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" ESTANVARIZACION Y MOVIFICACION VE LA TECNICA KLATZO 

PARA LA OBSERVACION VE LAS CELULAS VE LA NEUROGLIA." 



INTRODUCCION 

La neuroglia o teji~o glial.de origen ectodérmico es un teji

do puramente celular que forma el armazón de sostén de la sub~ 

tancia constitutiva del sistema nervioso central, tanto de - -

substancia gris cano de substancia blanca. Las células neuró

glicas poseen en general un pequeño soma, que contiene fibras

neuróglicas que se componen de un arrnazó~ prcteico insoluble en 

agua y forma una tupida trama fibrosa, en la que se hallan in-

cluÍdas las neuronas. (12) 

En contraste con las neuronas las células neuróglicas conservan 

durante toda la vida su capacidad de reproducción. Cuando se·-

produce una gran desintegración de neuronas, el espacio ocupado 

por éstas se rellena por proliferación rápida de la neuroglia. 

Las células neuróglicas pueden formar también tumuraciones (gli~ 

ma). (4) 

A su cargo corren importantes funciones·; de nutrición, metabóli

cas, fagocitarias y de aislamiento recíproco de las neuronas, a

demás de ser el tejido de sostén de las neuronas. Las células ·de 

la neuroglia se caracterizan por ser generalmente pequeñas y son 

de cuatro tipos: astrocitos, oligodendrocitos, microglia y célu

las ependi:ínar i as. (. 4 , 14 ) 

El número de células neuróglicas sobrepasa hasta unas 10 yeces,

aproximadamente, el de ·las neuronas, su relación con las· neuronas 

es de 1 O. : 1 hasta de 50: 1 • ( 4, 1 4 ) • 
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La importancia de la neurogl!a para el metabolismo de las neuronas 

se deduce del hecho de que estas últimas; en cultivos de tejidos,

sólo conservan ( durante cierto tiempo ) su funcionalismo intacto

si se hallan en presencia de células gliales. Entre ambos tipos de 

células existen relaciones mutuas, tanto metabÓlicas como bioeléc-

tricas. (4) 

La neuroglía tiene características histólogicas muy variables y 

son difíciles de distinguirse con los métodos histolÓgicos rutinarios 

Es preciso aplicar técnicas muy especiales y específicas para la det~r 

minación de estructuras propias de las células nerviosas, estas célu

las se pueden identificar mejor gracias a los métodos de impregnación 

con metales .. En 1873, Camilo Golgi recomendó por primera vez el méto_ 

do de impregnación argéntica para las investigaciones del sistema ner

vioso central. Los métodos de impregnación con sales de plata han ad

quirido ya tal polimorfismo que ha sido necesario describir con detalle 

todas las modificaciones y variante que se han hecho a fín de dar a co

nocer y divulgar sus aplicaciones, tan Útiles en los campos de la inves 

tigación cientÍfica que ayuda al conocimiento morfológico, ya sea de -

tejidos biológicos normales como patológicos, pues nos permite analizar 

las formas celulares individuales y muchas de sus estructuras citoplas

máticas granulosas y fibrilares. ( 3,15 ). 

Los métodos de impregnación argento-aúricas cuentan con una historia muy 

importante. A partir de 1888, el Investigador Español Santiag.o Ramón y -

Cajal, dedicado también al estUdio del sistema nervioso, logró importan

tes modificaciones al método de Golgi como el doble cromado e im:¡:re.gna-

ción, que· constituye un perfeccionamienta de c¡¡ran importancia daC.o a cono 

cer en 1892 ya que mediante este sentó las bases 
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morfológicas de la transmisión de los estímulos nerviosos. (3 ) 

Al principio las técnicas argento~aúricas se utilizaron principal

mente por los diferentes autores, desde hace más de cien años, en

el estudio del sistema nervioso; sin embargo, en los Últimos ochen 

ta años, se han utilizado para conocer la estructura de todos los

órganos y tejidos entre los que 'se encuentran el tejido concectivo 

el sistema reticulo-endotelial y otros. De esta manera los términos 

de impregnación serán quizas más seguros que los métodos de tinción 

las sales de osmio, mercurio, plomo y uranio son algunas veces uti

lizados, el más valioso metal para éste propósito es la plata en la 

forma de nitrato de plata. Se requiere el empleo de.numeros6s méto

dos especiales, unos generales y otros adaptados a la paJ:ticularidad 

del tejido nervioso. (3,13 ) 

Los métodos especiales son muy diversos y han dado a numerosas va-

riantes; la elección de los mismos dependerá de la región del sist~ 

ma nervioso. Indicaremos los grandes métodos básico's existentes pa

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

1 ••. Nétodo Holzer ( 2 

a).- Fibras gliares 

2.- Método modificación del Río-Hortega con carbonato de plata 

(5,9 ) 

a).- Astrocitos 

b).~ Glía preivascular y la microglía 

3.- Método d1l Ramón y Caj al con oro sublimado 2, 9 

a).- Ast~ocitos. 

