

E1 papel que desempefia el tejido conjuntivo en 1a nu--
trici6n deriva de su fntima asociacibn.con los vasos sanguf
neos. Tanto las sustancias nutritivas transportadas por 1la

sangre, como los productos de desecho del metabolismo que -
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conducidos a los &érganos de eliminacién, atraviesan el con-

juntivo que envuelve los capilares.
TEJIDO MUSCULAR.

E1 tejido muscular es el responsable de los movimien--
tos corporales. Esté constitufdo por células alargadas -las
fibras musculares-, caracterizadas por la presencia de gran

cantidad de filamentos eitoplasméticos especificos.

Las células musculares tienen origen mesodérmico y su
diferenciaci6n ocurre principalmente por un proceso de alar
gamiento- gradual, con sintesis simultdnea de protefnas fila

mentosas.

De acuerdo con sus caracteristicas morfolfgicas y fun~
cionales, se pueden diferenciar en los mamiferos tres tipos

de tejido muscular.

€1 misculo liso, formado por aglomerados de células fu
siformes que no poseen estrfas transversales. Sus contrac--
ciones son lentas y no estén sujetas a control voluntario.

E1 misculo estriado esquelético, formado por haces de
células cilfindricas muy largas y multinucleadas, que presen

tan estriaciones transversales. Tiene contraccifn rdpida vi




gorosa y sujeta a control voluntario.

E1 misculo estriado cardiaco, que también presenta es-
trfas transversales, estd8 formado por cé1ﬁ1as alargadas y -
ramificadas, que se unen longitudinalmente a las células ve
cinas, formando una red. Estas células presentan contrac---

cién involuntaria, vigorosa y ritmica.

Las células muscu1$res estédn tan diferenéiadas y tie-
nen caracterfsticas tan peculiares que sus componentes han
recibido nombres especiales. La membrana se 1lama sarcolema;
el citoplasma (con excepci6én de las miofibrillas), sarco---
p];sma; el reticulo endoplasmético, retfculo sarcoplasmiti-

co; y las mitocondrias, sarcosomas.
TEJIDO NERVIOSO.

E1 tejido nervioso estd compuesto de células 1lamadas
neuronas, eépecia1izadas_en conducir impulsos nerviosos =~ =
e1ectro§u7micos. Una neurona posee una parte dilatada, el -
cuerpo celular, dentro del cual encontramos el nicleo, y -
dos fibras nerviosas delgadas (a veces mis), parecidas a pe
.1os que se extienden a partir de ditho cuerpo celular. Las
fibras nerviosas est&n formadas. por citoplasma y cubiertas
por membrana p1asm5tic§,-varfan de'ancho desde unos cuantos

micrones hasta 30 6 40 micrones, y de longitud desde un mi-
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1fmetro o dos hasta m&s de un metro. Las hay, en el hombre,
que van desde la médula espinal hasta el extremo dél brazo
o la pierna, con mis de un metro de longitud. Las neuronas,
estdn unidas en cadenas, 10 que perﬁite el envio de impul--
sos sobre distancias considerables en el organismo. lLas fi-
bras nerviosas del sistema nervioso periféricq estdn rodea-
das de una vaina celular, el neurilema. En algunas fibras -
nerviosas estas cé&lulas secretan un envoltorio espiral de -
ﬁateria1 aislante grasoso, la mielina. Entre las células de
neurilema hay espacios, los nodos de Ranvier donde la fibra

no estd cubierta de mielina.

Se reconocen dos tipos de fibras nerviosas, 1os axones
y dendritas, seglin el sentido en el cuan conducen con norma
lidad el impulso nervioso: los axones 1o hacen alejé&ndose -
del cuerpo celular, y las dendritas hacia el cuerpo celular.
La unién entre el ax6n de una neurona y la dendrita de la -
siguiente se 1lama sinapsis. E1 ax6n y.1as dendritas en rea
lidad no se tocan en la sinapsis; hay un pequefio intervalo

entre ambos.
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CAPITULO 11T

APARATOS DE OBSERVACION

La Histologia es la parte de las ciencias biolfgicas -

ocupada en el estudio de los tejidos de los seres vivos.

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 practicos forman la técnica -~
hfsto]ﬁgica utilizada en el estudio de los elementos consti
tutivos de los tejidos: Aparatos, material de laboratorio -
que incluye cristaleria, accesorios y reactivos y los méto-

dos o técnicas histolfgicas.

Entre los miltiples aparatos que se utilizan actualmen
te para el estudio de la Histologfa, aquellos que se hacen
indispensables para la ensefianza y la inyestigaciﬁn son 1o0s

aparatos de observacifn y de corte.
2.1.- MICROSCOPID OPTICO.
E1 microscopio puede ser simple cuando consta de una -

sola lente biconvexa o planoconvexa, dispuesta de tal suer-

te que suministre una imagen virtual derecha y més grande -
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que el objeto, o puede ser compuesto cuando ests constitui~-
do por un sistema de lentgs separadas que combinan las dos
condiciones en que las lentes dan imagenes amplificadas, es
decir, una imagen real invertida y amplificada, mis una ima

gen derecha y méds grande en relacién a la primera.

Todo microscopio compuesto comprende una parte mecéni-~
€a y una parte 6ptica. Ambas se complementan y deben ser lo

més perfectos posibles para obtener el mejor rendimiento.

La parte mecédnica comprende el pie o estativo, el bra-

20 0 columna la platina y el tubo principal.

La parte 6ptica consta de espejo o prisma que fef]eja

tuz de Ya ldmpara, condensador, objetivos Y oculares.
2.2.- MICROSCOPIO DE POLARIZACION.

Para fines pr&cticos un microscopio de campo claro,
puede servir como microscopio de p§1arizac16n si se equipa
adecvadamente con dos filtros de material po]aroidg: Uno
que encaja en el anillo del condensador Y que quede cerca-
no a la fuente Tuminosa ¥ otro que se ajuste al ocular del
microscopio y que quede cercano al objetivo. Al interponer
estos fi1tros.en planos de po1arizaci§n perpendiculares en

tre sf, se obtiene un campo de luz polarizada que varfa -
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en presencia de algunos materiales que destacan por su bri-
1lantez y coloracién particular, los materiales que produ--

cen este efecto se dice que son Opticamente activos.
2.3.- MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA.

En un microscopio comin puede aplicarse la fluorescen-
cia mediante la inclusién adecuada de una fuente de ilumina
cién ultravioleta, un condensador con lente de cuarzo y en-
tre el objetivo y el ocular, los filtros necesarios para -
eliminar la luz ultravioleta que puede pasar al sistema. Lé
fluorescencia que poseen los cuerpos puede ser natural & in

ducida por.medio de fluorocromos.
2.4.- MICROSCOPIO DE CONTRASTE DE FASES.

fs el sistema 6ptico de mayor utilidad en el estudio -
del material vivo; para la histologfa representa la observa
ci6n de la estructura real de las células eliminando las al
teraciones que en cierta medida conllevan el material fija-
do y tefiido. Ademﬁs unifica 1a forma y la funcibn celular -
que es tan importante en la interpretacidn histol&gica.

Este microscopio se basa en 1a introduccién de una di-
ferencia de fase de % de 1ongitﬁd 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 1a& précti
ca Esto se logra mediante dos dispositivos anulares que se
colocan uno en el condensador y otro en el objetivo.y ﬁue -
producen el desfasamiento en i de longitud de onda. Se debe

utilizar luz monocromética, de preferencia verde.
2.5.- MICROSCOPIO DE INTERFERENCIA.

Este sistema trabaja produciendo una interferencia en-
tre dos caﬁpos, uno de.la fuen;e de 1uz y otro de la fuente
- de 1uz-més el objeto, haciéndose posible variar la diferen-
cia de fases entre los dos campos y aumentar asfi considera-
biemente el contraste. Puede obtenerse interferencia poli--
cromdtica si se adiciona un lémina de refraccién policrom§-

tica.
2.6.- MICROSCOPIO ELECTRONICO.

Este se basa en una fuente 'de electrones producida por
un cafién de tungsteno, y en el uso de dispositivos electros
téticos que desvian los electrones como 1o hacen las lentes
con rayos luminosos, y que permiten ampliar grandemente 1la
imagen de un objeto en pantalla fluorescente. Este microsco
pio no permite la observacibn de material vivo, sino conve-

nientemente fijado y reducido a finos cortes de 1/50 de mi-

crébmetro de espesor.
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CAPITULO 111

APARATOS DE CORTE (MICROTOMOS)

Para hacer el examen microscSpico de los tejidos, es -
necesario que éstos ofrezcan transparencia, lo cual s6lo -
puede lograrse mediante peliculas muy delgadas de tejido co
mo las que se obtienen en algunos cultivos de tejido diso--
ciando el tejido en sus elementos componentes; © reduciendo
a cortes sumamente delgados. Muy numerosos son en la actua-
lidéd 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 micrd
tomos de deslizamiento. Estos micrdtomos tienen variaciones
en précisién, automatismo, taméﬁo, etcétera y pueden ser -

muy especificos de acuerdo al material de inclusién.

3.1.- MICROTOMOS PARA CORTES POR PARAFINA.

Estos micr6tomos constan en general de una s8lida base o

y soportes verticales; uno de éstos corre sobre un carril y
Tleva la pieza conductora de la navaja que ppede fijarse me
diante tornillos en las mﬁs variadas posiciones; otro sopor
te sostiene las piezas qﬁe contiene la portaplatina y que -
tiene un mecanismo de ascenso y descenso esta pieia'esté -
unida a una manivela qué permite regular estos movimientos,

ta pinza portaplatina puede deslizarse horizontalmente y - -
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paralela a la navaja mediante un tornillo hicrométrico. Co-
mo 1a-§1atina asciende autom&ticamente al resbalar paralela
ala navajé. pueden hacerse cortes sucesivos del‘objeto sec
cionable regulando el ‘grosor con el tornillo micrométrico -

que se fija en el nimero de micras deseado.
3.2.- MICROTOMOS PARA CORTES POR CONGELACION.

Los modelos pér demés muy variados son sencillos y eco
némicos ademéds, aunque el micrStomo no sea especial para -
congelacibén puede hacérsele adaptaciones para que funcione
como tal, sobre todo a micr6tomos que sirven para cortar me

diante inclusidén en parafina y celoidina.

En términos generales el aparato consta de una base -
que puede sujetarse fdcilmente al borde de una mesa; sobre
esta base se encuentran las otras piezas que son: Una plati
na donde se coloca el bloque que se va a seccidnar{ relacio.
nada y por debajo de esta platina encontramos una c&mara pu
lucrizadora unida al tanque que contiene el gas, el cual es
independiente del micrftomo y mediante tubos y juego de Ma
ves ﬁace pasar el &cido carbénico instantéﬁeameﬁte hasta el
pulverizador; la otra pieza indispensable és la navaja QUe
mediante un soporte que le brinda~gifo en arco de cfrculo -~

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

E1 método de los cortes comprende el conjunto de opera
ciones que deBen realizarse para conseguir secciones dé]ga-
das y transparentes de un drgano o tejido. La importancia -
de este método es tan grénde, que a menudo hace superfluos
todos los dem&s. As{ por ejemplo, la estructura de los teji
dos nervioso, glandular, cartilaginoso, éseo,:epitEIia], et
cétera, puede estudiarse suficientemente en los cortes, con
tal de variar los procedimientos de fijado, inclusibn y co-
loracién en armonia con el detalle estructural que se desea

poner de relieve.

Es preciso distinguir dos casos en lo referente a 1las
maniobras necesarias para la obtencién de finas secciones:~
cuando los tejidos son blandos, y cuando son excesivamente

duros, casi pétreos.

Cortes en tejidos blandos: Para obtener de un tejido -
blando cortes suficientemente delgados, que consientan la -
.observacién al microscopio, es preciso darle una consisten-
cia apropiada. Los fijadores e indurantes aumentan la dure-
za de los tej%dos blandos; pero, salvo en muy contados ca--
s0s, no les dan la consistencia neceéaria. que s6lo se al--

canza por la congelacifn 8 la inclusién.
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Proceder de la congelacifn: La congelacifn se obtiene
por la evaporacifn del anhidro carbbnico 1fquido en el mi--
‘cr6tomo. La serie de operaciones necesarias para cortar de

esta manera, son las siguientes:

Fijacibn: 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 semisdélido, disgre-
‘gdndose los cortes al descongelarlos. Se hace de preferen--
cia en disolucién de formalina del 10 al 20 por 100, de 24
horas en adelante; pero también pjezas que hayan sido fija-
das en otros liquidos (alcohol, etc.), pueden ser cortadas
por congelacién, si se tienen en agua unas horas para que -

se laven e hidraten.

Lavado: Por pocos minutos, en agua para extraer el --

exceso de formol.

"E1 bloque destinado a las secciones {(que deberd tener
cuando mds medio centimetro de espesor) se coloca en la pla

taforma del micr6tomo de papel humedecido.

La congelacién se obtiene abriendo breves momentos, a
intervalos, la 1lave de salida del gas; pues como.'aunque -
répida no es instantdnea, hay que dar tiempo para que el . -

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

la porcién congelada.

Cortes: Cuando la congelaci6n ha 1legado a la parte sy
per%or, se comienza a cortar; si el bloque no estd suficien
temente duro, saldrén desgarrados’1os cortes, debiéndose -
congelar més; si tienden a arrugarse, la cbnge]aci6n es ~--
excesiva, y esperando a que se caliente algo o ayuddndcse -
con el calor de la meno, se llegard pronto al punto debido,

obteniéndose entonces rdpidamente buen nimero de cortes.

Los cortes son transladados con los dedos o con un pin
cel, sin comprimirlos, a una vasija con agua o formalina al
¢ donde se extienden y se conservan hasta su desting ulte

rior (observacién directa, coloracién, etc.).

La congelacifn va siendo cada vez mds empleada para la
obtencién de cortes histolfgicos, por su rapidez y economfa;
solamente en los tejidos demasiado duros § en tejidos que -
tengan grandes huecos o una estructura areolar, serd conve
niente la inclusidén que, por otra parte, consiente obtener
y manejar cortes mds finos.

Cortes en tejidos duro#: E1 hueso y el diente asf como
el cartilagc en vias de osifkcadiGn, pueden seccionarse, ya

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

La obtencifn de cortes del diente y hueso con su con--
sistencia natural, se logra utilizando un procedimiento ank
logo al usado por los petrdgrafos para la seccidén de las ro

cas.

Los pasos a seguir son: Obtencidn con 13 sierra pelo -
de relojero un corte grosero que comprenda, de ser posible,
todo el espesor de la di&fasis de un hueso largo (radio, ci

bito, fémur).

Sobre una piedra arenisca a rueda de vaciador se debas
ta el corte por ambas caras, hasta que presente un espesor

de menos de medio milimetro.

E1 corte se lleva a2 una piedra fina de afilar, como la
usada por un peluguerc, en la cual, y mojada con el alcohol

se pule y adelgazé hasta que resulte transparente.

Livese el corte en alcohol limpio y déjese secar sobre
papel secante. Del mismo modo, se hardn 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 adamantfna) 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 ob
tener una l&mina delgada, que acabard por afinarse y pulir-
se sobre una piédra fina de ﬁe]uquero. Para evitar el des--
gaste de los dedos durante las maniobras citadas, algunos -
operadores pegan previamente la pieza con bdlsamo del Cana-

d§ seco a un mango de madera.
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CAPITULO IV
MATERIAL DE LABORATORIO

{CRISTALERIA).

E1 material de cristalerfa mas comiin y su empleo en la
técnica histolfgica puede ser resumido en la siguiente lis-

ta:

- Vasos de precipitado graduados y no graduado;.
Se usan para colocar sustancias que no seam muy voldti

les, concentradas o corrosivas, por ejemplo agua, elcohol

diluido, etcétera. Los hay de muchas capacidades, los mds

empleados varfan entre 40 y 500 cc. Pueden usarse también

como recipientes para residuos, para calentar ligeramente

algunas sustancias. Existen pequefios vasos de 10 cc. espe--
ciales para reactivos argénticos mejor conocidos como poci~-

11os de Rio-Hortega.

- Métraées graduados y no gradyados.

Se usan sobre todp para la preparacién de reactivos, -
como co]oraﬁtes. alcoholes, etcétera, y en general para di-
luciones o mezclas; es frecuente que una vez preparado el -
reactivo se desocupen los matréces y 1a§ sustancias se pa-
sen a frascos tapados, donde se conservan. §e usan también

para calentar sustancias, incluso hasta abullicién tapando

o n6 la boca del matraz, segin el desprendimiento de vapores.
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- Probetas y Pipetas graduadas.
Se emplean en la elaboracifn de reactivos y soluciones
para medir con precisi6n los voliimenes de Tiquidos que se -

requieren.
- Cajas de Petri. Cajas y vasos de Koplin.

Se emplean sobre todo en la elaboracidén de las técni--
cas de tincibn, en ellas se depositan las diferentes sugtag
cias en el orden establecido por la técnica y alli se colo-
can los cortes libres en cuyo caso se usan cajas de Petri,-
o adheridos al portaocbjetos, utilizdndose entonces las ca-
jas o vasos de Koplin. Las cajas de Petri se utilizan en es
pecial para tefir cortes por congelacifén o inclusién, pero
uno por uno; las cajas y vasos de Koplin para tefir cortes
en serie, por inclusién o'frotis. Las cajas de Petri profun
das y no profundas; las primeras suelen usarse para el - -
xilol o Ta creosota, para facilitar el montaje de lTos cor--
tes en el portaobjetos y en general para bafios abundantes o
por largo tiempo; Tas segundas se utilizan en general para

bafos escasos o de poco tiempo.

- Frascos goteros.
Estos frascos son (tiles para guardar reactivos no co-
rrosivos que se emplean en pequenas cantidades y se adicio-

nan por coteo.
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- Frascos con tapbn esmerilado para reactivos.

Se utilizan Sobre todo para guardar reactivos, en espe
cial los muy corrosivos, pues frecuentemente los vapores -
destruyen los tapones que no son de vidrio, estos frascos -
pueden ser transparentes o de color &mbar; los primeros pa-
ra reactivés que no sufren cambios por la accién de la luz,
y los segundos cuando sucedé el caso contrario.

- Cristalizadores.

Son ideales para efectuar bafios sobre otros recipien--
tes que contengan sustancias a las que se desea elevar o ba
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 pequefias mezclas, enjuagues 0 =--
~tinciones de pocos cortes o péra cubrir recipientes, sobre
todo vasos de precipitado y pocillos de Rfo-Hortega. Los -~
hay de)varios tamafos para agaptarseva la boca del recipien

te.

