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un juego divertido;
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i. JVSTiFiCACiON Y OBJFTiVOS

La fascinacion por la estructura y funcidon cerebral data de hace miles de afios, su
conocimiento ha dependido, al menos en parte, de las herramientas con las que se ha contado
para desarrollar y amplificar sus sentidos. El ser humano ha recorrido un largo camino para
desarrollar esas técnicas, y aun le falta mucho mas. Parte de este avance radica en la solucion
de los problemas que estas mismas técnicas plantean y en conocer sus limitaciones. Conocer las
técnicas, aunque sea de manera superficial, puede ayudar a valorar su utilidad y, no menos

importante, ser consciente de sus limitaciones.

La observacion es el primer paso del método cientifico, es importante para el estudio de
las ciencias en general y de la Histologia en particular, ya que nos ayuda a describir las
estructuras que forman parte de un todo, incluyendo los componentes microscdpicos. Por este
motivo, el descubrimiento mas importante para el desarrollo de la Histologia fue el microscopio,
gue desde tiempos de Malpighi (1628-1694), Leeuwenhoek (1632-1723), Hooke (1635-1703),
por citar algunos, se viene utilizando en el estudio de estructuras celulares y tisulares para el

posterior estudio de drganos y sistemas (1-5).

El desarrollo de la Histologia como ciencia ha requerido de los avances tecnoldgicos de
cada época, asi como del interés de los investigadores por conocer el porqué de las cosas y dar
una explicacién materialista de la conformacién corporal. La Histologia difiere de otras
disciplinas cientificas en que es una ciencia visual (6). Esta particularidad hace que, cuando nos
asomamos al microscopio, veamos un paisaje en el que los elementos celulares y tisulares se
disponen configurando una infinita variedad de cuadros pictéricos no exentos de gran belleza
(7, 8).

La utilidad de las técnicas de tincién se basa en la capacidad de los colorantes para poner
de manifiesto los elementos tisulares, al unirse selectivamente y con diversos grados de afinidad
a unas u otras estructuras. Gracias a dichas técnicas lo invisible se convierte en visible. Se
obtienen mezclas cromaticas variadas segun el érgano, tejido o célula en cuestion, incluso un
mismo tejido observado con diferentes métodos tintoriales nos proporciona imagenes dispares,
no solo en cuanto a colorido se refiere sino también en cuanto a la morfologia de los elementos
que la componen (6). Pero la imagen histolégica coloreada no deja de ser pura quimera, ya que

las células, en general, carecen de color (9).
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Las crecientes dificultades que para la resolucion de los problemas histoldgicos ofrecian
los métodos cldsicos, fundados principalmente en la asociacidon policrdmica de carmin,
hematoxilina y distintas anilinas, obligd a los estudiosos del tema a desarrollar nuevas técnicas

y a crear férmulas originales mas propicias para la investigacion.

Entre los nuevos métodos de coloracién figuraban, el de Cajal (1852-1934) al oro
sublimado (10, 11) (para la astroglia), el procedimiento creado por Robertson (12) para
demostrar la mesoglia, basado en el empleo del cloruro de platino. En cuanto a la aplicacién de
las sales de plata figuran, las técnicas de Cajal (13, 14), Bielschowsky (15) y Achucarro (16), con

sus numerosas variaciones, y el método del carbonato argéntico de Pio del Rio Hortega (17).

En un principio la técnica del carbonato de plata se mostré eficaz para el estudio de casi
todos los tejidos y drganos en estado normal y patoldgico y, en especial, para la neuroglia,
microglia, oligodendroglia y tejido conectivo. Sucesivas variaciones la hicieron util para el
estudio de las formas celulares y de muchas estructuras citoplasmicas granulosas vy fibrilares.

Todo ello proporciond una profunda repercusion en la Técnica Histoldgica.

Sin embargo, a mediados del Siglo XX, de manera natural las técnicas argénticas
empezaron a caer en desuso a la par del surgimiento de nuevas tecnologias de marcaje celular
muy especificas (18). El nUmero de trabajos que empleaban las impregnaciones argénticas se
fue haciendo cada vez mas escaso, debido a la aparicion de métodos novedosos como la
microscopia electrdnica o el marcaje inmunohistoquimico, que dieron un nuevo enfoque al
estudio del tejido nervioso. Se las etiquetd de caprichosas y de dificil manejo, por la facilidad
con que la plata precipita, y al requerirse manos expertas para realizarlas fueron abandonandose

poco a poco.

La atraccién por la investigacion y el conocimiento cientifico, los deseos de aprender los
entresijos del cuerpo humano en general y del tejido nervioso y sus células en particular, unido
al hecho de trabajar en el Laboratorio de Histologia de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Salamanca, nos ha llevado a plantearnos el estudio de las técnicas de impregnacién argéntica
de Pio del Rio Hortega y demostrar que a pesar de su dificil realizacién, podemos obtener con
ellas muy buenos y semejantes resultados a los obtenidos con otras técnicas de mas facil

manejo.
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Por todo lo expuesto anteriormente, para la elaboracién de este trabajo nos hemos

propuesto los siguientes objetivos principales:

1.

Estudiar la eficacia y vigencia de las impregnaciones argénticas disefiadas por el Dr. del
Rio Hortega en el estudio de distintos tipos de tejidos, tanto normales como patoldgicos.
Estudio comparativo entre las técnicas de impregnacién argéntica y las técnicas
actuales, fundamentalmente inmunohistoquimicas, utilizadas para la demostracion de
tipos celulares en el estudio de los tejidos en general y del sistema nervioso en
particular.

Revision del impacto, que sobre la teoria celular y la Histologia, tuvieron en su dia y

tienen actualmente las técnicas histoldgicas.

Ademas de estos objetivos consideramos conveniente la realizacién y consecucién de

otras metas si no tan importantes, igualmente necesarias en este tipo de trabajo como son:

1. Aplicar técnicas de impregnacién argéntica y de coloracién desarrollando habilidades y

destrezas que permitan el uso adecuado de los materiales y el equipo técnico con la
finalidad de optimizar, en la medida de lo posible, los resultados obtenidos.
Contribuir a fortalecer el desarrollo de la investigacidn cientifica a través del método

experimental, asi como a aumentar nuestros conocimientos de la técnica histoldgica.
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if. iNTRODVCCION
2.1. Evolucion de las técnicas argénticas

La quimica de los colorantes contribuyd al avance de areas cientificas muy diversas,
entre ellas la Histologia. El histdlogo utiliza una serie de colorantes para obtener imagenes de la
morfologia celular y tisular mediante microscopia. El estudio microscépico de los componentes
y reacciones quimicas que caracterizan los tejidos bioldgicos constituye la histoquimica, y se

basa, en la utilizacidn de colorantes muy especificos (19).

Paul Ehrlich (1854-1915, Premio Nobel de Medicina en 1908) realizé su investigacion de
doctorado sobre la teoria y practica de la tincion histoldgica. Una de sus mayores innovaciones
consistid en el uso de diferentes colorantes, como por ejemplo el azul de metileno o el indofenol

para la tincidn selectiva de distintos tipos de células (19-22).

Para el estudio del tejido nervioso se han ido disefiando técnicas, cada vez mas
complejas, las cuales han ido aportado poco a poco importantes descubrimientos tanto de su

estructura, como de sus células.

La tincién del tejido nervioso era un problema dificil, debido, entre otras razones, a la
elevada concentracion de lipidos que impedia el uso de los colorantes polares habituales (19).
Por entonces solo el carmin y la hematoxilina podian emplearse, aunque con muy pobres y
totalmente insatisfactorios resultados, pues solamente se podia visualizar con ellas el cuerpo
protoplasmatico de las células nerviosas con sus nucleos, y muy poco del arranque o trayecto

inicial de los apéndices dendriticos y nerviosos (23).

Inicialmente se utilizaron principalmente dos técnicas para la investigacion del tejido
nervioso. La primera de ellas consistia en la fijacidn, incrustacion y corte del tejido, seguido por
la tincidn de las secciones con hematoxilina o carmin. Este procedimiento era adecuado para
estudiar la estructura de otros tejidos, pero resulté ser deficiente para investigar el tejido
nervioso, puesto que las imagenes que revelaba de las células nerviosas estaban incompletas
(24). El tejido nervioso contiene una gran cantidad de lipidos, que no se unen a los colorantes

de anilina polar utilizados para la Histologia general. Los procesos celulares de los nervios son
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delicados y estdn fuertemente empaquetados, lo que hizo que la resolucidn de las estructuras
nerviosas fuera muy dificil para las microtécnicas que por aquel entonces se utilizaban (25). En
las células nerviosas pequefias, el nucleo aparecia rodeado por un estrecho borde de citoplasma
(24), y en las grandes ademas del nucleo y el citoplasma solo mostraba los segmentos iniciales

de las dendritas.

El segundo procedimiento consistia en la inmersidon de bloques de tejido nervioso en
soluciones de dicromato potasico (K,Cr,0;) o de acido créomico (H,CrO4), que fijaban y
endurecian el material (25). A continuacion se procedia al aislamiento de manera mecanica de
células nerviosas individuales, mediante agujas, bajo control microscépico (24, 26). Esta técnica
tenia el mérito de revelar la mayor parte de la célula nerviosa, pero solo era aplicable a células
nerviosas mas grandes, y nunca permitié el aislamiento completo, ya que los segmentos

terminales finos de los procesos dendriticos se rompian irremediablemente.

Es en la ultima década del siglo XIX y principios del XX cuando la Escuela Histoldgica
Espafiola alcanza su maximo esplendor. Y lo hace no solo por el entusiasmo de sus profesores y
miembros de la misma que trabajan en las diferentes universidades, sino también debido a que
es facil y barata la dedicacidn a la nueva ciencia y descubrir a través del microscopio un mundo

maravilloso totalmente desconocido (23).

Como escribe Cajal (1852-1934) La Histologia es ciencia modesta y barata. Adquirido el
microscopio, el gasto se reduce a reponer algunos reactivos poco dispendiosos, y a adquirir, de
vez en cuando, algunos trozos de material bioldgico, como por ejemplo una rana, una

salamandra o un conejo (27).

La Escuela Histoldgica Espafiola tuvo desde el principio una guia escrita, como referencia
para todos sus miembros, en la cual quedo reflejada la manera de expresar la ciencia histolégica
y el modus faciendi para descubrir la estructura de los tejidos vivientes (23). Los primeros
laboratorios que comenzaron a hacer cortes histoldgicos para observarlos al microscopio se
ubicaban en la Facultad de Medicina de Granada con Aureliano Maestre de San Juan (1828-
1890), cuando todavia era catedrdtico de Anatomia. Maestre organiza un laboratorio de
aplicacion a la ciencia histoldgica en el afio 1860, denominado Gabinete Histopatoldgico, donde
realiza las demostraciones microscdpicas practicas con la ayuda de un microscopio Nachet y un
reducido material auxiliar para confeccionar preparaciones histolégicas de los principales

tejidos.
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Pero el comienzo de lo que caracterizara la linea directriz de la Escuela Histoldgica
Espafiola, lo aporta Cajal hacia el afio 1886, cuando siendo catedratico de Anatomia en Valencia
(23) se da cuenta de que debe investigar sobre la estructura del sistema nervioso, explorandolo

sistematicamente con técnicas de anatomia microscopica.

2.1.1. Golgi

En 1873 Golgi (1843-1926) descubrid la reazione nera (reaccidén negra), como él la
denomind. Este método se fundamenta en la formacidn de depdsitos opacos intracelulares de
dicromato argéntico (Ag.Cr,05), producto de la reaccion entre el K,Cr,07 y el nitrato de plata
(AgNOs) y consistia simplemente en la inmersion de la pieza a estudiar en una solucion de
K>Cr,07, que tras un tiempo de induracion se trataba con soluciones de AgNOs (28). Esto supuso
un gran avance para la investigacién de la estructura cerebral. El resultado final consistia en la
silueta de la célula nerviosa que aparece en toda su complejidad morfolédgica (cuerpo celular,
dendritas y axén), con todas sus ramificaciones que podrian ser seguidas y analizadas a distancia
del cuerpo neuronal. La gran ventaja de esta técnica es que, por razones que todavia se
desconocen, el precipitado de Ag,Cr,07 se deposita al azar solo en algunas células (normalmente
entre el 1y el 5%) (29), esta selectividad que a primera vista parecia ser un defecto, es una de
las grandes ventajas de la tincidon de Golgi. De hecho, para seguir el curso de una de las
innumerables ramificaciones dendriticas, es necesario preparar secciones muy gruesas. Si la
técnica hubiera impregnado todas las células nerviosas presentes en una seccion, habria sido
imposible seguir uno de esos procesos nerviosos individuales entre todos los demas. Por esta
razon, Santiago Ramon y Cajal describid la tinciéon de Golgi como una microdiseccion (24) de

algunas de las innumerables neuronas que componen el sistema nervioso central (SNC).

En la época en que Golgi descubrié su método, también eran ya conocidas las tinciones
con AgNOs. En los afos siguientes al descubrimiento de su método original de impregnacion,
Golgi introdujo modificaciones importantes. Una de ellas fue la adicidn de tetroxido de osmio
(0s04) al KyCr,07 (30), técnica mas conocida como el método de Golgi rapido (31, 32). Otra
variante fue la utilizacidon de cloruro de mercurio (HgCl,) en lugar de AgNOs para obtener la
impregnacion con mercurio metalico. A esta segunda variante, en 1891 Cox agregod el uso de
cromato potasico (K,CrO,) después del tratamiento inicial con K,Cr,0; y HgCl,. Este

procedimiento es conocido como el método de Golgi-Cox (Fig. 1)(33).
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Con su método, Golgi llevd a cabo diversos estudios sobre la estructura histolégica del
sistema nervioso (cerebelo, bulbo olfatorio y médula espinal), la mayoria de los cuales publicé
en revistas cientificas italianas de poca circulacién en otros paises europeos (24, 29). No

obstante, por la informacidn hallada en diferentes referencias, es evidente que la técnica era

conocida por varios de los cientificos destacados de la época, tales como Kolliker (34, 35), Retzius
(36), Ranvier y Simarro (37).

Fig.-1. Técnica de impregnacién argéntica segun el método de Golgi-Cox. Obsérvese la claridad con que aparecen
tefiidas las espinas dendriticas. Neurona piramidal en corteza cerebral de mono. 40x.
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2.1.2. Cajal

En una visita a Simarro (1851-1921) en 1887, Cajal conocid la técnica de Golgi (35, 37-
40), se entusiasmo con ellay le introdujo modificaciones que mejoraron enormemente la calidad
de las imagenes de las preparaciones neurohistoldgicas (41). La principal de ellas fue el proceder
de doble impregnacidn, es decir, la repeticion de cada una de las etapas de inmersién del tejido
en las soluciones utilizadas. También influyé que hubiera trabajado con cortes mas gruesos para

facilitar la observacidn tridimensional de todos los componentes neuronales.

Otro motivo de su éxito fue el haber utilizado material embrionario y de animales
jovenes, en lugar de comenzar directamente con los adultos (generalmente de cerebros
humanos), como se acostumbraba en ese tiempo, pues la menor cantidad de mielina existente
en el cerebro de animales jévenes facilita la impregnacidn (34, 35, 38, 40). El descubrimiento de
las espinas dendriticas realizado por Cajal en 1888 (42) con el método de Golgi constituye quizas
uno de los mejores ejemplos de la influencia de los estudios de Cajal en la actualidad, y muestra
qgue su genialidad consisti6 en ser un gran observador e intérprete de las imagenes
microscopicas. Cuando analizaba una preparacién histolégica veia de forma clara detalles que
muchos otros, que disponian de los mismos microscopios y de las mismas preparaciones, eran

incapaces de interpretar (43).

Durante cierto tiempo, algunos autores de gran prestigio, como Kolliker, o incluso el
propio Golgi, consideraban que las espinas eran artefactos producidos por el método de Golgi,
como una cristalizacién en forma de agujas sobre la superficie de las neuronas y, por tanto, en
sus dibujos las dendritas aparecian lisas, sin espinas. Este escepticismo también se debia a que
en aquel tiempo las espinas dendriticas sdélo se habian visualizado con este método. Sin
embargo, Cajal propuso que las espinas dendriticas servian para conectar los axones con las
dendritas y que representaban un aspecto morfoldgico fundamental que conviene conocer
porque acaso andando el tiempo alcancen trascendencia fisioldgica (44, 45). Como para Cajal las
espinas dendriticas eran elementos clave en la estructura y funcién de las neuronas, utilizé otros
métodos de tincidn, principalmente el del azul de metileno de Ehrlich (28), para demostrar que
las espinas no eran artefactos, sino disposiciones anatémicas reales (44). El estudio de las
espinas dendriticas constituye una de las lineas principales de investigacion actuales porque a)
representan el principal sitio postsindptico en donde se establecen las sinapsis excitadoras, b)
son elementos clave en la plasticidad del cerebro, y c) sus alteraciones constituyen el correlato

anatomopatoldgico mas consistente en diversos tipos de deficiencias mentales (7).
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En 1903 idea el método del AgNOs reducido (Fig. 2), a partir de un método desarrollado
y publicado en 1900 por Luis Simarro Lacabra (28), que permite estudiar la disposicién interna
de las neurofibrillas en las células nerviosas (46), los delicados filamentos de proteinas
intracelulares dentro de axones y dendritas, y visualizar el cuerpo neuronal con sus
prolongaciones fibrilares y su textura interna, lo que posibilitaba conocer detalles de la red
neurofibrilar. Con este método de tincion, Cajal demostrd que las neurofibrillas no constituyen
un sistema fijo sino un armazdén contractil y transformable, bajo situaciones fisioldgicas y
patoldgicas (47). Con el AgNOs reducido, Cajal contribuyé de manera significativa al estudio de
la anatomia patoldgica, mediante
investigaciones  experimentales
sobre la degeneracién y
regeneracion del sistema
nervioso, iniciadas entre 1905 y
1906, en el cenit de su prestigio
cientifico. Inici6 estos trabajos
estudiando, la degeneracion vy
regeneraciéon de los nervios
periféricos (47). Utilizd piridina y
pirogalol para controlar latasay la
cantidad de depdsitos de plata
(25).

Fig.-2. Microfotografia de cerebelo de
rata en la que se pueden apreciar
neuronas de Purkinje. AgNOs reducido de
Cajal. 4

En 1912 desarrolla el método de fijacién del formol urano, cuya base era una solucion
de nitrato de uranio (UO2(NOs);) y formol (48) para la demostracién del aparato reticular de

Golgi en neuronas retinianas y otras células del sistema nervioso.

En 1913 desarrolla y utiliza el método, que ha creado, del oro sublimado (sublimado fue
el término que se utilizé en aquel entonces para denominar a las soluciones de HgCl,) para la
impregnacion selectiva de la astroglia (49), que permitié la demostracion de astrocitos (Fig. 3).
No esta claro como llegdé a desarrollar este método que combina cloruro de oro Il (AuCls) y

HgCl,. Puede haber evolucionado a partir de su experiencia con tonificacién de oro, un proceso

10
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introducido por Ranvier mucho antes. Este método permitia identificar los dos tipos de células

neurogliales de la corteza cerebral, especialmente, los astrocitos protopldsmicos rebeldes a la

tincidn con otros métodos (47) y describir detalles como los pies chupadores de las células de la

¥

astroglia en la sustancia blanca

de cerebros humanos.

Fig.-3. Dibujo de astrocitos de Cajal
(50). Trozo de un corte de la
substancia gris del cerebro de un
hombre adulto. Coloraciéon por el
AuCls. A tipo neurdglico grande; B,
tipo neurdglico mas pequeiio; C, pie
inserto en un capilar; D, piramide
cerebral; a, capilar sanguineo; b,
pequeiios pediculos perivasculares;
d, células satélites no neurdglicas.

En definitiva, una de las virtudes fundamentales de las técnicas de Cajal fue su

versatilidad y capacidad para introducir pequefias pero significativas modificaciones en los

reactivos de impregnacidn, fijadores o condiciones ambientales en las que se desarrolla la

reaccion (28).

El tremendo trabajo de Golgi y Cajal no sélo estimulé el uso del método de Golgi, sino

también el desarrollo de otros métodos de impregnacion argéntica.

11
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2.1.3. Bielschowsky

Paralelamente a Cajal, Max Bielschowsky (1869-1940) desarrollé una técnica (15) en la
que las piezas eran sumergidas sucesivamente, en un bafio de AgNOs y en una solucion
amoniacal de oxido de plata. Esta técnica revelaba dendritas, axones y neurofibrillas y era
aplicable especialmente al encéfalo humano y a sus lesiones anatomopatoldgicas. Este método
es mas reproducible que el método de Golgi y es aplicable al tejido fijado en formalina y
embebido en parafina, pero al contrario que el método de Golgi tifie todos los axones. El
procedimiento de Bielschowsky es el responsable de los métodos modernos y de que Alzheimer
pudiera describir en 1906 las caracteristicas especificas de los ovillos neurofibrilares (51).
Aunque se han hecho muchas modificaciones (52), los principios permanecen intactos. La
primera etapa consiste en una impregnacién inicial con AgNOs (a veces llamada sensibilizacién),
que forma micronucleos de plata metdlica en el tejido. La segunda etapa consiste en convertir
los micronucleos en granulos de plata metalicos visibles usando una solucién de plata amoniacal
como fuente de los atomos metdlicos (53). Se han realizado modificaciones en la primera etapa
que afectan a la especificidad de la tincién para diferentes tipos de células. Las modificaciones
de la segunda etapa afectan a la velocidad de formacidn de granulos de plata. La segunda etapa
del procedimiento es paralela a los procedimientos de desarrollo fotografico. La vinculacién del
conocimiento de la técnica fotografica influyd en las decisiones de los investigadores en lo

concerniente al desarrollo de la técnica micrografica basada en la impregnacién argéntica.

2.1.4. Achucarro

Con el método del tanino (los taninos son ésteres de acidos fendlicos y glucosa (CsH1206),
qgue abundan en muchas plantas, de sabor amargo y cuya férmula general es C14H14011) y la plata
amoniacal (16) (método tano-argéntico) (54) Nicolds Achucarro (1880-1918) logré magnificos
resultados en la coloracion de la neuroglia (55)y en especial de la reticulina (16). La técnica
consistia en la inmersidn de las piezas en una solucién de tanino que era ligeramente calentada,
y posteriormente en un bafio en la solucidn de plata amoniacal de Bielschowsky, con la que se
obtenian mejores resultados (28), y con algunas modificaciones consiguié que la tincion
mostrara las lesiones anatémico-patoldgicas de las células neurdglicas (48, 56-58). En el campo
de las ciencias morfoldgicas uno de sus estudios de marcado relieve ha sido la descripcion de las
conexiones de la neuroglia de tipo fibroso con la pared de los capilares (59) mediante unos
apéndices que se denominaron trompas de Achdcarro en honor de su descubridor y que hoy

desgraciadamente todos llamamos pies chupadores (60). Pero ni esta, ni las técnicas anteriores,

12



M? Rosa Sanchez Gonzalez INTR ODVCCiON

permitian, sin embargo, el estudio del denominado tercer elemento (61), un tipo celular
vislumbrado por Cajal, junto a neuronas y astrocitos, pero no definido en su constitucién
citoldgica. Achucarro habia realizado los experimentos necesarios para diferenciar la neuroglia
de la neurona en calidad de célula independiente dentro del sistema nervioso, pero no tuvo
tiempo para desentraiar su estructura completa, su génesis y su funcionalidad (48), pues murié
a los 37 afios a causa de la enfermedad de Hodgkin, que el mismo se diagnosticé leyendo un

texto de patologia médica, (62) al reconocer la descripcion de sus propios sintomas.

Fue su discipulo del Rio Hortega el que tomé el relevo de sus investigaciones (60), hasta
descubrir el método del carbonato de plata amoniacal y desentraifar la incégnita del

denominado por Cajal tercer elemento.

13
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2.2. El método del carbonato de plata

En 1918 del Rio Hortega descubre un nuevo método de impregnacion argéntica que se
obtiene agregando carbonato de sodio (Na,COs) en solucién, a una solucidon de AgNOs (17), para

formar nitrato de sodio (NaNOs) y carbonato de plata (Ag.COs4,).

Quimicamente se trata de una reaccién de doble descomposicién o intercambio del
Na,COsy el AgNOs; en NaNOs y Ag>COs, segun el esquema: AB + XY = AY + XB.

El nuevo compuesto es un precipitado de color amarillo claro, que se disuelve afiadiendo
HsN gota a gota en cantidad suficiente (c.s.). EI HsN forma un complejo con el catidon Ag* y el
precipitado desaparece por completo, volviéndose totalmente transparente. También puede
emplearse la piridina para disolver el precipitado, pero sin ventajas aparentes (63). La solucion
se completa con un volumen determinado de agua destilada, segun se quiera obtener una u otra

concentracion.

