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" ESTANDARTZACION Y MODIFICACION DE LA TECNICA KLATZO0
PARA LA OBSERVACION DE LAS CELULAS DE LA NEUROGLIA."




INTRODUCCION

La neuroglia o tejido glial.de origen ectodérmico es un teji-
do puramente celular que forma el armazdn de sostén de la subs
tancia constitutiva del sistema nervioso central, tanto de - -
substancia gris como de substancia blanca. Las células neurd-
glicas poseen en éeneral un pequefio sama, que contiene fibras-
neurdglicas que se componen de un armazda prcteico insoluble en
. agua y forma una tupida trama fibrosa,Aen la qué se hallan in--

cluidas las neuronas. (12)

En contraste con las neuronas las células neurdglicas conservan

durante toda la vida su capacidad de reproduccidn. Cuando se --
s s - 3

produce una gran desintegracion de neuronas, el espacio ocupado

por Estas se rellena por proliferacidn ripida de la neuroglia.

Las células neurdglicas pueden formar también tumuraciones {(glio

ma). (4)

A su cargo corren importantes funciones; de nutricién, metabdli-
cas, fagocitarias y de aislamiento reciproco de ias neuronas, a- .
demds de ser el tejido de sostén de las neuronas. Las células .de
. la neuroglia se caracterizan por ser generélmente ﬁequeﬁas Yy son
de cuatro tipos: astrocitos, oligodendrocitos, ﬁicroqlia y célu-

las ependimarias. ( 4,14 )

El nlmero de células neurdglicas sobrepasa hasta unas 10 veces,-
aproximadamente, el de -las neuropas, su relacidn con las neuronas

es de 10.:1 hasta de 50: 1. ( 4,14 ). F!_rﬂf'
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la importancia de la neuroglia para el metabolismo de las neuronas

se deduce del hecho de gue estas Gltimas; en cultivos de'tejidos,-

sdlo conservanb( durante cierto tiempo ) su funcionalismo intacto-

si se hallan en presencia de células gliales. Entre ambos tipos de
células existen relaciones mutuas, tanto metabdlicas como bioeléc-
tricas. (4)

La neuroglia tiene caracteristicas histdlogicas muy variables y --

son dificiles de distinguirse con los métodos histolbgicos rutinarios

Es preciso aplicar técnicas muy especiales y especificas para la deter
minacién de estructuras propias de las células nerviosas, estas celu-
las se pueden 1dent1f1car mejor gracias a los métodos de impregnacidn
con metales..En 1873, Camilo Golgi recomendd por primera vez el metq_
do de impregnaéién argéntica para las investigaciones del sistema ner-
_vioso central. Los métodos.de impregnacidén con sales de plata han ad-
quirido ya tal polimorfismo que ha sido necesario describir ¢on detalle
todas las modificaciones y variante que se han hecho a fin de dar a co-
nocer y divulgar sus aplicaciones, tan fitiles en los campos de la inves
tigacidn cientifica que ayuda al conocimiento morfolbdgico, ya sea de -
tejidos bioldgicos normales como patolégicos, pues nos permite analizar
las formas celulares individuales y muchas de sus estructuras c1toplas—
mdticas granulosas y fibrilares. { 3,15 ).

Los métodos de impregnacidn argento-ailricas cuentan con una historia muy
importante. A partir de 1888, el Investigador Espafiol Santiago Ramdn y -
Cajal, dedicado también al estudio del sistema nervioso, logrd importan-
tes modificaciones al método de Golgi como el doblé cromado e impregna-- '
cibn, que constituye un perfeccionamiento de gran importancia daco a cono

cer en 1892 ya gue mediante este sentd las bases .
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morfolbgicas de la transmisidn de los estimulos nerviosos. (3 )

Al principio’ las técnicas argentoiaﬁricas se utilizaron principal-
mente por los diferentes autores, desde hace mas de cien ahos, en-
el estudio del sistema nervioso; sin embargo, en los (ltimos ochen
ta anos, se han utilizado para conocer la estructura de todos los-
drganos y tejidos entre los que se encuentran el tejido concectivo
el sistema reticulo-endotelial y otros. De esta manera los términos
de impregnacidn serin quizas mds seguros que los métodos de tincidn
las sales de osmio, mercurio, plomo y uranio son élgunas veces uti-
lizados, el mds valioso metal para éste propééito es la plata en la
forma de nitrato de plata. Se requiere el empleo de .numerosos méto-—
dos especiales, unos generales y otros adaptados a la particularidad

del tejido nervioso. (3,13 )

Los métodos especiales son muy diversos y han dado a numerosas va--
riantes; la eleccidn de los mismos dependerd de la regidn del siste
ma nervioso. Indicaremos los grandes métodos bdsicos existentes pa-

ra poner de manifiesto las células de la neuroglia. (3,5 ).