- Frascos de boca ancha con tapln de rosca.
Se emplean con frecuencia, sobre todo en la ensefianza,

para realizar la fijaci6n de los 6rganos y para la prepara-

-
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cién de las piezas de platino que van a ser incluidas en pa
rafina; en estos frascos, los estudiantes hacen sus deshi--
drataciones, aclaramientos, transparentationes, etcétera. -
En los laboratorios de investigaci6n o técnicas de rutina -
son menos empleados, puesto que los pasos previos a la 1in-
clusibn suelen hacerse en un procesador automdtico de teji~

dos.

- Cubreobjetos y Portaobjetos.

Los cubreobjetos y los portaobjetos son ldminas delga-
das de cristal, libres de burbujas y asperezas, que sirven
para montar y cubrir los preparados destinados a la observa
cién microscbpica. E1 tamafio y delgadez de estas laminillas
varfa 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 més
usados, de 22 por 22 mm 6 22 por 40 mm, con un espesor en-
tre 7 y 30 centésim?s de milimetro. En el mercado, el espe-
sor se denomina con los nimeros 1, 2, 3, correspondiendo el
nimero 1 a los mds delgados, gque §on los que se recomiendan
para trabajos de investigacibn y para la aplicﬁcién de fuer
tes aumentos. Sobre el portaobjetos se montan los prepara--.
dos, frescos o fijados y tefiidos, cubriéndose o nd con un -
reactivo consérvador. Sobre ellos se realizan también los -
métodos de tincién en los cortes, que mediante un adherente

fueron montados previamente en ellos, igualmente si se tra-
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ta de frotis o extendidos. Los cubreobjetos son delgadisi--
mos cristales que estdn destinados a cubrir'1as preparacio-
nes ya montadas en el portaobjetos, y embebidas o0 nf en el
conservador; su funcifn principal radica en hacerlas p]anas
y manejables bajo el microscopio y protegerlas de cuerpos -

extrafnos.

- Embudos.

Son elementos indispensables en la preparacidn de ﬁu-
chos reactivos entre ellos los colorantes. E1 empleo de los
embudos estd& fntimamente ligado al uso de papel filtro o al
godén 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, impure

zas, etcétera.

- Otro material.

Aunque no se trata precisamente de material de crista-
lerfa mencionaremos algunos accesorios indispensables para
la elaboracifn de las técnicas histol6gicas. Estos son: gan
chos de vidrio, agitadores, pinceles, agujas de diseccién,-
pinzas, etcétera, necesarios para mangjar los cortes; y eti

quetas, charolas y cajas para manejar las preparaciones.
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CAPITULO V

REACTIVOS

se denominan reactivos 2 las sustancias que producen -
en los tejidos modificaciones f{sicas o quimicas, en virtud
de las cuales puede adquirirse informacibn acerca de 13 es-

tructura y relacién de sus elementos anatémicos.

Existen tejidos como el conectivo, nervioso, etcétera,
cuyos elementos carecen de color o‘bien tienen escaso cOn--
traste en sus fndices de refraccidn, lo que dificulta, bajo
el microscopio, la determinacifn de ciertas estructuras por

1a homogeneidad gue ofrecen al observador.

Este hecho, entre otros, ha propiciado gue l0s reacti-
vos sean ampliamente usados, debido a su poder revelador. -
Ademds 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 fijacién y pos-

teriores de coloracifn y conservacidn.

Son mGltiples los reactivos empleados, y una manera --
pr&ct1ca de clasificarlos es de acuerdo a 1as mod1f1cac1o--‘
nes _que provocan en los tejidos. Asf tenemos react1vos f1Ja
dores, aclaradores, opacantes, aisladores, ablandadores, -

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

Estos reactivos detieneﬁ o minimizan las alteraciones
post-mortem pdr precipitacidn o coagulacibn de las protef;-
nas celulares; al mismo tiempo endurecen jos tejidos prepa~
rindolos para su posterior manipulacién. Los fijadores més
usados son el alcohol, &cido crfmico, acético, picrico; 6s-
mico, cloruro de platino, bicloruro de mercurio y formol, -
este G1timo diluido al 10%, es el mds emp]eadd. Pueden vsar
se solos o mezclados en distintas proporciones utilizando -

asf? las ventajas de varios de ellos.

5.2.- REACTIVOS ACLARADORES.

Los reactivos aclaradores actlan borrando o moderando
los fndices de refraccifin de los elementos tisulares. Mien-
tras menos contraste mds claros aparecerdn los preparados y
mis f&cil serd la apreciacién de los elementos coloreados.-
Entre los mds usados tenemos esencias 6 aceite de ctlavo, de

cedro o de orégano, xilol y creosota.

5.3.- REACTIVOS OPACANTES.

Los reactivos opacantes actian de modo contrario a 195
reactivos aclarantes, oscureciendo el contorno de células y
robando transparencia a Ta preparacifn. Esteiefecto es Gtil
cuando se observan células sueltas, filamentos lkbres 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 actidan liberando los elementos celula-
res de los tejidos o, al menos, facilitando su disociacibn
mecédnica. Los mds usados son el &cido nitrico al 25%, pota-
sa al 40%, alcohol al 30%, &cido sulfirico diluido, &cido -

pfecrico a saturacidn.

5.5.- REACTIVOS ABLANDANTES.

Estos reactivos se usan para reblandecer los tejidos

1

excesivamente duros, como hueso y diente en virtud de que

disuelven las sales de calcio. Entre estos reactivos los -
mds usados son los &cidos nitrico, tricloraceticocrémico, -
clorhidrico y pfcrico, todos en soluciones mds o menos di--

lufdas a excepcidn del pficrico, que se emplea a saturacifn.

5.6.~ REACTIVOS INOFENSIVOS.

Los reactivos inofensivos, también 1lamados soluciones
o0 sueros fisiolb6gicos, son aquellos liquidos que aiteran po
co o nada la formé y vitalidad de los elementos celulares y
con este fin se utilizan durante el examen en vivo del hom-
bre y tejidos. Entre estos 1fquidos los més usados son soly
ciones salinas como el 1iquido de Riﬁger, de Locke, de Bizo

zero, etcétera, o simplemente cloruro de sodio 0.9 g. di---
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suelto en 100 cc. de agua destilada. Son tambié&n ventajosas
las soluciones naturales, como el humor acucso, y sobre to-

do el plasma sangufineo no coagulado.

5.7.- REACTIVOS COLORANTES.

Los reactivos colorantes son sustancias que permiten -
distinguir detalles estructuralmente invisibles, o poco apa
rentes al microscopio, por su capacidad de fijarse en cier-
tas partes de los tejidos con matices de variada intensidad.
Estas susiancias son de dos tipos generales: Colorantes na-
_turales, extraidos de productos animales o vegetales, como
el carmin, la hematoxilina, la orceina y la safranina. Y co
lorantes artificiales, conocidos como colorantes de anilina,
colorantes de carb6n o colorantes sintéticos. Aqui podemos
anotar también los reactivos impregnadores, que tienen la -
propiedad de tefiir seIectivamenie, pero a condicifén de su--
frir en presencia del tejido una descomposicién. Las sustan
cias que actian asi son el &cido 6smiéo, el nitrato de pla-
ta amoniacal, el cloruro de oro y el bicromato de potasio -
puesto en presencia de sa1es‘de p]ata o de mercurio.

5.8.~ REACTIVOS CONSERVADORES. o .

Los reactivos conservadores son aquellos que protegen
2 los tejidos de la putrefaccibn, conservan el color y evi-

tan cambios que pudieran sufrir las preparaciones histolégi




cas. Estos reactivos algunas veces elimina el agua dei pre-
parado, evitando todo crecimiento bacteriano, otras veces -
‘ sustituyen el agua por materias resinosas imputrecibles. En
tre estos conservaderes tenemos la glicerina, el b&lsamo -
del Canadi, resinas sintéticas, gelatina, licor de Apathy y

licor de Ferrant.
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CAPITULO VI

F1JACION

La fijacidén tiene como principales finalidades el evi-
tar la putrefaccién y la autolisis, ya que son las causas -
de las rdpidas modificaciones que experimentan las c&lulas,

al morir.

En la autolisis hay que evitar la accidn dé las enzi--
mas celulares, ya que cuando cesa la actividad viva de la -
célula, en vez de ayudar al proceso de sintesis protoplasmi
ca actdian de manera inversa. Hay gque evitar también el cre-
cimiento de bacterias que destruyen los tejidos, dando 1lu-

gar al fenémeno de putrefaccién.

Para evitar 6sto, es preciso someter“a los tejidos a -
‘la accién de sustancias que detengan o réduzcan al minimo -
estas alteraciones. Esto se consigue con reactivos que soli
difiquen, por coagulaci6n o precipitacién, las sustancias -
protéicas celulares; al mismo tiempo, esta accifn éndure;e
los tejidos déndoles una consistencia adecuada pars su tra-
tamiento‘posterior.‘

No existe un fijador universal. Todas %as combinacio~-.
nes tiénen sus ventajas y sus inconvenientes, por 1o que -

hay numerosos mEtodos de fijacién. Sin embargo es convenien
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te considerar de manera general algunos de los problemas -

que pueden presentarse.

Una pieza que haya sidc correctamente fijada puede en
determinados aspectos alterarse si las manipulaciones que -

siguen a la fijaci6n han sido efectuadas con poco cuidado.

La accibén del fijedor debe detenerse en el'momentO»prg
ciso, casi puede asegurarse que no hay ninguna mezcla fija-

dora que sea un liguido de conservacidén adecuado.

No debe olvidarse, que un defecto de fijacién no puede
ser subsanado; que es indtil pretender hacer un estudio his

tol6gico de un material mal fijado.
6.1.- CUALIDADES QUE DEBE POSEER UN FIJADOR.

Penetracién: debe penetrar 1o antes posible hasta el -
interior de la pieza. Cierto; fijado?es poco penetrantes coO
mo el alcohol fijan la porcifn mis superficia1, por lo que
las piezas deben ser pequefias; de 16 contrario su parte cen

. tral se descompondria antes que llegue el fijador.

Conservacifn: debe conservar la estructura de la pieza
_lo més semejante posible a los tejidos vivos. Hay algunos -

" fijadores, como el formol poco concentrado, que alteran 1la
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estructura de los tejidos vivos. Esto debe evitarse y ser -

tenido en cuenta cuando se elige 1a solucidn.

Endurecimiento: debe producirse répidamente para evi--
tar las deformaciones que trae consigo la descomposici6n -

quimica.

Mordiente: vale decir que debe favorecer una posterior

coloracién.

Insolubilizar los elementos que constituyen los teji--
dos: por ejemplo, si deseamos estudiar las grasas de un te-
Jjido u 6rgano, no podemos fijar jamds en alcohol, porque és

te solubiliza y elimina todos los lipidos.

Un buen fijador no debe arrugar ni encoger 1os'tejidos,
no los debe ennegrecer, ni dejarlos quebradizos o frigiles;

debe dejarlos aptos para ser teRidos selectivamente.
6.2.- DESVENTRAJAS DE LOS METODOS DE FIJACION.

Los métodos de fijacién, desde el punto de vista histo
quimico, tienen numerosas objeciones, siendo. 1as principa~-~

les:

Pérdida de sustancias solubles, por ejemplo, 1ipidos -
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en fijadores disolventes de grasas y protefnas, polisacéri-

dos y materiales inorgdnicos en fijadores acuosos.

Desplazamiento de algunos constituyentes celulares por
difusi6n dando artefactos de arrastre, por ejemplo agrega--
cifn de pequefias particulas, y artefactos de fijacibn, por

ejemplo, apelotamiento de &cidos nucléicos en el niicleo.

Desnaturalizacién de protefnas con alteracién de sus -

propiedades fisicas.

Rlteracidn quimica de los grupos reactivos de protef--

nas, y destruccidén de enzimas.
6.3.~ AGENTES QUIMICOS Y COMBINACIONES FIJADORAS.

Los tejidos son tratados por una solucib6n de un solo =~
-compuesto quimico o por una mgzcia de varios compuestos qui
micos, siendo este dGltimo caso el mids frecuente. Los ingre-
dientes que forman un fijador compuesto se escogen de mane-

ra que sus cualidades se complementen.

Agentes fijadores: La§ sustancias quimicas empleadas -
normaimente en la preparacibn de fijadores combinados son:-
Alcohol éti1ico, Formaldehfdo (indebidamente 1lamado formol)

Acido ac&tico, Acido pfcrico, Acido crémico, Bicromato potd
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sico, Cloruro de mercurio o sublimado, Tetr6xido de osmio -
{indebidamente conocido como &cido 6smico).

Entre estas sustancias, algunas precipitan las protei-

nas, y otras né.

Precipitan: Alcohol etflico, &cido picrico, dcido cré-

mico y sublimado.
No precipitan: Formol, bicromato potdsico y 4cido Gsmi
co. E1 dcido acético posee wna débil accién precipitante de

las nucleoproteinas.

Propiedades de los principales agentes fijadores (se--

gdin Baker, 1956).
Alcohol eti]icq {concentracifn Sptima del 70 al 100%).

Reductor, por 1o que es incompatible con el bicromato

potdsico y con el tetréxido de osmioc.

Precipita enérgicamente las protefnas, pero casi no in

solubiliza las nucleoprotefnas.

Desnaturaliza las protefnas, sin adicionar &tomos.
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Disuelve determinados 1ipidos complejos, precipita el

glucégeno sin fijarlo.

Provoca una fuerte contraccién y endurece.

Prepara mal la tincifn.

Formol {concentracién 6ptima del 4 al 10%).

Reductor, por lo gue tebricamente tiene las mismas in-
compatibilidades que e1 alcohol; asf tenemos que, con res--
pecto al bicromato, la reaccién es tan lenta que casi no se

ha iniciado cuando la fijacién ya ha terminado.

No precipita las proteinas, pero adiciona &tomos a sus

moléculas.

Fija los 1ipidos complejos, por lo que conserva bastan

te bien las mitocondrias y el aparato de Golgi.
No contrae las éestructuras, pero sf las endurece.
Acido acético {(concentracién 6ptima 0.3 al 5%).

No fija las protefnas citoplasméticas, pero precipita

las del nbcleo.
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Es buen fijador de los cromosomas.
Destruye el condrioma.

Provoca hinchamiento de los tejidos y no los endurece.

Acido pfcrico (soluci6n saturada):
Precipita las protefnas, formando picratos de protefina.
Contrae considerablemente los tejidos sin endurecerlos.

Despolimeriza los &cidos nucléicos.

Acido crémico (concentraci6n Optima del 0.5 al 2%).

‘Fuerte oxidante, por lo que es incompatible con el for

mol y el alcohol.
Precipita toda clase de protefnas.
Facilita las tinciones con colorantes bisicos.

Debe eliminarse totalmente, con abundante agua.

Bicromatoe potésico (concentracién 6ptima del 1 al 2%):
Oxidante, por lo que es incompatible con el alcohol.

Fija de una manera homogénea, sin precipitar las pro--

tefnas.
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Disuelve la cromatina.

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

para las mitocondrias.
Debe eliminarse totalmente con abundante lavado en - -
agua.
Cloruro de mercurio o sublimado (so]ucién‘séturada):
Prgcipita todas las proteinas sin combinarse con ellas.
Gran velocidad de penetracifn.
tEndurece mucho.
‘Debe ser eliminado con un compuesto yodado.

Excelente mordiente para la posterior tinci6n del mate

riatl.
Provoca determinados artefactos nucleares.
Tetr6xido de osmio {(concentracién 6ptima del 1 &l 2%):

Fuerte oxidante, incompatible con el alcohol y el for-

wmol.
Fija de menera homogénez, sin precipitar protefnas.

Fija las mitocondrias; fija y eénegrece el aparato de

Golgi.
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Fija en profundidad de una manera muy desigual. ..
Pfovoca velocidad de precipitacifn; 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 agéntes -
fijadores es capaz de reunir por si solo todas las cualida-
des que debe teﬁer un buen fijador. En l& actualidad es muy
comin vtilizar mezclas fijadoras combinadas de tal.manéra -
que completén la accién de un fijador con otro balanceando
las acciones nocivas, de esta forma los difereﬁtes elemen- -
tos de los tejidos y_cé1u1§s pueden ser conservados 1o me--

jor posible.

Las mezclas fijadoras lleQan hab%tua]mente el ﬁombre -
de la persona que Yas descubrié o las utilizé por primera -
vez. A ‘continuacifn mencionaremos algunas de estas mezclas,
separadas por grupos caracterizados por el elemento mis ac-
tivo. )
Mezclas fijadoras a base de cromo, en forma de &cido -

crémico o bicromato:

-
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Mezcla de Orth o Mu]]er/qumol. Buen fijador general,-

G6til para glicbgeno y grasa.
Mezcla de Zenker (1894). Buen fijador general.

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

tejido hematopoyétiéo y discos intercalares.

Mezcla de Regand (bicromato-formol-acético). Bueno pa-
ra mitocondrias y grédnulos citoplasmdticos.

Mezclas fijadoras a base de &cido fsmico:

Mezcla de Flemming (cromo-aceto-8smico). Bueno para fi

guras mitdfticas.

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

CcOos.

Mezcla de Altman. Buen fijador general.

tezclas a base de sublimados corrosives:

Sublimado alcoh6lico de Shaudin (1889). Bueno para pro

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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min y cotidiano, excelente para conservar glucSgeno.

Mezcla de Dubosc-Brasil. Buen fijador general.

Mezclas fijadoras a base de formol:

Formol~bromuro de Cajal. Excelente para tejido conecti

vo y neuroglia.

tezclas fijadoras a base de a]cohoT:

Fijador de Carnoy. Bueno para §cidos nucléicos,.glicé-

geno y grénulos de Nissl.

Alcohol-formol. Bueno bara tejido nervioso.
6.5.- MODO DE EMPLED DEL F1JADOR:

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 el -
momento de hacer la diseccifn, efectuando todas las manio--
bras 1o mds rdpidamente posible para evitar-las alteracioc--
neg post-mortem. También es esencial extraer los 6rganos -

-sin que sufran traumatismo, separdndolos cujdadosamente por

sus adherencias conectivas.
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Una vez extrafdos los Srganos se obtienen las piezas -
que van a ser fijadas, &stas se denominan fragmentos de pla
“tina y para hacerlos se toma en cuenta la forma y consisten

cia del Srgano.

Los 6rganos parenquimatosos como las gléndulas higado,
bazo, rindn, etcétera, se cortan en fragmentos cuyo volimen
aproximado sea de 1 cc, es conveniente hacer estos cortes -

en forma de pirdmide del centro hacia afuera del 6rgano.