- 3 -
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4.- Método Acido Phosphotungtic y aematoxylÍn ( 6,8 ) 

a).- Astrocitos 

b).- Colageno y mielina 

5.- Método Klatzo ( 1,7 ) 

a).- Astrocitos 

b).- Oligodendrocitos 

e).- Microglía • 

. 6.- Método modificación de Del Río- Hortega-Golgi (5) 

a).- Oligodendrogolía. 

7.- Método Penfield modificación del Del RÍo Hortega con carbonato 

de plata. (9) 

a).- Fibras gliares. 

8.- MétodC' Golgi con cranato de plata (.9) 

a).- Sornas celulares y prolongaciones. 

9.- Método Cox con bicloruro de mercurio (7,9 

a).- Somas celulares y prolongaciones. 

10.- Método Weil y Devenpont (9) 

al.- Células gliates 

b).- Tumores celulares gliales 
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11.- Método modificación Penfield-Stern (7,10 ) 

a).- Oligodendrocitos. 

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

a).- Células gliales (1,7). 

-s -



Sólo queda aclarar que las impregnaciones metálicas, han servido 

para evidenciar y caracterizar algunos elementos celulares y ti~ 

sulares no nerviosos, que son poco destacados con otras técnicas 

Y que además no se limita a las investigaciones sobre sistema -

nervioso el uso de plata, sino que existe un trabajo fructífero

en donde se han usado también para impregnar tejidos algunas sa

les de oro, ácido Ósmico, de manera independiente o conjunta con 

las soluciones de plata. ( 3,5 ). 

En el presente trabajo se utilizó el método modificado de Klatzo 

debido a que los procedimientos que se siguieron son rápidos y

no se requirió de mucho tiempo para realizarla ni de.material so 

fisticado. La ventaja de éste método es que permite visualizar -

individualmente células de la glía con sus prolongaciones, pues

algunos métodos.más que detalles estructurales, lo que permite-· 

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

- 6 -



PLANTEAMIENTO 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 están al alcance de los estudiantes. 

Por lo que éste trabajo se utilizó el método modificado de Klatzo-

que permite observar los elementos de la glía, debido a que no se-

distinguen bien ·apareciendo solo sus núcleos con los métodos ruti-

narios existentes. 
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HIPO TE S.I S. 

Creemos que la con la técnica modificada de Klatzo podrá lo

grarse una observaci6n más precisa de las células de la neuro 

glía. 
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O B J E'T IV O S 

Implementación de la técnica de Klatzo modificada, para ser 

empleada de forma rutinaria en el Laboratorio de Histologfa 

de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. 

Incrementar las técnicas histolÓgicas empleadas en el Labo

ratorio de Histología, incluyendo técnicas a base de impre~ 

naciones argénticas. 

Dotar al departamento de Histología de una nueva técnica y

reactivos, que auxiliará a técnicos y alumnos para el mejor 

estudio de es~ructuras celulares del S.N.C. 

- 9 -



MATERIAL Y METODO 

El presente trabajo se realizó en 50 muestras de tejido ner

vioso de la especie canino, caprino, rata y conejo, que se -

obtuvieron de cadáveres recién muertos que llegaron para Ne

cropsia al Departamento de Patología. Haciendo cortes de te

jido de un grosor de 3-4 milímetros. 

TECNICA DE KLATZO MODIFICADA. 

1.- Fijar en solución fresca de hidrato de cloral 3g. y Sg.-. 

de dicromato de potasio{. K
2
Cr 2o

7 
), en 90 ml. de agua

destilada agregar 10 ml. de formalina. 

Para astrocitos protoplasmáticos de 12-17 hrs., para as

trocitos fibrosos fijar por 18-48 hrs., para oligodendro

golia de 18-24 hrs. y para microglía de 12-48 hrs. 

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

ponerlos a ellos en una so1ución fresca si un segundo día -

es requerido. 



3,- Lavar rápidamente en 4 cambios· de agua destilada. Pasar 

los bloques individualmente directo a 4 baños de 25 ml.-

al 1 % de nitrato de plata, permaneciendo alrededor de 2 

minutos en cada uno, manejar con pinzas recubiertas de -

parafina. 

Impregnar por 18-24 hrs. en 1.5 \de Nit:rat:Q d~ i'latil, 

4.- Enjuagar con agua destilada y quitar con una brocha el 

precipitado. Meter a procesar al históquinete de manera ru 

tinaria. 

5.- Bloquear con parafina y hacer cortes de tejido en el micro-

tamo de 60-90 micras, recolectar en baño de flotación con -

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

montar con resina sintética. 

RESULTADOS: Células de la gl!a de color negro y fondo amarillo. 

MODIFICACION A LA TECNICA ORIGINAL. 

A).- Cortar en secciones congeladas a 60 ó 100 micras, recolectan 

do en alcohol al 30% (dos cambios), 

-11-



B).- Deshidratar en alcohol de 95 y 100 \y aclarar en tolueno. 