Inicialmente, se obtuvo afiadiendo a la solucion de AgNOs una solucion saturada de
carbonato de litio (Li,COs) (17, 64), que mas tarde, Rio Hortega, recomendd solo para la
coloracion de la neuroglia protoplasmica y de las fibras nerviosas, debido a que el uso de este

reactivo proporciona imdgenes groseras, que explica por el exceso de carbonato de litio (65).

El método del carbonato argéntico se basa principalmente en la fijacion en formol para
la mayoria de los tejidos o formol bromuro para la glia, cortes por congelacién, lavado
abundante en agua destilada e impregnaciéon en carbonato de plata amoniacal a 45-50°C,
reduccion en formol, virado complementario en oro y fijacidn en hiposulfito de sodio (Na;5,03)
(tiosulfato) (17). A partir de estas premisas, Rio Hortega introduce variaciones o reactivos que le
permitieron observar la mayoria de los tejidos de la economia, pero sin duda, la aportacidn mas
importante del método del carbonato de plata fue el descubrimiento de la microglia y de la

oligodendroglia, como veremos mas adelante.

14
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2.2.1. Fundamento de la impregnacion argéntica

En Histologia se denomina impregnacion a toda coloracion especial en la que se utilizan
sales metdlicas para originar precipitados en las estructuras tisulares, por tanto, no son en si
coloraciones en sentido estricto (66). El objetivo es precipitar plata metadlica a partir de sus sales
para conseguir que se deposite sobre los tejidos. El fundamento de la impregnacidn argéntica
es similar al de la fotografia en blanco y negro, en esta los rollos van impregnados por bromuro
de plata (AgBr) muy sensible a la luz y que por accion de esta, precipita parcialmente formando
plata metalica. Al afiadir pirogalol o hidroquinona, la sal no precipitada libera gran cantidad de
particulas de plata que se asocian con las liberadas anteriormente, que actian como nucleos de
precipitacion. Finalmente se afiaden sales sddicas (tiosulfato) que forman complejos con la plata
no reducida, estabilizando la imagen revelada e impidiendo la formacién de nuevas imagenes

(67). En los tejidos ocurre algo parecido.

Las células del tejido nervioso poseen numerosas estructuras citoplasmaticas
electronegativas, que atraen por mecanismos electrostaticos a los iones de plata de la solucion
impregnadora cargados positivamente, por lo que las técnicas de impregnacidon argéntica
pueden utilizarse como método para reconocer esas estructuras. El metal en solucidn salina se
deposita en los elementos tisulares o celulares y forma un compuesto metal-orgdnico para
sensibilizar el tejido y luego la plata reemplaza ese metal El resultado final es una imagen

completa de la célula por ennegrecimiento de toda su superficie (66).

La sal argéntica mas utilizada es el AgNOs; porque tiene la propiedad de ser muy soluble
en agua. El AgNOs en solucion forma ion Ag*, o iones complejos tales como diamina de plata
([Ag(NHs)2JNOs) (AgNOs amoniacal), que se forma por la adicion de hidréxido de amonio
(NH4OH) a la solucion de AgNOs (18, 68).

Su fundamento quimico es que las sales de plata en solucidon son reducidas y se
depositan sobre las estructuras celulares en forma de plata metdlica (Ag). El catién Ag* presente
en la solucidn es reducido (Ag®) a plata metélica mediante transferencia de electrones (e’) desde

las estructuras tisulares, segun la siguiente semirreaccién de reduccion (69):

Ag'+ le <> Ag°
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En el momento que la plata es reducida los constituyentes tisulares son oxidados
(reaccion redox), es decir que es necesario que exista una diferencia de potencial redox de la

biomolécula que se quiere demostrar (69).

2.2.1.1. Impregnacion argéntica en dos tiempos

La impregnacion argéntica puede realizarse en dos tiempos mediante reacciones
sucesivas para obtener plata metalica a partir de AgNOs; (66). El método del carbonato argéntico
seria un método de impregnacion argéntica en dos tiempos, que utiliza Na,CO; en lugar de NaOH
(Bielschowsky) para precipitar el AgNOs, para posteriormente disolver el precipitado con HsN y
obtener carbonato de plata (muy inestable) (70), que se reduce al afiadir formol, el cual capta
oxigeno hasta precipitar la plata, dando como productos de reaccién plata metalica y otros
productos. Esta plata metalica es la que se deposita en los tejidos en forma molecular muy
estable (67) .

2.2.1.2. Impregnacion argéntica en un tiempo

La impregnacion argéntica en un tiempo consiste en la reduccion directa y severa de la
sal de plata a plata metdlica a través de la accidn de un agente reductor potente, que suele ser
pirogalol o hidroquinona (Cajal) (66). Es una técnica mas lenta que la impregnacion argéntica en

dos tiempos, porque el AgNOs es mas estable que el carbonato de plata.

La reduccion es debida en parte a la accion propia del tejido y a la de las sustancias
reductoras como el formol, o a agentes fisicos externos como la luz. Los grupos reductores son
las proteinas (aminas libres, purinas, como la adenina y guanina), lipoproteinas (mielina),
glicoproteinas, proteoglicanos (condroitin sulfatos y heparina), los filamentos intermedios como
la proteina glial fibrilar acida (PGFA), los neurofilamentos, queratina, y vimentina (71). La plata
reducida por accién del formol da color pardo a negro a las estructuras de las células que fijan

el cation Ag*.
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2.2.1.3. Argentafinidad

Reducir significa convertir el catién Ag* en plata metalica. La propiedad que tienen
algunos tejidos de reducir la plata en solucién amoniacal a plata metalica, sin intervencidn de
agentes reductores externos se llama argentafinidad (72). Esta propiedad es caracteristica de
determinadas granulaciones citoplasmaticas presentes en células cutaneas como los
melanocitos, que secretan melanina, y en ciertas células de secrecion endocrina presentes en el
tubo digestivo y que reciben el nombre de células argentafines (73). La reduccién de la plata
amoniacal a plata metalica depende esencialmente del contenido en sus granulos de secrecidn,
por lo cual la imagen que aparece tras la impregnacion es una imagen granular citoplasmatica.
El mecanismo que desencadena esta reaccidn no se conoce con exactitud, pero se cree que
depende de la presencia de 5-hidroxitriptamina (5TH), que es convertida en tetrahidro-4-
carbolina por el formol (67). Las células argentafines reducen el Ag* a Ag® después de fijarse con

formol.

2.2.1.4. Argirofilia

La propiedad de los tejidos de atrapar los cationes existentes en una solucion mediante
reduccidon externa recibe el nombre de argirofilia. La plata metdlica en forma de finos
precipitados, tiene especial apetencia por depositarse en estructuras fibrilares finas y por
superficies celulares dotadas de delgadas prolongaciones, tales como células de glia, neuronas,
fibras reticulares del tejido conjuntivo, etc., en este tipo de reacciones, el tejido no interviene
activamente en el mecanismo de liberacién de la plata metalica a partir de su sal soluble. No
todos los tejido tienen idéntica apetencia por la plata, en ello influyen la carga eléctrica, la
textura de las células (rugosidad superficial, presencia de prolongaciones o vellosidades, etc.).
Por tanto, las células que son argiréfilas reducen el cation Ag* a plata metalica después de ser
expuestas a un agente reductor externo como la luz o el formol (73). A esta reaccién se le llama
argirofilia (18). La reduccion de catidén Ag* a plata metdlica, la hacen los componentes tisulares

y el formol en las reacciones argirdfilas.

En las técnicas argénticas para tejido nervioso se usan distintos fijadores y mordientes
que modifican el estado fisico del tejido al coagular las proteinas y facilitar la permeabilidad y
absorcién por el citoplasma. Los fijadores son, entre otros, el formol, el etanol (CH3-CH»-OH), el
tetroxido de osmio (0sQ,), piridina (CsHsN), los hipndticos como el hidrato de cloral y el veronal

introducidos por Cajal por su afinidad neurdtropa. Cada uno le confiere a los constituyentes
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celulares una particular apetencia por las sales de plata que puede incrementarse agregando un
mordiente solo o asociado al fijador. Los mordientes mas usados son la piridina, el bromuro de
amonio (NH4Br), el K,Cr,07, el Na,COs, el carbonato de potasio (K,COs), o el sulfato de sodio
(NazS04) en solucion alcohdlica, y el formol que ademas es el fijador para tejido nervioso normal

y tumoral y que ademds se comporta como reductor exégeno.

2.2.2. Desarrollo del método del carbonato de plata

El desarrollo de la técnica del carbonato de plata, sigue en lineas generales el utilizado
tanto para las técnicas histoldgicas de rutina (73), como para los métodos de impregnacién
argéntica, sin embargo, y como es el caso que nos ocupa, vamos a describir las peculiaridades

inherentes al método, para un correcto desarrollo de la técnica. El esquema es el siguiente:

2.2.2.1. Fijacion

Como en el resto de coloraciones o impregnaciones, el tejido debe estar previamente
fijado. El formol es un excelente fijador citoldégico que actla sin perturbar las formas vy
estructuras celulares (53, 63, 66). La mayor parte de los fijadores permiten obtener buenas
tinciones histoldgicas con carbonato argéntico, pero las impregnaciones del citoplasma de
muchos tipos celulares se resienten con el empleo de fijadores no formélicos (66). Por esto, el
fijador general para el método del carbonato de plata es formol al 10% (63). Para el tejido
nervioso existen dos fijadores de eleccién que son el formol al 10% y formol bromuro de amonio
(Cajal). Mediante el formol puede hacerse el estudio de las estructuras neuronales; mediante el
formol-bromuro el de las células y fibras neurdglicas y la microglia, y con ambos los procesos
patoldgicos degenerativos, inflamatorios y neopldsicos. La adicidn al formol o formol bromuro
de nitrato de urea, piridina, HsN e hipndticos puede convenir a veces para las impregnaciones

neurdglicas.

2.2.2.2. Corte por congelacion

La mayor parte de los tejidos pueden seccionarse por congelacidon, método siempre
preferible al de las inclusiones, tanto para las técnicas de coloracién generales, como para la del
carbonato de plata; pero si aquellos son de poca consistencia, puede efectuarse la inclusién en

gelatina que permite realizar toda clase de tinciones histoldgicas, y muchas citoldgicas, con
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carbonato de plata. La inclusién en parafina puede utilizarse para la coloraciéon del tejido

conectivo, pero sin ventajas sobre la gelatina (63).

2.2.2.3. Impregnacion

La concentracién del carbonato de plata varia segin el objeto perseguido. Para la
coloracion histoldgica general, efectuada en caliente, es preferible utilizar la mas débil; para la
tincidn nuclear y nucleo-plasmatica, efectuada en frio, es mas ventajosa la solucién media; para
las coloraciones especificas de micro y oligodendroglia, asi como para la neuroglia fibrilar, suele
ser de mayor eficacia la solucidn fuerte. A mayor concentracion de la plata y a mas elevada
temperatura corresponde mayor rapidez, pero no mayor electividad de la impregnacién, en la
que influyen, diversas circunstancias y ademas perderia finura. En general, se emplea AgNOs, en
solucidn al 2% con algunas gotas de piridina para las dobles y triples impregnaciones (63). La
impregnacién en AgNOs al 10%, no ofrece mayores ventajas. Como mordiente debe actuar un
minimo de 15 minutos a 45-502 C y un maximo en frio de 48 horas. Por tanto, el método del
carbonato de plata amoniacal ofrece la posibilidad de realizar la impregnacién argéntica en frio,

en caliente, y mediante dobles y triples impregnaciones de la siguiente manera:

En frio: Los cortes permanecen en el liquido argéntico hasta que empiezan a tomar
color. El tiempo es variable y puede oscilar desde algunos segundos a 30 minutos o mas. La

tincion se efectua en el reductor (formol).

En caliente: En este caso ocurre lo contrario, la tincidon de los cortes se realiza en el bario
argéntico, el reductor actua reforzandola y dando relieve a las estructuras que selectivamente

se han impregnado.

Doble impregnacion: En la doble impregnacion los cortes se sumergen primero en
AgNOs, que actia como mordiente, para conseguir que el carbonato se fije en determinadas

estructuras.

Triple impregnacion: Los cortes se sumergen en AgNOs;, que actia como mordiente,
posteriormente entre el carbonato y el reductor hay un paso intermedio en AgNOs, Ag,COs o

EtOH, con lo que se consigue realzar ciertas formas celulares.
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2.2.2.4. Reduccion

El formol es el reductor mas adecuado de las soluciones argénticas amoniacales. Sus
efectos, sin embargo, estan sujetos a variaciones relacionadas con su acidez y concentracién. La
acidez del formol se puede corregir con la adicién de CaCOs a saturacidn (20, 53, 63, 66). Las
diluciones neutras o ligeramente alcalinas reducen con mayor energia que las acidas, pero
pueden dar imagenes groseras y con precipitados. Las diluciones acidas dan tinciones mas
palidas y con menos contraste de las estructuras. La obtencidon de bellas coloraciones esta
supeditada a la reduccidén y, en especial, a la finura de las micelas argénticas coloidales. Es
sumamente importante graduar la reduccién mediante diluciones del formol o mediante
lavados abundantes en agua destilada (adicionada o no de piridina o HsN), en EtOH o en AgNO;
piridinado, previos a la reduccién, a fin de despojar a los cortes del exceso de carbonato que
dificulta o quita electividad a la reducciéon. En un principio Rio Hortega utilizaba formol al 20%
neutralizado con creta (CaCOs), sin embargo en la reduccidn no es absolutamente necesario y

posteriormente se utilizd en concentraciones entre el 1-10% no neutralizado (63).

2.2.2.5. Virofijacion

Opcionalmente se puede realizar el virado con cloruro de oro (AuCls). Con esto lo que se
consigue es cambiar el color que resulta del proceso de reduccién de la plata (color café, marrén
o negra y el fondo dorado) al ser sustituida por depdsitos de oro metdlico, que son de color
purpura. El oro metalico se deposita en particulas mas pequefias y es mucho mas estable que la
plata metalica, y los cortes tratados con esta solucién muestran un mejor contraste, claridad y
nitidez de las estructuras y ademads se conservan mejor con el paso del tiempo (18), sin embargo
este paso no es imprescindible. En el método del carbonato de plata (63), en general, se efectla
el virado de los cortes con solucién de AuCls al 1 por 600 cuando interesa destacar las estructuras
granulares y fibrilares, a condicion de que estén teiidas con suficiente intensidad. Por el
contrario, en las coloraciones citoplasmicas débiles es perjudicial el virado en oro que hace
desaparecer el color amarillo o rebaja en exceso el tono parduzco. Por ultimo el Na,S;0s fija la

reaccioén La fijacion solo es necesaria después del virado.
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2.2.3. Modificacion de la electividad del carbonato de plata

Ademas de esta secuencia general y necesaria para el correcto desarrollo de la técnica
del método del carbonato de plata, podemos recurrir a otros recursos que en algunos casos nos
facilitaran la ejecucion del método argéntico, como por ejemplo la sensibilizacidn de los tejidos
o la utilizacion de ciertos compuestos o reactivos quimicos como el EtOH, la piridina o el H3N,
gue en cierto modo modificaran la afinidad de la plata por unos u otros elementos celulares o

citoplasmicos.

2.2.3.1. Sensibilizacion

Es preparar al tejido para favorecer el depésito selectivo de plata en algunas estructuras.
Los sensibilizadores pueden ser de muy diversa naturaleza como el HsN, el permanganato de
potasio (KMnQ,) o la misma plata (técnicas de Bielschowsky y Liombart), que ayudan para activar
los sitios de reduccidn dentro del tejido (18, 71). El empleo de sensibilizadores y mordientes es
necesario unas veces por requerimiento de la estructura que se desea teiiir y otras para devolver
al tejido, largamente mantenido en formol, ciertas propiedades de los tejidos frescos (63, 74).

En este sentido actian a modo de rejuvenecedores los siguientes reactivos:

v" KMnOjs en solucidn reciente al 1x500. Su empleo requiere la decoloracidn posterior con
C,H,04, en solucion al 5-10%.
v’ Sulfito de sodio anhidro (Na,S0s) al 5% en solucidn reciente, porque al contacto con el

aire se oxida a Na,SOas.

v Na»CO; 0 KoCO; al 10 0 20%.

v Carbonato amdnico argéntico:
«* Carbonato aménico ((NH4),COs) al 5% 30 mL.
¢ AgNOsal 2% 25,5 mL.

v" Mezcla de piridina-HsN-alcohol a partes iguales.

v" Mezcla de piridina-HsN-agua a partes iguales (74).

Estos preparadores pueden actuar sobre los cortes en la tincién selectiva de los
elementos del sistema reticulo-endotelial y de algunas formas neurdglicas, sin embargo para las

tinciones con carbonato argéntico suele ser mas util el empleo de mordientes incorporados al
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fijador. El formol bromuro de amonio es el mordiente de eleccion para las coloraciones micro y
oligodendrogliales en material fijado corto tiempo, y consiste en una hiperbromuracién en

caliente, antes de proceder al corte por congelacion.

2.2.3.2. Etanol

El EtOH proporciona, en general, a ciertas estructuras mayor apetencia por la plata.
Muchos tipos de células con citoplasma refractario a la impregnacidn, aparecen con precision
cuando se adiciona EtOH al liquido argéntico. Se pueden afiadir 20 o 30 gotas de EtOH al AgNOs,
al carbonato de plata o a ambas soluciones, tanto si se usan en frio como en caliente. La adicion
previa de algunas gotas de piridina evita la ligera turbidez del liquido que puede producirse. El
carbonato argéntico que bafia a los cortes precipita en el alcohol, pero no el que ya estd
incorporado a la estructura, que se conserva; lo que permite mantener en él los cortes varios
minutos sin que se pierda poder reductor. A veces conviene emplear EtOH mas diluido, (60-80%)
que evite la precipitacidn del carbonato, lo que se consigue también afiadiendo al EtOH de 96%

una gota de HsN o dos de piridina. Pero en este caso actia como diferenciador.

Otra manera de conseguir buenos resultados es el lavado de los cortes en EtOH de 96%,
durante dos o tres minutos, previo al bafio argéntico y a la reduccidén formdlica. Este es el
fundamento de la tincidn nudcleo-plasmatica y de la mielina, cuya coloracidon es siempre
favorecida por el EtOH (63). A veces, es util lavar los cortes primeramente en EtOH rebajado o

piridinado y después puro, y aun calentarlo algunos minutos.

La sustitucion por acetona (con o sin HsN o piridina) o por las mezclas de acetona-EtOH

o EtOH-éter no ofrece ventajas.

2.2.3.3. Piridina

La piridina se combina con la plata liberada por el carbonato argéntico actuando como
fijador y mordiente, lo que evita la precipitacidon rapida de la plata sobre los tejidos y la
formacidn de espejo (75). Mediante la accion del calor a 56-602C acelera el depdsito de plata

soluble, mientras que el frio a temperatura ambiente lo demora 24 a 48 horas.
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Puede actuar como preparador de las tinciones, manteniendo los cortes en piridina pura
o sus mezclas con agua y HsN antes de la impregnacién metalica. Los tejidos se ablandan, pierden
sustancias solubles y quedan aptos para la mejor tincion del citoplasma. Los elementos del
sistema reticulo-endotelial son los mas favorecidos por la accién de la piridina, pero también las
estructuras nerviosa y neurdglicas, sobre todo los astrocitos de tipo fibroso. Cuando se desee

teiiir astrocitos de tipo protoplasmatico es preferible suprimirla.

Como modificador de la electividad de la tincion afiadiendo de cuatro a seis gotas a las
soluciones de nitrato y carbonato argénticos, a fin de favorecer la impregnacion y evitar la
formacidn de velo metdlico cuando se calienta al segundo. La impregnacidn selectiva del tejido
conectivo, de las epiteliofibrillas y de la neuroglia fibrilar puede lograrse afiadiendo al bafio

argéntico 15 a 30 gotas de piridina.

Como diferenciador en las tinciones especificas para conectivo, afiadiendo una o dos

gotas al agua en el que hayan de lavarse los cortes antes de la reduccién.

2.2.3.4. Amoniaco

El HsN disolvente habitual del carbonato argéntico, en exceso perjudica a las tinciones,
retardandolas. Constituye sin embargo, un recurso muy util, para lavar y desplegar los cortes
como preliminar de la coloracién, mediante la mezcla de EtOH y HsN (10 cm?® y 30 gotas,
respectivamente). Actuando en caliente, es un buen preparador de las tinciones neurofibrilares,

porque hace desaparecer en gran parte a la mielina (74).

Es atil para la sensibilizacion de las tinciones citoplasmicas, ya sea puro o diluido en agua,
favoreciendo en muchos casos las tinciones neurdglicas. En la diferenciacion del tejido conectivo
fibrilar, mediante el lavado en agua o EtOH con una gota de HsN antes de la reduccién, favorece

la demostracion de las mas finas tramas conectivas (63).

2.2.3.5. Repeticion de las impregnaciones

El método del carbonato argéntico tiene la ventaja de poder repetir las impregnaciones.
Cuando después de seguir una técnica cualquiera que sea y controlar la coloracion al

microscopio, se aprecie que los citoplasmas o las estructuras citopldsmicas visibles se hallan
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débilmente tefidos, es posible reforzar la impregnacién repitiendo con rapidez todas o las

ultimas operaciones realizadas, segln el siguiente esquema:

v Lavado rapido en agua destilada para eliminar parte del formol.
v Paso al carbonato de plata usado en la tincién, 15 a 30 segundos.
v" Paso a formol al 1% o a alguno de los modificadores de la reduccién (EtOH-

piridina, AgNOs-piridina, etc.) durante algunos segundos.

Si todavia quedasen palidas las estructuras deseadas podra repetirse aun la técnica,
pero, en este caso, efectuando un previo lavado de los cortes en agua amoniacal y después
destilada.

2.2.4. Aplicaciones del carbonato de plata

Segun lo expuesto, las variaciones que ofrece el método del carbonato de plata son casi
infinitas. Con un corto nimero de reactivos, combinados del modo adecuado, pueden realizarse
multiples técnicas y utilizarlas segiin queramos poner de manifiesto unas u otras estructuras
celulares. En el siguiente esquema se sintetizan algunas de las posibles variaciones que podemos

emplear en el desarrollo de la técnica:

Empleo de preparadores y mordientes.

Empleo de soluciones argénticas de diversa concentracion.
Adicién de EtOH o piridina, en cantidad variable, al bafio argéntico.
Impregnacion en frio o en caliente.

Reduccidn, sin previo lavado, en formol al 1%, con o sin agitacién.
Reduccidn, previo lavado, en formol del 0,25 al 10%.

Lavados diferenciadores antes de la reduccioén.

No efectuar reduccién formdlica en los cortes tefiidos.

Doble impregnacién en nitrato-carbonato o viceversa.

Doble impregnacién carbonato-alcohol-carbonato.

Triple impregnacion nitrato-carbonato-nitrato.

N N T N N N N N NN

Triple impregnacion carbonato-nitrato-carbonato.
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Mediante estas combinaciones y/o modificaciones, se obtienen buenos resultados en lo

gue respecta a las siguientes técnicas:

3

AS

o
KA X

0‘0

0
0.0

Tincién nuclear selectiva para el estudio de la cromatina y del nucléolo.

Tincién nucleo-plasmatica para el conocimiento general de las formas celulares
y de la arquitectura tisular.

Tincién histoldgica general aplicable a toda clase de érganos vy tejidos, tanto
normales como patoldgicos.

Tincidn citoplasmica electiva para completar el estudio de la citomorfologia.
Tincidn de las estructuras citoplasmaticas.

Tincidn especial de fibras nerviosas, glia fibrilar, mielina, etc.

Tincidn de las tramas conectivas de los tejidos y érganos, tanto normales como

patoldgicos.
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2.3. Viday obra de Pio del Rio Hortega

No queremos terminar este capitulo introductorio sin hacer alusion a la vida y obra del
descubridor del método del carbonato argéntico, pues con su invencién y aplicacion a los
diferentes tipos de tejidos celulares tanto normales como patoldgicos, aportd numerosos e

importantes conocimientos a la Histologia.

Para conocer su figura histérica y su obra cientifica es preciso tener en cuenta lo que
comentd en 1942: Tuve cuatro auténticos maestros. El primero, mi padre, que me ensefid a
conducirme rectamente; otro D. Leopoldo Lopez Garcia, que me adiestrd en los principios de la
Histologia. El tercero, Nicolds Achtcarro, que fue mi iniciador en las investigaciones neuroldgica.
Y el cuarto, Santiago Ramodn y Cajal, quien me ensefio a ser perseverante y a no renunciar a nada
(76).