1.--Método Holzer ( 2 )

a).- Fibras gliares

2.~ M8todo modificacidn del Rio~Hortega con carbonato de plata
(5,9 )
a).- Astrocitos
b) .- Glia preivascular y la microglia

3.~ Método de Ramdn y.éajal con oro sublimado ( 2,9)

a) .~ Astyocitos.
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10.- Método Weil y Devenpont (9) °

Método Acido Phosphotungtic y Hematoxylin { 6,8 )
a) .- Astrocitos

b).~ Colageno y mielina

Método Klatzo ( 1,7 )
a).- Astrocitos
b} .- Oligodendrocitos

c).- Microglia.

Método modificacién de Del Rfo- Hortega-Golgi (5)

a).~ Oligodendrogolia.

Método Penfield modificacidn del Del Rio Hortega con carbonato
de plata. (9) . '

a) .~ Fibras gliares.

Métodc Golgi con cromato de plata (9)

a) .~ Somas celulares y prolongaciones.

Método Cox con bicloruro de mercurio (7,9 )

a) .~ Somas celulares y prolongaciones,

a).- Células gliates

b) .- Tumores celulares gliales




1.~ M8todo modificacidén Penfield-Stern (7,10 )

a}).~ Oligodendrocitos.

12.- Método Golgi-Hortega -Lavilla con impregnacidn de plata.

a).~ Células gliales (1,7).

-5 -

. R p,

ﬂmf&(ﬁgggt



S6lo queda aclarar que las imprégnaciones metdlicas, hai servido
para evidenciar y caracterizar algunos elementos celulares y ti=
sulares no nerviosos, que son poco destacados con otras té&cnicas
Y que ademads no se limita a las investigaciones sobre sistema =--
nervioso el uso de plata, sino que existe un trabajo fructifero-
en donde se han usado también para impregnar tejidos algunas sa-
les de oro, acido dsmico, de manera independiente o conjunta con

las soluciones de plata. ( 3,5 ).

En el presente tfabajo se utilizd el método modificado de Klatzo
debido a que los procedimientos que se siguieron son rdpidos y-
no se requirid de mucho tiempo para realizarla ni de material so
fisticado. La ventaja de &ste método es que permite visualizar -
individualmente cé@lulas de la glia con sus prolongaciones, pues-
algunos métodos mds que detalles estructurales, lo que permite -

observar son las formas de las neuronas. (3,9 ).



PLANTEAMIENT{_) DEL PROBLEMA.

Para el estudio de los elementos neuronales se requiere de técni-
cas especiales a base de impregnaciones argenticas y en ocasiones

muy sofisticadas que no estln al alcance de los estudiantes.

Por lo que éste trabajo se utilizd el método modificado ‘de Klatzo-
que permite observar los elementcs de la glia, debido a que no se-
distinguen bien'apareciendo solo sus niicleos con los métodos ruti-

narios existentes.




HIPOTESTIS.

Creemos que la .con la técnica modificada de Klatzo podrd lo-
grarse una observacidn mds precisa de las c&lulas de la neurg

glia.



OQOBJETIVOS

Implementacidn de la técnica de Klatzo modificada, para ser
empleada de forma rutinaria eén el Laboratorio de Histologia

de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.

Incrementar las t&cnicas histoldgicas empleadas.en el Labo-
ratorio de Histologia, incluyendo técnicas a base de impreg

naciones argénticas.

Dotar al departamento de Histologia de una nueva técnica y-
reactivos, que auxiliard a técnicos y alumnos para el mejor

estudio de estructuras celulares del S5.N.C.




MATERIAL Y METODO

El presente trabajo se realizd en 50 muestras de tejido ﬁer—
vioso de la especie canino, caprino, rata y conejo, que se -
Aobtuvieron de caddveres reciéﬁ muertos que llegaron para Nej
cropgia al Departamento de Patologia. Haciendo cortes de te~

jido de un grosor de 3-4 milimetros. {

TECNICA DE KLATZQO MODIFICADA.

1.~ Fijar en golucién fresca de hidrato de cloral 3g. y S5g.-
de dicromato de potasio { KZCr 207 }, en 90 ml. de agua-
destilada agregar 10 ml. de formalina.
Para astrocitos protoplasmiticos de 12-17 hrs., para as-
trocitos fibrosos fijar por 18-48 hrs., para oligodendro=-
gqlia de 18-24 hrs. y para microglia de 12-48 hrs.

2.~ A las 24 hrs. enjuagar los blogues en 10 % de formalina, -~

ponerlos a ellos en una solucidn fresca si un segundo dia -

as requerido. -
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3.~ Lavar ripidamente en 4 cambios de agua destilada. Pasar
los bloques individualmente directo a 4 bafios de 25 ml.-
al 1 % de nitrato de plata, éefmaneciendo alrededor de- 2
minutos en cada uno, mgnejar coﬁ pinzas recubiertas de -
parafina.

Impregnar por 18-24 hrs. en 1.5 % de Nitrato de Plata.

4.~ Enjuagar con agua destilada y quitar con una brocha el --
precipitado. Meter a procesar al histoquinete de manera ru
. tinaria.
5.~ Bloquear con parafina y hacer cortes de tejido en el micro-
tamo de 60-90 micras, recolectar en bafio de flotacidn con ~

portaobjetos y desparafinizar en la estufa a 60 °C. y xilol,

montar con resina sintética.