Para asegurar la correcta fijacion y corte de las pie-
zas puedeqhacerse un segundo movimiento en el fijador, para
hacerlo se requiere élaborar cortes mds pequefios y definiti
vos al cabo de dos horas de fijacién, aprovechando el endu-
recimiento parcial que han sufrido los Organos; se obtienen
‘asf piezas muy regulares y convenientemente orientadas, Jlo
cual es dificil lograr en los 6rganos frescos gque son muy -
blandos, en seguida, se colocan los cortes en el nuevo fija
dor, favoreciendo asf la pronta penetracifn de éste. Por --
precaucidn debe agitarse los fragmentos mientras se estén -

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

Los 6rganos tubulares se cortan en secciones transver-
sales entre 0.5 y 2 centfmetros de largo aproximadamente. -
Puede seguirse el segundo movimiento descrito anteriormente.

Para trabajos més especificos, es necesario tomar en cuenta
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que 1a mayorfa de.Ios 6rganos tubuiares se contraen y es ne
cesario que se les fije en extencidn 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 inyecténdo por el otro el fijador sufi--~
ciente para distender moderadémente la cavidad, ligando Tue

go este otro extremo.

Para membranas y 6rganos delgados en general, se colo-
can las piezas en papel filtro de poro cerrado o cualquier
otra superficie plana a la que se adhieren, se pueden cu- -
brir con otro papel o algodén para evitar que floten; de es
ta manera conservan su estructura plana a través de la fija

cibén.

Para 6rganos esponjosos, como los pulmones se recomien
da endurecer por una o dos. horas en el fijador, secciones -
mas o menos voluminosas, aproximadamente de 2 cc. y poste--
riormente se cortan piezas rectangulares de menor vblumen y
se sumergen en nuevo fijador. Un algoddén colocado sobre el
fragmento evita que &ste flote. En general es aconsejable -
que los fragmentos de platina no excedan de un centimetro -
cibico, excepto para piezas muy delgadas cuyo tamafio puede
variar; con &sto se iogra‘una adecuada fijacidn en la mayo~

ria de los fijadores.
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Es-esencia1 que la composicién del fijador permanezca
1o més constante posib1e; a pesar de. las acciones osmfticas
y guimicas ejercidas por las piezas que se est&n fijando, -
es‘necesario por tanto emplear un volumen de fijador muy -
grande en relacidn a1 volumen de la pieza a fijar. La pro--
porcién suele ser de 50:1, pero puede disminuir de acuerdo
al fijador; para el formol al 10% es suficiente una propor-

ci6n de 10:1.

Para facilitar la penetracién del fijador es necesario
que la pieza se encuentre en suspensidn en el liquido, esto

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

Las piezas no deben sufrir ninguna lesidn mec&nica, 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.

E1 lavado deépués de la fijaci6n es una operacién de ~
gran importancia ya que es necesario eliminar 1o mis posi--
ble las sustancias fijadoras, para que no interfieran con -
105 reactivos empleados posteriormente. El disolvente em--
pleado para e]’lavado; ast como su tiempo de accifn depende
del fijador y la técnica que se vaya a seguir. Una vez lava
das las'piezas debe continuérse el procedimieﬁto inmediata-

mente.
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Fijacién por -congelacibn. Disolucibén (0 congelacibén- -

sustitucidn).

METODO:

1.

Congelar la pieza sometiéndola en alcohol a -80°C -
{temperatura que se obtiene saturando acetona con -

nieve carbfdnica).

Trasladar el material a alcohol absoluto de 95° még
teniendo a -30° 6 -40°C {emplear un congelador o -~
una mezcla frigorifica formada por CO2 disuelto en
acetona en un vaso-de Dewar). Para el estudio de en
zimas hay que tener en cuenta que el-agente de sus-
titucidén no sea un inhibidor de 1a enzima a estu- -

diar.

Después de la fusidn del hielo, al cabo de unas 24§
horas se somete lentamente al material a la tempera

tura ordinaria, en su liquido de sustitucidn.

Incluir en parafina, siguiendo las normas habitua--

les.

La extencidn de los cortes se efectuard teniendo en
cuenta las siguientes consideracioneé: si la susti-
tucién se ha efectuado por qlcohpl o por el lfgquido
de Gendre (3), ha podido producirsen1a desnaturali-
2acifn de las protefnas, por lo que puede efectuar-

se la extencidn en medic acuoso; pero si la sustity
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cidn se ha hecho con n-butanol, la desnaturaliza- -
cién no habrd tenido lugar y la extencién en un me-
dio acuoso provocaria la inmediata alteracibln de -
los orgdnulos celulares. Es necesario hacer la ex-~
tencibn de los cortes en alcohol etilico de 85°, -
que provdca 1a desnaturalizacién, o sea 1a insolubi

lizaci6n de las proteinas.
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CAPITULO VII

INCLUSION

Las piezas fijadas antes de proceder a contarlas deben
ser incluidas en un medio'p1ésfico, salvo algunas excepcio-
nes. Este medio de inclusién debe ser 1o mis quimicamente -
neutro posible; hay que tener siempre presente que la incly
sidn no se trata de un simple englobamiento, sino que hay -

una verdadera impregnacién del tejido a nivel celular.

EY principio de la técnica de la inclusi6n consiste en
someter las piezas a la accibn de diversos disolventes para
conseguir que una sustancia frecuentemente hidr6foba pene--
tre en el tejido que en principio estd hidratado, para man-
tener en su posicién original los elementos que lo integran
al efectuar los corteg. Por 1o gque la pieza debe someterse
a una serie de tratamientos sucesivos, cada uno de los cua~-
les estd destinado a preparar la penetracidn 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 impregnac%ﬁn debe sustituir totalmente -
el medio que le ha precedido. Si la inclusibn se hace en un
medio no hidrosoluble, por ejemplo, el material totalmente

deshidratado, para Yo cual se someterd a sucesivos bafios de
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a]cohol, de creciente concentracidn, hasta que desaparezca

el menor vestigio de agua. La graducacidn exacfa de los al-
coholes empleados es de poca importancia, salvo la de alco-
hol absoluto, asi como la permanencia del material en cada
uno de los bafios, ya gue dependg de numerosos factores, ta-
les como el tamafio de las piezas, su grado de hidratacidn -
inicial. Siendo los alcoholes débiles, se eliminardn mis -~
eaprisa si, al -efectuar los cambios de bafios, el recipiente

en que se trabaja es cuidadosamente secado o sustituido por

otro.

Las imprednaciones se efectlan en forma de bafios que -
se hacen en recipientes idénticos o parecidos a 1os‘emp1ea-
dos para la fijacidn, siendo de c6modo manejo. Para cada di
solvente se renueva generalmente el bafio dos veces, cambian
do la pieza del recipiente o sustituyendo el liquido usado
por otro nuevo en el mismo recipiente. Cuando la temperatu-
ra de fusién del medio de inclusifn io exige, los bafics se

hacen en la estufa.

Existen varios medios de inclusifn, siendo uno de 1os
mds corrientes la parafina; las inclusiones en celoidina 6

en gelatina se emplean menos.

7.1.- LIQUIDOS DE CONSERVACION.

Tras la fijacién puede ser necesario demorar la inclu-
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"~ sifn debido a varios motivos; entre otros, a que la orienta
cién de - la pieza s6lo puede determinarse mds tarde, hecho -
que ocurre frecuentemente en los invertebrados cuya anato--

mia es poco conocida.

En estos casos, las piezas se conservan-en medios 17--
quidos diversos que sé escogerin segln el tipo de tejido, vy
sobre todo segidn la fijaci6n que se ha realizado y del me-

dio de inclusidén que se empleard.

Existen numerosos liquidos que actiian de conservadores

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

Formol dilufdo. Los materiales fijados en mezclas de -
formol asi como en el Yiguido de Baker (1), por ejemplo: -
pueden conservarse en una solucidén al 10% de formol antes -

de ser cortados por congelacidn.

Butanol o alcohol butilico normal. Se trata del 1iqui-
do conservador mds usualmente empleado. Las piezas pueden -
mantenerse mucho tiempo en €1, y algunas inc]dso ganan una
consistencia que les serd favorable para cuando se corten.

* Se emplea también para completar la deshidratacién, siendo
utilizado por aigunos_como intermediario entre el alcohol -
etflico y la parafina, con 1o que se reduce el nimero de pa

sos a seguir en el proceso de la inclusién.
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Este 19quido puede emplearse sea cual fuere el fijador
utilizado, salvo, 16gicamente, las piezas formoladas, que ~

no pueden soportar ]a deshidratacifn alcohblica.

Modo de empleo:

a) tas piezas fijadas con una mezcla a base de bicroma
‘to o tetrfxido de osmio serdn sometidas, aespués de un lava
do, a tres béﬁos de 6 horas en alcohol de 70°, después a -
tres bafios de 6 horas en alcohol de 95°. Un bafio en alcohol
absoluto puede ser intercalado en el paso entre el alcohol
de 95° y el butanof. tos dltimos vestigios de alcohol etfli
co serdn eliminados con dos bafios en butanol y las piezas -

se conservardn en el tercer baho de butanol.

b} Las piezas fijadas por una mezcla a base de &cido -

picrico serén tratadas de la misma manera, inicidndose la

deshidratacidén con el alcohol de 85°.

c) lLas piezas fijadas con mezcla anhidra, como la de -
Carnoy, tras dos bafios en alcohol de 100°, que eliminard el
dcido acético y el cloroformo, se colocardn en butanol; con

servindose en el tercer bafio 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 conservacién. ActGa de intermediario entre el alcohol
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y la parafina y reblandece determinados tejidos que, tras -
la fijacién se habfan endurecido considerablemente y vuelto

quebradizos.

Generalmente se utiliza la esencia de cedro después de
la fijacién cromo-6smica y, sobre todo, despuéds de la im- -
sregnacifn con tetrfxido de osmio, siendo conveniente y -~ -

aconsejabie después de la mayor parte de fijaciones.

Aungque la esencié de cedro sea miscible con el alcohol
de 95°, es preferible deshidratar completamente las piezas
antes de conservarlas en dicha esencia. Signdo este produc-
to muy poco voldtil, los bafios de parafina gue se hacen en
el transcurso de la inclusién 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-
ci6n en butanol y guardarlas en el tercer bafio de esencia -

de cedro.

Mezclas con colodifn (o ;e1oidina); Este tratamiento -
frecuentemente se denomina inclusién mixta y no debe confun
dirse con la doble inclusién. Antes de la inclusibn en para

fina, se impregna en material de colodibn, impregnacién que
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subsiste durante la inclusién en parafina, contrariamente a
1o que ocurria en los casos precedentes. En este caso no se

trata simplemente de un medio intermediario.

Las piezas deben ser cuidadosamente deshidratadas an--

tes de sumergirlas en la solucién de colodién.

Estas soluciones contienen un 1% de celoidina en polvo o
de colodidn en solucidn comercial; en este ﬁ]timobcaso hay
gque tener en cuenta la di]uciéﬁ que presenta el material =~
proporcionado por el proveedor. E) disolvente puede ser ben
zonato o salicilato de metilo. Cuando debe hallarse la acti
vidad enzimdtica del material, el disolvente empleado es la
acetona. Antes de la inclusibn en parafina se eliminard del
material todo vestigio de disolvente, tratdndolo con bence-

no {1 hora aproximadamente).

La impregnacidn en celoidina puede efectuarse cualquie
ra que haya sido el método de fijaci6n. Es aconsejable en -
casos, en que el material sea muy frégil o anatbémicamente -
.heterogéneo y de una manera general, siempre que se prevea

una diffcil inclusién en parafina.

Modo de empleo:

a) Deshidratar cuidadosamente hasta alcohol absoluto -

inclusive.
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b) Introducir Yas piezas en una solucifn preparada de

la siguiente manera:

- Salicilato de metilo o benzotato

de metilo o0 acetona e~eec-ce--=- cemenenaa100 1

- Celoiding =vemmarare imcmcenccnns e 1 g.

Las piezas se conservan en el tercer bafic de esta mez-

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

En resumen, se pueden interrumpir las ﬁanipuIaciones -
entre la fijacidn y la inclusifn gracias a la existencia de
tiquidos de conservacidn que pueden mantener las piezas fi-
jadas, por perfodos que oscilan entre las 24 horas y varios

afnos.
7.2.- INCLUSION EN PARAFINA.

El método de la inclusién en parafina es el mds usual,
debido a que ofrece mayor nimero de ventajas précticas, asfi
como m&ds posibilidades para aplicar las técnicas ulterio--

res.

Las propiedades mds interesantes son, sin duda, el ser
quimicamente neutras, solubles en numerosos disolventes -y -~ -

féciles de corfar con cuchillas. E1 Qinico cardcter fisico
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que tiene que considerarse, es su punto de fusifn. Cuanto ~
més elevado sea el punto de fusibén de una parafina, mayor -

es su dureza.

Las parafinas de 56° - 58° convienen para la mayor par
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-
clusién. Cuanto mds resistente sea el material, mayor serd
la aureza de la parafina a emplear. No es aconsejable la im
pregnaﬁiﬁn del material con una parafina blanda antes de ha
cer la inclusifn definitiva con una parafina mds dura; efec
tivamente, la parafina blanda puede no eliminarse bien en -
el momento de la inclusién definitiva, provocando que el
bloque quede eterogéneo en tuanto a su dureza, inconvenien-
te muy lamentable en el momento de efectuar los cortes. Por
consiguiente, la impregnacidén y confeccidn del bleque se ha
ran siempre con parafina de calidad equivalente. Puede ha-
cerse una excepcidén a esta regla, en el caso de que se tra-
te de conservar compuestos termolibiles, como son las -

enzimas.

Al no ser la parafina miscible en agua,-las piezas fi-
jadas deberdn deshidratarse, siendo el alcohol etilico el -
deshidratante m&s usado; pero como la parafina tampoco es -
miscible con el alcohol etflico, hay que emplear tras la -

deshidratacién un 1iquido intermediaric. Este, en general
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es aclarante, con 1o gque se puede calcular el grado de pene
tracion del intermediario segln la transparencia adquirida

por la pieza.

E1 1fquido intermediario debe ser miscible con el alco
hol y con la parafina; numerosos compuestos ﬂresentan ambas
propiedades. Asf tenemos: benceno, toluol, xilol, esencia -

de cedro, cloroformo, &xido de propileno..

Tras pasar el material por el lfquido intermediario, -
se procede a una cuidadosa impregnacién del material por la
parafina l1iquida. Esta impregnacién se efectﬁa en caliente,
en una estufa cuya temperatura estéd regu]adé, seglin el pun-
to de fusi6n de la parafina escogida para hacer la inclu- -
si6n, & a una temperatura lige}amente superior {1° 6 2°). -
También en este caso es conveniente pasar por tres bafios su
cesivos de parafina para eliminar tota1menfe'los vestigios
del 1fquido intermediario. Cada bafc puede servir parz in--
clufr varias veces sucesivas, cierto nimero de‘piezas; o -
sea, que la parafina puede servir variss veces, a diferen--
cia de los alcoholes empleados en la deshidrataci6n y de -~
- Tos 1fquidos intermediarios, que sélo pueden utilizarse una

VEeZ.

La duraci6n Sptima de los bafios de parafina se eligiré

‘empfricamente para cada clase de material; osila desde algu
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nas horas, en el caso del péncreas de vertebrados, a tres -
dfas en el caso'que se incluya la cabeza de un insecto gran

de.

Hay que tener en cuenta que algunos materia]es'con el
calor se endurecen, mientras que otros, por el contrariop, -
 se hacen mds flexibles. La duracién de la inclusi6én en para
fina depende también del 1iquido intermediario utilizado -
que se habrd de eliminar: cuanto mds voldtil sea, mds corta
serd la inclusifn. Asibtenemos por ejemplo, que una inclu-- .
sién de un material detefminado 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-
ci6n deberd durar unas 12 horas. En general, es mds conve--
niente alargar los bafios que acortarlos, ya gue es imposi--

ble obtener buenos cortes de una inclusién defectuosa.

Cuandc el material debe someterse al estudio de enzi--
mas, la duracibn de la inclusi6n debe ser 1o mds breve posi

ble, asf como la temperatura de ifnclusién.

Siempre que se puede, resulta interesante efectuar un
paso durante el primer bafio, en una estufa de vacfo. Este -

procedimiento mejora la inclusién.

Cuando la inclusibn en caliente ha terminado, se con--
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fecciona el bloque y de esta manera las piezas pueden con--

servarse indefinidamente.
7.3.~ INCLUSION EN CELOIDINA.

La inclusién en celoidina es menos fueéte que la para~
fina. Es recomendable para materiales de grandes dimensio-~
nes 0 excepcionalmente duros {centros nervios&s de animales
graﬁdes 0 tejido fseo, por ejemplo); también es aconsejable
cuando se desean obtener cortes muy gruesos (mis de 15 mij-

cras).

El principio de esta inclusién consiste en impregnar -
piezas totalmente deshidratadas en soluciones cada vez mis
concentradas de colodifn. Por evaporacidn del disolvente de

.colodidn y su endurecimiento bon la accién de un curtiente,
se obtiene el blogue. Después aei curtimiento es preferible

"aclarar” el blogue y conservarlo en un medig 17quido.

Las manipuIacidnes que hay que efectuar para incluir -
en celoidina no son mucho mis numerosas que en el caso de -
la inclusibén en parafina, pero los tiempos son sensiblemen- .
te mids 1ar§o§. Tedas Yas operaciones se efectdan a la tempe -
ratura del laboratorio. Debe eliminarse cuidadosamente todo
vestigio de agua, tanto en los frascos como en los disolven

tes.
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7.4.- DOBLE INCLUSION, CELOIDINA-PARAFINA.

£s posible compaginar las ventajas de los dos medios -
de inclusidn en celoidina y parafina; el interés de 1a para

fina es principalmente para la obtencifn de cortes.

E1 sistema mds sencillo consiste en tratar el blogue -
de colodién como si fuese una pieza de material biol6gico -

corriente e incluirlo en parafina.

£1 procedimiento es recomendado para las piezas gue -

sean muy pequefias, muy duras o0 muy esponjosas.
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CAPITULO VIII

METODOS GENERALES DE TINCION

La coloracifn es la propiedad que poseen ciertos cuer-
pos de ejercer sobre la luz una absorcifn selectiva; dicho
de otra forma un cuerpo aparece co1oreado.porque'transmite
por transparencia o difusibn, las radiaciones comp1emqnta‘-

rias de aquellas que absorbe.

Un colorante es un cuerpo coloreado que puede comuni--

car su coloracidn a otros cuerpos.
8.1.- CLASIFICACION DE LOS COLORANTES.

Atendiendo 2@ su origen los colorantes se clasifican en

dos grupos: Los naturales y los artificiales.