Pio del Rio-Hortega nacid el 5 de mayo de 1882 en Portillo, pueblo de la provincia de
Valladolid, en el seno de una familia de acomodados labradores. Realizd los estudios primarios
en su pueblo natal y posteriormente en la capital cursé los estudios de bachiller. Desde 1899
hasta 1905 realizé la carrera de Medicina en la Universidad de Valladolid, obteniendo la
licenciatura ese mismo afo. Previamente en marzo de 1903 D. Leopoldo Lépez Garcia le habia
nombrado ayudante honorario de sus catedras (Histologia e Histoquimia Normales y Anatomia
Patoldgica) y de su laboratorio (77). En la Facultad de Medicina de Madrid presentd su tesis
doctoral titulada Etiologia y anatomia patolégica de los tumores del encéfalo, que obtuvo con la

calificacion de sobresaliente.

Sus primeros trabajos fruto de su Tesis Doctoral, que desarrolld, basandose en unas
quince observaciones macro y microscépicas recogidas en su época de estudiante y que
documentd en la Biblioteca del Ateneo y, sobre todo, en la del gran oculista vallisoletano D.
Emilio Alvarado (78), comienzan a ser publicados en la revista local La Clinica Castellana en el
afio 1911 (79) y 1912 (80), cuando era profesor auxiliar de D. Leopoldo Ldopez Garcia, en la
Facultad de Medicina de Valladolid.

Su ansia de conocer a Cajal y Su Escuela le llevé en 1912 a viajar a Madrid (77). Se
presenté a Tello en la Facultad de Medicina de San Carlos y conocid a Cajal que le dejé asistir a

su laboratorio, sin embargo la relacion con Tello era fria y decepcionante, por lo que decidid
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presentarse a Achucarro en el laboratorio de Histopatologia del Sistema Nervioso creado por la
Junta para la Ampliacién de Estudios (JAE) en el Museo de Historia Natural. Achucarro le recibié
con total cordialidad ofreciéndole un puesto en el laboratorio. Asi fue, probablemente como del
Rio Hortega empezd a familiarizarse con el método de tanino y plata amoniacal de Achdtcarro,
quien denodadamente investigaba para aclarar el origen y el significado de dos formaciones
celulares que vagan por la glia y que recibian el nombre de células en bastoncillo y cuerpos
granulo-adiposos. Por su parte, Cajal, en 1913, habia descrito la presencia de unas células con
pocas ramificaciones y que solo se tifien con el método del formol-urano (81); estas células son
el tercer elemento de los centros nerviosos, siendo las neuronas el primer elemento y la

neuroglia astrocitaria y protoplasmatica el segundo.

Mas adelante viaja a Paris donde permanecera durante ocho meses al lado de Maurice
Letulle y Louis Auguste Prenant, perfeccionando sus conocimientos en Histologia Normal y
Patoldgica. Después se traslada a Berlin al Instituto Koch para adquirir practica en técnicas
bacterioldgicas y de cancerologia experimental, en especial trasplante de tumores en serie de
ratones (82). Pero tuvo que regresar precipitadamente a Espafia como consecuencia del
comienzo de la | Guerra Mundial. A su vuelta a Madrid se encuentra con una grata sorpresa; el
laboratorio de Achucarro se habia trasladado al Museo Antropoldgico donde se hallaba el
Laboratorio de Investigaciones Bioldgicas de Cajal. Ambos laboratorios mantenian su
independencia, pero el hecho de tener cerca a Cajal satisfacia con creces sus aspiraciones. Al
lado de Achlcarro reanuda su trabajo consiguiendo una asignacién econdmica, que

posteriormente descubriria que procede del sueldo de este (83).

En un principio la actividad investigadora de del Rio Hortega no tenia un fin concreto, se
dedicaba a la exploracidon de multiples tejidos, pasando de una cosa a otra sin perseguir nada

concreto y con la esperanza de encontrar algun detalle inédito (78).

En 1913 publicé sendos trabajos sobre la estructura del ovario (84) y del tejido muscular
liso (85) que fueron realizados mediante aplicaciones del método del formol-urano de Cajal.

Estos trabajos se publicaron también en francés (86, 87).

Por aquel entonces, Cajal acababa de crear su método del oro sublimado para la
impregnacion de la neuroglia lo que lleva a ambos laboratorios a ampliar sus investigaciones en

torno a la arquitectura de la glia. Aprendid el nuevo método y lo convirtié en instrumento
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habitual de su trabajo (82), lo que le permitié asistir a las conversaciones de Achucarro con Cajal
(77).

Sin embargo la obra de del Rio Hortega tiene como punto de partida las ensefianzas y
los métodos técnicos ideados por Achucarro, a los que aifiadié nuevas mejoras, pero la obra de
del Rio Hortega es original porque aporta técnicas de microscopia y hallazgos cientificos de

primera magnitud en el conocimiento de las estructuras celulares del sistema nervioso (76).

Perfecciond el método del tanino y plata ideados por su maestro que modificé hasta
conseguir cuatro variantes distintas (76). En las publicaciones que realizd en 1914 a la vuelta de
Paris y Berlin aplicé el método de Achucarro del tanino y la plata amoniacal y en alguna de ellas

el formol-urano, los métodos de Bielschowsky, Nissl, etc.(82).

En 1915 solo publicé un trabajo, pero la intensa dedicacidén a partir de ese afio en el
laboratorio de Achucarro (era el Unico que se dedicaba exclusivamente a la investigacion) le
llevd a publicar en 1916 nueve trabajos, que corresponden a la transicién entre su periodo de
formacién y su etapa de investigador original (82). Todos los realizé con las variantes del método

de Achucarro y estaban orientados a cuestiones neurohistoldgicas.

Con la primera variante de la técnica de Achucarro, consiguié superar la heterogeneidad
de los resultados, introduciendo reglas fijas que permitian la coloracién constante del nucleo, el
centrosoma de las neuronas y células neurdglicas, las mitocondrias, las epiteliomiofibrillas,
miofibrillas y otras formaciones. Consistia fundamentalmente en suprimir la reduccién formdlica
en los cortes impregnados con plata amoniacal y en reforzar la tincién con AuCls (88, 89) y la
aplicé de manera sistematica a los centros nerviosos del nifio, adulto y anciano normales, asi
como en enfermedades como la corea, la paralisis general, la meningitis y diversos tumores

cerebrales (82).

Ortiz Picdn afirma que del Rio Hortega en este trabajo ha sido el primer observador,
quizd el unico, que ha discernido con el microscopio dptico la verdadera configuracion y reciproca
disposicion de los centriolos del centrosoma, al sefialar que al lado de un centriolo baciliforme

hay otro puntiforme (90).

La segunda y tercera variantes tuvieron como finalidad la tincién del conjuntivo reticular

(91, 92) y de las fibras colagenas, para lo cual, aconsejado por el propio Achucarro, recurrio al
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tanino en solucién alcohdlica, fijando con precisién su concentracidn y los tiempos de las
distintas fases de la técnica. Con ellas realizé principalmente un trabajo en el que describié las
diferentes formaciones conectivas que existen en los invertebrados entre los intersticios de las

células epiteliales (82).

Mas tarde dio a conocer una cuarta variante destinada a la coloracidn de la neuroglia
protoplasmatica, que utilizaba una solucién de tanino y NH4Br en agua destilada, una solucién

argéntica amoniacal diluida y reduccién en formol previamente tratado con creta (93).

En 1917 descubrié su método del carbonato de plata amoniacal, de modo casual como
sucede con los grandes hallazgos de la ciencia. Tras introducir las variantes de la técnica de
Achucarro, retomando la técnica original propuesta en 1903 por Bielschowsky, al éxido de plata
amoniacal para la demostracion de las neurofibrillas, desarrolld la técnica del carbonato de
plata, estableciéndose asi un paralelismo con las modificaciones que siete afios antes habia
realizado sobre el dxido de plata Nicolas Achucarro (82). La neuroglia se tefiia con mas seleccion
y facilidad que con ningln otro método de investigacion conocido hasta entonces (94). Del Rio
Hortega comprueba cdémo le permite desvelar la realidad del tercer elemento de Cajal, que en
el estudio de este ultimo aparecia carente de prolongaciones. La persistencia de sus
investigaciones le llevan a encontrar sutiles prolongaciones en las células del tercer elemento;

no existian pues los corpusculos apolares (54).

A primeros de 1918 comienza a vislumbrar el sentido de las células en bastoncillo
(Stabchenzellen) y de los cuerpos granulo-adiposos de Achucarro (77) y publica su método de
impregnacion argéntica (95). Una vez seguro de los resultados obtenidos, del Rio Hortega duda
en publicar sus hallazgos por temor a una réplica negativa de Cajal, sin embargo teme que un
investigador extranjero pueda anticiparsele, pues sus métodos ya han sido publicados. Por fin
se decide aconsejado por algunos, no sin antes ensefidrselos al maestro, la respuesta de Cajal
fue inmediata: Yo creo que hace usted afirmaciones demasiado atrevidas que van a ser motivo
de grandes discrepancias. Prepdrese a discutir (78). Las relaciones con los miembros del
laboratorio de Cajal no solo no mejoraron, si no que van de mal en peor. Mientras, continta
buscando variaciones a su método para encontrar el significado morfoldgico y funcional de lo

gue mas tarde denominaria oligodendroglia.

Al poco tiempo, cierto incidente provoco que Cajal escribiera a del Rio Hortega la famosa

carta, en la cual le dice que no vuelva a poner los pies en el laboratorio, y como consecuencia,
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su traslado a la Residencia de Estudiantes acompafiado de varios de sus colaboradores, iniciando
de nuevo sus investigaciones. Al parecer, el traslado del laboratorio de Histopatologia al
pabellén de la Residencia de Estudiantes (denominado E/ Transatldntico) supuso un buen
cambio tanto a nivel personal, como profesional, pues como el mismo cuenta: Como premio,
con aquellas temperaturas de cero a doce grados las coloraciones marchaban bien y me daban

motivos de alegria (78).

Este método tuvo una profunda repercusion en los temas histoldgicos e histopatolégicos
gue por aquel entonces se estudiaban. El método del carbonato argéntico proporcioné a del Rio
Hortega un gran nimero de nuevas adquisiciones histoldgicas, entre otras, un nuevo filén en
Neurohistologia Normal y Patoldgica, con la discriminacidn de la naturaleza, morfologia,
distribucidn y significacion funcional del llamado por Cajal tercer elemento y que del Rio Hortega

paso a desdoblar en microglia (94) y oligodendroglia.

Dio a conocer su método en la revista de Cajal, en la seccidn de Notas Técnicas, con el
titulo Noticia de un nuevo y fdcil método para la coloracion de la neuroglia y del tejido conjuntivo
(17), en ella ya hizo un examen de sus ventajas para la tincidn de la neuroglia protoplasmatica y
fibrosa, las estructuras neurdglicas patoldgicas y los tejidos conectivo y muscular. Utilizé Li,COs
porque ofrecia mayores ventajas que el Na,COs o el K,COs, sin embargo no fue capaz de discernir

el motivo.

En una comunicacién en el Boletin de la Sociedad Espafiola de Biologia (64) volvié a
exponer el método, en la que ofrecia detalles aun mads precisos del método, tarea a la que
dedicaria gran parte de sus investigaciones a lo largo de los afos siguientes. De esta forma,
introdujo algunos reactivos como preparadores de los cortes antes de la coloracidn argéntica,
ided la denominada doble impregnacion para la tincidon rapida de las neurofibrillas y fibras
nerviosas y disefid modificaciones destinadas a la visualizacién de estructuras especificas, como
el condrioma y los gliosomas, el conectivo reticular, las epiteliofibrillas, la microglia y otros

elementos del sistema macrofagico (65, 74, 96-99).

Las ventajas que representaba el nuevo método fueron aprovechadas inmediatamente
por del Rio Hortega y en noviembre de 1918 publicé una comunicacion titulada Sobre la
verdadera significacion de las células neurdglicas llamadas ameboides (100) demostrando que
frente a lo que habia supuesto Alzheimer y otros, la neuroglia astrocitaria no participaba en los

procesos fagocitarios presentes en las inflamaciones y lesiones destructivas de la sustancia
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nerviosa y que no procedian de ella las células en bastoncito, las desescombradoras y los
corpusculos granulo-adiposos. Del Rio Hortega comprueba cdmo el nuevo método le permite
desvelar la realidad del tercer elemento de los centros nerviosos. Estas células en el estudio

clasico de Cajal sobre la neuroglia aparecian carentes de prolongaciones y por ello apolares.

El tercer elemento es una variedad de glia con formas y funciones peculiares, una nueva
forma celular en los centros nerviosos, una nueva célula. Del Rio Hortega inicia una
demostracién de la microglia en las diferentes especies de mamiferos, confirmando su presencia
en todas las que analiza, pero observa dificultades de tincidn variables de unas especias a otras,
siendo el sistema nervioso del conejo el mas proclive a permitir impregnaciones y
demostraciones mas precisas de la microglia (101). Puso de manifiesto su difusién por todo el
sistema nervioso, abundando mas en la sustancia gris. Afirmé que la microglia esta
especialmente capacitada para fagocitar los productos de desintegracién del tejido nervioso,
segun se deduce de su comportamiento en los casos patolégicos. Mostré que cuando en estos
ultimos se pone en movimiento y entra en actividad fagocitaria, modifica su forma poco a poco
y se transforma en células en bastoncito y cuerpos granulo-adiposos. Demuestra su origen
mesodérmico y las caracteristicas morfoldgicas y funcionales que la separan de la neuroglia, que

es de procedencia ectodérmica, asi como de las neuronas (102-105).

Poco a poco su fama cientifica mundial se acrecienta, de tal modo y manera que Bailey
y Cushing, del Peter Bent Brigham Hospital de Boston, comienzan a interesarse por sus trabajos.
Asi mismo, sus técnicas y trabajos son introducidos en los laboratorios alemanes y austriacos.
Se reforman y amplian las dependencias del laboratorio de la Residencia de Estudiantes (77) y
en 1923 los investigadores alemanes Metz y Spatz introducen el término células de Hortega
(Hortegasche zellen) para designar a la microglia (106). También acude al Laboratorio de la
Residencia de Estudiantes el neurocirujano Wilder Graves Penfield para aprender los métodos
del oro-sublimado y del carbonato argéntico. A su vez del Rio Hortega recibe ofertas econdmicas
para trabajar como neuropatdélogo en el extranjero (78). Viaja a Latinoamérica para impartir un

curso practico de los métodos histoldgicos y ciclos de conferencias por varios paises (107).

En 1921 presenta un trabajo titulado Estudios sobre la neuroglia. La glia de escasas
radiaciones (oligodendroglia) (108) (el nombre de oligodendrocito proviene del griego oligos
que significa pocos, y de dendron que significa arbol) también denominada glia interfascicular,
dotada de escasas prolongaciones poco divididas, que no presenta relaciones intimas con los

vasos, pero si con las neuronas, a las que siguen y rodean con sus prolongaciones. El problema
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de los llamados elementos adendriticos, por tanto, del Rio Hortega lo solucioné con el
descubrimiento de la oligodendroglia, que fue el segundo de sus grandes hallazgos y para
algunos autores el mas bello e importante (90). Describié los tipos mas sencillos de
oligodendrocitos como pequefias células de silueta redondeada, que difieren tanto de la
microglia, como de la neuroglia conocida. Anoté que aparecia diseminada por todo el tejido
nervioso, pero en mayor cantidad en la sustancia blanca, pero que todavia no era posible
describir sus caracteres texturales (108). La dificultad residia en que todavia no habia
solucionado satisfactoriamente el problema de su tincién, que era insegura e incompleta, no
solamente con los métodos del oro sublimado y del formol-urano de Cajal y los de hematoxilina

de Nissl y Alzheimer, sino también con el mismo carbonato argéntico (82).

Del Rio Hortega tuvo la idea de homologar los oligodendrocitos a la célula de Schwann
(109), fundamentandolo en las caracteristicas de abundancia y situacién de vecindad. Cautivado
por las graciosas formas de los oligodendrocitos, del Rio Hortega trabajé con tesén para
encontrar la solucion al problema de la tincién. Este analisis durd cinco afios, pues era preciso
encontrar una nueva técnica que revelase certera y facilmente todos los tipos de
oligodendroglia, ya que los ensayos con el carbonato de plata no daban los resultados
esperados. Utilizé el método de Golgi, debido a cierta similitud morfoldgica de algunos tipos de
neurocitos, descritos por Ramén y Cajal con el método de Golgi, con la adoptada por los
oligodendrocitos (95). Después de muchas probaturas con la mezcla formol-dicréomica,
afiadiendo sustancias hipnéticas, usadas en aquel tiempo por la Escuela de Cajal, llegd a una
formula que le proporcioné excelentes coloraciones de todas las variedades de
oligodendrocitos, con sus largas prolongaciones, pero no se cambié la denominacion de los
mismos, ya que estaba aceptada internacionalmente. La técnica, fundamentalmente, consistia
en la fijacidn del tejido en una solucion de K;Cr,0; e C;H3Cls0; en formalina, seguida de su
impregnacion con AgNOs (110), creando el conocido como método de Golgi-Hortega. Son
muchos los cientificos que han considerado este trabajo como el mejor trabajo cientifico de del
Rio Hortega (83, 90).

Las investigaciones de del Rio Hortega sobre la gldndula pineal y los blastomas nerviosos,
constituyen el complemento de su magnifica obra sobre la neuroglia. Utilizando una variante de
su método, pudo impregnar todas las modalidades de pinealocitos y demostré de una manera
concluyente que solo existe un tipo celular en los Iébulos, al lado de la neuroglia fibrosa que
modela el armazdn, el cual exhibe una serie de prolongaciones protopldsmicas, en ocasiones de

aspecto tuberoso, que terminan en un ensanchamiento en forma de maza (111-113).
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En 1928 es nombrado jefe del Laboratorio de Histopatologia del Instituto Nacional de
Oncologia “Principe de Asturias” lo que significé un profundo cambio en su trayectoria cientifica.
Aunque continué al frente del Laboratorio de la Residencia de Estudiantes, su linea

neurohistoldgica quedd interrumpida siendo sustituida por los estudios canceroldgicos.

Afos mas tarde y como consecuencia de la Guerra Civil Espafiola, tiene que exiliarse en
Paris y posteriormente decide viajar a Oxford donde es contratado como neuropatélogo del
Departamento de Cirugia del Nuffield Institute, en la Radcliffe Infirmary. En febrero de 1939 en
el Sheldonian Theatre de Oxford, del Rio Hortega es investido Doctor Honoris Causa en Ciencias
por la Universidad de Oxford (77), cuarenta y cuatro afios después de que lo fuera Cajal en la
misma Universidad (82). En junio es elegido Miembro Honorario del Senior Common Room del
Trinity College de Oxford con una carta sobre normas y privilegios de que dispone por

pertenecer a tan distinguido Cuerpo.

A partir de 1928, durante su época de Director del Instituto Nacional del Cancer, estudié
con su método del carbonato de plata, numerosos neoplasmas del SNC y periférico (SNP) y
publicé varias monografias, profusamente ilustradas y bien documentadas con los hallazgos
conseguidos (114-117). También aprovechd su método del carbonato de plata, en alguna de sus
variantes para describir una serie de tumores meningeos, que llamdé meningoexoteliomas (118),
generados a partir del revestimiento celular externo de la leptomeninge. La obra de del Rio
Hortega sobre la histopatologia de los tumores del sistema nervioso es importante, pero
comparada con las investigaciones y descubrimiento de la microglia y de la oligodendroglia,
supone un valor secundario en su obra cientifica, pues era genuinamente un histélogo, lo que
hace que este tipo de investigaciones estén desconectadas de la patologia clinica. Falta en su

obra la correlacidn entre tipo histolédgico y curso evolutivo (90).

Por tercera vez en su vida una contienda bélica trastoca sus trabajos. En el verano de
1940 recibe una invitacién para dar un curso de Histologia e Histopatologia del Sistema Nervioso,
amparado por la Institucion Cultural Espafiola de Buenos Aires. El 3 de agosto acompanado de
Nicolds GOmez del Moral, parte hacia Argentina (77). Alli se incorpora a trabajar en el
Laboratorio de Histologia Patoldgica del Hospital Oftalmoldgico de Santa Lucia invitado por el
Dr. Balado, pero una diferencia de criterios en la investigacién y el caracter terco y caprichoso
de ambos sabios hace que la situacion resulte insostenible, lo que provoca el abandono del
Hospital por parte de D. Pio (83). Es nombrado Director del Laboratorio de Investigaciones

Histolégicas e Histopatoldgicas y crea la revista Archivos de Histologia Normal y Patoldgica,
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donde publica varios articulos sobre sus investigaciones de la neuroglia de los ganglios
simpaticos (119) y sensitivos (120) iniciando una profunda investigacidon sobre las llamadas
células satélites de las neuronas ganglionares. Demuestra con sus trabajos como aquellas
presentan una disposicion espiroidea que envuelve el cuerpo y las prolongaciones de las
neuronas de los ganglios sensitivos y vegetativos y su caracter neurdglico, asi como la
descripcién de las formas de transicion entre estos gliocitos ganglidnicos y las células de
Schwann. Otros trabajos de esa época los dedicé al estudio de diferentes tumores del sistema
nervioso (121-123), a nuevos estudios sobre los meningoexoteliomas y los oligodendrogliomas
y detalles sobre los tumores del nervio y quiasma dpticos (124), desarrollando la labor que habia
comenzado en Oxford. Una parte de su trabajo en Argentina estuvo dedicada a la
sistematizacion de su obra, a la que pertenece la revisién inacabada de su método del carbonato
de plata (63, 101, 125, 126) y a su aplicacién al estudio de la neuroglia fibrosa en las gliosis (127).
Cred los conceptos de angiogliona y neurogliona (128) como unidades elementales de la glia,
realizd una clasificacién de las alteraciones celulares del sistema nervioso (129, 130) y una

nomenclatura y clasificacién de sus tumores (82).

Alo largo de su carrera cientifica publicd, ademdas, muchos trabajos sobre la constitucidon
de los diferentes érganos, como la constitucién reticular del bazo (131), la fibrinogénesis en el
higado (132), de los cuerpos de Negri (133), del cartilago, etc. Otros que versaban sobre las
células de Paneth (134), banda de cierre en los epitelios (135), células del apéndice vermiforme
(136), etc.

Sobre las técnicas; todas excepto una nota sobre un nuevo método para la coloracién
del espiroquete de la sifilis (137) y otro sobre la impregnacion férrica (138), son aportaciones

gue se basaron en la utilizacién del carbonato de plata.

Todo ello supuso la publicacién de unos 130 trabajos originales, dentro de los cuales se
incluyen varias comunicaciones, prélogos, ponencias a congresos, conferencias, etc. Algunos de

estos trabajos fueron publicados en inglés y francés.

En definitiva, la obra cientifica de del Rio Hortega constituye un brillante capitulo de La
Escuela Histoldgica Espafola de principios del siglo XX. Supo ser maestro de sus discipulos a los
gue nunca regateo su tiempo (23). Tomaba como propios los trabajos de sus colaboradores e

inculcaba en el novel investigador esperanza y entusiasmo cuando surgian dificultades (76).
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En los trabajos de del Rio Hortega merece especial atencién la parte iconogréfica, no
olvidemos, que estuvo matriculado durante tres cursos académicos entre 1896 y 1900, en la
asignatura Dibujo de Figura en la Escuela de Bellas Artes de Valladolid, y que consiguié un accésit
de primer grado y algun premio (77), de modo que ilustra sus trabajos con infinidad de bellos e
irreprochables dibujos y microfotografias. Se deleita en la apreciacion del detalle, sin perder de
vista lo panoramico. Prueba de ello es el valor que daba a la parte iconografica: Las publicaciones
histolégicas han de ser eminentemente objetivas. No basta hacer descripciones verbales; es
preciso mostrar lo que se haya visto para que su interpretacion adquiera un valor auténtico. Si
por apasionamiento, prejuicio o ignorancia, que todo es posible, no acierta el autor a interpretar
la significacion verdadera de un hecho, su representacion grdfica suministra al lector un medio
para que efectue su interpretacion correcta. Por otra parte, si el idioma en que se expresan las
ideas puede ser de comprension dificil, el de las microfotografias y dibujos es asequible a todos.
De aqui, que para difundir y divulgar los hechos de observacion no haya lenguaje mds expresivo,

ni argumento mds convincente que el de los hechos mismos o sus representaciones grdficas (94).