C).- Sobrenadar encima de los portaobjetos, coger cubrir libre

mente con toluenó permount,· aplicar el cubreobjetos • 

• 
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R E S U L T A D O S 

La modificación hecha a la técnica de Klatzo aportó resultados 

positivos, ya que se :logró mediante un proceso más: fácil, más-

rápido y relativamente económico, la observación clara de astro 

citos fibrosos, astrocitos protoplasmáticos, oligodendrocitos -

y células de la microglía ( Figura 1 y 3 ) •. 

La técnica no fue selectiva, pues además de las células anter~o~ 

mente citadas, también se tiñeron neuronas y sus prolongaciones-

(Figura 2 ) • 



í B ~ 

· · a l'ia · . . ~1 las de 1 g . ·~n de las ce u l;rrodendroc.::_ ·tac~o (B) o ~. _ 
Represen 'to fibroso, . cito protc (h) astroc~ ~ (D) astro (Cl l!icroglla, : tos, .-. · 
plasr~ático. . 

FIGUH!i. !IU!I. 1 • 
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. lfo oon olgun•• . ~l l~s de la g l de las ce u 
. " 2 Vi"a gonO<' • Cib<~~' < • 6c"ll. lfo • riGUM NU,,. uronas.(;..)_ 11 " ~ticos, {C) l·~ 

ne . Protoplas;na . (E) Neuronas. (Bl A,. -·• ndrooüo•, . . (Dl Ol>g~• 
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FIGURA llUl!. 3 
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Ima9en de 3 células de la glía 
(Al Astrocitos fibrosos, (B) -
Microglía, (Cl Oligodendrocitos. 



D I S C U S I O N 

Los resultados de la modificación, a la técnica de Klatzo que se 

hizo por no tener el microtomo de congelación son los mismos a -

la técnica original, pero observamos durante el desarrollo q~e -

existen algunas diferencias en lo que se refiere al tiempo de fi 

jación en la primera solución ( dicrornato de potasio), la técni · 

ca original dice que el.tejido debe fijarse para astrocitos fibr~ 

sos de 18-48 hrs., para astrocitos protoplasmáticos de 12-17 hrs., 

oligodendrocitos por 18-24 hrs., y para microglía 12-48 hrs, 

Para el método modificado se observaron células gliares fijando -

tejidos por 12 hasta 72 hrs., en la primera solución y 24 hrs. en 

nitrato de plata al 1.5 %. Nosotros observamos que entre más tiem

po fijáramos el tejido en la solución de dicromato de potasio había 

mejor impregnación de plata y mayor tinción de células, se observó 

que a partir de las 36, 48·y 72 hrs. de fijación hay una mayor ~pr~ 

ciación de las células de la glía, tiñéndose mas los astrocitos fi

brosos y astrocitos protoplasmáticos. 

Entre las ~ntajas que nos presentó la utilización de la técnica de

Klatzo modificada, respecto a la técnica original podemos mencionar: 

~ 17 -



Que se puede procesar tanto tejido fijado en formol como tejido 

fresco, además, las preparaciones pueden conservarse hasta por-

30 días en solución de nitrato de plata al 1.5 %, contra 24 hrs. 

que es el tiempo máximo, recomendado en la técnica original. 

Las desventajas que observamos en la aplicación de ésta técnica 

son: Que no es muy selectiva, pues además de las células de glía 

se tiñeron neuronas y sus prolongaciones, además los vasos sanguf 

neos y depósitos de plata formados interfieren la impregnación --

de células nerviosas y la solución de nitrato de plata no debe -

usarse más de 2 veces porque no tiñe de una manera óptima las cé-

lulas de la glía. 

-lB-



e O N e L U S I O N E S 

En ba~e a los resultados obtenidos se cumple con los objetivos 

del presente trabajo~ 

La modificación a la técnica de Klatzo resultó mas fácil de rea 

lizar, más rápida y más económica que la técnica original, 

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

cos. 

Los tejidos pueden conservarse más tiempo en sol, de nitrato de

plata, que en la técnica original. 

La·técnica no fue selectiva, porque se tiñeron también neuronas. 

Los vasos sanguíneos y depósitos de plata formados, interfieren

la impregnación. 

CÚando la solución de nitrato de plata se utilizó más de dos ve-

ces, no se logró tinción adecuada de las células del gl1a. 
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SUMARIO 

Se utilizaron 50 muestras de corteza cerebral y cerebelo de ca-

nino, caprino ratas y conejo, se hicieron cortes histológicos -

con un grosor de 3 a 4 milímetros y se procesaron por medio de-

la técnica argéntica de Klatzo modificada. 

Se logró la observación de astrocitos fibrosos, astrocitos prot~ 

plasmáticos, oligodendrocitos y rnicroglía. 

La técnica de Klatzo modificada resultó un procedimiento fácil,-

rápido y relativamente económico para la tinción e identificación 

de células de la neuroglia, aunque no selectiva, pues se tiñeron-

también neuronas y sus prolongaciones. 
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