E1 primer grupo tiene poca impértancia en la actuali--
dad porque la mayor parte de estos colorantes son prepara--
dos sintéticamente. El segundo grupo corresponde casi a 1la
tctalidad de los colorantes usados en la técnica microsc6pi

ca.

- Colorantes naturales: Sor extrafdos de productos anima
les o vegetales como el carmfn (Coccus cacti), la hematoxi-

1ina (Hematoxilon campechianum), 1a orceina (Rocella tinto-
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ria), el tornasol (Chrozophora tinctoria).

Colorantes artificiales: Son conocidos también como cQ

mo colorantes de anilina, de carb6n o sintéticos.

Ehrlich los ha dividido en dos grupos segln sus afini-
dades para el nicleo y e} citoplasma: Nucleares o bdsicos -
cuando el compuesto colcrante es una base y citopldsmicos o

dcidos cuando el compuesto colorante es un éacido.

Es muy raro que se empleen los &cidos o las bases 1i--
bres debido a su poca solubilidad. Los colorantes artificia
les que se emplean son casi siempre sales. Los colorantes -
bésicos son sales en las cuales la base es coloreada y el -
scido es incoloro por ejemplo, el azul de metileno, que es
una sal formada por la combinacidn de la tetrametiltionina
coloreada y el &cido clorhidrico incoloro. Los colorantes -
dcidos son sales en las cuales el &cido es coloreado y la -
base es incolora, por ejemple, 1a eosina que es una sal en
la cual el &cido eosfnico es coloreado en tanto que la pota

sa o sosa es incolora.

Enrlich distingue también a los colorantes neutros, en
los cuales la base y el &cido son coloreados, como el picra

to de azul de metileno.
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Michaels ha creado la categorfa de los colorantes indi
ferentes, para aquellos que no son ni dcidos ni b&sicos y -
no poseen agrupamiéntos capaces de formar sales, son por -

ejemplo el Sudan IIl y el rojo escarlata.
8.2.~ METODOS DE COLORACION.

No todes los colorantes pueden servir indistintamente
2 la técnica histolégica, por lo tanto, se han dividido los
métodos de coloracién en las siguientes categorfas de acuer

do a las relaciones entre el colorante y el tejido.
8.2.1,- COLORACIONES GENERALES Y ESPECIFICAS.

Las primeras se basan en el tefiido intenso de los . ni-
cleos, y débil del protoplasma, o en la fuerte coloracién -
de ambas partes con colcres distintos; esto aunado a las to
nalidades que dan las sustancias intercelulares permite te-
ner una fdeé clara de conjunto tanto para los tejides como
para los drganos. Las segundas se aplican para estudiar par
ticularidades histol8gicas, abrovechando la tincidn selecti
va y casi exclusiva de algunos colorantes sobre ciertas es-

tructuras.

8.2.2.- COLORACIONES DIRECTAS E INDIRECTAS.

Directas.Colorean directamente 1os tejidos una vez que
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se han puesto en contacto con elles.

Indirectas. Son las que necesitan de un mordiente gue

ponga a los tejidos en condiciones de tomar el colorante.
-8.243.- COLORACIONES PROGRESIVAS Y'REGRESJVAS.

Cuando e]‘tejido adquiere lenta y progresivamente el -
. grado de color necesario, sin exigir una operacifn poste- -
rior de destefiido, tiene lugar lo que se conoce‘como colora
cibn progrésiva; se usa sobre todo con los colorantes que -~
dan coloraciones muy sélidas o dificiles de diferenciar por
ejemplo, el azul de metileno, azul de algodén, carmin y he-
matoxilina. La coloracifn regresiva es aguella en la que el
objeto sobrecoloreado, por la excesiva concentracién del co
lorante, debe sufrir la acciébn &e un disolvente apropiado;-
el disolvente cumple en este caso, dos fines esenciales: -
eliminar el exceso de colorante y respetar el tefiido, ha- -
ciéndolo més evfdente en ciertas partes del prepararo, es -

decir, es un agente diferenciador.

Entre 1as.su§tancias diferenciadoras encontramos glca-
1is como sosa y potasa; alcoholes etflico y met?]ico; dci~-
dos como el sulfirico, clorhfidrico, nftrico, acético, pfcri
co, etcétera; oxidantes como el permangaﬁato potdsico; re~~

ductores como el &cido f6érmico y el formol; sales metélicas
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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--

cibén son los bdsicos como la hematoxilina.
8.2.4.- COLORACIONES SIMPLES Y COMBINADAS.

Las coloraciones simples son aquellas que se obtienen
con un solo colorante, &cido o bdsico. Seglin su naturaleza,
son: Monocromdticas o metacromdticas. En el primer caso to-
dos los elementos son tefiidos en el tono del bafio colorante,
en el segundo ciertos elementos tisulares viran el color a

un tono diferente.
8.3. IMPREGNACIONES METALICAS.

La impregnacién a base de sales metdlicas, principa]-;
mente de plata, ha sido indispensable para el estudio del -
sistema nervioso, y brinda preciosas imdgenes de este teji-
do, debido a la distinta inténsidad con que se deposita el
coloide me;élico.}@Tgunas sales metélicﬁs poseen la propie-
dad de precipitar selectivamente, sufriendo una descomposi-
cifn en presencia del tejido; el precipitado impregnador se
forma algunas veces por reduccifn, afectando el estade co-

loidal como en la impregnacifn met&iica durea, y otras se -
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forman por .doble descomposicién 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 solucidn amortiguada de plata se sumer--
gen los cortes de tejido, dos tipos de plata se depositan -
en ellos una fraccién de plata reducida por el tejido, pro-
bablemente come diminutas particuIas>meté1icas o "nicleos™”
y una fraccibn de plata reducible que es reducida por una -
sustancia que actia como desarrollador. Seglin Silver, dife-
rentes desarrolladores producen diferentes efectos en el -
proceso de impregnacién con una influencia controlada a cau

sa de un desarrollador particular.

La cantidad y distribucidn de los nicleos de plata y -
la plata reducible dependen de propiedades del tejido, el -
pH de la solucibn, la concentracitn de plata, el tiempo y -

la temperatura de incubacidn.

Los nicleos de plata juegan un papel dinimice como cen
tros cataliticos para la reduccién de pTata. Hay una comple
ja interrelacifn entre estos centros, 1a‘pIata reducible, -
el desarrollador y los tejidos; todos juegén un papel funda

mental en la impregnacién final de la seccifn.
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8.5.- CONSERVACION DE LAS PREPARACIONES.

Las preparaciones fijadas y tefiidas pueden sufrir deco
loraciones u otras alteraciones, si no son protegidas ade--
cuadamente. Para la conservacifn de 1as‘preparaciones se -
utilizan resinas sintéticas o b&1samo del Canad§. Se apli--
can generalmente disueltos en xilel, a modo de jérabe espe-
so. Antes de cubrir las preparaciones es preciso que los -

cortes estén perfectamente deshidratados y aclarados.

La deshidrataci6n se hace de preferencia, .en varios -
cambios de alcohol o acetona, y para la aclaraci6n se re- -
guiere de una esencia que pbede ser de clavo, cedro, berga-~
mota, orégano, creosota, xilol, etcétera; después de algu--
nos minutos de permanencia en esta esencia se escurren las
preparaciones y se recoge el exedente con papel filtro. No
es indiferente la eleccifn de la esencia, depende en gran -
parte del medio en el cual se hizo la inclusidn pero sobre
todo el método de tincibn, por ejemplo, para las coloracio-
nes con anilinas se utilizan esencias que no disuelven es--
tos colores, como bergamota y xilol. La creosota o la esen-
cia de clavo conviene usarlas con coloraciones s6lidas que
nb se desiiﬁan con facilidad, por ejemplo, colorantes natu-~

rales o impregnaciones argénticas.

Las preparaciones asi tratadas est&n 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 manera que toman contacto
uno con otro enseguida se adhieren y se deja que el conser-
vador se extienda por todo el cubreobjetos; hay que procu--
rar que el tamafio de la gota sea suficiente para 1lenar el
cubreobjetos, sin que falte ni se derrame; se deja secar a
la temperatura ambiente por espacio de varios dfas o en una

estufa a 37°C por 24 horas.

E1 medio de montaje debe reunir las siguientes condi--

ciones:

- Ser transparente, para satisfacer las condiciones de

observacidn.

-~ Asegurar la mejor conservacién posible de las prepa-

raciones.

- Asegurar la adherencia del cubreobjetos y del porta-
objetos, esta G1tima condicibn no la presentan los medios -

de montaje que no se soliuifican.
Si la observacibn es inmediata y la preparacién no de-

be conservarse, puede observarse el corte en unz gota de -

agua o de glicerina, recubierta por el cubreobjetos. Este. -
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procedimiento s§lo se emplea en casos muy especiales; en ge

neral, se prefieren los montajes mds o menos permanentes.
8.6.- TINCION MONOCROMICA.
HEMATOXILINA FERRICA:

Este es uno de los métodos mis antiguos y, aunque es -
monocrémico, da resultados muy representativos. A pesar de
su aparente simplicidad ofrece ciertas dificultades. Sus re
suftados dependen de la fijacidn y del modo de empleo. Esta
tincién puede ser considerada simultdneamente como método -

general y citoléfgico.

FIJACION. Puede emplearse la mayor parte de los fijado
res, la eleccidn de uno u otro depende de 1o que se intente

poner de manifiesto.

REACTIVOS. Hematoxilina de Regaud (I1)

Solucibn acuosa de alumbre férrico al:

- 5% para el mordiente;

- 0.5 al 3% para diferenciacién {hacer 1la dilucién en
el momento de emplear, a partid de la soluci6n del -

52).

MODO DE EMPLEO:

1. Desparafinar, no colodionar, hidratar.




72

2. Someter los cortes durante 24 horas a la solucidn

de alumbre férrico, que actlda de mordiente.
3. Tedir con hematoxilina durante 24 horas.
4. Pasar ripidamente por agua destilads.

5. Diferenciar con alumbre férrico en el microscopio.
Este proceso es tanto mds Yento cuanto mds diluida

sea la solucidén diferenciadora.

6. Lavar como minimo 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 fijaciﬁn -

empleada. Se ponen de-manifiesto en color negro:

a) Después de una fijacién alcoh6lica, los nicleos, -
Tos ergastoplasmas, algunos grénulos de secrecidn ;
‘acid6f11os. algunas fibras coldgenas, los cetroso--
mas, las rafces ciliares, las tonofibril]as.vlas -

bandas de cierre, los epitelios chapa y el vitelo.




73

b) Después de.la fijacién con bicromato y una poscromi
zacibén corta: todas las estructuras antes menciona-

das y ademds el condrioma.

[

c) Después de la fijacién con bicromato y una larga -~
poscromizacitn; solamente se pone de manifiesto el

condrioma.

8.7.~ TINCION POLICRONICA.SIN MORDIENTE NI DIFERENCIA-
CION.

‘Método policrémico de répida realizacién, a base de -
dos tiempos y en que el colorante de los &cidos nucléicos -
es una Yaca aluminica o férrica. La tinci6n de contraste se

efectla sin emplear mordiente ni diferenciar.

FIJACION. Pueden usarse todos los fijadores corientes,
evitando el empleo de los fijadores a base de tetréxido de
esmio, que dan malos resultados con las lacas empleadas.

HEMALUMBRE-PICROCARMIN DE INDIGO.

REACTIVOS. Hemalumbre de Masson -(9);

Picrocarmin de fndigo de Calleja (13).

MODO DE EMPLEQ:
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1. Desparafinar, (colodionar), hidratar.
2. Tediir con hemalumbre de 2 a 5 minutos.

3. Lavar con agua corriente hasta que vire adquiriendo

una tonalidad azul-negruzca (de 2 a2 5 minutos).

4. Temir durante 30 segundos, con picrocarmin de fndi-
go.

5. Deshidratar directamente con alcohol absocluto.

6. Montar.

ADVERTENCIA. El hemalumbre se emplea en este caso come
tincidn progresiva. E1 proceso es regresivo cuando los cor-
tes permanecen en el colorante 30 minutos y sigue una dife-
renciacfﬁn en alcohol clorhidrico (écido clorhidrico al - -
0.25% en alcohol absoluto). Este método no ofrece ninguna -

ventaja sobre el método progresivo.

RESULTADOS. Los ndcleos y los citop]asmas basérilos se
tinen de color pardo; los citoplasmas acidéfilos y cucleo--
los de amarillo o verde; de azul las fibras coldgenas; los
eritrocitos de amarillo. Algunas secreciones (principalmen-
te las giucoprotefinas) se tifien de pardo; otras de amarillo

o verde.

. 8.8.- TINCION POLICROMICA CON EMPLEO DE MORDIENTE O DI
FERENCIACION.




75

TRICROMICO DE RAMON Y'CAJAL.

Es uno de los pocos métodos tricrémice que puede hacer

se despu€s de cualquier tipo de fijacién.

FIJACION. Pueden emplearse todos los fijadores, pero -
el modo de empleo difiere segln la presencia o ausencia de

tetroxido de osmio en el Tiquido fijador.

REACTIVOS. Fucsina de Ziehl (8) diluida con agua desti
lada en una proporcidn de 1/5; esta dilucidn se hace en el

momento de usarla.

Picracarmin dé 7ndigo (13)

Solucibn acuosa de &cido acético al 0.2%

MODO DE EMPLED: Cuando los fijadores usados no contie-

nen tetrdxido de osmio.

1. Desparafinar, (colodionar), hidratar.
2. Tefiir con fucsina de Ziehl! durante 10 minutos.
3. Lavar con agua corriente.

4. Lavar con agua acética hasta que se elimine e} exce

so de fucsina.
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5. Tenir durante 10 minutos, en un frasco borrel, con

picrocarmin de indigo.
6. Lavado prolongado con agua acéticé (10 minutos).

7. Deshidratar con alcohol absoluto hasta que cese de

eliminarse el rojo.

g. Montar.

Cuando los fijadores contieneﬁ tetréxido de osmio es -
preferible tefiir en caliente (60°£§ con fucsina de Ziehl. -
Cuando la fijacién ha sido muy larga, es conveniente alar--
gar el tiempo de tincidén hasta 45 minutos. La duracién de -
la tincién con picrocarmin de indigo, por el contrario, se-

rd reducida a2 un minuto o 30 segundos. Los tiempos de las -

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

ADVERTENCIA. Es indispensable que el picrocarmin de n

digo sea de buena calidad.

RESULTADOS. Los nicleos y los citoplasmas basGfilos se
tifien de rojo; los citoplasmas acid6filos quedan en verde o
gris, en azul las fibras de colégena; los grénulos de secre
cifn quedan tefiidos de verde, azul o rojo; las mucinas de -

naranja o de violeta.

VARIANTE. Le fucsina de Ziehl, puede ser sustitufda -
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por el magenta (12). E1 modo de emplec y los resultados son

idénticos.
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CAPITULO IV

SISTEMA NERVIOSO

De todas las células Qel organigﬁo, las que componen -
el tejido nervioso son las que tienen is desarrolladas las
propiedades de excitabilidad y conductibilidad. La mayor -
parte de lo0s tejidos que integran el sistema nervioso son -
de origen ectodérmico. Casi todos derivan del tubo neural y
de las crestas neurales del embridn. La funcidn de1’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 Grganos y partes del -

Cuerpo.

TEJIDD NERVIOSO.
El tejido nervioso estd formado por células nervioéas
o reuronas y c&lulas de sostén, la neuroglia o células glia

res.

Neuronas. Las neuronas son las unidades estructurales
bédsicas del sistema nervioso. Estdn especializadas en las -
propiedades fisiolfgicas de 1rritabiiidad y conductibilidad.
Por irritabilidad nos referimos a la capacidad de la célula
de responder a la estimulaci6én por medio de un cambio en su

estructura y actividad en el punto donde es estimulada. La
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difusién de esta actividad se 1lama conduccibén; Ya activi--
dad, un estimulo autopropagado fisicoquimicamente.‘consiitg

ye el impulso nervioso.

Una neurona estd compuesta de un cuerpo celular (peri-

carion) y sus prolongaciones.

Pericarion., Esta porcidn de la neurona &ontiene el ni-
cleo y cierta cantidad de citoplasma. Es principalmente un
centro tréfico, pero también tiene funcidn receptora. El1 pe
ricarion de la mayorfa de las neuronas recibe numerosas ter
minaciones nerviosas que transportan estimulos excitatorios

o inhibitorios generados en otras células nerviosas.

"Nicleo. En la mayoria de las neuronas el nicleo es es-
férico y aparece poco tefiido en las preparaciones histoldgi
cas, ya gque sus cromosomas se encuentran poco condensados.-
Cada nlGcleo tiene por lo general un nucleolo dnico, grande

y central.

Reticulo endoplasmatico granular. Es muy abundante en
las cé]ulas nerviosas y forma agregados de ci#ternas parale
las entre las cuales hay numeroso; ribosomas Tibres, gene-~
ralmente formando rosetas. Estas formaciones sugieren que -
los pericarion sintetizan protefnas tanto del tipo “exbortg

.cidn" como del tipo estructural. Cuando estos conjuntos de
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cisternas y ribosomas son tefiidos convenientemente, se pre-
sentan al microscopio 6ptico como manchas bas6filas esparci

das por el citoplasma. Se denominan corpldsculos de Nissl.

Aparato de Golgi. Se localiza exclusivamente -en el pe-
ricarion, en torno al.nﬁcleé. Consta de membranas lisas que
constituyen vesiculas aplanadas dispuestas paralelamente eﬁ
tre si, formando grupos que a su vez son paralelos a la mem
brana nuclear. Ademds de las vesiculas aplanadas, se encuen

tran también vesfculas de menor tamafio y esféricas.

.En las preparaciones por imprégnacién argéntica u 6smi
ca, técnicas clasicas para demostracién del aparato de Gol-
gi, éste aparece como una red de filamentos irregulzres. Es
te aspecto es consecuencia de la impregnacién de las membra
nas del aparato de Golgi y su deformaci6n por la técnica em

pleada.

Mitocondrias. Existen en pequefias cantidades en las -
dendritas y axones, son un poco més abundantes en e} peri--

carion y estdn presentes en gran cantidad en el telodendrén.