Murié en 1945 en Buenos Aires, a la edad de 63 afios (77) a consecuencia de un proceso

tumoral maligno que el mismo se diagnosticé (82), al igual que su maestro Achucarro.
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2.4. Tumores del SNC

Aungue la literatura sobre el tema es bastante extensa, la clasificacion de los tumores
cerebrales no es mas compleja que para otros érganos, el problema reside en la estructura del
tejido nervioso, pues hay células de muy diversa estirpe, con muy diversas funciones (neuronas,
astrocitos, oligodendrocitos, células de Schwann, sanguineas, etc.). Cada una de estas células da
origen a diferentes tipos de neoplasias, por lo que la clasificacion mas que dificil es compleja
(139).

El estudio de la oncologia del tejido nervioso se inicid con Bailey y Cushing (140) que
designaron a los tumores cerebrales con el término gliomas y realizaron la primera clasificacion
de estos tumores, agrupandolos en catorce tipos, basandose en el tipo y edad histoldgica de la
célula, relacionando por ejemplo, al llamado espongioblasto con el espongioblastoma o al
astrocito con el astrocitoma; esta pues constituyé una clasificacion con base histogénica,
atribuyendo a determinado tipo de tumor, una fase del desarrollo embrioldgico. Una de las

caracteristicas especiales constituye el mantenimiento de una correlacién anatomoclinica.

La aportacion de Pio del Rio Hortega a la neuropatologia oncoldgica la inicié en su época
de Director del Instituto Nacional del Cancer (118) Este aporte fue la base sobre la cual varios
neuropatdlogos iniciaron sus trabajos de investigacion. Entre ellos destaca la figura de Dorothy
Rusell (141) quien describe la microgliomatosis y posteriormente, publica su trabajo Pathology
of tumour of the nervous system (142) que constituye una de las mayores fuentes de

conocimiento acerca a de las neoplasias del SNC.

Scherer en Alemania (143) plantea la diferenciacién como origen de la malignidad de los
astrocitomas y describe el glioblastoma secundario, tomando como punto de partida el
comportamiento bioldgico de la lesion (144). Kernohan (145) afirma que los gliomas derivan de
la transformacién de células adultas y que pueden clasificarse segiin su malignidad. Propone una
estratificacion tumoral mas simple, subclasificando las lesiones dependiendo de las alteraciones
histolégicas halladas, ademas de la anulacién del glioblastoma como entidad independiente,

para constituirla en una forma de mdéxima malignidad de los astrocitomas (146).

Zllch, introdujo la separacidn entre los astrocitomas del cerebro y del cerebelo y elaboré

una clasificacion actualizada de los tumores del SNC, aceptada por la OMS en 1979 (147). En las
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sucesivas publicaciones destaca el profundo andlisis de la patologia general de los gliomas y la
correlacién anatomoclinica, inicidndose con la colaboracidn de Kautzky el primer paso hacia la

relacién con la neurorradiologia (148).

Cabe destacar ademas, a Escalona Zapata, discipulo de del Rio Hortega. Escalona estudio
una enorme cantidad de tumores aplicando los métodos argénticos de del Rio Hortega y centrd
su interés cientifico en los astrocitos no tumorales incluidos en el seno de los tumores gliales.
También dedico atencion especial a la estructura de los oligodendrogliomas, sobre los que cabe
destacar su trabajo Uncommon oligodendrogliomas (149) en el que describe las variantes de
citoplasma denso y eosindfilo que, poco tiempo después, fueron caracterizadas como

oligodendrogliomas transicionales gliofibrilares, o minigemistocitomas (150, 151)

2.4.1. Clasificacion histdrica

Han sido muchas las clasificaciones de los tumores del sistema nervioso que se han
propuesto a lo largo de los afos. Cruveilheir fue el primero en clasificarlos, segun sus hallazgos
macroscopicos y los dividid en tumores grasos, dseos, carnosos, quisticos y melanosos, entre
otros (152). Pero no fue hasta que Virchow describié la neuroglia, que se empezaron a mirar las
lesiones del SNC desde un punto de vista microscdpico (153-155). Fue el primero en usar el
término gliomay establecio la diferencia entre los gliomas y los sarcomas dependiendo del grado
de destruccion del parénquima cerebral. También hizo descripcion de los tumores de la
duramadre y los llamd psammomas porque estos contenian estructuras laminadas y calcificadas
0 cuerpos psamomatosos. Estos estudios se vieron apoyados con Bennett y Gogdle por sus
hallazgos de gliomas en sus trabajos de autopsia quienes ademas, informan por primera vez de

la operacién de un glioma en 1884 (156).

Con las técnicas de tincion perfeccionadas por Ramén y Cajal, Bailey y Cushing (140),
publicaron su clasificacion de los gliomas describiendo la estrecha relacién entre el tejido

nervioso normal y el neoplasico y realizando una clasificaciéon con enfoque histogénico.

Kernohany Ringertz (145) en 1950 introdujeron sistemas clasificatorios para los gliomas,
enfocados a criterios citolégicos de cuatro grados en orden ascendente de acuerdo a la
malignidad, sin embargo, no consideraban de manera particular algunas variantes neoplasicas,

cuyo comportamiento bioldgico era diferente (157).
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En 1979 la Organizacidon Mundial de la Salud (OMS) publica la primera Clasificacion de
Tumores del Sistema Nervioso Central con la colaboracién de Ziilch (147, 158) que se simplificd
en cuatro variables para aplicar el grado de malignidad de las lesiones neoplasicas astrocitarias,
basada en la presencia de cambios morfoldgicos como atipia nuclear, mitosis, proliferacion
endotelial, necrosis, partiendo del grado | en ausencia de las mismas, hasta llegar al grado IV con

la presencia de tres o cuatro criterios (159, 160).

En el afio 2007 la OMS, con estudios de perfiles génicos y con la utilizacién de
inmunomarcacion para indices de proliferacion celular, tales como el MIB-1 o Ki67, publica la
ultima clasificacion para tumores del SNC (161), en la que se realizd una nueva revision
introduciendo algunas entidades nuevas que encasillan neoplasias anteriormente denominadas
inclasificables (162-164).

2.4.2. Clasificacion de Pio del Rio Hortega

Pio del Rio-Hortega realizé una gran labor cientifica, desarrollando sus estudios sobre la
anatomia patoldgica de los tumores cerebrales a partir de su nombramiento como Director del
Instituto Nacional del Cancer. Posteriormente, fue coeditor con Penfield del tratado Cytology
and Cellular Pathology of the Nervous System y escribid los capitulos sobre la glandula pineal
(165) y la microglia (166). En 1933 presentd un extenso trabajo sobre la Anatomia microscépica
de los tumores del sistema nervioso central y periférico en el Congreso Internacional de Lucha
Cientifica y Social contra el Cancer, que se celebré en Madrid y finalmente, en Buenos Aires,
publicé su monografia sobre Nomenclatura y clasificacion de los tumores del sistema nervioso

central y periférico (116).

El método del carbonato de plata, fue el instrumento del que se sirvié del Rio Hortega
para desarrollar el gran aporte que hizo a la oncologia del sistema nervioso. Algunos de estos
trabajos y también su método, sirvieron de base a otros investigadores y aunque hoy dia ya no
esté vigente, consideramos adecuado exponer un breve resumen de la clasificacion histolégica

que de ellos realizé (167).

Tumores de los érganos anexos al cerebro

A: Los que derivan de los repliegues coroideos, forman, generalmente, tumores de

tamafio y configuracidn variables, que crecen por expansidon en los ventriculos, unidos a los
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plexos y apoyados en la superficie ependimaria cuando son de tipo histolégico benigno. Si son
malignos pueden infiltrarse en el tejido nervioso siguiendo las vainas vasculares, propagarse

difusamente a las meninges y producir metastasis medulares.

B: Los que se desarrollan en el espesor de la glandula pineal, constituyendo una
ampliacidn atipica de su parénquima que determina un aumento del volumen del érgano y de

evaginaciones homologas del diencéfalo originadas durante el desarrollo embrionario.

Tumores del parénquima nervioso

Los tumores que se desarrollan en el interior de los érganos encéfalo-medulares y en el
aparato visual. Son los tumores propios del tejido nervioso y estan constituidos por elementos
derivados del epitelio neural, que se presentan bajo multitud de formas embrionarias, de
transicién y adultas. Son los tumores propiamente parenquimatosos, representados por
neurocitos y gliocitos. El grupo comprende tumores de estirpe neurdglica como el glioblastoma,
oligodendrocitoma, astrosblastoma, astrocitoma o el glioepitelioma y nerviosa como el
neuroblastoma y el neurocitoma. La microglia como elemento mesodérmico es incapaz de

formar tumores. No existen, pues, mesogliomas.

Tumores de estirpe simpdtica

Los tumores que radican en el gran simpdtico (167), que evolucionan en sentido
propiamente nervioso y presentan estructuras mas o menos aproximadas a las formaciones
simpaticas ganglionares en sus diversas fases de desarrollo y con predominio de elementos

indiferenciados o diferenciados Son el simpatogonioma, simpatoblastoma, simpatocitoma.

Tumores de los nervios

Los tumores engendrados en las raices nerviosas y en los nervios periféricos a expensas
de células intersticiales o de células parenquimatosas, De admitirse el cardcter neurdglico de las
células de Schwann, estos blastomas serian gliomas periféricos. De comprobarse, que tales
tumores se originan a expensas de elementos peri o endonéuricos de estirpe mesodérmica, serian
fibroblastomas (167). Estarian en este grupo los gliomas del nervio dptico, neurinomas,

neuromatosis visceral, neurofibromas, neuroma plexiforme y fasciculado.
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Tumores de las cubiertas encéfalo-medulares

Los tumores originados en las cubiertas meningeas por proliferacion de sus células
propias o por neoformaciones vasculares. Admitida la equivalencia de la leptomeninge y del
perineuro, los tumores de ambas formaciones deben ser teéricamente homélogos y ofrecer
estructuras mas o menos semejantes. Dentro de este grupo estarian el exotelioma, angioma y

sarcoma.

Tumores hipofisarios

Los tumores que proceden de hiperplasias del parénquima glandular de la hipdfisis y de
gérmenes epidérmicos dislocados e invaginaciones parahipofisarias de la bolsa de Rathke. De
estos tumores corresponden solamente a blastomas del sistema nervioso los de la region

infundibular y I6bulo posterior de la hipdfisis (167). Rio Hortega cita a adenomas y epiteliomas.
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iit. MATER AL, MFTODO Y RFSVITADOS

Dada la naturaleza del presente trabajo, la realizacién de las técnicas hizo necesario
utilizar una amplia variedad de animales de distintas especies, intentando ajustarse en la medida
de lo posible a las sugerencias originales de del Rio Hortega (65, 168, 169). Por tanto, en la
redaccién de este apartado se va a emplear una sistematica consistente en la enumeracién del
animal empleado acompafiada de la técnica de que se trate para la demostracién tanto de tipos

celulares como de estructuras tisulares.

Del Rio Hortega realizé numerosas contribuciones a la técnica histoldgica en general (98,
170) y la neurohistoldgica en particular (108, 171), pero sin duda el hallazgo clave sobre el que
bascula la mayor parte de sus aportaciones, es el carbonato de plata (63, 101, 125, 126), por
tanto parece légico empezar este apartado describiendo la preparacion de este reactivo y sus

tres variedades fundamentales.

3.1. Protocolo para la obtencion del carbonato de

plata

3.1.1. Reactivos necesarios:

Nitrato de plata (AgNOs) al 10%, carbonato de sodio (Na,COs) al 5%, amoniaco (HsN) en

cantidad suficiente (c.s.) para disolver el precipitado, evitando el exceso y agua destilada (Fig. 4).

Nitrato de plata al 10%.

<

10 g de AgNO:s.
v" 100 mL de agua destilada.

En un vaso de precipitado de vidrio escrupulosamente limpio y tarado previamente, se
pesan 10 g de AgNOs que se disuelven en agua destilada, se trasvasan a un matraz aforado de

100 mLy se enrasa con agua destilada.
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Carbonato de sodio al 5%.

v" 5gde NayCOs.
v" 100 mL de agua destilada.

En un vaso de precipitado de vidrio escrupulosamente limpio y tarado previamente, se

pesan 5 g de Na,COs que se disuelven en agua destilada, se trasvasan a un matraz aforado de 100

mL, y se enrasa con agua destilada.

P w N e P w N

s w e

Carbonato de plata solucion débil D

AgNOsal 10%
Na,COsal 5%
HsN

Agua destilada

Carbonato de plata solucién media M.

AgNOsal 10%
Na,COsal 5%
HsN

Agua destilada

25mL
75 mL
C.s.
275 mL

25 mL
75 mL
c.s.
100 mL

Carbonato de plata solucion fuerte F.

AgNOsal 10%
Na,COsal 5%
HsN

Agua destilada

25mL
75 mL
css.

25mL

Las soluciones tanto de nitrato como de carbonato de plata, se pasaran a un frasco de

vidrio topacio y se guardaran en la oscuridad hasta su utilizacién para preservarlas de la luz,

siendo preferible su preparacién inmediatamente antes del uso.
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3.1.2. Preparacion del carbonato de plata:

En la preparacién y obtencion del carbonato de plata se utilizd Unica y exclusivamente

material de vidrio.

En dos probetas escrupulosamente limpias y aclaradas al menos dos veces con agua
destilada, se miden exactamente los mL de AgNOs; al 10% y de Na,COs al 5% que nos indique la

concentracidén que queremos preparar; es decir, débil (D), media (M) o fuerte (F).

Trasvasamos a un matraz Erlenmeyer, también escrupulosamente limpio y pasado dos

veces por agua destilada primeramente, el volumen de AgNOs al 10% y luego el de Na,COsal 5%.

Se forma un precipitado lechoso de color amarillento (Fig. 5) que iremos disolviendo
afiadiendo H3N gota a gota (Fig. 6) y sin dejar de agitar manualmente (Fig. 7) (quedara

totalmente transparente) evitando el exceso de H3N (no debe oler).

Una vez logrado esto se afiaden los mL de agua destilada que nos indique la
concentracién deseada (D, M o F) y que previamente han sido medidos en una probeta en las

mismas condiciones que las anteriores.
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Fig.-4. Reactivos necesarios para preparar la solucién Fig.-5. . Precipitado que se forma al afiadir Na,C0Os.a la
de carbonato de plata amoniacal. solucién de AgNOs3

Fig.-6. Adicion de H3N gota a gota para disolver el Fig.-7. Viraje y aclaramiento del liquido argéntico.
precipitado que se ha formado.

3.2. Origeny procesado de muestras

Para la realizacion de las diferentes técnicas se utilizaron érganos y tejidos de varias
especies animales segun la disponibilidad o segun fueran apropiadas para una u otra técnica,
pues para la mayoria de ellas es suficiente con fragmentos de tejido que nos proporcionaron,

diferentes Institutos, Departamentos y/o Servicios Universitarios, sobrantes de otros proyectos.
De todas las muestras se realizaron bloques de entre 3 y 5 mm de grosor.
Para la fijacion de la mayoria de las muestras, a excepcidon de la microglia y

oligodendroglia, se utilizd formol neutro, que se obtuvo afadiendo al formol comercial

carbonato de calcio (CaCOs) (53) a saturacidén durante unas dos semanas. Esto evita en cierto
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modo la variable acidez del formol (66), perjudicial para la obtencién de buenos resultados. En

el momento de prepararlo se filtré con doble papel de filtro.

Los bloques fijados en formol neutro o salino al 10%, se pasaron antes de cortarlos por
agua destilada abundante durante 10-20 minutos para eliminar los restos de formol y se cortaron
con un microtomo de congelacidon marca Microm® HM 400 (Fig.- 8) a intervalos de 10-40 um de

grosor dependiendo de la técnica a realizar.

En algunas ocasiones resulté muy dificil obtener cortes por congelacidén directamente,
por lo que se procedid a lainmersidon del bloque en cuestion en agua destilada saturada de aztcar
comun con unos granos de timol, para evitar la formacién de moho, durante al menos una

semana. Pasado ese tiempo se procedié directamente a cortarlo de nuevo.

Al igual que para la preparacién y obtencion del carbonato de plata, para la realizaciéon
de las diferentes técnicas se utilizd Unicamente material de vidrio escrupulosamente limpio y

pasado varias veces por agua destilada.

Para la mayoria de las técnicas, del Rio Hortega propone en los dltimos pasos un virado
en AuCI3 al 1x500 (0,2%) y posterior fijacion en Na25203 al 5% (63), obligatoria si se realiza el
virado, pero este es opcional; pues se basa en el cambio de color que resulta del proceso de
reduccion de la plata (color café, marrén o negra y el fondo dorado), al ser sustituidos los
depdsitos de plata por depdsitos de oro metalico, que son de color purpura al tratar el tejido con
AuCI3. El oro metdlico se deposita en particulas mds pequeias y es mucho mas estable que la
plata metalica, y los cortes tratados con esta solucién muestran un mejor contraste, claridad y
nitidez de las estructuras, que los que no han sido tratados con esta solucion (18). Nosotros estos

pasos no los hemos realizado porque resultaba bastante dispendiosa la obtencién de AuCl3.
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i

Fig.-8. Microtomo de congelacién. La circulaciéon de Fig.-9. Varillas de vidrio de diferentes formas vy
una corriente de anhidrido carbdnico (CO2) por el tamafios, elaboradas manualmente a la llama del
interior del portabloques provoca el enfriamiento del mechero y utilizadas para trasvasar los cortes de tejido
tejido. La cuchilla pivota sobre un eje fijo en cada de unos pocillos a otros. La fabricacion de estas varillas
seccion o corte, originando el avance del portabloques debe practicarse con sum o cuidado, pues el vidrio
mediante un mecanismo de tornillo (67). caliente tiene el mismo aspecto que el vidrio frio.

Fig.-10. Difusor de calor. Se utiliza en la impregnacion
argéntica en caliente para regular la temperatura de los procesados. Dos de los pocillos de vidrio utilizados en la
pocillos, la cual varia dependiendo del lugar en el que se realizacidn de las técnicas de carbonato de plata
encuentren colocados.

Fig.-11. Coloracién que toman los cortes una vez

Una vez realizada la técnica correspondiente se procedio a la deshidratacién y montaje
de los cortes ya impregnados que fue el mismo para todos, excepcién hecha de la realizada para

la oligodendroglia, y que pasamos a describir a continuacion.

Los cortes se depositaron en una placa de Petri grande con agua destilada, se pasaron
con la varilla de vidrio (Fig.- 9) a EtOH absoluto muy brevemente y luego otra vez al agua
destilada, asi se consiguié que se desplegaran y separaran unos de otros y poderlos recoger
mejor para su colocacién en portaobjetos, gelatinizados, para favorecer la adherencia de los
cortes. Una vez los cortes en el portaobjetos, sobre un papel de filtro doblado varias veces se

prensaron para eliminar los restos de agua superficial y para que quedaran bien adheridos.
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Todo el proceso de deshidratacién y aclaramiento se realizd en gradillas de tal modo y
manera que se aplicaron los reactivos a cada corte individualmente, segin el procedimiento

habitual utilizado en nuestro laboratorio:

Pases por concentraciones crecientes de EtOH (70, 80, 90%) de 5 minutos cada uno.
Dos pases por EtOH absoluto de 5 minutos cada uno.
Cuatro pases por xilol de 5 minutos cada uno.

Montaje con DPX.

oA N Re

Observacion al microscopio y fotografiado de los cortes.

3.2.1. Técnica fotogrdfica y procesado de la imagen.

Las imagenes microscépicas de las muestras histoldgicas se captaron utilizando una
maquina fotografica Nikon digital Sight DS-smc acoplada a un microscopio dptico Nikon Eclipse
90i, y digitalizadas directamente por un programa capturador de imagenes MetaMorph Meta
Imaging Series 6.1. A continuacidn se almacenaron en un ordenador personal para proceder a su

tratamiento posterior.

El proceso fotografico para la obtencién de microfotografias con microscopio laser
confocal, de microglia y astroglia mediante técnicas inmunohistoquimicas con lba 1 y PGFA,

respectivamente, se describe en el apartado correspondiente a estos métodos.
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3.3. Técnicas de carbonato de plata. Descripcion

3.3.1. Técnica l. Coloracion nuclear

Tanto en el material recientemente fijado como en el mantenido en formol durante

mucho tiempo es facil obtener la tincién nuclear con carbonato argéntico.

3.3.1.1. Técnica |l A. Fijacion normal.

Se considerd que la fijacion era normal, porque solo habian pasado entre un mes y dos

meses y medio desde la introduccidn del bloque en el liquido fijador hasta su procesamiento.

Se utilizé para la realizacién de esta variante higado y rifién de conejo y cerebro y bulbo

de cordero fijados en formol neutro al 10%.

v e N

Lavado de la pieza en agua destilada abundante durante 10 minutos para eliminar restos
de formol.

Cortes por congelacidn de 25 um.

Inmersién en agua destilada, a la que se le afiaden unas gotas de Hs3N, durante 10
minutos.

Lavado rdpido en agua destilada.

Inmersién en frio de los cortes en solucién M de carbonato de plata durante el tiempo
necesario para que se realice la impregnacion. Si el formol no se ha eliminado
completamente, la impregnacidn serd mas rapida (63).

Reduccidon en formol al 1% efectuando ligeros movimientos para desplegar los cortes.
Paso a agua destilada.

Deshidratacion y montaje.

Observacidn al microscopio y fotografiado de los resultados obtenidos.
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3.3.1.2. Técnica |l B. Fijacion acelerada

Del Rio Hortega proponia este tipo de fijacion para biopsias efectuadas durante

intervenciones quirurgicas, no era el caso y por razones obvias esta técnica no se realizo.

Para este tipo de fijacidn se hierve el tejido en formol al 10 % durante 1 minuto o 2. Otro
modo de realizarla es introducir la muestra en formol al 10% a 602C en el que permanecera

durante 1 hora.

3.3.1.3. Técnica |l C. Fijacion excesiva

Se considerd que la fijacion era excesiva, porque habia pasado mas de un afio desde la

introduccion del bloque en el liquido fijador hasta su procesamiento.

Se utilizé para la realizacion de esta variante cerebro de cerdo fijado en formol salino al

4% durante varios afos.

1. Lavado de la pieza en agua destilada abundante durante 10 minutos para eliminar restos
de formol.

Cortes por congelacion de 25 um.

Recogida de estas secciones en agua destilada.

Inmersién en agua amoniacal durante 5 a 10 minutos.

Lavado rdpido en agua destilada.

Inmersion en formol 1/200 durante 1 minuto aproximadamente.

Inmersién de los cortes en solucidn M de carbonato de plata durante 15 a 20 minutos.

Reduccidén en formol al 1% con ligera agitacién.

W oo NV AEWN

Paso a agua destilada.

=
o

. Deshidratacién y montaje.

[uny
[N

. Observacion al microscopio y fotografiado de los resultados obtenidos.

3.3.2. Resultados

El tono gris de los cortes denota impregnacion insuficiente e indica tincidn nuclear
granulosa. En las buenas coloraciones los cortes deben tener color grisaceo-amarillento o
parduzco que corresponde a nucleos con matices diferentes en la gama del amarillo oscuro al

pardo. Puede aparecer el carioplasma sembrado de granulos coloidales, tanto mas visibles
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cuanto mas incompleta es la reaccién, pero si ésta es satisfactoria el aspecto granuloso
desaparece, presentandose netamente la masa cromatinica y los nucléolos, El protoplasma de
numerosas células, en especial mesodérmicas, puede presentarse tefiido débilmente, pero en
forma que no basta para observar sino algunos de sus caracteres. El tono amarillo que ofrecen
desaparece con el virado en oro, por lo que éste no debe efectuarse cuando se desee

conservarle.

La obtencién de una imagen conjunta de los elementos histoldgicos que permita apreciar
bien la arquitectura de los tejidos puede conseguirse mediante la introduccidn de alcohol en la
técnica. Este reactivo posee la propiedad de hacer que el carbonato de plata se incorpore vy fije
al protoplasma de las células haciéndole visible a la vez que a los nucleos. Sus efectos varian
segln se emplee antes, durante o después de la impregnacién metalica, pero siempre se revelan

por el aumento de visibilidad de las formas celulares.

El AgNOs tiende también a fijarse en los protoplasmas, pero en forma inaprovechable
por su ineficiente reductibilidad con el formol. En cambio, puede servir de base a laimpregnacion
inmediata con carbonato argéntico, cuyas propiedades modifica cuando actua entre él y el

formol.
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Fig.- 15 (100x)
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Fig.-12. Microfotografia en la que se puede apreciar el detalle de la arquitectura tubular renal.

Técnica | A, fijacion normal. Rifidn de conejo. 20x.