RESULTADOS: C&lulas de la glfia de color negro y fondo amarillo.

MODIPICACION A LA TECNICA ORIGINAL.
A).- Cortar en secciones congeladas a 60 & 100 micras, recolectan

dern alcohol al 30 & { dos cambios ).

-1~




B).~ Deshidratar en alcohol de 95 y 100 % y aclarar en tolueno.
C) .- Sobrenadar encima de los portaobjetos, coger cubrir libre-

mente con tolueno permount, aplicar el cubreobjetos.

-l2=



3
RESULTADOS

La modificacidn hecha a la técniEa de Klatzo aportd resultados
positiQos, ya que se logrS mediante un proceso més:fécil, mas~
r8pido y relativamente econdmico, la observacidn clara de astxo
citos fibrosqs, astrocitos protoplasmiticos, oligodendrocitos -

y células de la microglia ( Figura 1y 3 ). .

La técnica no fué selectiva, pues ademis de las células anteriox
" mente citadas, también se tifieron neuronas y sus prolongaciones-

(Figura 2 ).
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PIGURA NUM. 1. Representacidn de las células de la glia "
{(p) astrocito fibroso, (B) oligodendroci
tos, (C) nlcroglla, (D) astroc1to protc-
plasnatlco.‘
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FIGURA NUM. 2 Vista general de las células de la glia con algunas
: neurcnas. {(4). A. ribrosos, -
(B) A, Protoplasmdticos, (C) Midrdglfa,
{D} Oligodendrocitos, (E) Neuronas.
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FIGURA NOmM.

-16~

3

Imagen de 3 clulas de la glfa
(A} Astrocitos fibrosos, (B) -
Microglia, (C) Oligodendrocitos.




DISCUSION

Los resultados de la modificacién, a la t@cnica de Klatzo gue se
hizo por no tener el microtomo de congelacidn son los mismos a -

la técnica original, pero observamos durante el desarrollo que -
existen algunas diferencias en lo que se refiere al tiempo de fi
jacidn en la primera solucidn ( dicromato de potasic )}, la técni'
ca original dice que el tejido debe fijarse para astrocitos fibro
sos de 1B8-48 hrs., para astrocitos protoplasﬁéticos de 12~17 hrs.,
oligodendrocitos por 18-24 hrs., y para microglia 12-48 hrs,

Para el método modificado se observaron células gliares fijando -
tejidos por 12 hasta 72 hrs., en la primera solucidn y 24 hrs. en
nitrato de plata al 1.5 %. Nosotros observamos que entre mas tiem-
po fijdramos el tejido en la solucién de dicromato de potasio habSa
mejor impregnacidn de plata y mayor tincidn de células, se observd
que a partir de las 36, 48'y 72 hrs. de fijacidn hay una mayor apre
- clacion de las células de la glia, tififndose m&s los astrocitos fi-
brosos y astrocitos protoplasmiticos.

Entre las wentajas que nos presentd la utilizacidn de la t@cnica de-

Klatzo modificada, respecto a la técnica original podemos mencionar:

- 17 =



Que se puede procesar tanto tejido fijado en formol camo tejido
fresco, ademds, las preparaciones pueden conservarse hasta por~
30 dfas en solucidn de nitrato de plata al 1.5 %, contra 24 hrs.

que es el tiempo miximo, recomendado en la t&cnica original.

Las dgsventajas que observamos en la aplicacidn de &sta técnica
son: Que no es muy selectiva, pues ademds de las células de glia
se tifieron neuronas y sus prolongaciones, ademis los vasos sangui
neos y depdsitos de plata formados interfieren la impregnacidn ==
de c€lulas nerviosas y la solucién de nitrato de plata no debe -
usarse mds de 2 veces porque no tifie de una manera Optima las cé-~

lulas de la glia.

~18=-




CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos se cumple con los objetivos

del presente trabajo.

La modificacidn a la t€cnica de Klatzo resultd mis fécil de rea

lizar, mads rapida y mas econémica que la técnica original.

Puede ser aplicada a tejidos fijados en formol y a tejidos fres-

COs.

Los tejidos pueden conservarse mas tiempo en sol. de nitrato de-
plata, que en la técnica original.

La técnica no fué selectiva, porque se tifieron también neurcnas.

Los vasos sanguineos y depdsitos de plata formados, interfieren-

la impregnacidn.

Cuando la solucidn de nitrato de plata se utilizd m3s de dos ve--

ces, no se logrd tincidn adecuada de las células del glfia.
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SUMARTIO

Se utilizaron 50 muestras de corteza cerebral y cerebelo de ca-
nino, caprino ratas y conejo, se hicieron cortes histoldgicos -
con un grosor de 3 a 4 milimetros y se procesaron por medio de-

la técnica argéntica de Klatzo modificada.
Se logrd la observacidn de astrocitos fibrosos, astrocitos proto
plasmaticos, oligodendrocitos y microglia.

La técnica de Klatzo modificada resultd un procedimiento facil,=
ripido y relativamente econémico para la tincidn e identificacidn
de células de la neuroglia, aunque no selectiva, pues se tiferon-

también neuropas y- sus prolongaciones.
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