Neurofilamentos y microtGbulos. Son fibri11as huecas -
de 10 nm de diametro, abundantes tanto en el pericarion co-
mo en las prolongaciones. En ciertas preparaciones efectua-

das con impregnaci6n de plata, estos neurofilamentos se - -
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aglutinan y sobre ellos se forma un dep6sito de plata meté-
lica, apareciendo asf las neurofibrillas visibles al micros
copio 8ptico. En condiciones apropiadas, estas neurofibri.-
11as pueden observarse en neuronas vivas mantenidas en cul-
tivo de tejido; probablemente ésto se debe a la disposicién
paralela y muy pr6xima de los neurofilamentos, cuyo diéme--
tro estd por debajo del 1imite de resolucién del microsco---
pio 6ptico. E1 citoplasma del pericarion y de las pro]onda—
ciones contiene también microtGbulos de 24 nm de diémetrb,'-

semejante a los encontrados en otros tipos celulares.

Inclusiones. En determinados sitios de SNC los perica-
rion contienen grénulos de melanina, pigmento de significa-
do funcional aln desconocido en este tipo de células. Otro-
pigmento encontrado a veces en los cuerpos celulares es el
lipocromo, de color pardo y conteniendo lipidos. 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 1i-

pidicas en los pericariones.

fas prolongaciones son extensiones citolplésméticas, -
semejantes a hilos, de dos tipos, dendritas y axones. Las -
dendri;és reciben y conducen impulsos ﬁacié~e1 cuerpo celu-
lar. Usualmente contienen todas las estructuras que se en-

cuentran en el cuerpo celular. Puede haber una o muchas --
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dendritas, y varian tanto en tamafio -como en forma y exten--

sién en sus ramificaciones.

Los axones (cilindroejes) conducen impulsos fuera del
cuerpo ce1u1a} y por lo regular se denominan fibras nervio-
sas. Hay solamente un ax6n en cada neurona, pero por 10 ge-
neral, originan varias ramificaciones 1lamadas colaterales.
Los axones son de didmetro uniforme y contienen neurofibri-
1las y mitocond}ias. pero no cuerpos o grumbs de Nissl. En
su punto de origen, a nivel del cuerpo celular hay un drea
elevada, el cono axgnico, el cual también estd desprovisto
de cuerpos de Nissl. En sus extremos libres le¢s axones se -
ramifican y terminan en los 6rgnos efectores, tales como el
tejido muscular o gldndulas, o hace contacto con las dendri
tas y cuerpo celular de otra neurona para formar una sinap-
sis, un drea de continuidad funcional entre dos o més neurg

nas.

Los axones pueden estar cubiertos con una o dos vainas:
una interna, relativamente gruesa,lla vaina mielinica o me-
dular; y una externa delgada, la vaina celular o reurilema.
La vaina mielinica no es una cubierta contfnua, .sino que es
td extrangu]ada a intervalos, formando segmentos separados,
entre los cuales hay interrupciones, los nédulos de Ranvier.
Los segmentos entre los n6dulos se denominan internodulares.

En base a 6sto, las fibras se clasifican comoc mielfnicas --
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{medulares) o amielfnicas (no medulares).

Las fibras mie)fnicas se encuentran en el sistema ner-
vioso central, donde dan un color blanqueizco o amarillento
a las dreas en las cuales estdn concentradas, de ahf 1o de
sustancia blanca. Las vainas mielfnicas de las neuronas cen
trales son mas continuas, teniendo sblo por 1o comin, nédu-
los donde se ramifican. Las vainas mielinicas con nédulos a
intervalos regulares se encuentran en ]o§ nervios periféri-
cos. las fibras amielinicas se hallan en el sistema nervio-

$0 autbnomo y en algunas &reas grises del sistema central.

El neurilema (vaina de Schwann) se encuentra en las fi
bras del sistema_periférico y probablemente en aquéllas del
sistema nervioso central. Est§ compuesto de una sola capa -~
de células aplanadas, una célula por internddulo en fibras
mielinicas y se cbntinﬁa en los n6dulos de Ranvier. En las
fibras amielinicas el neuri1emq es dificil de distinguir de
los axones sobre los cuales. descansa, excepto por la presen
cia de Sus nicleos. Una tinci6n especial para las fibras, =~
‘tal como una tinci6n de plata que las tifie de negro, hard -
que las fibras contrasten con el neurilema. Este puede con-
tribuir a 1a regeneracifn de.1as fibras nerviosas lesiona~-
das, pero cuando es el cuerpo neuronal el Tésionado.sobre-—
viene la degeneracifn de toda la neurona, pues las células

nervipsas no se reproducen.
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Clasificacién 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 m&s comunes y son las neuronas -
efectoras o internunciales del sistema central. Las neuro--
nas bipolares con dos prolongaciones separadas s6lo 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 wuna pro-
longaciﬁn, se encuentran en los ganglios sensitivos espina-
les y en ciertos nervios craneales sensoriales. Su fnica -
prolongacién se divide en ramos central y periférico muy -

cerca del cuerpo celular a la manera de una T.

Neuroglia. La neuroglia, un término tomado del griegé.
que sfgnifica 1iga nerviosa, sirve como tejido de sostén al
sistema nervioso central. Hay tres tipos de células: astro-
citos, oligodendrocitos y microglia (mfcrog1iocitos). A me-
nudo los dos primeros se denominan'macroglia y son de ori--
gen ectodérmico, los microgliocitos se derivan del mesoder-
mo.

Los astrocitos son células re1ativahente grandes con -
muchas prolongaciones radiadas cuyas porciones terminales -
pueden tener expanciones que se fijan en 1a piamadre o en -

los vasos sangufneos. Hay dos c]ases de astrocitos: fibro-~-
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.sos que se encuentran principalmente en la sustancia blanca
Yy que tienen fibras que corren a través del citoplasma de -
sus-cuerpos celulares; y protoplésméticos, que se localizan
principalmente en la sustancia gris. Los astrocitos contri-
buyen a los procesos de reparaci6n del SNC y brindan sopor-

te al tejido nervioso.

Los o]igodeﬁdrocitos (aligodendroglia) son mas peque--
fios que los astrocitos y tienen menos prolongacianes. Se en
cuentran en estrecha asociacién con los pequefios vasos san-
guineos y con las grandes células nerviosas, y en la sustan
cia blanca se localizan entre los haces de fibras. Frecuen-
temente sus prolongaciones abrazan las fibras nerviosas. -
Los aligodendrocitos son las células satélites de las célu-
las nerviosas y pueden servir en la formacién y preserva- -
cifn de las vainas mielfnicas de las fibras del SNC, asu- -
miendo asi el papel del neurilema de los nervios periféri--

cos.

Los microgliocitos (microglia) se encuentran a lo lar-
go de toda 1la sustancié gris y blanca del-sistema ﬁervioso.
Son células pequefias cuyas dos 6 mis prolongaciones estidn =~
finamente ramificadas danéo un aspecte plumoso. Son fagoci-
tos y sirven para eliminar los. tejidos muerfos y las sustan

cias extrafas.
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Las cé&lulas gliares frecuentemente dan origen a tumo--
res del SNC. Estos pueden ser malignos, de crecimiento ré&pi
do, lento o benignos. Los G1timos a menudo son susceptibles

de extirparse quirdrgicamente.

Nervios. Los nervios pueden definirse comb haces de fi
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 proteccidn y resisten--
cia, de otra m&nera serfan estructuras muy débiles y por lo
tanto, vulnerables. Debido a las vainas de tejido conective
los delgados axones (fibras) pueden viajar grandes distan--
cias en el cuerpo para inervaf misculos y otras estructuras.
Una fina vaina de fibras reticulares de tejido conectivo -
laxo, que constituyen el endoneuro, cubre individualmente a
las fibras nerviosas. Muchas de estas- fibras nerviosas es--
tdn reunidas en fasciculos (haces)Adebajo de una envoltura
externa de tejido areolar laxo 1lamada perineuro. Varios ha
ces juntos constituyen un nervio, tienen una vaina externa
1lamada epineuro. Los elementos del tejido conectivo de es~
tas diversas vainas se contindan unos con otros, En las vai
nas se encuentran vasos sanguineos y linfdticos en propor--

cién al tamafio del nervio.

Los nervios establecen comunicacién entre los centros

nerviosos y los 6rganos de 1a sensibilidad y los efectores
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(misculos, gléndulas). Poseen fibras aferentes y eferentes,
en relacién 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 6rganos efectores, controlados por estos -

centros.

Los nérvios que s6lo poseen fibras de sensibilidad - -
{aferentes) se llaman sensitivos y los que estdn formados -
s6lo por fibras que transmiten mensaje de los centros a los
efectores son los nervios motores. La mayorfa de los ner- -
vios poseen fibras de los dos tipos, por lo tanto nervios -

rnixtos.

Sistema nervioso aut6nomo. Se 1lama sistema nervioso -
zuténomo la parte del sistema nervioso relacionada con el -~
control de la musculatura lisa, con el ritmo cardfaco y 1lea
secrecidén de algunas g]énquas. Su funcidn es la de regular
ciertas actividades del organismo, a fin de mantener la --

constancia del medio interno (homeostasis).

EY término auténomo puede causar la impresién de que -
esta parte del sistema nérvioso funciona a modo completamen
te independiente, lo que no es cierto. Las }unciones del -
sistema nervioso auténomo sufren constantemente la influen-

cia de la actividad consciente del. SNC.
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E1 concebto de sistema nervioso autfnomo es primordial
mente fun;ional. Anatimicamente estd formado por aglomera~¥
dos de células nerviosas localizadas en el sistema nervioso
central, por fibras que s;]en‘deI mismo a través de 10s ner

vios craneales o espinales, y por los ganglios nerviosos si

tuados en el curso de estas fibras.

El. sistema nervioso auténomo estd formado por dos par-
tes, diferentes por su anatomia y por su funcidn: él siste-

ma simpatico y el parasimpdtico.

Sistema simpdtico. Sus ndcleos formados por grupos de
células nerviosas estdn localizados en las porciones tordci
cas y lumbar de la médula espinal, y las fibras que dejan -
estas neuronas (fibras preganglionares) salen por las raf--
ces anteriorgs de los nervios de estas regiones, por ello,~
el sistema simpdtico se Ilama también parte toracolumbar -
del sistema nervioso auténomo. Los ganglios del sistema sim
patico forman la cadena vertebral y plexos situados cerca -

de 1as viceras. E1 mediador quimico de las fibras posgan-

glionares es la noradrenalina.

Sistema parasimpdtico. Tiene sus niicleos en el encéfa-
lo y en la porcifn sacra de la médula espinal. Las fibras -
de esas neuronas salen por cuatro nervios craneales y por -

Tos nervios sacros. E1 parasimpético se denomina también de
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divisifn craneosacra del sistema auténomo. L2 segunda neurpo
na.del sistema parasimpdtico se encuentra en ganglios meno-
res que los del simpdtico y siempre se localiza cerca de -
los 6rganos efectores. Con frecuencia estas neuronas estédn
situadas en el interior de los frganos como ocurre en la pa
red del estdmago e intestino. En estos casos las fibras pre
‘ganglionares penetran en los 6rganos y aﬁi entran en sinap-

sis con la segunda neurona de la cadena.

El mediador quimico liberado por las terminaciones ner
viosas preganglionares y posganglionares del parasimhético,
es la acetilcolina. Esta sustancia se destruye répidamente
por la acetilcolinesterasa, siendo ésta una de las razones
por la cual los estimulos parasimpdticos son de accién mds

discreta y mds localizada que los del simpético.

Sinapsis: Unibén entre neuronas. Los ramos terminales -
de las neuronas se ponen en contacto con los efectores o -
con otras neuronas. El1 &rea de continuidad funcional entre
las neuronas es la sinapsis. Entre otras funciones, la si-
napsis determina la direccibn del recorrido de los impuTsoé

nerviosos en el sistema nervioso.

Cada extremo de las mGltiples ramificaciones termina--
les de un ax6n forma un bulbo terminal o botén terminal, -

que entra en contacto con las dendritas y el cuerpo celular
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de la siguiente neuroné [} neu}onas en la via 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. Més -bien, la llegada de un impulso a un bulbo
term1na1 causa algin cambio o condicifn que sirve para esti
mular 2 la siguiente neurona o en algunos casos, hacerla, -
dentro de ciertos niveles, susceptible a la estimulacién -
proveniente de Jos bulbos terminales de otra neurona que se
encuentra en la misma d&rea sindptica. Se ha probado que la
excitacién o inhibicifn resultante es efectuada por la libe
racion de agentes quimicos, aunque no se excluyen otros me-
canismos. La acetilcolina y sustancias semejantes a la adre
nalina se ha obtenido de las dreas sindpticas en el sistema
autbnomo, asi como en Tas uniones entre ciertos nervios efe
rentes y sus efectores. Evidencias recientes indican que es
tas sustancias se estdn continuamente formando en las unio-
nes neuromusculares y que un impulso nervioso no inicia es-
ta secrecifn, pero si cambia el porcentaje de la misma. To-
mando en cdéntq que las dendritas no tienen esta capaidad -
de secretar sustancias en la sinapsis, mientras que los axo
nes si, podemos entender ahora que las sinapsis sirven bara
establecer lTa direccifn de la conduccifn en el sistema ner-

vioso intacto.

Dependiendo del tipo de neurona, pueden encontrarse -

también terminales sinfpticas en contacto con un cuerpo ce-
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Tular; en la porcidn proximal de un ax6n antes de que la ca
pa de mielina empiece; asf como asociaciones sindpticas en-
tre bulbos terminales de diferentes neuronas. Por su forma-
cién las sinapsis pueden ser: axodendrfticas, axosomiticas,
y axoxfnicas. Dependiendo del papel funcional de 1q célula
nerviosa principal y de la naturaleza del mediador quimico
en la sinapsis, la influencia de un bulbo terminal en las
subsecuentes neuronas puede ser de excitacién o de inhibi--
cién.Las sinapsis axodendriticas son generalmente excitato-
rias, en tanto que, las sinapsis axosomdticas y las axoxéni

cas tienden a ser inhibitorias.

La estructura de la sinapsis se ha podido conocer me-
jor con el concurso del microscopio electrénico; en &1 se -
ha observado que hay una discontinuidad entre la termina- -
¢ién nerviosa presindptica y la neurona postsindptica, a la
que se ha llamado grieta sindptica, quesha de ser atravesa-
da por la sefal nerviosa. La presencia de mitocondrias en -
la parte terminal presindptica, indica un alto nivel de ac-
tividad metab6lica habiendo adem&s gran nimero de vesfculas
sindpticas, que contienen la sustancia transmisora, respon-
sable de 1a transmisibn del impulso nervioso a través de la

sinapsis.

Ganglios nerviosos. Los aclmulos de neuronas localiza-

das fuera de) sistema nerviosoc central reciben el nombre de
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ganglios nerviosos. En su mayor parté Tos ganglios son 6rga
nos esféricos, protegidos por c&psulas conjuntivas y asocia
das a nervios. Algunos ganglios se reducen a pequefios gru--
pos de células nerviosas situadas en el interior de ciertos
6rganos, principalmente en la pared del tubo digestivo, - -

constituyendo los ganglios intramulares.

Hay dos tipos de ganglios nerviosos: Los ganglios cerg‘
broespinales (sensitivos) unidos a las rafces posteriores
de los nervios espinales y algunos nervios éranea1e55 Y los
ganglios del sistema nervioso auténomo, unidos a los ner--
vios simpéticos y parasimpdticos. Todos los ganglios intra-

mulares forman parte del parasimpdtico.

Sustancias blanca y gris. En el SNC se distingue la -
sustancia blanca y gris. La primera estd formada-por fibras
mie11n5cas, oligodendrocitos, astrocitos fibrosos y células
de microglia. En la sustancia gris hay cuerpos de neuronas,
fibras amielinicas en gran cantidad y algunas fibras mielf-
nicas, astrocitos protoplasméticos, oligodendrocitos y célu
las de microglia. £1 color caracterfstico de la sustancia -
blanca es consecuéncia de su riqueza en fibras ‘que contie-

nen mielina.

La disposicifn de las dos sustancias varfa segln la -

parte de) sistema nervioso considerada. En cortes transver-
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externamente y la gris internamente, adoptando forma de H,

En el cerebelo se distinguen dos hemisferios unidos -
por una parté central, e} vermis. En la superficie del ceré
belo se extienden depresiones perpendiculares al vermis, -
que divide al &rgano en 16bulos. En cada 16bulo hay plié- -
gues formados por un parte superficfa] de la sustancia gris
y un eje central de sustancia blanca. Ademds de constituir
la corteza (capa superficial) cerebe]oéa, la sustancia gris
también esté presenfe formando nlcleos en el interior de la

sustancia blanca.

la corteza del cerebelo tiene tres capas que de dentro
hacia afuera son-Ias siguientes: capa granulosa, capa de -
las células de Purkinje y capa molecular. Las células de la
capa granulosa son las neuronas mds pequefias del cuerpo hu;
mano (diémetro‘alrededor de 5 micrometros), con estructura
atfpica. Cada c&lula granulosa {granos del cerebelo) contie
ne de fres a seis dendritas y, como las demds neuronas, un
Gnico ax6n. La capa de células de Purkinje estd formada por
una dnica hilera de estas células, que son muy grandes y po
seen dendritas que se subdividen profusémente en un mismo -
p]ano,'formando una especie de abanico. La capa mis externa
de la corteza cerebelosa es la capa molecular que contiene

pocas neuronas y muchas fibras nerviosas amielfnicas.
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Meninges. El1 - sistema nervioso central estd contenido y
protegido por la caja craneana y por el conducto vertebral,
estando envuelto por membranas de tejido conjuntivo 1lama--
das meninges. lLas meninges estdn formadas por tres tapas -
que desde fuera hacia dentrb son: duramadre, aracnoides y -~
piamadre. La primera se conoceitambién como paquimeninge. -
La aracnoides y la piamadre se encuentran ﬁnidas entre si,
siendo considerada; por muchos autores como una membrana -

Gnica, la piaaracnoides o leptomeninge.

Duramadre. Es la meninge mids externa, constituida por
tejido conjuntivo denso, continuo con el periostio de los -
huesocs de la caja craneana. lLa duramadre, que envue]ye la -
médula espinal, estd separada del peiostio de las vértebras,
formdndose entre las dos el espacio epidufa1. Este espacio
contiene venas de pared muy delgada, tejido conjuntivo taxo
y tejido adiposo. En toda su extensibn, la duramadre estéAr
separada de la aracnoides formdndose entre las dos el espa-
cio subdural. La superficie interna de la duramadre y, en -
la duramadre del canal raqufdec, también 1a externa, e;tén
revestidas por un epitelio simple p1ano>de origen mesenqui-~

matoso.