Fig.-13. Microfotografia a mayor aumento donde se observa la citologia de los tubulos renales
constituida por células cubicas, se tifien los nucleos y en ocasiones granulaciones
citoplasmaticas que podrian corresponder al sistema lisosémico. Técnica | A, fijacidon normal.

Rifién de conejo. 40x.

Fig.-14. Imagen microscdpica en la que se observa la distribucidén en cordones de los hepatocitos
con las granulaciones que podrian corresponder al condrioma o al aparato lisosémico.

Técnica | A, fijacion normal. Higado de conejo. 40x.

Fig.-15. Microfotografia que muestra células hepatocitarias a gran aumento donde se observan
nucleos, nucléolo y los limites citoplasmicos. Técnica | A, fijacion normal. Higado de conejo.
100x.

Fig.-16. Microfotografia de sustancia blanca en la que observamos gran cantidad de células gliales
y nucleos correspondientes. No es posible distinguir el entramado fibrilar debido a una

impregnacion débil. Técnica | C, fijacién excesiva. Cerebro de cerdo. 20x.

Fig.-17. Microfotografia a medio aumento de la sustancia gris en la que se aprecia gran numero de
neuronas, empezando a mostrarse en algunas de ellas el axdn y espinas dendriticas. Técnica

1C, fijacion excesiva. Cerebro de cerdo. 20x.

Fig.-18. En esta microfotografia podemos observar la impregnacion de las células astrogliales con
cierta resolucién o nitidez de las prolongaciones celulares. Técnica | C, fijacidn excesiva.

Cerebro de cerdo. 20x.

Fig.-19. Detalle a mayor aumento en la que observamos con gran nitidez neuronas piramidales de
la sustancia gris, con su nucleo y citoplasma bien definidos. Técnica | C, fijacidn excesiva.

Cerebro de cerdo. 40x.
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3.3.3. Técnica ll. Coloracion nucleo-plasmdtica

Este tipo de coloracién requiere que el fijador formdlico no actue excesivo tiempo. Sus
mejores efectos se obtienen durante los primeros dias de permanencia del material en formol al
10%. Para realizarla es preferible la obtencién de cortes sin inclusién, pero ésta puede emplearse

si lo requiere la naturaleza del tejido.

El desarrollo de la técnica Il se presta a multiples combinaciones, con las que puede a
veces graduarse el efecto perseguido, pero no llega a resolver numerosos problemas que pueden
presentarse, siempre dentro de las imagenes de conjunto y sin neta especificidad a favor de una
u otra clase de células. Por ello se precisa un paso mas en el desarrollo de la técnica haciendo

actuar un doble bafio de carbonato argéntico.

El segundo bafio argéntico, cuya actuacidn es favorecida por el alcohol, hace visibles los
protoplasmas de los elementos de estirpe mesodérmica, especialmente, pero también los de
otro origen. Puede acontecer que las formas celulares sean visibles, pero palidas, en cuyo caso

podra utilizarse la impregnacidn progresiva que consiste en repetir la técnica.

La técnica Il con sus variaciones Ay B es aplicable a toda clase de tejidos sean normales

o patoldgicos, y muy especialmente, al estudio de los blastomas.

3.3.3.1. Técnica Il A.

Para la realizacién de esta variante se utilizd corteza cerebral de cordero fijado en formol neutro
al 10%.

1. Lavado de la pieza en agua destilada abundante durante 10 minutos para eliminar restos
de formol.

2. Cortes por congelacion en torno a las 20 um.
Recogida de los cortes en agua destilada abundante.

4. Inmersidn de los cortes en solucién M de carbonato de plata durante 10 o 20 minutos
aproximadamente. En frio.

5. EtOH de 96% durante 30 o 60 segundos, con ligera agitacion para que desprendan el
carbonato que los impregna.

6. Formol al 3% con ligera agitacion.

Paso por agua destilada.
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8.
9.

Deshidratacion y montaje.

Observacidn al microscopio y fotografiado de los resultados obtenidos.

3.3.3.2. Técnicall B

Para la realizacién de esta variante se utilizd corteza cerebral de cordero fijado en formol neutro

al 10%.

10.
11.

Lavado de la pieza en agua destilada abundante durante 10 minutos para eliminar restos
de formol.

Cortes por congelacién en torno a 20 um.

Recogida de los cortes en agua destilada adicionada de formol neutro al 10% en el que
permanecen 4 o 5 dias.

Lavado rdpido en agua destilada abundante.

Inmersién de los cortes en solucion M de carbonato de plata durante 10 o 20 minutos
aproximadamente, esta vez aplicamos calor suave (entre 25-302C) para acelerar el
proceso de tincion.

EtOH de 96% durante 30 o 60 segundos, con ligera agitacion para que desprendan el
carbonato que los impregna.

Traslado de los cortes a nuevo carbonato de plata solucion M durante 10 a 50 segundos.
Formol al 3% con ligera agitacion.

Paso por agua destilada.

Deshidratacion y montaje.

Observacion al microscopio y fotografiado de los resultados obtenidos.

3.3.4. Resultados

Tejido nervioso. En estado normal se obtienen limpias imagenes nucleares, y poco

expresivas del citoplasma de los elementos nerviosos. En el sistema nervioso periférico (ganglios

sensitivos y simpaticos, nervios) los resultados son muy estimables porque afectan, no sélo a la

demostracién de los cuerpos neuronales y sus satélites neuroldgicos, sino también a las fibras

nerviosas. La variante B puede considerarse de utilidad para la tincion de la mielina en los

ganglios y nervios. En los centros, aunque visible en las mas finas fibras en observacién a gran

aumento, no ofrece el contraste y la belleza que con otros métodos.
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Fig.- 22 (20x)

Fig.- 23 (40x)
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Fig.-20. Microfotografia panoramica de la sustancia gris (corteza cerebral) que muestra la

distribucién general de las neuronas. Técnica Il B. Cerebro cordero. 4x.

Fig.-21. Detalle a medio aumento de un grupo de neuronas piramidales. Técnica Il A. Cerebro de

cordero. 20x.

Fig.-22. Microfotografia en la que se muestra el limite entre la sustancia gris y la sustancia blanca
qgue muestra los nucleos de las células gliales y los nucleos y parte del citoplasma de las
neuronas. El componente fibrilar se ha tefiido muy débilmente. Técnica Il B. Cerebro de

cordero. 20x.

Fig.-23.Imagen de tincidn nucleocitoplasmica donde se observa el citoplasma neuronal y el
arranque de las grandes dendritas, asi como la impregnacion del aparato neurofibrilar. Se
observa asi mismo la tincion de las fibras nerviosas moderadamente. Técnica Il B. Cerebro

de cordero. 40x.
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3.3.5. Técnica lll. Tincion general

Consta de dos apartados fundamentales: impregnacion colorante y reduccién. La
impregnacion ha de hacerse despojando a los cortes, previamente, de los vestigios de formol que
apresurarian la reaccion mermando su eficacia. La tincidn ha de ser homogénea y de suficiente
intensidad, lo que se consigue agitando de vez en cuando a los cortes mientras se realiza. La
reduccion es modificable efectuando, o no, un lavado previo y variando las concentraciones del

formol.

La reduccidn formdlica es fundamental para la mayor eficacia de la técnica en cuanto a
las coloraciones de conjunto y de algunas estructuras especiales, cuales las neurdglicas, pero no
para la observacidn de ciertos detalles nucleares y citopldasmicos que, si bien tras la reduccion
aparecen mas oscuros, pierden con ella finura. Los nucleos, especialmente, tienen su técnica mas
adecuada en la impregnacién en caliente con carbonato argéntico, no seguida de reducciéon

formolica.

Para la realizacion de esta técnica se utilizé corteza cerebral de cordero fijada en formol

neutro al 10%.

1. Lavado de la pieza en agua destilada abundante durante 10 minutos para eliminar restos
de formol.

2. Cortes por congelacion de 10 a 50 um.

3. Recogida de los cortes en agua destilada adicionada, posteriormente, de 20 gotas de Hs3N
por 100 mL, durante 10 minutos.

4. Lavado rapido en agua destilada abundante, tres veces, en placa Petri.
Inmersién de los cortes en solucién D de carbonato de plata adicionado de 4 a 6 gotas
de piridina en 10 mL, calentando a 509C, hasta que los cortes toman un color amarillo
tabaco rubio. Agitar el pocillo cada 2 o 3 minutos.

6. Lavado intenso en agua destilada en placa Petri.

7. Reduccidn en formol al 10% durante 2 o 3 minutos.

8. Paso por agua destilada.

9. Deshidratacidn y montaje.

10. Observacién al microscopio y fotografiado de los resultados obtenidos.
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3.3.5.1. Técnicalll A

Difiere esencialmente de la anterior, en que en ella no se efectua la reduccion en formol

de los cortes tefiidos con el carbonato argéntico, y no precisa la eliminacion total previa del

formol de los cortes, que hace mas lenta la tincién.

Para la realizacidn de esta variante se utilizd corteza cerebral de cordero fijado en formol

neutro al 10% entre 10 dias y 4 0 5 meses.

L O N

Lavado rdpido de la pieza en agua destilada, durante 1 o 2 minutos, para no eliminar
completamente los restos de formol, pues favorecen la impregnacién.

Cortes por congelacién de 20 a 25 um.

Recogida de los cortes en agua destilada adicionada, posteriormente, de 20 gotas de HsN
por 100 mL, durante 10 minutos.

Dos lavados en agua destilada abundante durante 10 minutos cada uno.

Inmersién de los cortes en solucion D de carbonato de plata adicionado de piridina (4 a
6 gotas por cada 10 mL) calentando a 45-502C hasta tincidn (color tabaco negro). Agitar
el pocillo cada 2 0 3 minutos.

Lavado en agua del grifo.

Lavado en agua destilada abundante.

Deshidratacion y montaje.

Observacidn al microscopio y fotografiado de los resultados obtenidos.

3.3.6. Resultados

La impregnacion en caliente con reduccidon formdlica, ademas de tefiir los ndcleos (como

la técnica I) y a veces los citoplasmas (como la técnica Il), muestra al parénquima y al estroma si

se trata de un drgano normal o patoldgico y a los elementos principales y secundarios si se trata

de un blastoma o de un proceso inflamatorio. Es, por consiguiente, un método de aplicacion

general del que derivan otros mas electivos para neuroglia, fibras nerviosas, reticulina, etc.

En el tejido nervioso, las neuronas muestran tefiidos sus cuerposy el arranque de las mas

gruesas dendritas, viéndose los grumos de Nissl. Las fibras nerviosas son poco visibles y requieren

técnica mas electiva. Los astrocitos aparecen solamente cuando la fijacidon en formol no pasa de

uno a tres dias.

60



M? Rosa Sanchez Gonzdlez MATFRIAL, METODO Y RESVITADOS

En el tejido, muy transparente, destacan los nucleos, de los que son visibles tanto los
grumos cromaticos como los nucléolos cuyas granulaciones son ostensibles muchas veces.
Dentro de las células son perfectamente visibles las granulaciones argentafines de los elementos
intestinales, los prepigmentos de las células de Langerhans y las esférulas correspondientes a
inclusiones lipoides. En las estructuras musculares es posible obtener bellas imagenes de la
estriacion miofibrilar. De las estructuras nerviosas pueden ser visibles los centrosomas y grumos
de Nissl, a mas del pigmento y ciertas inclusiones andmalas. Las estructuras neurdglicas ofrecen

imagenes incompletas de gliofibrillas.
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Fig.- 26 (20x)

Fig.- 27 (40x)
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Fig.-24.Imagen de sustancia blanca donde se observa el entrecruzamiento de los distintos haces

de fibras nerviosas. Técnica Il A. Cerebro de cordero. 10x.

Fig.-25. Detalle a mayor aumento de los haces de fibras nerviosas que se observan con nitidez, no

asi el componente celular glial del tejido nervioso. Técnica Ill A. Cerebro de cordero. 20x.

Fig.-26. Microfotografia panoramica de sustancia gris mostrando la distribucidn neuronal general,
fundamentalmente nucleocitopldsmica. Se observan asi mismo los nucleos de las células
gliales y de las células endoteliales de los vasos sanguineos. Técnica lll. Cerebro de cordero.
20x.

Fig.-27. Detalle a gran aumento de las neuronas donde se observan los nucleos, nucléolos y grumos
cromatinicos, asi como los somas de estas células. También se demuestran con detalle los
nucleos de las células gliales, no asi las prolongaciones de las mismas. Técnica Ill. Cerebro de

cordero. 40x.
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3.3.6.1. Técnica Ill B, C, y D. Para astrocitos protopldsmicos y
fibrosos

Difiere esta variante de la técnica Ill (Tincién general) en que, para ser eficaz, exige la
fijacion del material en formol-bromuro de amonio, durante mas o menos tiempo y en que la
tincién se efectia cominmente con carbonato argéntico preparado a base de litina (101),
aunque no es indispensable Estas técnicas estan destinadas a revelar el protoplasma de las
células, es decir la morfologia de las diferentes especies y variedades celulares, en ellas la
estructura interna queda envuelta por las micelas de la plata coloidal. No las realizamos por que
obtuvimos astrocitos con otras técnicas que no exigian la utilizacidn de Li.COs para la preparacion
del carbonato argéntico, ni la fijacion del material en formol bromuro de amonio, tales como la
técnica Pandptica (VIII) que nos proporciond buenos resultados de los mismos elementos

celulares, fundamentalmente en tumores.

3.3.7. Resultados

En las buenas coloraciones, todos los astrocitos, tanto protoplasmicos como fibrosos,
presentan tefiidas sus expansiones mediante la plata reducida, depositada en ellas en forma de
micelas imperceptibles. Existe, en general, mayor facilidad para la tincién de los astrocitos
fibrosos, tanto los superficiales de las circunvoluciones como los profundos de la sustancia
blanca. Los astrocitos protoplasmicos de la corteza y de los nucleos grises cerebrales muestran
su estructura laxa y sus ramificaciones. En las partes grises y blancas del cerebelo, protuberancia,

bulbo y médula los resultados son similares.

Aunque mediante la técnica descrita es posible mostrar las estructuras granulosas
(gliosomas) vy fibrilares (gliofibrillas) de los astrocitos, su tincién electiva requiere métodos

especiales.

3.3.8. Técnica IV. Coloracion de la glia perivascular

No hemos realizado la técnica IV descrita por del Rio Hortega para la coloracion de la glia
perivascular, porque tiene caracteristicas tintoriales semejantes a las de la microglia y
oligodendroglia, siendo por consiguiente aplicables a su estudio las mismas técnicas que a estos

dos tipos celulares (101).
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3.3.9. Técnica V y sus variantes

La técnica V y sus variantes estan descritas para oligodendroglia y microglia normal y
patoldgica, las cuales seran descritas en capitulo aparte por la importancia que tuvo el método

del carbonato de plata para su demostracién y descubrimiento.

3.3.10. Técnica VI y sus variantes. Coloracion de los
elementos del sistema reticulo-endotelial

La técnica VI y sus variantes A, B, C, D y E se describen para los elementos macrofagicos
y del sistema reticulo endotelial (SRE), afines a la microglia, pero fuera del sistema nervioso, por
lo que no seria necesaria la fijacion en formol bromuro de amonio. El fijador mas indicado en
este caso, es el formol neutro al 10%, que debe actuar poco tiempo para obtener buenas
coloraciones. Aunque en material fijado durante largo tiempo, es posible todavia obtener
resultados estimables mediante la accién sensibilizadora de diversos reactivos, ya enumerados.
Al igual que la microglia los elementos del SRE presentan una rapida impregnacion por la plata,
y se aprecia la paradoja de que la permanencia excesiva de los cortes en la plata es fatal para la

impregnacion. Por esto se trata siempre de tinciones rapidas.

La técnica VI sélo difiere de la | en la rapidez de la impregnacidén. El protoplasma de los
macréfagos es mas avido por la plata que los nucleos, por lo que es posible obtener en los mismos
cortes la tincién macroféagica en 1 0 2 minutos y la histoldgica general en 10 a 15. En todo material

patoldgico conviene efectuar ambas variaciones.

Nosotros no realizamos esta técnica y sus variantes porque con la técnica | como sugiere

del Rio Hortega obtuvimos resultados similares tal y como se muestra en las figuras siguientes.

3.3.11. Resultados

Esta técnica es de aplicacion general a los elementos macrofagicos de los diferentes
tejidos normalesy patoldgicos. En ellos varia la rapidez de la impregnacion, la cual, siendo grande

siempre, lo es mas en los ganglios linfaticos y amigdala, por ejemplo, y en especial en el higado.

La impregnacidn argéntica es puramente citoplasmatica y se produce en forma de
finisimo depdsito coloidal sobre los cuerpos celulares y sus expansiones. Si la impregnacion es

insuficiente (cortes de color grisaceo palido) los macréfagos aparecen demasiado granulosos,
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pero son bien visibles sus formas. Estas destacan menos, por el contrario, cuando la
impregnacion es excesiva (cortes amarillentos), en cuyo caso son mas o menos visibles los

nucleos y las inclusiones citoplasmicas.
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Fig.- 30 (40x) Fig.- 31 (100x)
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Fig.-28. Macréfagos de citoplasma redondeado de aspecto granuloso en un foco inflamatorio

renal. Preparacién de rifidn realizada con la técnica | A. Rifidn de conejo. 40x.

Fig.-29. Fibroblastos de nucleo y soma alargados en pelvis renal. Preparacion de rifidn realizada

con la técnica | A. Rifdn de conejo. 40x.

Fig.-30. Cromatina nuclear en células del tejido adiposo. Preparacidn de rifidn realizada con la

técnica | A. Rindn de conejo. 40x.

Fig.-31.Imagen a gran aumento mostrando diferentes elementos de tejido conectivo como son,
citoplasmas vacuolados, granulaciones citoplasmicas (condriosomas), asi como la trama
cromatinica en un nucleo central. Preparacioén de rifidn realizada con la técnica | A. Rifdn de

conejo. 100x.
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3.3.12. Técnica VIl y sus variantes. Para células nerviosas

Se trata de una técnica citoplasmica general en la que se consigue tefiir a la vez nucleos
y protoplasmas, aunque los primeros no con el contraste que ofrecen con otras variantes. El
método del carbonato argéntico es susceptible de mostrar una parte, al menos, de las
expansiones dendriticas. La siempre coloracidn en caliente siguiendo la técnica general, sea en
material fijado en formol o en formol bromuro, suele mostrar no sélo los cuerpos celulares sino

también sus principales expansiones, pero en el cerebro con mayor dificultad que en el cerebelo.

Con respecto a las fibras nerviosas, bastara aplicar alternativamente, las dos variantes
de la técnica VIl para obtener demostraciones excelentes, ora de las fibras nerviosas, ora de la

mielina que las envuelve.

3.3.12.1. Técnica VII A

Para conseguir una tincién general bastante completa de las prolongaciones celulares es
preciso emplear la técnica VII A, que, aunque parece especifica de los elementos conectivos tiene
especial aplicacién para algunos nerviosos. Tal técnica permite la obtencién, si se quiere hasta
en pocos minutos, de tinciones excelentes de las formas neuronales. Si se trata de los centros,
aparecen con ella una buena parte de las fibras nerviosas y los somas neuronales con sus

principales expansiones, en especial las cerebelosas.

Para la realizacion de esta variante y la que sigue se utilizé corteza cerebral de cordero

fijado en formol neutro al 10%.

La técnica VIl A queda descrita de la siguiente manera:

1. Lavado de la pieza en agua destilada abundante para eliminar restos de formol.

2. Cortes por congelacion de 20-25 um aproximadamente.

3. Recogida de los cortes en agua destilada.

4. Inmersidn en piridina de 1 a 5 minutos.

5. AgNOs al 2% previamente calentado durante 5 minutos o mas.

6. Inmersion de los cortes en solucién M de carbonato de plata piridinado (4 gotas por 10
mL aproximadamente) de 2 a 5 minutos.

7. Nuevainmersién en solucién M de carbonato de plata sin piridina durante 2 a 3 minutos.

Formol neutro al 1% sin piridina.
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9.

10.
11.

Lavado en agua destilada.
Deshidratacion y montaje.

Observacidn al microscopio y fotografiado de los resultados obtenidos.

3.3.12.2. Técnica VII B

Se trata realmente de una variante de la técnica VIl A, solo difiere de ella en la

introduccion de algunas modificaciones en los pasos finales. Se puede utilizar para dar menos

realce a las partes neuronales y hacer destacar a la mielina.

AN A o o o

10.
11.
12.
13.

Lavado de la pieza en agua destilada abundante para eliminar restos de formol.

Cortes por congelacion de 20-25 um aproximadamente.

Recogida de los cortes en agua destilada.

Inmersién en piridina de 1 a 5 minutos.

AgNOs al 2% previamente calentado durante 5 minutos o mas.

Inmersién de los cortes en solucién M de carbonato de plata piridinado (4 gotas por 10
mL aproximadamente) de 2 a 5 minutos.

Inmersién en nueva solucién M de carbonato de plata sin piridina durante 2 a 3 minutos.
EtOH de 96% durante un minuto.

Nueva solucion M de carbonato de plata sin piridina unos segundos.

Formol neutro al 1% sin piridina.

Lavado en agua destilada.

Deshidratacion y montaje.

Observacidn al microscopio y fotografiado de los resultados obtenidos.
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3.3.13. Resultados

Mediante las técnicas anotadas es posible ver de las células nerviosas tanto el cuerpo
como las principales prolongaciones, a veces con dicotomias. Las imagenes mas completas
suelen conseguirse en las células de Purkinje y en las de los ganglios simpdticos. Aquellas

muestran a veces hasta sus Ultimas ramificaciones.

CEFens O
b A TN

Fig.- 33 (40x)

Fig.-32. Microfotografia de neuronas piramidales sobreimpregnadas en algunas de las cuales

podemos apreciar las expansiones dendriticas. Técnica VIl A. Cerebro de cordero. 20x.

Fig.-33. Microfotografia donde se aprecia la trama fibrilar de la corteza, a través de la cual se

adivinan neuronas piramidales poco impregnadas. Técnica VIl A. Cerebro de cordero. 40x.
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3.3.14. Técnica VIIl. Coloracion protoplasmica general.
Panoptica

Del Rio Hortega denomind asi a esta técnica por el gran nimero de posibilidades que
presenta y la excelencia de los resultados obtenidos. Se trata de una técnica de aplicacion facil,
como deben ser las de rutina, en la que se ha suprimido todo lo que puede afectar a su
constancia. Nos referimos a la variable acidez del formol, que ha sido en gran parte corregida
mediante la adicidn de piridina. Se trata de una técnica progresiva, en la que puede reforzarse la
coloracion repitiendo dos o mas veces sus Ultimos tiempos. La técnica VIl es aplicable a tejidos

normales y patoldgicos pertenecientes a las tres hojas embrionarias.

Para la realizacién de esta técnica se utilizd corteza cerebral de cordero y de humano,
procedente esta Ultima de autopsias y de tumores cerebrales, fijados en formol neutro al 10%.
Los resultados de técnicas referentes a los tumores cerebrales se describiran en otro apartado al

final de este capitulo.

1. Cortes por congelacién de 20-25 um aproximadamente.

2. Los cortes obtenidos por congelacién se recogieron en una placa Petri grande con agua
destilada y se lavaron tres veces, para eliminar los restos de azicar comun, incluso en
algunos casos resulté conveniente dejarlos en agua destilada a 42C hasta el dia siguiente.
Piridina pura o HsN como minimo 30 minutos y en algunos casos hasta 1 o 2 horas.

4. AgNOs; al 2% sin previo lavado y calentando a 45-502C hasta que toman color tabaco
rubio.

5. Inmersion de las secciones en solucién M de carbonato de plata piridinado (5 gotas por

10 mL aproximadamente) un tiempo variable que ha oscilado entre los 10 minutos

recomendados por Pio del Rio Hortega y 2 horas, en frio.

Nueva inmersion en solucion M de carbonato de plata sin piridina durante 60 segundos.

Formol neutro al 10% con 4 gotas de piridina por cada 10 mL.

Lavado en agua destilada abundante.

© o N o

Deshidratacion y montaje.

10. Observacién al microscopio y fotografiado de los resultados obtenidos.

En la mayoria de las ocasiones se utilizé H3N, porque aunque la técnica se realizé en
campana, la piridina desprende un fuerte olor y como comenta del Rio Hortega es indiferente la
utilizacion de uno u otro reactivo. Tampoco existen ventajas estimables en la utilizacién de

soluciones mordientes de AgNO3; mas concentradas del 2%.

72



M? Rosa Sanchez Gonzdlez MATFRIAL, METODO Y RESVITADOS

3.3.15. Resultados

Revela los caracteres morfoldgicos de las células mediante una tincién, mas o menos
intensa, del citoplasma. Este ofrece una coloracién amarillenta o amarillo-parduzca, aparece liso
0 grumoso y presenta sus contornos bien visibles. Las tramas conectivas muestran tono mds

palido y las fibras nerviosas color pardo-negruzco.

Las fibras nerviosas destacan bien tefiidas, especialmente en érganos como la hipdfisis y
su tallo, la gldandula pineal y los ganglios sensitivos y simpaticos. A diferencia de la técnica I
(nucleo-plasmatica) que evidencia a los tubos medulados con sus redes de neuroqueratina, la
VIl revela a las neuritas. Con ella es posible tefir terminaciones nerviosas sensitivas y motoras,

a veces muy nitidamente.
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Fig.- 36 (40x)
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Fig.- 37 (100x)
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Fig.- 40 (100x)

Fig.- 39 (100x)
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Fig.-34. Imagen panoramica de la corteza cerebral con algunos elementos neuronales fuertemente

impregnados. Técnica VIII. Cerebro de cordero. 10x.

Fig.-35. Microfotografia a medio aumento de un conjunto de células piramidales, observandose
con gran nitidez las dendritas apicales de las mismas. Técnica VIIl. Cerebro humano.

Autopsia. 20x.

Fig.-36.Imagen del soma de dos células piramidales mostrando la arborizacién dendritica inicial.
Se observa en el neuropilo adyacente una gran abundancia de fibras nerviosas. Técnica VIII.

Cerebro de cordero. 40x.

Fig.-37. Fotografia a gran aumento de una neurona multipolar con el aparato neurofibrilar muy

desarrollado. Técnica VIIl. Cerebro de cordero. 100x.

Fig.-38. Microfotografia a gran aumento de una célula nerviosa donde podemos observar con gran

detalle el segmento inicial del axén. Técnica VIII. Corteza cerebral de cordero. 100x.

Fig.-39.Imagen a gran aumento de un soma neuronal donde se observa la red neurofibrilar.

Técnica VIII. Corteza cerebral de cordero. 100x.

Fig.-40. Microfotografia a gran aumento que demuestra las fibras nerviosas con gran nitidez.

Técnica VIII. Corteza cerebral de cordero. 100x.

Fig.-41. llustracién a gran aumento donde se observa de forma dptima en el soma neuronal el
nucleo, nucléolo y la red neurofibrilar del soma, asi como la porcidn inicial de las dendritas.

Técnica VIII. Corteza cerebral de cordero. 100x.
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3.3.16. Técnica IX. Para schwannomas

Del Rio Hortega describe esta técnica para schwannomas. Se trata de una triple
impregnacion argéntica de nitrato-carbonato-nitrato, con la que se obtienen tinciones
citopldsmicas bastante completas de esa estirpe celular (126). Nosotros no la hemos realizado

porque no nos ha sido posible disponer de esos tejidos.

3.3.17. Técnica X y sus variantes. Coloracion de la neuroglia
ganglionar

La técnica X se basa en la nucleo-plasmatica, pero difiere de ella, fundamentalmente, en
que se trata de una doble impregnacién, en la que el AgNOs actia como mordiente y al alcohol
como modificador de la impregnacidn. Es frecuente que en estas variaciones técnicas se utilicen
dos bafios sucesivos del mismo reactivo para despojar a los cortes en el primero del reactivo que
le precede. Asi, el segundo bafio de carbonato argéntico priva a los cortes de la piridina existente

en el primero que favorece la impregnacién pero no la reduccion.

El fijador mds conveniente para esta técnica es el formol al 10% que debe actuar entre 3
y 10 dias. Sin embargo, del Rio Hortega comenta que debido a la falta de material suficiente no
pudo llegar a precisarla con exactitud (126). Nosotros no la hemos realizado porque no nos ha

sido posible disponer de esos tejidos.

3.3.18. Técnica XI. Para glioblastos neopldsicos

Del Rio Hortega propone para el estudio de los gliomas algunas de las técnicas ya
expuestas, pero principalmente la técnica Il B, aplicada con ligeras variaciones para los
elementos neoplasicos y la técnica VIII y VIII A pues segin comenta: no existe una técnica
exclusiva para el estudio de los gliomas que, para ser completo, requiere no una sino varias que
revelen la arquitectura general y los caracteres nucleares, las formas y modos de agrupacion de
las cédulas y las tramas fibrilares neurdglicas y conectivas (126). Recomienda el uso del formol
bromuro de amonio para la fijacidon de estos elementos, sin embargo no lo cree imprescindible,
proponiendo la fijacidn en formol al 10% desde 24 horas hasta algunos dias, para conseguir en la

mayor parte de los casos impregnaciones satisfactorias de los elementos neoplasicos.

A parte de estas técnicas, describe la técnica Xl para glioblastos neoplasicos basada en la

propiedad del EtOH de favorecer la impregnacion argéntica de muchos citoplasmas y que resulta
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aplicable a material recientemente fijado, incluso en material mantenido durante largo tiempo
en el fijador y que haya sido rejuvenecido mediante el proceso de sensibilizacion, ya descrito
(63).

3.3.18.1. Técnica XI A. Para glioblastos, astroblastos y astrocitos
neopldsicos.

Se trata de una variante de la técnica XIl, en la que se introducen manipulaciones

correspondientes a las técnicas VIl y IX.

Para la realizacion de esta técnica se utilizd cerebro de cerdo fijado en formol salino al

4% durante varios anos.

1. Cortes por congelacién entre 15 0 20 um.

2. Mezcla de piridina-H3N-agua, a partes iguales durante 5 minutos en frio 0 10 minutos en
caliente, para rejuvenecer el tejido.

3. Calentamiento de los cortes a 45-502C durante 10 a 15 minutos, en la mezcla AgNOs-

piridina-alcohol.

v AgNO3 2% 10 mL.
v Piridina 30 gotas.
v" EtOH absoluto 30 gotas.

4. Calentamiento, hasta tincion no muy intensa, en la mezcla carbonato de plata-piridina-

alcohol.
v Solucién D de carbonato de plata 10 mL.
v Piridina 30 gotas.
v" EtOH absoluto 30 gotas.

5. Paso de los cortes a EtOH de 95% con 1 gota de piridina en 10 mL, durante 15 a 30
segundos.

Reduccién en formol al 1% sin piridina.

Lavado en agua destilada.

Deshidratacion y montaje.

L O N

Observacion al microscopio y fotografiado de los resultados obtenidos.
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3.3.19. Resultados

Esta técnica muestra al delicadisimo protoplasma de los glioblastos coloreado con
mediana intensidad pero permite reconocer sus cualidades morfoldgicas y completar el estudio
arquitecténico del tejido viendo las relaciones de los glioblastos con los vasos. Es frecuente que

los nucleos se hallen incoloros o muy palidos en contraste con el oscurecimiento protoplasmico.

Los glioblastos muestran su citoplasma palidamente tefido de color amarillo (puede
reforzarse siguiendo la técnica habitual de repetir la impregnacidn-reduccion); los astroblastos y
astrocitos exhiben tanto su cuerpo como sus expansiones netamente tefiidas de un color que

varia entre el amarillo y el pardo oscuro, casi negro.

Nosotros sin embargo, hemos empleado esta técnica en cerebro de cerdo fijado en
formol durante varios afios, en vez de en material tumoral que hemos reservado para la tincidn
Pandptica. En nuestro material nos ha dado resultado tanto para la demostracion de los
protoplasmas y dendritas neuronales en la sustancia gris, como para el entramado fibrilar en la

sustancia blanca.

Fig.- 42 (40x)
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Fig.-42. Microfotografia de la corteza cerebral mostrando neuronas piramidales con las dendritas
apicales y las basales, asi como algln segmento inicial axénico. En el neuropilo se observan

nucleos desnudos de células gliales y un discreto entramado fibrilar. Técnica XI A. Cerebro
de cerdo. 40x.

Fig.-43.Imagen de sustancia blanca donde se observa el entrecruzamiento de los distintos

fasciculos de las fibras nerviosas y los nucleos desnudos de los diferentes tipos de células
gliales. Técnica XI A. Cerebro de cerdo. 40x.
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3.3.20. Técnica Xll y sus variantes. Coloracion de la glandula
pineal

Del Rio Hortega describe esta técnica y sus variantes para la coloracidn de las células de
la glandula pineal humana y de los grandes mamiferos, asi como para neuronas ganglionares.
Nosotros no hemos dispuesto de estos érganos. La fijacion de este érgano se haria en formol al

10% y no tendria limite de tiempo. Se trata de una doble impregnacidn argéntica.

3.3.21. Técnica Xlll. Para el reticulo sincitial del timo

Descrita por del Rio Hortega para el reticulo sincitial del timo. La fijacién, al igual que en
la técnica anterior se haria en formol al 10% sin limite de tiempo. No se ha realizado porque no

hemos dispuesto de ese érgano.

Hasta aqui se han expuesto algunas de las técnicas generales descritas por del Rio
Hortega a lo largo de su carrera cientifica. Pasamos ahora a describir otro tipo de técnicas

utilizadas actualmente en Histologia, para la demostracidn de distintos elementos tisulares.

81



M? Rosa Sanchez Gonzdlez MATFRIAL, METODO Y RESVITADOS

3.4. RETICULINA

Las fibras de reticulina forman verdaderas redes o enrejados compactos que rodean cada
célula o grupos celulares de una funcion comun. No se disponen en haces, sino en filamentos
entrecruzados que dan lugar a redes perivasculares, se llaman también argirdfilas por su marcada
tendencia a impregnarse con las sales de plata. Las particulas de plata metalica se depositan en
las fibras de reticulina sensibilizadas y son facilmente observables en los preparados

microscopicos (72).

3.4.1. Técnica de reticulina por el método de del Rio Hortega

Esta técnica esta basada en la doble impregnacion en nitrato y carbonato argénticos, con
previo tratamiento de los cortes en KMnQO,, como sensibilizador del tejido conectivo, (se produce
una oxidacién del tejido con formacion de grupos aldehidos (66)) y posterior decoloracion con
C,H,04. EI KMnO4 produce una oxidacidn del tejido con formacion de grupos aldehidos, lo que

facilita el depdsito de la plata metalica a partir de sus sales en esas zonas.

Para la realizacion de la técnica de reticulina se utilizé rifién, bazo e higado de conejo y
rifidn e higado de cerdo del Servicio de Experimentacion Animal (SEA) de la Universidad de

Salamanca, fijados en formol neutro al 10%, que fueron procesados de la siguiente manera:

1. Cortes entre 10y 40 um realizados en el microtomo de congelacién. Respecto al espesor
de los cortes hemos observado que si bien la realizacién de la técnica es mas dificil en los
cortes finos los resultados son también mejores. Las secciones son recogidos en una
placa de Petri con agua destilada.

2. Tres lavados sucesivos en agua destilada abundante para despojar a los cortes de
cualquier vestigio de formol y/o azdcar comun.

3. Oxidacion en KMnO4 en concentraciones que oscilaron entre 1/500 y 1/300 durante 5 -
30 minutos.

v' 0,20-0,33 g de KMnOs.
v" 100 mL de agua destilada.

4. Inmersidn de los cortes en C;H,04 entre el 5 o0 el 10% hasta decoloracién.
v 5-10 g de C2H204.
v" 100 mL de agua destilada.
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10.

11.
12.
13.

Lavado en agua amoniacal en concentraciones bastantes altas en algunos casos.
v" 500 mL de agua destilada.
v" 4-8 mL de HsN aproximadamente en vez de las 5 gotas que sugeria del Rio

Hortega.

Lavado en agua destilada abundante durante 10 minutos.
Calentamiento en AgNOs entre el 1,5 y el 2% (hemos obtenido buenos resultados tanto
con uno como con otro) piridinado (3 gotas por cada 10 mL) durante 15-20 minutos o
hasta que los cortes adquieran color tabaco rubio no muy intenso.

v' 1,5-2 g de AgNO:s.

v" 100 mL de agua destilada.

Calentamiento a 45-502C en carbonato de plata para reticulina (M) piridinado (3 gotas
por cada 10 mL) hasta color tabaco negro (en general poco tiempo).
Lavado en agua destilada con 2 gotas de piridina por cada 100 mL.
Reduccién en formol neutro al 10% en donde toman un color gris parduzco.
v" 90 mL de agua destilada.

v" 10 mL de formol neutro

Lavado en agua destilada abundante.
Deshidratacion y montaje.

Observacidn al microscopio y fotografiado de los resultados obtenidos.
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3.4.2. Tincion de reticulina por el método de Gomori

Se trata de una técnica de impregnacion argéntica en dos tiempos, basado en la
propiedad que tienen las sales de plata de transformarse en éxido de plata (Ag.0) por accién de

alcalis fuertes (NaOH, NH,). La reaccidn quimica es la siguiente:
2 AgNOs + 2 NaOH - Ag,0 + 2 NaNOs + H,0

El Ag>0O forma un precipitado negro en la solucién alcalina y luego se van afiadiendo a la
solucidn gotas de HsN, que forma aniones complejos por asociacidon con metales pesados. Estos

se comportan como iones independientes solubles en agua:
Ag,0 +4H3N = [Ag (H3N),],0 (Oxido diaminoargéntico).

El 6xido diaminoargéntico que se origina se puede reducir con formol, dando lugar a la

formacidn de precipitados de plata, HsN y dcido férmico (67).

En la segunda fase (al afiadir otra sal argéntica, plata amoniacal, y por un proceso de
reduccion), se deposita plata metalica del complejo solo en aquellos lugares donde ya existian
atomos de plata. Las preparaciones son luego tratadas con formalina, que juega el papel de

revelador por extraccién del oxigeno del complejo metalico (66).

Para la realizacién de esta técnica se utilizd rifdn de rata procedente del SEA de la
Universidad de Salamanca. Una vez fijados los bloques en formol salino tamponado se incluyeron

en parafina, paso previo y necesario en la realizacion de este proceso.

3.4.2.1. Inclusion en parafina

El protocolo para la inclusidn en parafina utilizado en nuestro laboratorio queda descrito

de la siguiente manera

1. Lavado del bloque en agua destilada. (Se trata de un simple aclarado para eliminar los
restos de formol).
2. Seintroduce el bloque en un pocillo con EtOH al 70% y se deja hasta el dia siguiente.

Nuevo EtOH al 70% durante una hora.
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Pases por EtOH de concentraciones crecientes (80, 90 y 95%) de una hora de duracidn
cada uno. Al ser mas lenta la deshidratacién la pieza no se retrae tanto y la inclusién es
mejor.

Dos pases por EtOH absoluto de una hora cada uno.

EtOH absoluto/tolueno en proporcion 1:1 durante hora y media.

Tolueno puro durante dos horas. En esta parte del protocolo (pasos 4 a 6, ambos
inclusive) lo que hacemos es extraer el agua y el EtOH (deshidratacién vy
desalcoholizacién) para que posteriormente se impregne el tejido de parafina y se pueda
cortar.

Inmersiéon de la muestra de tejido en un vaso de precipitado de vidrio con parafina liquida
durante 24 horas en estufa a 602C.

Colocacion de la muestra de tejido en un molde metdlico especifico, al que se afiade
parafina liquida y que se cubre, acto seguido, con un casete de pldstico. Una vez bien frio
desmoldamos. Asi hemos obtenido el bloque de parafina adecuado a nuestro

microtomo.

3.4.2.2. Desbastado, corte y rehidratacion de la muestra

Desbastado del bloque (se puede hacer a 10 um) una vez bien frio (lo podemos introducir
a -182 C durante unos minutos).

Cortes de 6-7 um en el microtomo de parafina (Fig. 44).

Desparafinado de los cortes en la estufa durante 3-4 horas.

Cuatro pases por xilol de una duracion de 5 minutos cada uno, para el aclaramiento de
las muestras.

Pase por una mezcla de xilol/EtOH absoluto en proporcién 1:1 durante 5 minutos.

Un pase por EtOH absoluto durante 5 minutos.

Rehidratacion de los cortes con EtOH de concentraciones decrecientes (90, 80, 70%)
durante 5 minutos cada uno.
Agua destilada durante 5 minutos.
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Fig.-44. Microtomo de parafina utilizado en nuestro

laboratorio para realizar cortes.

3.4.2.3. Protocolo de tincion

A partir de aqui comienza la realizacidon de la tincidon propiamente dicha segun el

protocolo que describimos a continuacién:

1. Oxidacidon en KMnOg al 0,5% durante 1 minuto.
v 0,5 gde KMnOa.
v" 100 mL de agua destilada.

Lavado con agua del grifo durante 2 minutos.
3. Diferenciacidon por medio de la solucion de metabisulfito potasico (K,S,0s) al 2% durante
1 minuto.
v' 2 gdeK;S;0s.
v" 100 mL de agua destilada.

4. Lavado en agua del grifo durante 2 minutos.
Sensibilizacién (mordentaje) en sulfato amdnico férrico ((FeSO4)2NH4) al 2% durante 1
minuto.
v 2 g de sulfato aménico férrico.
v" 100 mL de agua destilada.
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6.

7.

10.
11.

12.
13.
14.

Lavado en agua del grifo durante 2 minutos y luego dos bafios en agua destilada de 50
segundos cada uno.
Impregnacion en la solucidn argéntica de Gomori durante 1 minuto.

v" A 10 mL de solucién de AgNOs al 10% se afiaden 2 mL de solucién acuosa de
hidréxido potasico (KOH) al 10% (disolver 10 g en 100 mL de agua destilada), y
afiadir HsN concentrado gota a gota, mientras se agita el recipiente de forma
continua hasta que el precipitado que se forma se disuelva totalmente. Afadir
otra vez, 4 gotas de solucién de AgNOs por cada 10 mL de solucién de AgNO3
utilizada, agitando continuamente el recipiente hasta que el precipitado que
vaya formdndose desaparezca por completo. Diluir con agua destilada hasta
doblar el volumen (172). Puede usarse durante 2 dias; si se mantiene la solucion

en un frasco bien tapado y guardado en la oscuridad (53).

Lavado rdpido en agua destilada, 10 o 20 segundos.
Reduccién en formol neutro al 20% durante 3 minutos.
v' 20 mL de formol.
v' 80 mL de agua destilada.

Lavado en agua del grifo durante 3 minutos.

Fijacion en solucidn de Na,S,05 al 2% durante 1 minuto.
v' 2 gde NayS;0s3
v" 100 mL de agua destilada.

Lavado en agua del grifo durante 2 minutos.
Deshidratacion y montaje con DPX.

Observacidn al microscopio y fotografiado de los resultados obtenidos.
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3.4.3. Resultados

Nuestra experiencia nos ha demostrado que la utilizacion de KMnQO4 al 1/500 como
sugiere del Rio Hortega es la idonea para la demostracidon de las fibras de reticulina, sin embargo,
para obtener buenos resultados hemos tenido que aumentar la concentracion de HsN en el agua
destilada en el paso cinco. La fina red de reticulina que se muestra en las fotografias de los
distintos elementos tisulares, pone de manifiesto la bondad de este método de impregnacion.

Las finas fibras de reticulina aparecen tefiidas en negro y la colagena en color castafio palido.
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Fig.- 51 (40x)
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Fig.- 56 (40x)
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Fig.-45. Microfotografia de un foliculo linfoide en la que se aprecia la trama de reticulina. Técnica

de Pio del Rio Hortega. Bazo de conejo. 20x.

Fig.-46. Microfotografia en la que podemos apreciar la red de reticulina en la pulpa roja. Técnica

de Pio del Rio Hortega. Bazo de conejo. 20x.

Fig.-47. Detalle de la anterior mostrando el esqueleto reticular de la pulpa roja, se observan los
nucleos de las células sanguineas alojadas en las cavidades del esqueleto reticular. Técnica

de Pio del Rio Hortega. Bazo de conejo. 40x.

Fig.-48. Detalle a gran aumento de la red de reticulina en foliculo esplénico sin contaminacion

celular. Técnica de Pio del Rio Hortega. Bazo de conejo. 100x.

Fig.-49. Detalle de la estructura reticular de una vena centrolobulillar. Técnica de Pio del Rio

Hortega. Higado de conejo. 40x.

Fig.-50. En esta microfotografia se muestra la fina trama reticulinica que rodea los hepatocitos
separandolos del endotelio de los capilares sinusoides. Técnica de Pio del Rio Hortega.

Higado de cerdo. 40x.

Fig.-51. Detalle que muestra las fibras de reticulina con escaso contaminante de los nucleos

celulares. Técnica de Pio del Rio Hortega. Higado de conejo. 40x.

Fig.-52. Detalle a gran aumento de la red de reticulina que engloba los cordones hepatocitarios.

Técnica de Pio del Rio Hortega. Higado de conejo. 100x.

Fig.-53. Detalle de la red reticulinica peritubular. Técnica de Pio del Rio Hortega. Rifién de conejo.
40x.

Fig.-54. Detalle de la red reticulinica peritubular en un corte de menor grosor. Obsérvese la
continuidad y finura de las fibras de reticulina. Técnica de Pio del Rio Hortega. Rifién de
conejo. 40x.

Fig.-55. Detalle de la red peritubular reticulinica. Tincion de Gomori. Rifién de rata. 40x.

Fig.-56. Otra area con contaminante argirdfilo situado en la luz de los tubulos. Tincién de Gomori.

Rifidn de rata. 40x.
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3.5. MICROGLIA

La situacion de la microglia en el seno del parénquima nervioso y su actividad especifica
le confiere propiedades morfolégicas y quimicas especiales, que le otorgan caracteristicas
tintoriales especificas. La observacion de la microglia tanto normal como patoldgica, es posible
mediante los métodos de impregnacion argéntica, pero también mediante otra serie de técnicas
gue se han ido desarrollando desde que Rio Hortega la descubriera, mas precisas y selectivas,

algunas de las cuales describiremos mas adelante.

3.5.1. Microglia por el método de del Rio Hortega

Rio Hortega consiguido mejorar, como ya se ha comentado, las técnicas de Achdcarroy
gracias al método del carbonato argéntico pudo descubrir la microglia. La equipard a los
macréfagos y a los elementos del SRE, y observd sus mas finas ramificaciones tanto en estado
normal como patolédgico. Desarrollé su método mediante una exhaustiva investigacion,
aportando datos importantes tanto para el correcto desarrollo de la técnica, como para la
obtencién de buenos resultados, comprobando por ejemplo, que hay animales mas propicios
como el hombre, el mono o el conejo y animales refractarios como el cavia (cobaya), el perroy
el gato (101), que la microglia en estado normal se tifie mas facilmente que en estado de

movilizacién y actividad y que las células en bastoncito se colorean con gran rapidez y facilidad.

Las células de microglia tienen nucleos pequefios, oscuros y de forma variable y sus
protoplasmas expansiones con dicotomias y copiosos apéndices pseudopddicos, a modo de
espinas, con contenido lipoide propio de los cuerpos grdnulo-adiposos microgliales, por lo que
para que su impregnacion sea satisfactoria, se precisa el empleo de un fijador (formol-bromuro
de amonio) innecesario para la tincion de los elementos afines a ella situados fuera del tejido

nervioso (101).

Rio Hortega propone dos métodos que apenas varian entre si para la coloraciéon de la
microglia (173). Nosotros nos hemos decantado por el segundo debido a que la impregnacidn se

realiza en frio y a que la concentracion del formol utilizado en la reduccion es menor.
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3.5.1.1. Origeny procesado de muestras

En la realizacidn de esta técnica se utilizd cerebro de conejo de raza Nueva Zelanda por
ser facilmente manipulable y econdmico, de 12-14 semanas de edad, procedente del SEA de la
Universidad de Salamanca, en cuyas instalaciones se mantuvo en condiciones estandar de
temperatura (22 + 22C), humedad relativa del ambiente entre el 50 y el 55%, ciclos de luz-

oscuridad de 12:12h, alimentacién con pienso artificial equilibrado y libre disponibilidad de agua.

Para proceder al estudio de la microglia se anestesio el animal (Fig. 57) de unos 4 Kg, con
una dosis de ketamina (35 mg/kg)/xilazina (5 mg/kg) por via intramuscular y en condiciones
asépticas. El estado de sedacion se determiné como la ausencia de reflejo de retirada en
respuesta a un estimulo tactil en la cola y la planta del pie y ausencia de reflejo palpebral al
estimular la superficie del ojo. El animal recibié un trato cuidadoso y se procurd evitarle
sufrimiento innecesario. Después de rasurar y limpiar la zona con EtOH, se expuso la béveda
craneal mediante una incisién con un bisturi (con hoja del n2 11) estéril en el cuero cabelludo, de
aproximadamente 4 cm de longitud, se le practicé un agujero con una broca de 1mm, por el que
se introdujo una aguja de 0,5 mm de calibre hasta una profundidad de 0,5 cm, para provocarle
como sugiere del Rio Hortega (173) una lesion cerebral y corroborar la activacién de la microglia.
Se detuvo la eventual pérdida de sangre con gasas estériles, se desinfecté la zona de la herida
con Betadine®y se cerraron el tejido subcutaneo y la piel de la cabeza mediante sutura con Vicril®
2/0. Durante el periodo postoperatorio inmediato el animal se mantuvo controlado, sobre manta

calefactora y bajo observacion en un area al efecto.