Aracnoides. Presenta dos partes, una en contacto con -
la duramadre y bajo 1a 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 tfabécu1as conjun-
tivas forman el espacio subaracnoideo, que contiene lfguido
cefaloraqufdeo y no tiene comunicacifn con el espacio subdu
ral. La aracnoides estd formada por conjuntivo carente de -~
vasos sanguineos y todas sus superficies estdn revestidas -
por el mismo tipo de epite]io simp]e;plano. de origen mesen
quimatoso, que cubre la duramadre. La aracnoides de la médu
1; espinal contiene un menor ndmero de pilares de unidn con
la piamadre, de modo que ambas membranas se destacan mejor
aqui 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 funcién es transferir 1iguido cefalo-

rraquideo a la sangre.

Piamadre. Estd muy vascularizada y es la membrana més
préxima a} tejido nervioso, aunque no estd en contacto di--
recto con células o fibras nerviosas. Entre 1a piamadre y -
Tos elementos nerviosos se sitdan pro]ongacionés de células
de la neuroglia que, formando una capa muy delgada, se unen
firmemente a la cara interna de la piamadre. La piamadre si
gue todas las irregularidades de la superficie de)l sistema
nervioso central y-penetra en eﬁ tejido nervioso por cierta
extensi6n, juntamentg con vasos sanguTheos."Su supeffitie -
externa estd revestida por c€lulas aplanadas, que provienen

del mesénquima.
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Plexos coroides. Los plexos coroides 6§, mds exactamen-
te, las telas coroideas, son pliegues e invaginaciones de -
Ta piamadre muy vascularizadas que se proyectan al interior
de los ventr?cu]os..Fdrmqn.el techo del 111 y 1V ventrfculos.
y parte de las paredes de los ventrfculos laterales. Histo-
16gicamente, los plexos coroides estdn formadés por conjun~
tivo laxo de Ta piamadre, revestido por un epitelio cibico
simple 0 cilindrico derivado del tubo neural. Su principal
funcidén es secretar 17quido cefalorraguideo, el cual, a pe--
sar de su pﬁbreza en s6lidos y su riqueza.en agua, es produy
cido por el trabajo activo de Tas células epiteliales que -

recubren los plexos coroides.

Lfquido cefalorraquideo. Llena las cavidades de los -
ventriculos, el canal central de la médula, el espacio suba

racnoidéo y 1os espacios perivasculares.
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CAPITULO X

TECNICAS PARA TEJIDO NERVIOSO
DEMOSTRACION DE LOS GRUMOS DE NISSL.

E1 estudio estructural del sistema nervioso puede ini=
ciarse a nivel de los orgénulos celulares que aparecen con
bastante nitidez después de.aplicar las técnicas de tinci6n
de Tos grumos de Nissl. La mayor parte de los métodos forma
dos por colorantes b&sicos son propicios para esto; estu- -
dios. Para los cortes de material inclufdo en celcidina, se

aconseja sequir la técnica de Gothard 1898.

Método de Gothard (para cortes en celoidina).

Reactivos:

~ Azul policromo de Unna (6)

Diferenciador:

- creosota de haya 50 ml
- esencia de Cayepot 40 ml
- xilol 50 ml
- @8lcohal absoluto 160 ml

MODO DE EMPLEO:

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. Tehir con el azul poiicromo durante 24 horas.
4. Lavar rédpidamente con alcohol de 80°

‘5. Diferenciar al microscopio hasta gque no haya elimi

nacién del colorante.
6. Lavar con alcohol absoluto.
7. Transparentar con esencia de Cayepot.

8. Montar en bédlsamo.

Resultados. Los nicleos y los grumos de Nissl se tiden

de azul.

PARA LA OBSERVACION DE LOS SOMAS CELULARES Y -SUS PRO-
LONGACIONES.

Tincidn vital o posvital del sistema nervioso con el

azul de metileno (aplicaci6bn "in toto" o en blogue).

E1 azul de metileno disuelto en una solucibn isotbnica
de cloruro s6dico se inyecta en e) organismo y de una mane-
ra selectiva se fija en las células nerviosas Yy en sus pro-
longaciones en forma de 1eucode;ivados.»e1 cuaT, al poner -
los tejidos en contacto con el aire, se oxida y vuelve a ad
quirir su tonalidad. Los elementos nerviosos tefiidos de es~

ta manera pueden observarse directamente o después de la -
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"fijacién”, de 1a tincién y el montaje.

€1 método original de Ehrlich presenta diversas varian
tes que principaimente difieren en el mecanismo de introdug

cifn de 1a soluci6n colorante en el organisma.

Reactivos:

« Solucidén de azul de metileno (del D.1% hasta satura-

cién) en una solucibn isotbnica de cloruro s6dico.

- Solucién acuosa de molibdato ambnico al 10%.

MODO DE EMPLEQ: En el método original de Ehrlich se -
"lava” el sistema vascular del animé1 inyectdndole 1fquido
fisioldgico calentado a 1a misma temperatura que el animal
y seguidamente se-introduce, por perfusién, 1a solucién co-

lorante calentada suavemente.

En la técnica de Meyer se inyecta varias veces 1a'501£
cifn colorante subcutdneamente, hasta conseguir la muerte -
del animal. En ambos casos se extraen inmediatamente los -
centros nerviosos, y cuando han adquirido suficiente tona]i
dad azul, debide al contacto con el aire; se fijan unos 10

minutos en molibdato ambnico y después se lavan.

La tincibn puede hacerse por inmersién de 6rganos pe-
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quefios 0 seccifn de 6rganos en la solucién colorante; tam--
bién puede hacerse aplicando soluciones concentradas de - -

azul de metileno en la superficie del 6rgano.

Después de la tinci6n de los elementos nerviosos y de
su fijacién en molibdato aménico, los tejidos se lavan rdpi

damente, se deshidratan y montan in toto.

Critica del método. Este método es mds sencillo y rdpi
do que las técnicas de impregnacién argéntica; hay que te-
ner en cuenta que su aplicacién a un material desconocido -

puede ir precedido de una serie de fracasos.

Método con cromato argéntico. (Aplicaci6én en bloque).
Tiene la particularidad de teRiir un nimero restringido de -
neuronas por cada preparacibn. En principio se trata el te-
Jido nerviose con una solucién de bicromato potdsico intro-
ducido en el fijador y de;pués se aplica una solucién de ni
trato de plata. En algunas neuronas se forma un precipitado

de cromato de plata.

Técnica de Golgi.
Reactivos:

- Mezcla é&cido 6smico-bicromato:
-~ Bicromato potdsico al 3% 20 vol,

-~ Tetr6xido de osmioc al 1% 6 vol.
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- Solucibn acuosa de nitrato de plata al 0.50 6 0.75%.

MODO DE EMPLEOQ:

fijar pequefios fragmentos de érganbs 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).
Pasar rdpidamente por agua destilada.

Tratar durante 24 horas a varios dias, segfn los ca

s0s, con nitrato de plata.
Deshidratacidén r&pida e incompleta con alcohol.

Aplicar parafina fundida en una de las caras de 1la

pieza.

Sujetarla sobre el portablogues de un micrétomo. Ha
cer cortes gruesos mojando constantemente, entre -~
corte y corte, la cuchilla y 1a superficie a cortar
con alcohol de 35° hasta efectuar. las manipulacio--

nes siguientes.

Pasar los cortes por tres bahos sucesivos de alco--
hol de 95° (en total una hora). Transparentar el ma
terial mediante esencia de girasol, pasar por xile-
no y montar los cortes en resina dammar disuelta en
xi1enol Proceder como en el caso de montaje en bal-

samo oxidado; despufs de haber obtenido una capa -
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dura de resina, se recubrird con una gota de bdlsa-

mo de Canadd y con el cubreobjetos.

Critiéa del método. 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-6smica, influyen en el resultado obtenido. E1 in-
conveniente mds grave del método es la presencia del preci-
pitado en las regiones superficiales de las piezas. Cuando
1a aplicaci6n de este método no ha dado el resultado busca-
do, pueden someterse los mismos blogues a los primeros tra-
tamientos (tratando con la mezcla tetrbxido de osmio, bicro
mate, lavado, tratamiento con nitrato de plata); puede ha-
cerse también la doble impregnacién tras varios dias de per
manencia en nitrato de plata se secan las piezas con papel
de filtrb y se ponen de nuevo en una mezcla de terfxido de
osmio-bigromato recién preparada, pero con mayor proporcién
de bicromato (6%). Las manipulaciones‘siguientes son las -

mismas que en el método simple.

Método con el bic]bruro-de mercurio (aplicado en blo--

que). .

Técnica de Cox.

Reactivos:
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- Liquido de Cox

- bicromato potésico al 5% 20 vol

Selucidn 1
- cloruro de mercurio al 5% 20 vol
- agua destilada 40 vol
Solucidn 2
- cromato potdsico al 5% 16 vol

Diluir 1a solucibn de cromato al 5% (solucidén 2) y mez

clar las dos soluciones en el momento de usar.

Para aumentar el contraste: Solucifn acuvosa de carbona

to sbédico al 5%.

MODO DE EMPLEOD:

1. Tratar los fragmentos de Srganos con el ligquido de

Cox durante 2 a 4 meses.
2. Lavar con alcohol de .90° durante 30 minutos.

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

mato de plata.
4. Lavar los cortes con agua destijlada.

5. Tratar los cortes con la solucifn acuosa de carbona

to s6dico 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 formacifn de precipitadqs superficiales, En cam
bio'presenta dos inconvenientes considerables: es un proce-

sp de larga duracién y sbélo aplicable a mamiferos.
PARA LA OBSERVACION DE LAS NEUROFIBRILLAS.

las neurofibrillas se ponen de manifiesto mediante 1la -

impregnacidn argéntica.

Método con la plata amoniacal de Bielschowsky (aplica-
ble a los cortes por congelacién). Después de la fijacidn
por el formol y someter al material a la accidn de una solu
‘cidn de nitrato de plata, que actia de mordiente, se consi-
gue la impregnaci6bn de las neurofibrillas por reduccifn de
un complejo de plata amonfacal. Los pasos de este método -
pueder hacerse sobre los blogues o sobre los cortes obteni-
dos por congelaci6n. La técnica de Gros-Schultze, es aplica

ble exclusivamente a cortes hechos por congelacibn.

Técnica de Gros-Schultze.

Reactivos:
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- Mezcla de Golgi (para fijar r&pidamente).

- solucifn acuosa saturada. de

dcido arsénico 1 vol.
- formol neutro al 20% 1 vol.
- alcohol de 96° 1 vol.

- Solucidn acuosa de nitrato de plata al 20%

- Complejo de plata. amoniacal (7), pero empleando wuna

sotucifn de nitrato de plata al 20%
- Agua acética al 0.2%

- Solucidn parae virar:

- hiposulfito s6dico 349
- sulfocianuro aménico 3 q
- agua destilada 100 ml

- soltucidn acuosa de cloruro

de oro al 1% 1 a 10 m

Fijaci6n: Procedimiento lento: fijar con formol neutro
"~ al 20% durante un periodo que puede oscilar de Tos 8 dfas a

varios afos.

Procedimiento r&pido: Fijar durante 1 hora con la mez-
cla de Golgi y pasar directamente @ formol neutro al 20%, -

en el que las piezas permanecerén de 2 a 3 dfas.



106

MODO DE EMPLEO:

Cortar por cengelacién.

Si el material ha sido fijado por el procedimiento
lento, se dejars durante una hora en nitrato de pla
ta, que actda de mordiente; si se fijé por el proce

dimiento r&pido, se dejard menos de una hora.

Pasar por varios bafios sucesivos de formol dilufdo
hasta que no quede ninguna aureola alrededor de los

cortes.

Impregnar los cortes con el complejo de plata amo--

niacal al que se le habrd afiadido antes de emplear

‘un 10% de amonfaco. La impregnacibn debe seguirse -

con-el microscopio; si es demdsiado rdpida, se au--
mentard la concentracitén de amoniaco del complejo -
argéntico; en caso contrario, habréd que disminuir -

dicha concentracidn.

Tratar los cortes con amoniaco diluido durante me~-

nos de un minuto.
Pasar por agua acética.
Virar con una solucifn de cloruro de oro.

Pueden tefiirse los nicleos con el hemalumbre de Ma-

sson (9).

Lavar, montar en medio acuoso o bien deshidratar y

montar en b&lsamo.
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Método a) proteinato de plata. (Aplicable a cortes en
parafina). £stos métodos permften impregnar las néurofibri-
1las en cortes finos de parafina; con 10 que esrposible SO~
meter los cories seriados alternativamente a impregnaciones

argénticas y a otras tinciones.

Técnica de Bodian.
Reactivos:

~ Bafio de impregnacidn:

- protargol 1g
- cobre metdlico 4 abg
-~ agua destilada 100 ml

(Esta solucidn sdlo puede usarse una vez)

Reductor:
- hidrbquinona 1g
- sulfito sdédico, anhidro, 5g9
- agua destilada ' 100 M

Solucién de viraje:

- c¢loruro de oro lg
- agua destilada 100 ml
--&cido acético 3 gotas

Solucibn acuosa de §cido ox&1ico al 2%

Solucifn acuosa de hiposulfito s8dico al 5%
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fijacidn. Este método es aplicable después de haber fi
jado el material por diversos métodos. Deben evitarse los -
17quidos fijadores que contengan tetréxido de osmio. Des- -
pués de la fijacidn con el Helly y'la poscromizacidn se tra
tarédn las piezas durante 24 horas por una so]ucidnbacuosa -

de sulfito &cido de sodio al 5%.

La siguiente mezcla da excelentes resultados:

- formol 5 ml
- &cido acético 5 ml
- alcohol de 80° S0 ml

MODO DE EMPLEO:

1. Desparafinar, no colodionar, hidratar con agua des-

tilada.

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

bafio de impregnacifén a 37°C.
3. Lavar con agua destilada.
4. Reducir con hidroguinona de 5 a 10 minutos.
5. Lavar varias veces con agua destilada.

6. Tratar los cortes con la solucifén de viraje hasta -

que se decoloren (algunos minutos).

7. Lavar con agua destilada.
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8. Tratar con &cido oxdlico hasta quéllos cortes vuel
ven a adguirir coloracién {algunos minutos).

9. Lavar con agua destilada.

10. Fijar durante 5 minutos con hiposulfito sédico.

11. Lavar con agua destilada.,

12. (Posible tincibn de contraste con el azédn).

13. Deshidratar.

14. Montar.

Critica del método. La ventaja que representa poder ha

cer 1a impregnacién de cortes seriados es contrarrestada -

por la inconstancia de los resultados que se pbtienen con
este método, que depende en aqran parte de la calidad del -

protargol empleado.

Método con nitrato de plata. (Aplicacibn en cortes). -~
La impregnacidn de las neurofibri]]as puede hacerse con el
nitrato de plata; en este caso, a diferencia de lo que oCu-
rre con e} método del proteinato de plata, los resultados -
no dependen de la calidad, dudosa a veces, del reactivo. La
técﬁica de Holmes (1347) puede aplicarse en los cortes de -
pérafina, celoidina u ebtenidos por congelacidén e inclugo,-

para blogues peguefios, puede hacerse in toto.

Técnica de Holmes.



"Reactivos:
- Solucién acuosa de nitrato de plata al 20%

- Bafio dé jmpregnacién a pH B,4 (preparacién antes de

usar).

~ solucifén acuosa de &cido bdrico

al 12,4 g/1 55 m1

- solucidn de borato sé6dico

{10 HZO) a 18 g/1 45 ml
- agua destitada hasta completar los 494 m1

- solucidn acuosa de nitrato de

plata al 1% 1 ml

solucién acuosa de piridina al 10% 5 ml

(Agitar esta solucién que sirve una sola vez).

Reductor:

- Hidrogquinona ) 149
- Sylfito sbdico cristalizado 10 ¢
- Agua destilada 100 ml

Bafio de viraje:
- Solucién acuosa de cloruro de oro al 0,2%
- Soltuci6n acuosa de &cido ox&lico al 2%

-~ Solucibén acuosa de hiposulfito s6dico al 5%



Fijacifn: Puede emplearse la mayor parte de 1os fijadg :
res, salvo los que contengan tetrdxido de osmio 6 bicromato
potdsico. La presencia de sublimado en el tejido es favora-

ble.

E1 formol sublimado es un excelente fijador:
- Formol 10 m1

- Soluci6n acuosa saturada de sublimado 80 ml

E1 Halmi resulta interesante para el estudio de las co
rrelaciones entre el sistema nervioso y algunas gldndulas -

endocrinas.

MODO DE EMPLEQ:

1. Desparafinar, hidratar y, si se ha fijado a base de
sublimado, habrd que eliminar los posibles precipi-

tados.

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

temperatura ambiente durante 12 horas.
3. lLavar tres veces sucesivas con agua destilada.

4. Someter el material al bafio de impregnacibn a 37°C,

de 12 a 36 horas.
5. Secar los cortes.

6. Tratar con el reductor a 25°C durante 2 min.
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11.

12.
13.
14.
15.

16.
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Lavar coen agua corriente durante 3 minutos.
Pasar por agua destilada.

Virar con el oro hasta que los cortes queden decolo

rados {unos 3 min. aproximadamente).
Lavado ripido con agua destilada.

P
Tratar con &cido ox&lico, de 2 a 10 minutos hasta -

que los axones queden tefiidos de azul negro.

Lavar con agua destilada.

Pasar por el hiposulfito sédico durante 5 minufos.
lavar con agua corriente.

Deshidratar.

Montar.

Método de doble impregnacién (nitrato de plata protei-

nato de plata) aplicable en cortes (Fitzgerald, 1964}. E1 -

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

tinvacibn, el protargol.

Reactivos:

~ Solucidn acuosa de nitrato de plata al 10¢%

_-'Baﬁo de impregnacidn de protargol, debe prepararse -

‘antes de cada uso: solucifn acuosa al 2%vde protar--

gol S o de proteinato de plata.



Reductor:

-~ Hidroquinona : ‘ lg
- Sulfito sédico crisfa1izado ' 10 g
- Agua destilada v 100 m}

Bafio de viraje:

- Cioruro de oro 0.5 ¢

- Agua destilada 100 mi
- Acido acético 1 gota

Alcohol anilado:

Alcohol de 50° 100 ml

1

Anilina 3 gotas

Solucidn acuosa de dcido oxdalico al 2%

- Solucidn acucsa de hiposulfito s6dico al 5%

Fijacib6n. La eleccifn del fijador debe hacerse segin -

los elementos que jnterese impregnar.

Para los nervios periféricos:

-~ Solucibn satbrada de dcido pfcrico

en alcohol de 90° 70 vol.

- Formol comercial ] 25 vol.
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Acido acético 5 vol.

Para el sistema nervioso central:.

Solucién saturada de &cido pfcrico

en alcohol de 90° 70 vol.
Formol comercial 25 vol.
Acido tricloracético ) 5 g.

MODO DE EMPLEOQ:

1.