Fig.-57. Conejo utilizado en la realizacién de la técnica para microglia por el método de Pio del Rio
Hortega.
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En los dias sucesivos a la intervencién quirargica el animal fue sometido a control diario

de la herida y del estado general por el personal del SEA y se mantuvo, hasta el momento del

sacrificio, en las condiciones habituales de higiene y temperatura el tiempo necesario para la

activacion de la microglia (3 dias).

Al cabo de este tiempo se sacrificd6 mediante una sobredosis (triple de la dosis de

anestesia) de pentobarbital sddico. Se procedid a la apertura de la bdveda craneal para extraer

el cerebro, que se tallé en bloques de entre 3 y 5 mm de grosor sumergiéndolo en formol

bromuro de amonio (Cajal) hasta un periodo maximo de 72 horas.

Formol bromuro de amonio (173)

RSN

Formol al 10% 70 mL
NH.Br 10g
Agua destilada, hasta completar 430 mL

Los bloques ya fijados se procesaron segun el protocolo de del Rio Hortega descrito a

continuacion:

8.
9.

Calentamiento de los bloques de corteza cerebral y de cerebelo en un pocillo con 40 mL
de formol bromuro de amonio al mechero de alcohol durante aproximadamente 10
minutos, hasta una temperatura de unos 50-552C.

Dejar enfriar un momento.

Aclarar con abundante agua destilada en placa de Petri.

Cortes de 20 um por congelacién, que se recogen en una placa de Petri con agua
destilada adicionada con unas gotas de HsN para que se extiendan bien (74).

Aclarado dos veces en agua destilada abundante.

Paso a la solucion de carbonato argéntico para microglia (D)(101, 173) en el que se
mantienen entre 5 y 15 minutos a temperatura ambiente.

Reduccidn en formol entre el 1 y el 0,5% con agitacién rapida de los cortes mediante
movimientos de rotacién inmediatamente después de sumergir cada corte, pero es mds
prdctico soplar con fuerza sobre el formol dirigiendo la corriente de aire hacia el corte
(101).

Paso de los cortes a agua destilada abundante.

Deshidratacion y montaje segin el modo habitual.

10. Observacién al microscopio y fotografiado de los resultados obtenidos.
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La microglia absorbe y retiene la plata de manera variable segun la especie de que se
trate por lo que conviene siempre tantear la rapidez de la impregnacién, la conveniencia o no de

agitar los cortes durante la reduccién y la utilidad de un lavado en agua antes de efectuarla.

3.5.2. Técnica histoquimica con lectinas para microglia

Esta técnica se basa en la propiedad que tienen las lectinas de fijarse a algunos grupos
de azucares de las membranas celulares, tanto internas como externa (174, 175). En el SNC las
lectinas tienen afinidad especifica por las células microgliales (176). En esta técnica se utilizo la
lectina obtenida del Lycopersicum esculentum (LEA) (tomate) por su afinidad por los residuos del

azucar poly-N-acetyl lactosamina (177).

3.5.2.1. Origeny procesado de muestras

Para estas técnicas se utiliz6 como animal de experimentacién la rata albina de la cepa

Sprague-Dawley.

Las ratas se sacrificaron mediante una sobredosis de anestesia y se procedio a extraer el
encéfalo y al tallado del mismo, obteniendo bloques de 4 o 5 mm que se sumergieron

inmediatamente en la mezcla fijadora apropiada a su procesamiento posterior.
Como fijador se utilizé Bouin-Hollande-sublimado que se prepardé del siguiente modo:
2,5 g de acetato neutro de cobre (CH;COO), Cu

4 g de Acido picrico (CeHsNs07)
100 mL de agua destilada

SN NN

10 mL de formol comercial.

En el momento del uso, a nueve partes de esta solucién se les afiade una parte de

solucion saturada de HgCl..

Tras permanecer 72 horas en la solucién fijadora, los bloques fueron lavados con varios
pases por una solucién acuosa saturada de LiCOs y a continuacién incluidos en parafina segun el

protocolo habitual realizado en el laboratorio.
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Para la realizacién de la histoquimica se obtuvieron cortes seriados de 10 um de grosor
con un microtomo de tipo Minot que fueron montados sobre portaobjetos (2 cortes por

portaobjeto) gelatinados.

A continuacion los cortes se desparafinaron y rehidrataron de la manera ya descrita,

hasta llegar a EtOH del 70% y se procedié como sigue:

1. EtOH de 70% durante 10 minutos.
2. Solucidn yodo-yodurada (Lugol), durante 30 segundos. Consta de 2 soluciones que una
vez mezcladas se van afladiendo a EtOH de 70% hasta que este toma color cofiac (66).
v' 2 gdevyodo (l,).
v" 90 mL de EtOH absoluto.

v 3 g de yoduro potasico (KI).
v" 10 mL de agua destilada.

3. Solucién de Na;S;03 al 5% durante 10 segundos.
v 5 g de Na25203
v" 100 mL de agua destilada.

4. Lavado en agua destilada durante al menos 10 minutos.

3.5.2.2. Histoquimica para Lycopersicum esculentum (LEA)

Para proceder a la reaccion histoquimica, después de la desparafinacién y rehidratacion

de los cortes, se siguieron los siguientes pasos:

1. Bloqueo de la peroxidasa endégena con peréxido de hidrégeno (H.0,) al 2% en metanol
(CH3-0OH), durante 10 minutos.
2. Dos lavados de 10 minutos cada uno con TBS (Tris Buffer Salino) compuesto por:
v" Tris-HCI 0,05 M.
v" 0,15 M NaCl ajustado a pH 7.6 con HCl.
3. Unlavado de 10 minutos con TBS preparado del mismo modo que el anterior, al que se
le ha afiadido Triton X-100 al 1%.
4. Incubacidn con la lectina biotinizada LEA (Sigma®) a una concentracién de 20 pg/mL

diluida en TBS durante 24 horas, a temperatura ambiente.
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Lavado con TBS, tres pases de 15 minutos.
6. Complejo Avidina-Peroxidasa (Sigma®; dilucién 1:100) en TBS, durante 60 minutos a
temperatura ambiente.
Lavado con TBS, durante 15 minutos.
Desarrollar con 3,3’diaminobenzidina (DAB) (Sigma®).
v/ 40 mg de DAB.
v" 68 mg de imidazole (Sigma®) en 100 mL de TBS, durante 5 minutos, a

temperatura ambiente.

9. Incubacién en la misma solucién del apartado anterior, a la que se afiaden 50 pL de H,0;

al 30%, durante 3 minutos.

3.5.2.2.1 Tincién de contraste

Como tincidn de contraste se utilizé la hematoxilina de Weigert. Con esta técnica se tifien

de azul los nucleos celulares. Se realiza del siguiente modo:

1. Tincidn con hematoxilina de Weigert, durante 30 segundos.
v' Mezclar a partes iguales una solucion de hematoxilina al 1% en EtOH de 96%
% Hematoxilina 1lg
% EtOH de 96% 100 mL

v Con una solucién de percloruro de hierro (cloruro de hierro Ill) (FeCls) al 1,16%
en HCl concentrado al 1%.
< FeCl3 1,16 g
% HCl concentradoal 1% 100 mL

La mezcla es estable durante una semana.

2. Diferenciacion en solucion al 1% de HCI concentrado en EtOH de 70%, mediante dos
inmersiones.

3. Virado al azul en agua corriente, durante un minimo de 30 minutos.

Tras finalizar la reaccion histoquimica y después de la tincion de contraste, los cortes se
lavaron con agua bidestilada, se deshidrataron con alcoholes de gradacion creciente, se
aclararon en xilol y se montaron con DPX segun el procedimiento habitual. A continuacién se

procedid al estudio y fotografiado de los cortes.
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3.5.3. Técnica inmunohistoquimica para microglia Iba-1

La proteina lbal (lonized calcium binding adaptor molecule 1), es una nanoproteina que
se expresa de forma especifica en la microglia, y es regulada positivamente ante la activacién de
dichas células. La reacciéon inmunohistoquimica de la proteina Ibal se detecta empleando el
antisuero policlonal de conejo anti-lbal. La unién de antigeno y anticuerpo se revela mediante

la técnica de Avidina-biotina-peroxidasa (178).

3.5.3.1. Origeny procesado de muestras

La especie animal, la fijacidn, el método para la obtencién de la muestra, el proceso de
corte y la obtencidn de microfotografias que se utilizaron en esta y en la técnica de obtencidn de
la astroglia mediante PGFA, es idéntico en ambos casos, por lo que vamos a describirlo a

continuacién y obviamos volver a hacerlo cuando hablemos de la astroglia.

Para la realizacion de esta técnica se utilizdé como especie animal Macaca fascicularis
(también conocido como cynomolgous monkey, crab-eating macaque, mono de Java o long-

tailed macaque), cedido por el Dr. Lanciego.

Las muestras se obtuvieron mediante fijacion por perfusién transcardiaca. Para la
perfusién, los animales se anestesiaron con una sobredosis de hidrato de cloral al 10% y se
perfundieron por via transcardiaca. La perfusion comprende primero 500 mL de solucién salina

Ringer, seguida de 3000 mL de fijador compuesto por:

v Paraformaldehido al 4%
v" Glutaraldehido al 0.1% en tampdn fosfato 0.125 M a pH 7.4

La perfusion se contindia con una solucidn de crioproteccién consistente en:
v' 10% de glicerina
v' 1% de dimetilsulféxido (DMSQ) en tampdn fosfato 0.125 M a pH 7.4

La duracion total de la perfusién es de aproximadamente 45 min. Terminada la fijacidn,
se extrae el cerebro del craneo y se deposita en una solucién tamponada de crioproteccion

compuesta por el 20% de glicerina y el 2% de DMSO.
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3.5.3.1.1 Preparacion de la solucién de TBS

v Solucién madre de Tris (hidroximetil aminometano):
< 48,4 g de Tris.
+*» 1000 mL de agua destilada.

v" Solucién madre de HCI 1N.
%+ 921,27 mL de agua destilada.
% 78,72 mL de HCl de densidad 1,183 g/cm? y riqueza del 37%

v Solucién de Tris-HCL 0,05 M (TBS) a pH 7.4:
% 125 mL de solucién de Tris.
% 42 mL de HCI 1IN.
29,2 g de NaCl en 800 mL de agua destilada.

R/
0’0

*,

* Comprobary ajustar elpHa 7.4

*0

¢ Rellenar con agua destilada hasta un volumen final de 1L.

v" La solucién TBS contiene 0,5% de gelatina + 1% de albimina de suero bovino (BSA).

3.5.3.1.2  Preparacion de la soluciéon de TBST

v" Solucién de TBST (TBS + Tween 20 (polisorbato o monolaurato de polioxietilen
sorbitano)) 0,01lMapH 7.4

1,2 g de Tris.

8,8 g de NaCl.

800 mL de agua destilada.

K/
0.0

7
X4

*,

7
X4

*,

0‘0

Comprobary ajustar el pHa 7.4 con HCI 1 N.

0‘0

Rellenar con agua destilada hasta un volumen final de 1L.
Afiadir 0,5 mL de Tween 20 al 0,05%.

7
X4

)
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10.
11.
12.

13.
14,
15.
16.
17.

3.5.3.2. Protocolo inmunohistoquimico

Se obtienen por congelacidn series coronales de 40 um de grosor en un microtomo de
deslizamiento. Los cortes asi obtenidos (10 series de cortes consecutivos) se depositaron
en una solucién crioprotectora de glicerina al 20% y DMSO al 2%.
Se lavan 3 veces con tampdn TBS-Tx 0.05M, pH 7.4 (dos lavados en TBST, un lavado en
TBS).
Se procede al bloqueo de la peroxidasa enddgena durante 30 minutos a temperatura
ambiente, en la siguiente solucion:

v" 9,6 ml de metanol

v" 133 mL de H,0; durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Lavar 3 veces con el mismo tampdn anterior (dos lavados en TBST, un lavado en TBS).
Blogueo de la solucién con Triton X-100 al 0,05% a temperatura ambiente durante 1 hora
(puede ser mas largo).

Anticuerpo primario Ibal dilucién 1:500 en TBS que contiene un 1% de gelatinay un 5%
de BSA, a temperatura ambiente durante toda la noche.

Triton X-100 al 0,05%.

Lavar 3 veces con el mismo tampdn anterior (dos lavados en TBST, un lavado en TBS).
Anticuerpo secundario fluorescente Alexa Fluor® 488-conjugated Donkey anti-rabbit IgG
(ref: A-21206; Thermo Scientific®), dilucién 1:200 en TBS que contiene unl% de gelatina
y un 5% de BSA, dos horas a temperatura ambiente.

Triton X-100 al 0,05%.

Lavar 3 veces con el mismo tampdn anterior (dos lavados en TBST, un lavado en TBS).
Solucién de Avidina-Biotina-Peroxidasa (ABC) (Vector® PK-6100). (Preparar con 30
minutos de antelacidn), a temperatura ambiente durante hora y media.

Lavar 3 veces con el mismo tampdn anterior (dos lavados en TBST, un lavado en TBS).
Revelado con DAB.

Deshidratacion con tolueno puro, 2 pases de 5 minutos cada uno.

Montaje con DPX.

Estudio y fotografiado de los cortes.
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3.5.3.3. Técnica fotogrdfica y procesado de imagen

Las imagenes fueron inspeccionadas en el microscopio confocal Zeiss® 510 META. Con el
fin de asegurar la visualizacidén correcta de los elementos marcados y evitar falsos positivos, la
emision procedente del laser de argén a 488 nm fue filtrada a través de un band-pass de 505-

530 nm y observada en color verde.

3.5.4. Resultados

Con la técnica de Pio del Rio Hortega los cortes presentan un tono parduzco indicativo
de buena coloracién. La microglia normal (alejada de la zona de la lesidn) muestra nucleos
oscuros, a menudo envueltos por citoplasma muy tefiido cuyas expansiones, gruesas en su
origen, se hacen filiformes y se dividen varias veces. La impregnacion granulosa indica

permanencia insuficiente en el bafio de plata o excesivo lavado antes de la reduccidn.

La microglia activada (cercana a la zona de lesidon) se muestra mas voluminosa, con
menor numero de expansiones y con las formas correspondientes a los movimientos ameboides

y a la carga de productos fagocitados (células en bastoncito y cuerpos granulo-adiposos).

La lectina LEA marca las células microgliales, dentro de las cuales se encuentran cambios
referidos al nimero y a la morfologia de las mismas. En cuanto al nimero se observa un ligero
aumento. En cuanto a la forma, adquieren una morfologia que se caracteriza por un aumento
del tamafio del citoplasma, que se acompafia, solo en algunos casos, de prolongaciones muy
cortas, es decir estan haciendo su aparicidn las formas activadas de la microglia, tanto la globular

como la ameboide o pseudopddica.

En la técnica de fluorescencia se observa la distribucién de la microglia en color verde.
Las células microgliales ramificadas tienen procesos de proyeccion radial que son largos,
delgados con ramificaciones finas. Las células hipertrofiadas tienen somas grandes y procesos

gruesos, cortos y proyectados radialmente con menos ramificaciones.
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-
Fig.- 60 (40x)
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Fig.-58. Microfotografia panoramica de células microgliales en corteza cerebral de conejo
impregnadas con carbonato de plata. Se observa la distribucidon espacial en principio
aleatoria de estos elementos gliales entre el resto de las células de tejido nervioso. Técnica

para microglia de Pio del Rio Hortega. Cerebro de conejo. 10x.

Fig.-59. Microfotografia a mayor aumento que muestra las células microgliales con la distribucion
tridimensional de sus prolongaciones. Notese como el resto de los elementos gliales solo
presentan impregnado el nucleo y alguna escasa porcidon del citoplasma. Técnica para

microglia de Pio del Rio Hortega. Cerebro de conejo. 20x.

Fig.-60. Detalle a gran aumento de las células microgliales con sus prolongaciones primaria,
secundaria, terciaria y espina cuaternaria que espacialmente se encuentran introducidas en
los huecos que dejan los otros elementos de la corteza cerebral. Técnica para microglia de

Pio del Rio Hortega. Cerebro de conejo. 40x.

Fig.-61. Panoramica de la demostracién mediante inmunocitoquimia de la microglia en cerebro de
rata. Notese como las células y sus prolongaciones son reconocibles, aunque con una menor
resoluciéon que la que proporciona el carbonato argéntico (fig. 58). Técnica

inmunohistoquimica para LEA. Cerebro de rata. 10x.

Fig.-62. Imagen a mayor aumento de las células microgliales y sus prolongaciones en el neuropilo

de la corteza cerebral. Técnica inmunohistoquimica para LEA. Cerebro de rata. 20x.

Fig.-63. Microfotografia donde se observa en primer plano un microgliocito con sus
prolongaciones hasta las espiculas cuaternarias, aunque con menor nitidez que con el

carbonato de plata. Técnica inmunohistoquimica para LEA. Cerebro de rata. 40x.

Fig.-64. Reconstruccion tridimensional con microscopio laser confocal a gran aumento donde se
observa la distribucidn de las células microgliales y sus prolongaciones en la corteza cerebral

de mono. Técnica inmunohistoquimica con Iba 1. 40x.

Fig.-65. Microgliocitos a gran aumento con la técnica de laser confocal, donde es posible observar
la marcada distribucidn tridimensional de las prolongaciones citoplasmicas de estas células.

Técnica inmunohistoquimica con Iba 1. Cerebro de mono. 40x.
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3.6. ASTROGLIA

Como hemos comentado anteriormente la técnica Ill B que del Rio Hortega describio
para astrocitos protoplasmicos y fibrosos no se realizé, pero hemos creido conveniente dada la
naturaleza de este trabajo, exponer en este apartado los resultados sobre astroglia que hemos
obtenido con otras técnicas (Técnica | C) no especificas para astrocitos, y una bateria de técnicas

(inmunocitoquimia para PGFA, laser confocal, Golgi-Hortega).

3.6.1. Técnica inmunohistoquimica para astrocitos. PGFA

Las propiedades estructurales del citoesqueleto de los astrocitos se mantienen gracias a
la red de filamentos intermedios, de la cual el componente fundamental es la PGFA (GFAP por
sus siglas en inglés) (169). La PGFA inducida en dafio cerebral y degeneracién del SNC y cuya
expresion aumenta con la edad, es el marcador clasico para la identificacion inmunohistoquimica
de astrocitos (170, 179-181).

3.6.1.1. Origeny procesado de las muestras
El proceso se describe del siguiente modo:

1. Lavar 3 veces con tampdn Tris (dos lavados en TBST, un lavado en TBS).
2. Bloqueo de la peroxidasa enddgena en la siguiente solucion:
v 9,6 mL de metanol.

v" 133 mL de H,0;, durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Lavar 3 veces con el mismo tampdn anterior (dos lavados en TBST, un lavado en TBS).

4. Bloqueo de la solucién con Triton X-100 al 0,05% a temperatura ambiente durante una
hora (puede ser mas largo).

5. Anticuerpo primario Rabbit anti-proteina acida fibrilar glial (GFAP DAKO® ref: Z0334)
dilucion 1:400 a temperatura ambiente durante toda la noche.
Triton X-100 al 0,05%
Lavar 3 veces con el mismo tampdn anterior (dos lavados en TBST, un lavado en TBS).
Anticuerpo secundario fluorescente dilucién 1:200 Alexa® 488-conjugated Donkey anti-
rabbit IgG (ref: A-21206; Thermo Scientific®), dos horas a temperatura ambiente.

9. Triton X-100 al 0,05%
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10. Lavar 3 veces con el mismo tampdn anterior (dos lavados en TBST, un lavado en TBS).

11. Solucion ABC (Vector®PK-6100). (Preparar con 30 minutos de antelacién), a temperatura
ambiente durante una hora y media.

12. Lavar 3 veces con el mismo tampdn anterior (dos lavados en TBST, un lavado en TBS).

13. Desarrollar con DAB.

14. Deshidratacion con tolueno puro, 2 pases de 5 minutos cada uno.

15. Montaje con DPX.

16. Estudio y fotografiado de los cortes.

3.6.2. Resultados

Partiendo de la comparacién de los resultados obtenidos con la hematoxilina eosina en
tumores gliales, observamos, que los proporcionados por la Técnica | C (Fig.- 66) en cerebro de
cerdo, la aventajan considerablemente, en ella se pueden observar con gran claridad las
expansiones protoplasmaticas astrocitarias. Nétese que son notablemente superiores en cuanto

a la morfologia y detalle de las prolongaciones de estas células.

Se muestran, ademads, microfotografias de corteza cerebral de diferentes especies, en las
que se aprecian los resultados obtenidos con el método de Golgi-Hortega (donde se observan los
pies chupadores de Achtcarro), con los de inmunohistoquimica para PGFA en un
oligodendroglioma humano, asi como los obtenidos mediante inmunohistoquimica de
fluorescencia para PGFA en cerebro de mono, en los que también se observan pies

perivasculares.
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Fig.- 67 (20x)

Fig.- 69 (20x)
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Fig.-66. Detalle que muestra la impregnacion de las prolongaciones astrocitarias en una zona de
sustancia blanca. Se observa la caracteristica distribucién radial de las prolongaciones
astrocitarias asi como algun pie perivascular. Astrocitos protoplasmaticos en una
preparacion de carbonato de plata. Técnica | C. Cerebro de cerdo conservado durante varios

afnos en formol. 40x.

Fig.-67. Imagen con la técnica de Golgi-Hortega de diferentes células astrogliales, variedad fibrosa,
con las prolongaciones orientadas segun el eje mayor de las fibras, en este caso paralelas al
eje mayor de las fibras y de izquierda a derecha. Asi mismo se observan varios pies
perivasculares en algunos de los cuales se puede seguir la trayectoria desde el soma de la

célula glial hasta el capilar donde se apoya. Técnica Golgi Hortega. Cerebro de rata. 20x.

Fig.-68. Inmunocitoquimia para PGFA que muestra varios astrocitos hipertroficos con gran
positividad del soma y de las prolongaciones. Ademds se observan en el neuropilo la trama
abundante que forman las prolongaciones de los astrocitos. Técnica inmunohistoquimica con

PGFA. Oligodendroglioma. Tumor cerebral humano. 40x.

Fig.-69. Imagen con microscopio laser confocal de la reconstruccion tridimensional de las células
astrogliales en corteza cerebral de mono. Ademds de la distribucién radial de las
prolongaciones a las que deben su nombre los astrocitos, ilustrada en color verde, se
observan numerosas trompas chupadoras en dos vasos presentes en la microfotografia.

Técnica inmunohistoquimica para PGFA. Cerebro de mono. 20x.
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3.7. OLIGODENDROGLIA

Para el estudio de la oligodendroglia, Pio del Rio Hortega propuso un método de
impregnacion argéntica de caracteristicas tintoriales semejantes a las de la microglia, en el que
también utilizaba como fijador formol bromuro de amonio. La tincidon se mostrd eficaz para
estudiar la distribucidn topografica y relaciones de los oligodendrocitos con otras estructuras
celulares. La variacidn consistia en no agitar los cortes cuando se encontraban en el reductor

formdlico, debido a una menor apetencia de la oligodendroglia por las sales de plata.

3.7.1. Golgi-Hortega

Sin embargo, el método anterior no le dio buenos resultados para analizar los caracteres
morfolégicos de los oligodendrocitos. Después de una exhaustiva investigacion al respecto,
propuso un nuevo método basado en el de Golgi, denominado Golgi-Hortega, con el que logré
obtener resultados muy favorables, que le sirvieron de base para publicar su amplio y excelente
trabajo sobre la oligodendroglia (110). Este nuevo método es el que nosotros hemos utilizado en

este trabajo y que pasamos a describir a continuacion.

3.7.1.1. Origeny procesado de muestras

Para la realizacién de esta técnica se utilizaron seis ratas macho de la especie Rattus
norvegicus, variedad albina, raza Wistar, de 200 +30 g de peso, procedentes del SEA de la
Universidad de Salamanca, en cuyas instalaciones fueron criadas en las mismas condiciones

ambientales que el animal utilizado para la obtencidn de la microglia.