Desparafinar, no colodionar, hidratar durante 20 a

30 minutos con agua destilada.

Impregnar con la solucidén de nitrato de plata a -

_56°C. Durante 1, 3 a 2 horas para los nervios peri-

féricos. Y durante 4 horas para el sistema nervioso

central, 6rganos de los sentidos o embriones.

Lavar Jos cortes en 3 bafios sucesivos de agua desti

lada de 1,5 minutos cada uno.

Doble impregnacién mediante un bafio en protargol a

37°C durante 18 horas.

Lavar con agua destilada de 5 a 10 segundos.
Reaucir durante 3 a 5 minutos.

Lavar 10 minutos con agua corriente.

Lavado répido con agua destilada.
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9. Tratar el material por el bafio de viraje durante 10

minutos.
10. Lavar dos a tres minutos.

11. Aumentar la "tincidn” durante 30 segundos en alcohol
anilina (para los nervips periféricos) o en &cido -
ox&1ico durante & a 5 minutos {para el sistema ner-

vioso central, 6rganos de los sentidos y embriones)
12. Lavar durante uno o dos minutos.
13. Pasar por el hiposulfito.
14, Lavar.
15. Deshidratar.

16. Montar.

Critica del método. Esta técnica ha sido empleada prin
.cipalmente en hamiferos, y proporciona resultados mds cons-
tantes que con el método de Bodian; las imdgenes que se 05-
tiénen son comparables a las obtenidas en condiciones 6pti-

mas con la técnica de Bodian.

Método de Ramén y Cajal con nitrato de plata (aplica--
ble en bloque). Este método y.Sus variantes deben apliéarse
en bloques. E1 depbsito de plata metédlica a nivel de las -
neurofibrillas se consigue con una impregnacién con nitrato
de plata seguida de una rgduccién 1levada a cabo por un re-

velador fotogréfico.
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Método de la plata amoniacal.
Reactivos:

- Solucifn acuosa de nitrato de plata a) .1,5%

Reductor:

- Hidroguinona o &cido pirogdlico lg
- Agua destilada 100 m)
- Formol 10 mi

Bafio de viraje (facultativo):
-~ Solucidn acuosa de cloruro de oro al 2%

- Solucidn acuosa de hiposulfito sédico al 5%
Fijaci6én: Fijar durante 24 horas en la mezcla siguien-

- Alcohol de 95° 50 m

- Amonijaco 4 § 5 gotas en general; en el
caso del cerebro‘y terminacio-
nes nerviosas son s6lo 2 6 3 -

gotas.

' MODO DE EMPLED PARA LA IMPREGNACION:

1. Después de 24 horas de fijacién, lavar répidamente

los bloques.



2. Impregnar‘con nitrato de plata a 37°C, de 5 a 7 dfas
3. lLavar r&bidamente con agua destilada.

4. Tratar con el reductor durante Z4 horas.

5. Lavar con agué destilada.

6. Puede someterse el material a viraje durante 3 a §
minutos en cloruro de oro, lavar rdpidamente con -
agua destilada y fijar durante 1 minuto con el hipo

sulfito sGdico seguidamente lavar.
7. Deshidratar.

8. Montar.

Critica del método. La tincién de las neurofibrillas -
es myy selectiva; perc a veces resulta incompleta, sobre to

do cuando se trata del sistema nervipso periférico.
DEMOSTRACION DE LAS VAINAS DE MIELINA.

La localizacién de las vainas de mielina en los verte-
brados y en determinados moluscos constituye un método de -
estudio e§tructura1 del sistema nervioso, teniendo en cuen-
ta que, gracias a ciertas particularidades qufmicas, este ~-
método permite reconocer las fibras nerviosas en degenera--

cifn.
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Método de Woelcke (1942).

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

Reactivos:
- Solucifn acuosa de alumbre férrico al 2,5%
- Hematoxilina litinada de Weigert:

- soluci6n alcoh6lica madurada de

hematoxilina (10} al 10% 10 vol,
- agua destilada 30 vol.

- solucifn acuosa saturada de car-

‘bonato de litio 7 vol.

{Preparar antes de usar). Agitar fuertemente la solucitn an

tes de su empleo.
- Solucidn acuosa saturada de. carbonato de litio.

- Aclarante de Rio-Hortega (5).

MODG DE EMPLEO:

1. Desparafinar, colodionar e hidratar los cortes en -
parafina, previamente pegados a los portaobjetos -

con albimina, o bien emplear cortes en celoidina.

2. Tratarlos durante 12 horas con alumbre férrico, que

actfa de mordiente.

3. Lavado répido con agua destilada {2 béﬁos).



4. Tratar los cortes con hematoxilina de Weigert, como
mfnimo durante 5 horas, agitande los portacbjetos -

cada hora.

5. Observacibn de los cortes: si ha habido un exceso -
de tincibn, se puede amortiguar tratando los cortes
con el carbonato de litio, de 30 a 60 minutos; sin
lavado previo, trasladar jos cortes a 1a'hematoxi1i

na durante 30 minutos.
6. Lavado rdpido con agua destilada (2 bados).

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

narse colorante.

8. Pasar a alcohol de 85° y después rdpidamente por al

cohol absoluto.
9. Aclarar con el liguido de Rio-Hortega.

10. Montar en bdlsamo.

Resultados. Las vainas de mielina quedan tefiidas en -

azul-negro.

Tincidn selectiva de las vainas de mielina en degenerg’
cién waleriana. Método de Marchi. Cuando tas vainas de mie-
1ina de nervios en degeneracipn se tratan con una solucidn
de tetr6xido de osmio m&s 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:
- Liquido de Miiller (4)

- Solucibén acuosa de tetrdxido de osmio al 1%

MODO DE EMPLED:

1. Fijar las piezas en el liquido de Miller, de 3 a 5

dias.
2. Lavar con agua corriente durante varias horas.

3. Tratar durante 5'a 14 dias con la siguiente mezcla,

preparada antes de usar:

- solucidn de tetréxido de osmio 1 vol.

- Tiquido de Miller 2 vol.

4. Incluir en celoidina.

Critica del método. Los resultados obtenidos con el m¢
todo de Marchi son de delicada jnterpretacifn, ya que no to
dos los elementos tefiidos en negro presentan forzosamente -
Yos fcorpﬁsculos granuTososf, fo}macjones caracterfstica$ -
de la degeneracifn; este método s610 es aplicable en el ca-

so de que el estado de degeneracifn sea bien definido. Si -
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se aplica en‘un estado demasiado avanzado, los resultados -
obtenidos son'negativos y los cordones degenerados s6lo -
pueden detectarse mediante las técnicas cldsicas de tincién
‘de 1a mielina; también hay que tener'én cuenta que antes de
la aparicién de Yos corplsculos granulosos (tercera semana),
el estudio de la degeﬁeracién mielinica requiere otras téc-~

nicas especiales.

Hétodo de Donaggio. En la fase gue precede a la apari-
cifén de los corpisculos granulosos, las fibras mielinicas -
poseen metacromasia. Los posibles métodos a emplear para ob
servarlas difieren por la naturaleza del colorante empleado.
A continuacibn se describiré el método gque emplea el azul -~ .

de toluidina.

Método de Donaggio.

Reactivos:

Liquido de Miller (4)
- Spolucibén acuosa de azul de toluidina al 0,5%

- Solucidn acuosa de mo]ibdatq ambnico al 4%, afiadién-
dole antes de empiear, 4 gotas de &cido clorhfdrico

por 100 ml de solucifn.

- Solucién de permanganato potdsico al 1% en agua des-

tilada.
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- Liquido para blanquear, preparado antes de su

empleo:
- Acido oxdlico lg
- Sulfito potdsico 19

- Agua destilada 200 m!

MODO DE EMPLEO:

1. Emplear materiales fijados con el liquido de Miller
0 con bicromato potdsico al 3%, como minimo durante

tres meses,
2. Incluir en celoidina. Obtener cortes de 15 micras.
3. Pasar los cortes en agua destilada.
4. Tefiir durante 1 hora con azul de toluidina.
5. Pasar rapidamente por agua destilada.
6. Tratar durante 1 minuto con molibdato amdnico.
7. Lavar con agua destilada durante 2 minutos.
8. Diferenciar con permanganato potdsico.
9. Lavar con agua.
10. Tratar con el 1iquido blanqueador.

11, Observar los resultados de la diferenciacibn y, 51
es conveniente, someter de nuevo e) material al tra

tamientc con permanganato.
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12. Lavar con agua destilada.
13. Deshidratar,.

14, Montar.

Resultados. Las fibras en degeneracifn presentan una -

metacromasia plrpura.
METODOS DE ESTUDID DE LA NEUROGLIA.

E1 tejido de relleno de los centroé nerviosos o neuro-
glia, estd intimamente mezclado con las neuronas; Los méto
dos histoldgicos clésicos permiten estudiar algunos de sus
componentes {nicleos, etc.); pero para diferenciar las di--
versas categorias de células de neuroglia, es preciso cono-
cer su merfologia celular, y para ello aplicar métodos de -

impregnacifn bastante especificos.

Indicaremos algunos de los métodos existentes para.pOo
ner de manifiesto las c&lultas de macroglia {(astrocitos pro-
toplasmaticos, astrocitos fibrosos), Tas células gliares pe .
rivasculares, distinguiéndolas de Tas células de microglia,
o de oligodendroglia. - \ .

M&todos de Rfo-Hortega {para cortes por congelacién).-

La impregnacifn de la neuroglia puede conseguirse empleando
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el carbonato de plats amoniacal, previo al tratamiento de -
los cortes con bromuro ambnico, que actia de mordiente y -

que se introduce en el fijador.

Entre las diferentes técnicas propuestas por Rio-Horte
ga, citaremos dos que estdn aplicadas: una de ellas, para -
‘ener de manifiesto los astrccitos, y la otra, para la de-
mestracién de los elementos de ta glia perivascular y de la
rneuroglia. Ambas técnices difieren en el gFado ae dilucidn

del bafio de impregnacién.

Reactivos:
Reductor:

- Formal neutro (2) 8l 1%

Bafio de viraje:

- Solucidn acuosa al 0,2% de cloruro de oro.

Solucifn acuosa de hiposvlfito sbdico al 5%

- Solucifn acuosa de amoniaco al 1,7%

Solucibn de carbonato de plata amoniacal:
Solucién débil y selucibn concentrada preparadas de

la siguiente manera:
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solucidn] solucidn concen-
débil trada

+ solucidn acuosa de nitrato

de plata al 10% 50 nl 100 m1l

r solucifn acuosa saturada de

carbonato de 1itio 150 ml 0

 solucidn acuosa al 5% de

carbonato sédico 0 300 m1

~ recoger el precipitado for-
mado y lavarlo 3 veces con
agua destilada y redisolver
lo ahadiendo la cantidad

exactamente necesaria de

amoniaco concentrado.

- finalmente anadir agua

destilada . 750 ml 100 m1

a) Para poner de manifiesto Jos astrocitos.

Fijacibn. Fﬁjar pequefios fragmentos del materjal en -

bromo-formol de Ramén y Cajal:

- formol neutro (2) 15 ml
- bromuro ambnico 2 9

- agua destiiada 85 m1l



126

La duracibén de la fijaci6n es de 2 a 10 dfas para_ los
astrocitos protoplasmdticos y de 3 semanas a varios meses,

para los astrocitos fibrosos.

Hey que efectuar inmediatamente la "hiperbromizacién”,
tratando los materiales con bromo-fermol durante 10 minutos

en caliente.

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

cras).

MODO DE EMPLEQC:

1. Pasar los cortes obtenidos por congelacifn a una so
lucibn amoniacal; se dejardn en la misma de 5 a 10

minutos.
2. Lavar Jos cortes con 3 6 & bafios de agua destilada.

3. Impregnar con carbonato de plata (solucibén débil) -
previamerite calentado a 45°; dejarlos en este bafio
de impregnacifn hasta que adquieran una tonalidad -
pardo oscura (de 3 a 5 minutos aproximadamente). La
selectividad de este método puede.incrementarse afia
diendo unas gotas de piridina en el bafio de carbona

to de plata.

4, Lavar répidamente con agua destilada.
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5. Reducir con formol, sin agitar, durante unos dos mj

nhtos.
6. Lavar rédpidamente con agua deétilada.

7. Virar con el clorurc de oro; primero, en frfo y des
Pués a una temperatura de 40° a 50°C, hasta que los

cortes adquieran una tonalidad vio1éce§.
8. Pasar por el hiposulfito durante yn minuto.
8. Lavar con agua destilada.
10. Deshidratar.

11. Montar.

b) Para poner de manifiesto la glia perivascular y 1Ja

microglia.

Fijacién. Fijar pequefos fragmentos del material en -

bromol-formol de Ramén y Céjal, de 1 a 3 dias.

Efectuar la "hiperbromizacién® como en la técnica ante

rior.

Cortes: Obtencién de cortes por conge]acfdn (20 a 25 -

micras).

MODO DE EMPLED:
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1. Pasar los cortes por una solucidn amoniacal durante

5 a 10 minutos.

2. Pasar los cortes a la siguiente solucifn:

- piridina 1 vol.
.- amoniaco 1 vol.
- agua destilada 1 vol.

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

3. Lavar muy rdpidamente en dos bafios de agua destila-
da (3 a 5 segundos), sin eliminar completamente 1la
piridina.

4. Impregnar con carbonato de plata (solucién concen~-
trada) pasando los cortes por 2 6 3 bafios, de 2 a §

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

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

tir de la reduccién {(etapa 5 del modo de empleo).

Método de Ramén y Cajal can sublimado de oro, para los

astrocitos protoplasmdticos.

Fijacidn. Fijar pequefios fragmentos del material con -
bromo-formol, de 2 a 6 dfas aproximadamente, un mes como ~

méximo.
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Cortes: Obtencidn de cortes por congelacidn (20 a 25 -

micras).

Reactivos:
Bafio de impregnacifn, a preparar antes de usar:

- Bicloruro de mercurio

cristatizado, 0.5 g

- Solucién acuosa de cloruro

de oro al 1% 10 m

- Agua destilada 50 ml

Disolver el bicloruro de mercurio en caliente y después
affadir la solucidén del cloruro de oro. Es imprescindible -

gue los reactivos sean de calidad excelente.

Bafio de fijacidn:
--so0lucidn acuosa de hiposulfito

sb6dico al 10% » 20 m}

- solucidn normal de bisulfito

sbédico 5 gotas

MODO DE EMPLEOD:

1. Lavar los cortes con agua destilada.
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2. Impregnar los cortes en la oscuridad hasta que ad--

quieran una tonalidad uniforme plrpura.

E1 éxito de la impregnacifn depende a la vez del tiempo
y la temperatura: Aparte de estos factores, la impregnacién
6ptima dependerd de la regifn del sistema nervioso y de 1la
especie animal. La permanencia de los cortes en el bafio de
impregnacidn puede oscilar de las 4 a las 8 horas y la tem-
peratura puede ser de los 18° a los 25°C. Para material pro
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 baho de impregnacién,
€sta deberd vigilarse con el microscopio: Se sacaran perif-
dicamente los cortes y se pondrdn provisionalmente en agua

destilada para hacer la observacifn.
3. lLavar cuidadosamente los cortes con aqua destilada.

4, Pasar por el bafio de fijacibn, de 5 a 10 min.

5. Lavar con alcohol de 70°, pegar los cortes al porta

objetoé y secarlos.
6. Deshidratar.
7. Transparentar los cortes con esencia de orégano.

8. Montar.
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Resultados. Los astrocites protoplasmdticos quedan te-
fiidos de rojo pirpura; las neuronas, de rosa o violeta cla-

ro y tas fibras nerviosas permanecen incoloras.

Método dé Golgi-Rio-Hortega, con cromato de plata, pa-
ra poner de manifiesto ia oligodendroglia (en blogue). Este
método es una variante de1.método de impregnacibén con el -
cromato de plata de Go19i; la nica diferencia estd en la -

mezcla fijadora.

Fijacién. Fijar pequefios fragmentos del material duran

te 2 a 3 dias con la siguiente mezcla:

- bicromato potdsico 3 ¢
- hidrato de cloral 2 3a5g

- formol al 10% 50 m

Hay que renovar el fijador diariamente.

Reactivo:

- Solucibn acuosa de nitrato de plata al 1,5%

MODO DE EMPLEO:

1. Después de la fijacibn, lavado répido del material

en agua destilada.

2. Impregnaci6én con la solucién de nitrato de plata,-

de 2 a 5 dfias.
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3. Deshidratacién r&pida, cortar y montar, como ya se
ha indicado a propbsito de)l método original del cro

mato de plata.

Método de impregnaci6n para células de Purkinje de Ca-

Reactivos:
- Nitrato de plata piridinado.
~ nitrato de plata al 2% 15 ¢c¢

- piridina . 6 a 8 gotas

- Baho reductor

- hidroguinona pura 0.3 g
- formol . 30 c¢c
- agua destilada 70 cc

MODO DE EMPLEO:

1. Las piezas de cerebelo, fijadas normalmente, se pa
san en formo) al 14%, por cuatro dfas o m4s. Pue-

den servir piezas fijadas hasta de un afo.

2. Hacer cortes gruesos por congelacidn, entre 30 y -

40 micras.
3. Recoger los cortes en agua formélica.

4. Llavar dos veces en agua destilada.
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5. Sumergir los cortes inmediatamente en una solucidn
de nitrato de plata piridinada, de 4 a 8 horas, a
la temperatura ordinaria, o algunos minutos bajo -
el calor de la 1€mp$ra, hasté que tomen un color ta

bajo oscuro.

6. Colocar los cortes en alcohol de 96°, de dos a tres

segundos.

7. Trasladar los cortes al bafio réductor y lavar abun-

dantemente.
8. Deshidratar en alcohol de 96°
9. Aclarar con creosota.

10. Cubrir con bédlsamo de Canadd 6 resina.

Resultados. tas células de Purkinje se tifien de café -
oscuro, y el fondo queda amarillento con otros elementos di

fusos.

Método de impregnacifn al cloruro de oro de Ruffini pa

ra terminaciones nerviosas.

1. Sumergir fragmentos frescos de tejido en una solu--
cién'al 20% de &cido f@rmico, agitando con frecuen-
cia hasta que adquieran transparencia, aproximada--

mente de 10 a 30 minutos; el tiempo depende del gro
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sor del fragmento. Del acierto de la exacta perma--

nencia en este bafio depende el éxito de la reaccién,

. Secar los fragmentos, primero en papel filtro y lue

go en un pafio 1impio.

Colocar los fragmentos en clorurc de oro al 1% por
20.6 30 minutos, protegiéndolos de la accibn de 1la

Tuz directa.
Secarlos en un pafo limpio.

Introducirlos en acido f6rmico al 20% en la oscuri-
dad por 24 horas. La cantidad de 1iquido debe ser -

la estrictamente precisa para cubrir deficientemen-

te las piezas.

6.

7.

Secar las piezas en un pafio limpio.

Sumergirlos en glicerina, durante 8 dias, expuestos

a la luz difusa.
Hacer 1a disociacidn del tejido en un portaobjetos.,

Cubrir con glicerina.

Resultados. Las terminaciones nerviosas se tifien de ne

Notas:

a)

Para trabajos en animales en época fetal, o verte--
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brados inferiores, se rebaja Ya concentracién del &cido for

mico al 10 6 15%.

b) En caso de impregnacibn excesiva se decolora en so-
lucidn acuosa de ferrocianuro de potasio al 1%, diluido en

glicerina, después lavar abundantemente en agua.

c) Se puede contratefiir con carmin.
d) Da magnificos resultados en terminaciones de pelo,-

misculo y periostio.

Método de la plata hiperfuerte de Llombart para termi-

naciones nerviosas y corpisculos sensitivos.

Reactivo:
- Carbonato de plata hiperfuerte:

Mezclar nitrato de plata al 10% con carbonato de sodio
a saturacidn hasta que dejé de formarse precipitédo, Lavar
repetidas veces el precipitado con abundante agua destilada
hasta qué el agua quede limpia {minimo 3 veces). Disolver -
el precipitado afiadiendo amoniaco gota a gota y evitando su
exceso. Afadir agua destilada hasta que la solucibn quede -

aproximadamente al 10%. Hacer con una peguefa cantidad de -

'-plata.(l g), to indicado en los dos primerps pasos, y el

precipitado lavado se afiadir§ al carbonato anteriormente

preparado, asegurando asf la neutralizacidén del amoniaco
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que pueda haber en exceso. La utilizaci6n del carbonato de

plata hiperfuerte exige filtrado previo.

MODO DE EMPLEO:

1.

Fijar en formol al 10%, de 8 a 15 dfias.
Hacer cortes por congelacifn.
Lavar 3 veces en agua destitada.

Sumergir los cortes en agua destilada con piridina
{60 a 70 cc de agua con 20 & 30 gotas de piridina),

durante 15 minutos o mas.
Lavar abtundantemente en agua destilada, 3 6 4 veces.

Sumergir los cortes en nitrato de plata al 20% por

24 horas, a temperatura ambiente.

Pasar los cortes de uno en uno por formol al 25%, -
dispuesto en varios pocillos, hasta que dejen de -
formarse nubes blancas de precipitadeo. La operacién
de cambiar los pocillos se realiza con rapidez, pa-
ra evitar el precipitado sobre 105 cortes; usar - -
tres o cuatro pocilios, con 10 a 25 cc de formol --
neutro en proporcifn de una parte de agua corriente
por dos o tres de agua destilada (dependiendo de la

sobrecarga c&lcica de) agua ordinaria).

Pasar los cortes a la plata hiperfuerte de 1a si--

guiehte manera: Una vez que 1os cortes estin en for
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mol transparente se pasan a la plata hiperfuerte re
cién filtrada y dispuesta en dos pocilles, a los -
due se afadif amoniaco en la siguienté proporcifn:

5 cc de plata hiperfuerte mds tres gotas de amonia-
co en el pocillo 1; 5 cc de plata hiperfuerte mis -
dos gotas de amoniaco en el pocillo 2. Con el obje-
to de evitar que los cortes arrastren exceso de for
mol se escurren brévemente en papel filtro. Se pa--
san los cortes del pocillo 1 al 2 cuando comienzan

a adquirir tono amarillo vivo, y permanecen en éste
un tiempo variable, gue oscila entre 2 minutos, y 2

horas {con aconsejable control microscépico).
9. Lavar ligeramente con agua destilada.

10. Diferenciar en una solucidén débil de dcido acético
en 2 pocillos, conteniendo ambos 10 cc de agua mds

20 gotas de acido acético.
11. lLavar rdpidamente en agua destilada.

12. Sumergir los cortes en cloruro de oro al 1x500 con

una gota de &cido acético por cada cc de cloruro de oro.

13. Fijar en hiposulfito de sodio al 3%, de 10 a 15 5e-

qundos.
14. Lavar abundantemente con agua destilada.
15. Deshidratar con alcohol de 96°

16. Aclarar con creosota.
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17. Cubrir con b&lsamo de Canadd o resina.

Resultados. lLos corplsculos sensitivos y nervios se ti

fien de negro.
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REACTIVOS GENERALES PARA LAS TECNICAS HISTOLOGICAS
Y SU PREPARACION.

(1) Liquido de Baker:

- formol neutro (2) 10 m)

- solucibén acuosa de cloruyro

cdicico anhidro al 10% 10 ml

- agua destilada . 80 ml

(2) Formol neutro:

E1 Formoil neutro” forma pérte de numerpsos 1iqui--

dos fijadores.

La solucidén de formaldehido es inestable y el dcido -
fémico que resulita de esta inestabilidad debe neutralizarse
con unas gotas de una solucifn de sosa o carborato sdédico.-

La neutralizacibn se comprueba con papel indicador de pH.

La conservaci6n de la solucibn neutralizada es mejora-
da considerablemente en presencia de un exceso de carbonato

cdlcico.

(3) Liquido de Gendre:

- alcohol de $5° saturado de
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&cido pficrico 80 m)

- Formol 15 ml
- Acido acético 5 ml

{4) Liquido de Miiller:

- bicromato potédsico 2,5 g
- sulfato s6dico lg
- agua destilada 100 m1

Tiene que prepararse en el momento de usaria y no

S conserva,

(5) Aclarante de Rio-Hortega:

- toluo) 80 ml
- creosota de haya 10 m1

~ dcido férrico 10 ml

{(6) Azul policromo:

(fé6rmula de Roaues y Jude)

(se prepara en frio).
Mezclar en un mortero:

- alcohol metflico puro 100 m1
- azul de metileno 6,4 ¢

_~ eosina hidrosoluble 0,4 g
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Dejar esta solucién en reposo durante 24 horas y des--

pués afadir 100 g de glicerina.

Advertencia. Hay soluciones comerciales de excelente -

calidad.

(7) Complejo de plata amoniacal.
(Férmula de Fontana)

(preparacién en frio):

Se hace precipitar una solucibn'acuosa de nitrato de -
plata al 5%, aﬁadiéndole amoniaco; se va afiadiendo mis amo-
niaco hasta.que el precipitado se redisuelva; ‘entonces se -
anadirdn unas gotas de nitrato de plata al 5% en solucitn -
acucsa hasta gue haya un enturbiamiento persistente; la so-
lucién no debe tener olor a amonjaco. Dejar reposar la solu

cién antes de emplear.

Advertencia importante. La preparacibn de este reacti-.
vo requiere de ciertos cuidados; hay que agitar suavemente
1a solucidén y ahadir gota a gota los diversos reactivos, de

‘manera que no se sobrepase 1a cantidad 6ptima.

En frfo y en la oscuridad puede conservarse varios me-

ses.
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(8) Fucsina de Zijehl.

{preparacién en frio):

1. Prepaf;ciﬁn de Ya splucifn madre:

Machacar en un mortero:

- fucsina bdsica ) lag
- dcido fénico o 5q

- alcohbl de 95° 10 ml

afiadiendo progresivamente:

-~ agua destilada ' 80 ml

Dejar sedimentar durante una hora y filtrar.
Conservacitn ilimitada.

Advertencia. Existen soluciones comerciales.

2. Preparacidn de la solucidn diluida:

- fucsina de Ziehl,

solucibn madre 30 m
- agua destilada 70 ml

No se conserva.

(9) Hemalumbre (férmula de Masson)

(preparacifin en caliente):

- hematefna 0,2 g
- alumbre pofésico 5g

- agus destilada 100 ml
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Hacer hervir, dejar enfriar y filtrar;

afadir:
- &cido acético ) 2 ml

Se conserva alrededor de un mes.

(10) Hematoxilina solucién madre

(preparacién en frio):

- hematoxilina 10 ¢

- alcohol de 95° ) 100 ml

Esta solucién debe "madurar" (envejecer) durante -
unos tres meses; cuando la solucidn ha maduradoe demasiado,-
puede corregirse este exceso por adicidén de una solucién -
m&s recientemente preparada. También es posible hacer madu-
rar artificialmente una solucidn afiadiéndole exactamente -
0,2 Q de yodato potdsico por grame de hematoxilina (procedi

miento de Mayer).

(11) Hematoxilina de’ Regaud

(preparacién en frio}:

- solucién madura de

hematoxilina (10) . 10 ml
-~ glicerina. - 10 ml
~ agua destilada Bb ml

Conservaci6n indefinida.



(12) Magenta

(preparaci6n en frio):

-~ solucifn saturada de magenta

en alcohol de 95° . 20 ml
- a0.a destilada 80 ml

Conservacién jlimitada.

{13) Picroindigocarmin (1iquido de Calleja)

{preparacién en frio):

- Carmin de fndigo 0,230,849

- solucién acuosa saturada

de dcido picrico 100 ml
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 métodos argénti--

cos son comunes a la mayoria de ellos. Se describe aqui

preparacidon de los reactivos mds usados.

Carbonato de plata amoniaca)

a)

b)

c)

solucibén débil:
- nitrato de plata al 10%
- carbonato de sodio al 5%

- amonfaco
- agua destilada

solucibn mediana:
~ nitrato de plata al 10%
~ carbonato de sodio al 5%

- amonfaco
- agua destilada.

soluci6én fuerte:
- nitrato de plata ol 10%
- carbonzto de éodio al 5%

- amoniaco

5 cc

15 cc

5 a 10 gotas
aproximadamente

55 cc¢

5 ¢cc
15 ¢c
5 a 10 gotas

aproximadamente

20 cc

%_cc‘
15 ¢cc
5 & 10 gotas

aproximadamente

la
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tas soluciones de carbonato de sodio al 5% y nitrato -

- de pltata al 10%, se preparan por séparado.

Es conveniente'que el carbonato de sodid sea una soltu-
cibn vieja (mds de tres meses) y el nitrato de plata recien

te,

Nitrato de plata al 10%

- nitrato de plata 1,5 ¢

- agua destflada : 10 cc

Carbonato de sodio al 5%

- carbonato de sodio

anﬁidro o monohidratado 1,5 ¢

- agua destilada 30 cc

Para usar, se mezclan las dos soluciones en un frasco
dmbar, resultando un>precipitado blancuzco que se disolvers
afiadiendo amonfaco gota por gota, sin excederse, e} reacti-
vo no debe oler a amonfaco, para asegurarse puede dejarse -
un poquito de precipitado y usar solamente la solucién. Se
agrega la cantidad de agua necesaria para preparar la solu-

cién débil, mediana o fuerte.

Nota: Cuando no se indique otra cosa el carbonato que

se emplea es ‘el mediano.



Nitrato de plata al 2%

- nitrato de plata ' lg

- agua destilada 50 cc

Hiposulfito de sodic al 5%

- hiposulfito de sodio 50 g

- agua destilada 1000 (44

Cloruro de oro al 1x500 (para métodos de rutina)

- cloruro de oro amarillo lg

- agua destilada 500 cc

Lavar con agua destilada 1a cépsula en donde yiene el
ctoruro de oro, abrirla como ampolleta e introducirla com--
2leta a una botella color &mbar Que contenga 500 cc de agua .
destilada, agitar suavemente. Puede guardarse por mucho --

tiempo filtrdndolo antes de usarlo.

Cloruro de oro al 1% (para métodos especiales)

- cloruro de oro amariilo lg

- agua destilada .- 100 cc

Se prepara como el anterior.

Agua amoniacal



-~ agua bidestilada

- amonfaco

Oxido de plata amoniacal

nitrato de plata al 10%

- hidrbxido de sodio al 40%
- agua destilada

~ amoniaco

- agua destilada

148

4 gotas

30 cc

15 gotas

50 cc

1o necesario
para completar

150 cc

A1 mezclar el nitrato de plata con el hidrdxido de so-

dio se formard un precipitado que se lava de 10 a 12 veces

con agua destilada (aproximadamente 11). Se afaden 50 cc de

agua destilada y se disuelve el precipitado con amonfaco, -

agitando con una varilla de cristal, sin excederse. Se com-

pleta con agua destilada un volumen de 150 cc. Se guarda la

solucibn en un frasco &mbar en la oscuridad.
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REGLAS GENERALES PARA LOS METODOS DE PLATA.

Los métodos de impregnacifn 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 gue

no se siguen estrictamente.

A continuacibn se dan las reglas indispensables para -

el manejo de los métodos argénticos.

1.

Emplear siempre agua destilada o bidestilada.

t1 manejo de los cortes serd siempre con asas de vi

drio.

‘Tener los pocillos limpios y perfectamente secos an

tes de usarlos.

E1 nitrato y el carborato de plata, asi como el clgo
ruro de oro, se colocan siempre en pocilloes de Rfo-

Hortega (10 cc¢).

Para permanganato de sodio, &cido oxdlico, hiposul-
fito de sodio y alcohol, emplear vasos de 40 6 50 -

cc.

E1 agua destilada y el formol al 1 & 10% deben colgp

" carse en cajas de Petri.

Se deben comprobar sobre fondo blanco y negro que -
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Tas soluciones de plata estén lipres'de precipita--

dos, antes de poner en ellas los. cortes.

Nunca se deben pasar las asas de.vidrio del &cido -~
ox81ico, hiposulfito de sodio o permanganato de po-
tasio a las soluciones de oro y plata, se deben la-

var antes o de Jo contrario se formard precipitado.

E1 nitrato y el carbonato de plata se deben tapar -
siempre gue se calienten o deban permanecer algin -
tiempo en los pocillos, para evitar la formacidn de

precipitados.

Cuando se tépa un pocillo que contenga soluciones -
de plata, se utiliza un vidrio de reloj, 1lenando -
el pocillo de manera que s61o quede una burbuja de
aire entre el vidrio y el pocillo, para poder agi--

tar sin necesidad de destapar.

Nunca se debe calentar demasiado, los pocillos no -
deben quemar al tomarlos con los dedos, Ta lampara

no debe estar exactamente debajo del pocillo sino -
hacia un lado, para evitar el calor directo de 1a -

flama.

Los pocillos deberdn lavarse personalmente, para -~
asegurarse que no se usaron durante el lavado sus-~
tancias corrosivas, en caso de hacer uso de ellas,-

tener especial cuidado en enjuagar muy Lien.
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Mezcla cr6mica.

La mezcla crémica se utiliza para la limpieza del mate
rial de cristalerfa que estd sumamente sucio o manchado. Es
to ocurre con frecuencia con el uso de los reactivos de pla

ta 0 colorantes.

Mezcla crdomica:

- bicromato de potasio 100 g
- agua destilada . 1000 cc
- &cido sulfldrico concentrado 100 cc

Se disuelve en caliente el bicromato en el agua desti-
lada cuando se ha enfriado se le agrega, gota a gota los -

100 cc de dcido sulfdrico.

Cuando la cristaleria estd muy sucia se puede_dejar 1
a 3 dias 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.
Métoda- Fijaci6n sin poscromizacifn:
1. Fijar piezas de 3 mm de grosos como méximo, durante

12 horas; si se ha fijado con lfquido de Regéqd, 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. lLas piezas Sse co-
locan en tubos de vidrio abiertos por los dos extremos: uno
se cierra con un tap6n de corcho'y el otro con un tul suje-
to por un aro de caucho. Los tubos permanecerdn en un Ccris-
talizador con agua corriente (circulante); el tapdn de cor-.
cho servird de flotador. Si las mallas del tul son suficien

temente grandes, la renovaci6n de agua serd correcta.

Si se tiene la pfecaucién de renovar frecuentemente el
agua (cada cuarto de hora en la 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 Gltimos lavados, el agua debe quedar total-~-

mente incolora.

Sea cual fuere el procedimiento seguido, lo importante

es que el lavado sea minucionso.

3. Lavar las piezas con agua destilada durante una ho-

ra, renovada varias veces.
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Método- Fijaci6n con poscromizaci6n:
1. Fijar como en el caso anterior,
2. Lavar r&pidamente las piezas con agua destilada.

3. Dejar las piezas en una solucién acuosa de bicroma-
to potdsico al 3%, a temperatura ambiente. Retirar
por separado las piezas cada 24 horas, para tengr -
una gama de tiempos de poscromizacién lo mis comple

ta posible.

4. Lavar las piezas como se ha indicado anteriormente:
pPrimero, 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 de 70°.
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CONCLUSIONES

lLas técnicas histolfgicas deben seguirse siehpre de ma
nera crftica, buscando las condiﬁiones mds adecuadas para -
cada caso particular, hasta lograr un resultado exitoso, -
considerando que son una herramienta cientffica que nunca -
ha sido estdtica y>que siempre ofrece las posibilidades de
evolucionar. Sin embargo, hay que evitar hacer variaciones
supérfluas, tomando en cuenta que el autor de cada técnica
ha comprobado a fondo las operaciones esenciales de su méto

do.

Con frecuencia vemos fracasados nuestros intentos al -
realizar alguna técnica histolbgica obtenida de un libro o-
quia de técnicas, aiin cuando nos apeguemos estrictamente a
la metodologia seguida por el autor; esto se debe en gran -
parte al desconocimiento de las condiciones y procedencia -
del material vivo, asi como de los reactivos en diferente -
presentacidn y con diversbs grados de pureza y esto repre-
senta el primer obstdculio para la obtenci6n de buenos resul
tados, pues en general, ningln autor aclara la marca, y aun
que 1o hiciera, no estdn disponibles siempre, en todo tiem-
po- y lugar idénticos productos. De manera que cualquier téc
nica que s¢ intente por primera vez debe someterse a una se

rie de pruebas de ensayo y error, hasta obtener resultados
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satisfactorios, y no caer en el error de condenar al primer

intento la té&cnica.
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RESUMEN

Bl presente'trabajo es una investigacién bibliogréfica,
en el cual la informaci6n obtenida fue pfocesada usando co-

mo base el Método Cientifico.

Se verificaron las variables existentes en las Técni--
cas Histoldgicas, haciendo una correlacién de datos; de los
resultados obtenidos, de las Técnicas Histolégicds, se se-
leccionaron aquellas mds relevantes, ordendndolas y clasifi
céndolas de la manera mas conveniente para su facil compren

sibn.

Ademé&s se uncluyd informacidn general sobre el Tejido
Nerviosc, con el objeto de gue se pueda profundizar en las
técnicas.

Este manua) permitird a sus usuarios emprender con fa-

cilidad investigaciones de relativa dificultad.
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