A cada animal destinado al estudio de la oligodendroglia, se le anestesid con tiopental
sddico por via intraperitoneal (50 mg/Kg de peso). Una vez anestesiado, se le realizd una
toracotomia, exponiendo el corazon tras la apertura del pericardio, a continuacion se introdujo
una canula a través del ventriculo izquierdo hasta el inicio de la aorta, procediendo a la perfusidn
a presion controlada de suero fisioldgico heparinizado al 0,9%, con el fin de retirar por completo
la sangre del animal y lavar el arbol vascular. Cuando dejoé de salir liquido hematico, comenzamos
la perfusién con la solucién fijadora, la cual pasa a través de los vasos sanguineos fijando el

cerebro y todos los tejidos.
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La solucidn fijadora es la siguiente (20, 101, 110):

v K:Cr,0; 38
v" Hidrato de cloral 2,5g
v" Formol al 10% 50 mL

Se disolvié el K;Cr,07 en 45 mL de agua destilada, se le agregaron 5 mL de formol
concentrado y por ultimo se afiadié el hidrato de cloral. El fijador se preparé en el momento de
Su uso, pues se deteriora en 24 horas. Por la misma razén debe renovarse a diario mientras actta

sobre las piezas.

Una vez finalizada la perfusidn se expuso la béveda craneal y se extrajo el cerebro que
se tallé con una hojilla de afeitar en porciones de 3 0 4 mm de espesor (suelen obtenerse entre

3 04)y se procedié como sigue:

1. Estas porciones se sumergieron en frascos de vidrio topacio de boca ancha con la
solucidn fijadora, donde permanecieron a 49C durante 2, 3 y 4 dias respectivamente. Se
dispuso de 3 frascos y en cada frasco se introdujeron las porciones de dos cerebros.
Mientras se realizaba el proceso de fijacion se cambid el liquido fijador todos los dias, al

principio y al final de la jornada.

2. Terminada la fijacién, los fragmentos se pasaron primero por agua destilada vy
posteriormente por AgNOs al 1,5%, en sendas placas de Petri a modo de lavado (se forma
un precipitado rojo ladrillo caracteristico), antes de sumergirlos en otros 3 frascos de
vidrio topacio de boca ancha con AgNOs al 1,5%, donde permanecieron a temperatura
ambiente 2, 3 y 4 dias respectivamente, renovandose la solucién diariamente. No es

necesario resguardarlos del abrigo de la luz.

3. Al cabo de ese tiempo, las porciones se lavaron en una placa de Petri con agua destilada

y se encastraron en bloques de parafina del siguiente modo:

v" Los bloques se obtuvieron mediante el depdsito previo de parafina liquida en
unos moldes especiales como los que se muestran en la fotografia inferior
izquierda (Fig.- 70). Para desprender el bloque de una manera sencilla se

introdujo todo el conjunto a -182C durante 15 minutos.
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v" Una vez extraido el bloque y ayudandonos de una paletilla, o cualquier otro
objeto plano metalico, calentada a la Ilama se fundid la parte superior del bloque
y se encastré la pieza hasta que quedo totalmente recubierta de parafina.
4. Se realizaron cortes de entre 40 y 60 um de grosor con un microtomo de congelacion
Leitz Wetzlar (Fig.- 71), que se recogieron en EtOH de 95%, donde permanecieron no mas

de 30 minutos.

5. Transcurrido ese tiempo se depositaron en una placa de Petri con aceite de clavo, donde
permanecieron entre 2 y 5 minutos, trasladandolos luego a un portaobjetos donde se

aclararon varias veces con xilol.

6. Posteriormente se cubrieron con una mezcla casi liquida de resina damar y xilol. Se
esperd a que se secara la resina y se le dio otra capa y asi varias veces hasta que la
superficie de los cortes estuvo perfectamente cubierta por este barniz. Los cortes deben

resguardarse de la luz y del polvo.

7. Observacion al microscopio y fotografiado de los resultados obtenidos.

Fig.-70. Moldes metalicos en los que se introduce la Fig.-71. Microtomo de congelacién Leitz Wetzlar,
parafina liquida para preparar los bloques donde utilizado en nuestro laboratorio para efectuar cortes
posteriormente se incrustaran las piezas de tejido. gruesos y procesarlos por el método Golgi-Hortega.

3.7.2. Resultados

Se obtuvieron preparaciones en la que se observan los oligodendrocitos, impregnados

en color marrén oscuro, siendo visibles sus expansiones sobre un fondo amarillo.
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Fig.- 72 (20x) Fig.- 73 (40x)

Fig.- 74 (40x) Fig.- 75 (40x)
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Fig.-72.Dos oligodendrocitos en sustancia blanca, obsérvense las prolongaciones celulares
alargadas en sentido paralelo al eje longitudinal de las fibras nerviosas. Técnica Golgi-

Hortega. Cerebro de rata. 20x.

Fig.-73. Célula oligodendroglial con escasas y gruesas prolongaciones. Técnica Golgi-Hortega.

Cerebro de rata. 40x.

Fig.-74. Célula oligodendroglial con prolongaciones que recuerdan en su distribucién a las de la
microglia de la cual se diferencian por la ausencia de espinas terminales. Técnica Golgi-

Hortega. Cerebro de rata. 40x.

Fig.-75. Oligodendrocito totalmente impregnado con prolongaciones extremadamente delgadas
con algunas dilataciones varicosas, distribuidas en los tres planos espaciales, con predominio
del plano paralelo al eje de las fibras nerviosas. La extension de las prolongaciones en este

plano se aproxima a los 100 micrémetros. Técnica Golgi-Hortega. Cerebro de rata. 40x.
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3.8. TUMORES

Pasamos a continuacion a describir el proceso de las series tumorales facilitadas por el

Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario de Salamanca.

3.8.1. Técnica VIIl. Coloracion protopldsmica general.
Pandptica

Como se expuso anteriormente se estudiaron una serie de tumores humanos mediante
la técnica Pandptica, entre los que se encontraban meningiomas (9), astrocitomas (3),
oligodendrogliomas (2), oligoastrocitomas (1), meduloblastoma (1), glioblastomas (20) y
metastasis de adenocarcinomas (10), asi como tres autopsias de cerebro, clinica y

anatomopatolégicamente demostrados.

3.8.1.1. Origeny procesado de muestras

Las piezas estaban fijadas en formol cuando se recogieron, una vez en nuestro
laboratorio, se lavaron con agua destilada abundante para eliminar los restos de formol y
posteriormente se introdujeron en botes de 100 mL con agua destilada saturada de azucar
comun y unos granos de timol, para que el corte se pudiera realizar con facilidad. A partir de aqui

se siguid el protocolo ya descrito.

Sirva a modo de recordatorio de la técnica VIIl o Pandptica el siguiente esquema:
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ucion
de ol 3
carbonato 10%
de plata sin _piridinado
H;N

quon \

~ Deshidratacion
carbonato ' y
de pIata con .
_ montaje

3.8.2. Técnica inmunohistoquimica en tumores humanos

En la actualidad, el diagndstico de los tumores cerebrales se basa en los criterios
revisados por la OMS. Su fundamento sigue siendo el estudio histolégico apoyado por la

inmunohistoquimica que contribuye a diagnosticar la estirpe tumoral.

La técnica Pandptica de Pio del Rio Hortega ofrece mucha informacién sobre las muestras
de tumores, pero no permite discriminar selectivamente moléculas determinadas e implicadas
en los posibles mecanismos neopldsicos que no son detectables mediante las mismas. Es por ello
por lo que hemos efectuado un estudio comparativo con las técnicas inmunohistoquimicas
analizando PGFA (descrita en el apartado de astroglia), enolasa (enolasa neuronal especifica)

(NSE por sus siglas en inglés) y anti-cytokeratin (CAM5.2).

Hemos analizado la NSE porque es el marcado mas constante en los meduloblastomas
(182). Si bien es un marcador neuronal (183), se expresa en células gliales en ciertas condiciones.
Especificamente, se han detectado niveles de actividad de la NSE en oligodendrocitos (184), Su
expresion aumenta durante la diferenciacién oligodendrocitica, pero se reprime una vez que la
célula madura. En condiciones patoldgicas también se detecta la NSE en neoplasias gliales y en

células gliales reactivas (185).
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CAMS5.2 es un marcador de células epiteliales. Los marcadores que se pueden utilizar en
los tumores metastasicos en el SNC son multiples, como multiples son los tumores que pueden
metastatizar en esa localizacion (186). Sin embargo, al ser la mayoria de origen epitelial, el

marcador mas util es la citoqueratina CAM5.2 (186).

3.8.2.1. Origeny procesado de muestras

1. Tejidos tumorales o metastdsicos fijados en formol tamponado al 10% durante 24 horas.
2. Inclusidn de los cortes en parafina, siguiendo el protocolo habitual.
3. A continuacion se realizan cortes de 4 um en microtomo (Leica®), que se recogen en
portaobjetos gelatinizados para favorecer su adherencia y evitar que se despeguen.
4. Se identifican los portaobjetos asigndndole el anticuerpo que se desea marcar
v' PGFA (policlonal) que la utilizamos a una dilucién de 1/100.
v' CAMS5.2 prediluida.
v" NSE prediluida.

Secado de las secciones durante 24 horas en estufa a 602C.

6. Desparafinado, aclarado y rehidratado de los cortes desde xilol hasta agua destilada del
modo habitual.

7. Lavado con PBS.

A continuacion se realiza la tincidn de forma automatica en inmuno tefiidor Bon Max®
de Leica (Leica Biosystems, Melbourne, Australia). Todos se procesan con los mismos tiempos en
cada uno de sus pasos de incubacién con el Bond™ polimero de Leica. El Bond™ polimero de
Leica es un kit para inmunohistoquimica que ya viene preparado con los reactivos a utilizar, por
lo que todo el proceso es totalmente automatico, para que la tincidn resulte por igual en todas

las muestras y evitar falsos positivos.

El desenmascaramiento antigénico se realizé mediante la incubacion de las secciones
con una solucién de buffer citrato (BioGenex, CA) a pH 6, en microondas durante tres minutos.
El bloqueo de peroxidasa endégena con H,0; al 3% durante 15 minutos. El anticuerpo primario,
PGFA, CAM5.2 o NSE segun nos interese, durante 20 minutos. La incubacion con anticuerpo
secundario (complejo de inmunoglobulinas), durante 8 minutos y se revela con DAB durante 10
minutos. Entre estos pasos hay lavados con PBS, por ultimo, tincién de contraste con

hematoxilina durante 5 minutos. Todo ello de forma automatica.
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1. Lavado con agua destilada.

2. Deshidratacién de los cortes con concentraciones crecientes de EtOH (70, 80, 90%) hasta
EtOH absoluto e Histo-Clear Il de 5 minutos cada uno.
Montaje con medio permanente (DPX).

Observacion al microscopio y fotografiado de los resultados obtenidos.

3.8.3. Resultados

Practicamente todos los tumores son propicios a la impregnacidn argéntica realizada con
la Técnica VIII (Pandptica), pero los gliomas en general, resultan mas favorables. Las células
tipicas de cada uno de ellos son facilmente evidenciables en su morfologia. En meningiomas y
metastasis de adenocarcinoma, hemos obtenido imagenes muy semejantes a las obtenidas con
las técnicas inmunohistoquimicas como puede observarse en las microfotografias expuestas. Sin
embargo los resultados obtenidos en los glioblastomas y en los oligodendrogliomas han sido
poco expresivos de la estructura y morfologia de sus elementos celulares, por lo que no

resultarian satisfactorios para realizar un diagndstico clinico firme.
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Fig.- 78 (40x)
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Fig.-76. Meningioma grado | de patrén histolégico predominantemente transicional. Panordmica
gue muestra tabiques de aspecto conectivo-fibroblastico, remolinos espirales de células y
diversos grados de transformacidn de cuerpos psamomatosos Técnica Pandptica de Pio del

Rio Hortega. Cerebro humano 10x.

Fig.-77.Meningioma grado | de patrén histolégico predominantemente transicional. Patrén
celular meningoteliomatoso con disposicién focal de las células que tienden a formar
remolinos apretados que daran lugar a futuros cuerpos de psamoma. Técnica Pandptica de

Pio del Rio Hortega. Cerebro humano 20x.

Fig.-78. Meningioma grado | de patrdn histoldgico predominantemente transicional. Detalle que
muestra la citologia densa en esta area y la tendencia celular a formar remolinos apretados

de células Técnica Pandptica de Pio del Rio Hortega. Cerebro humano. 40x.

Fig.-79. Meningioma grado | de patrdn histoldgico predominantemente transicional. Detalle que
muestra la citologia de las células tumorales de nucleo oval con cromatina laxa sin nucléolos
aparentes, ni atipias. El patron celular, arremolinado no permite observar con nitidez los
limites citoplasmicos, ni diferenciaciones citoplasmicas. En el tercio inferior se observa un
cuerpo de psamoma en fase avanzada de formacién. Técnica Pandptica de Pio del Rio

Hortega. Cerebro humano. 40x.

Fig.-80. Impregnacion argéntica de la trama que forman las numerosas prolongaciones astrogliales
de las células tumorales. Astrocitoma difuso grado Il. Técnica Pandptica de Pio del Rio

Hortega. Cerebro humano. 40x.

Fig.-81. Inmunocitoquimia positiva de los somas y las prolongaciones de las células neurdglicas
astrogliales tumorales. Astrocitoma difuso grado Il. Técnica inmunohistoquimica (PGFA).

Cerebro humano. 40x.

Fig.-82.Otro detalle a gran aumento mostrando la trama densa de las prolongaciones del
neuropilo tumoral. Astrocitoma difuso grado Il. Técnica Pandptica de Pio del Rio Hortega.

Cerebro humano. 40x.
Fig.-83. Detalle de la inmunocitoquimia para PGFA, donde la positividad de las prolongaciones

astrogliales recuerda aunque con menor nitidez, la de la imagen anterior. Astrocitoma difuso

grado Il. Técnica inmunohistoquimica (PGFA). Cerebro humano. 40x.
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Fig.- 84 (20x)

Fig.- 86 (40x)

122



M? Rosa Sanchez Gonzalez MATFRIAL, MFETODO Y RESVITADOS

Fig.- 90 (40x) Fig.- 91 (40x)
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Fig.-84. Impregnacién argéntica donde ademas de las células tumorales oligodendrogliales se
observa la glia reactiva astrocitaria. Oligodendroglioma cldsico grado Il. Técnica Pandptica de

Pio del Rio Hortega. Cerebro humano. 20x.

Fig.-85.Area de reactividad astroglial PGFA positiva, en el tumor oligodendroglial.
Oligodendroglioma cldsico grado Il. Técnica inmunohistoquimica (PGFA). Cerebro humano.
20x.

Fig.-86. Detalle de la fig. 92 que muestra los astrocitos hipertréficos entre las células tumorales
oligodendrogliales. Oligodendroglioma clasico grado Il. Técnica Pandptica de Pio del Rio

Hortega. Cerebro humano. 40x.

Fig.-87. Gliosis astrocitaria PGFA positiva en el tumor oligodendroglial. Oligodendroglioma cldsico

grado Il. Técnica inmunohistoquimica (PGFA). Cerebro humano 40x.

Fig.-88. Area tumoral de predominio oligodendroglial con citologia a base de pequefios nucleos
redondeados hipercromdticos y prolongaciones delicadas sin orientacién definida. Se
observa una discreta anisomorfia nuclear. Oligoastrocitoma anaplasico (Glioma mixto grado

). Técnica Pandptica de Pio del Rio Hortega. Cerebro humano. 20x.

Fig.-89. Inmunocitoquimia positiva para PGFA y numerosas células con citoplasma en huevo frito
de habito oligodendroglial. Oligoastrocitoma anapldsico (Glioma mixto grado lll). Técnica

inmunohistoquimica (PGFA). Cerebro humano. 20x.

Fig.-90. La técnica Pandptica, muestra el fino entramado, a base de finas prolongaciones de habito
oligodendroglial, que sirve de fondo del tejido tumoral. Oligoastrocitoma anaplasico (Glioma

mixto grado IIl). Técnica Panéptica de Pio del Rio Hortega. Cerebro humano. 40x.

Fig.-91. Detalle de la inmunocitoquimia mostrando la positividad fundamentalmente citoplasmica
de las células tumorales de estirpe astroglial, y la negatividad de las de habito
oligodendroglial. Oligoastrocitoma anaplasico (Glioma mixto grado |Ill). Técnica

inmunohistoquimica (PGFA). Cerebro humano. 40x.
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Fig.- 93 (20x)

Fig.- 92 (20x)

Fig.- 95 (40x)

Fig.- 94 (40x)
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Fig.- 96 (20x)

Fig.- 98 (40x) Fig.- 99 (40x)
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Fig.-92.Imagen de la arquitectura tumoral del meduloblastoma, altamente celular sin patrén
citoarquitectdnico definido, y con tendencia a la formacién de pseudorosetas celulares.
Meduloblastoma desmoplésico. Técnica Pandptica de Pio del Rio Hortega. Tejido cerebeloso

humano. 20x.

Fig.-93.Imagen de la citologia del meduloblastoma con positividad para la enolasa neuronal
alternando con segmentos tumorales negativos para la enzima. Meduloblastoma

desmoplasico. Técnica inmunohistoquimica (NSE). Tejido cerebeloso humano. 20x.

Fig.-94. Imagen de la impregnacion argéntica, puramente nuclear, donde no se observan, ni limites
ni diferenciaciones citoplasmicas. Meduloblastoma desmopldsico. Técnica Pandptica de Pio

del Rio Hortega. Tejido cerebeloso humano. 40x.

Fig.-95.Imagen inmunocitoquimica para PGFA, que presenta la negatividad de los elementos
tumorales en contraste con la positividad de la capa molecular de la corteza cerebelosa
adyacente. Meduloblastoma desmoplasico. Técnica inmunohistoquimica (PGFA). Tejido

cerebeloso humano. 40x.
Fig.-96. Imagen que muestra el marcado polimorfismo celular de los elementos tumorales y la gran
anisomorfia nuclear. Glioblastoma multiforme extensamente necrosado. Técnica Pandptica

de Pio del Rio Hortega. Cerebro humano. 20x.

Fig.-97. Inmunocitoquimia que muestra el origen glial de los elementos tumorales. Glioblastoma

multiforme. Técnica inmunohistoquimica (PGFA). Cerebro humano. 20x.

Fig.-98. Detalle del polimorfismo celular tumoral y los restos de fibras nerviosas. Glioblastoma

multiforme. Técnica Pandéptica de Pio del Rio Hortega. Cerebro humano. 40x.

Fig.-99. Componente fibrilar glial a gran aumento con pequefias areas microquisticas.

Glioblastoma multiforme. Técnica inmunohistoquimica (PGFA). Cerebro humano. 40x.
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Fig.- 100 (40x)

Fig.- 103 (40x)

Fig.- 102 (40x)
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Fig.-100.Detalle que muestra las agrupaciones celulares, separadas por tabiques conectivos,
formando islotes y pequefias cavidades quisticas. Citolégicamente las células neopldsicas
presentan un nucleo grande ovoide de cromatina laxay con un nucléolo aparente. Metastasis

de adenocarcinoma de patrdn cribiforme. Tincion de hematoxilina eosina. Cerebro humano.
40x.

Fig.-101. Detalle que muestra la citologia de las células tumorales metastasicas con granulaciones
citoplasmicas. En el angulo inferior izquierdo se observa tejido nervioso con fibras y
prolongaciones celulares, adyacente a tejido conectivo que rodea a las células tumorales.

Metastasis de adenocarcinoma de patrdon cribiforme. Técnica Pandptica de Pio del Rio
Hortega. Cerebro humano. 40x.

Fig.-102. Detalle de la relacién de las células tumorales con el parénquima nervioso, que muestra

algunas fibras y prolongaciones gliales conservadas. Metdstasis de adenocarcinoma de

patrén cribiforme. Técnica Pandptica de Pio del Rio Hortega. Cerebro humano. 40x.

Fig.-103.Inmunocitoquimia positiva para células tumorales y negativa para la reaccidén conectiva

gue se presenta en el angulo inferior derecho. Metastasis de adenocarcinoma de patrén

cribiforme. Técnica inmunohistoquimica (CAM5.2). Cerebro humano. 40x.
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iV.DiSCVSiON

En este trabajo se estudidé y puso en practica el método del carbonato de plata en sus
variantes nucleares y nucleo-plasmaticas y se aplicé a distintos drganos y tejidos para visualizar
fundamentalmente reticulina, astroglia, microglia, oligodendroglia y la citologia de distintos

tumores cerebrales.

La invencién del método del carbonato de plata por parte de Pio del Rio Hortega supuso
una gran aportacidn para el progreso de la Histologia de principios del siglo XX. Con algunas
variaciones y la utilizacién de unos cuantos reactivos, habilmente combinados, demostré la
eficacia de este método argéntico y fue capaz de evidenciar muchas de las estructuras tisulares
de la economia. Sin embargo la aportacion mds importante de del Rio Hortega fue el
desdoblamiento del tercer elemento del tejido nervioso en microglia y oligodendroglia cerrando
asi las categorias citolégicas del tejido nervioso y estimulando un gran interés por la
investigacion de estos tipos celulares. Los estudios sobre micro y oligodendroglia fueron por
tanto en aumento demostrandose la existencia de estos elementos incluso en retina y vias
Opticas. (187, 188). El trabajo con animales, debido a su paralelismo tanto ontoldgico como
filogenético reforzd, las tesis de Rio-Hortega sobre la estructura y funcionalidad de los
elementos neurdglicos (48). Roman Alberca se formd con del Rio Hortega en histopatologia,

destacando sus investigaciones sobre la encefalitis (48).

Otros investigadores, como Abelardo Gallego o Isaac Costero extendieron con sus
trabajos experimentales el conocimiento de la microglia y de la oligodendroglia al terreno de la
anatomia zooldgica en experimentos con anfibios, perros, conejos y otros animales. Gallego
sobre la Histologia de la encefalitis cerebral en la oveja. Costero sobre cultivos «in vitro» de la
microglia con el objeto de contribuir al conocimiento de su histogénesis y su relacién con el
tejido conjuntivo. Con la aplicacién de las técnicas argénticas de Pio del Rio-Hortega en sus
investigaciones histoldgicas, demostraba experimentalmente el proceso hipertréfico durante el
embarazo en el aparato reproductor femenino del ser humano y lo comparaba con el de otras

especies animales (48).

La modificacién de las técnicas de impregnacidn argéntica a partir de las técnicas de
Golgi, Cajal y Achucarro, desarrolladas con carbonato de plata, le permitieron demostrar a del

Rio Hortega que el tercer elemento o célula adendritica de Cajal, correspondia a dos tipos
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celulares: la microglia y la oligodendroglia (64, 65, 100, 108, 189-191). Del Rio Hortega nunca
explicd (190), si fue por error, intuicidn o probatura, por lo que se le ocurrié mezclar Li,CO3
(empezd utilizando este reactivo en vez de Na,COs) con AgNOs, por aquel entonces solian
introducirse pequefias modificaciones al método original debido a que los métodos argénticos

son poco constantes (192), y con pequefias variaciones se obtenian a veces mejores resultados.

Técnicas nucleares y nucleoplasmadticas:

Con las técnicas nucleares y nucleoplasmaticas (I, I, Ill, VII, VIIl y XI) y sus variantes,
hemos sido capaces de observar el nucleo y el citoplasma en higado, rifién y cerebro de
diferentes especies, con claridad semejante a la que se observa con las técnicas de
hematoxilina/eosina o algunas anilinas como por ejemplo el azul de toluidina o el azul de
metileno, ademas obtuvimos buenos resultados tanto de cuerpos neuronales, como de fibras
nerviosas. Fuimos capaces de ver los elementos del sistema reticulo endotelial con la técnica |,
que también hubiéramos visualizado con la técnica VI descrita por del Rio Hortega

especialmente para esos elementos.

Con la técnica XI A que se describié para tejido neopldsico, obtuvimos imagenes de
elementos neuronales, fibras nerviosas y células de glia ciertamente satisfactorias, en tejido
normal. Pero como hemos venido apuntando, con algunas de ellas no hemos obtenido los
resultados esperados, como por ejemplo con la Técnica VII B para células nerviosas, de la que
no obtuvimos ningun resultado demostrativo. Hemos tenido que ser muy escrupulosos con la

limpieza del material utilizado, cosa que en otras técnicas no es tan imprescindible.

Reticulina

También se estudiaron mediante la técnica de impregnacion argéntica de Pio del Rio
Hortega (98), las fibras de reticulina y se compararon los resultados con los obtenidos mediante
técnicas para cortes incluidos en parafina como por ejemplo el método de Gomori. Como quedé
demostrado los resultados obtenidos con la técnica de del Rio Hortega fueron mas
demostrativos de la red reticular, poniendo de manifiesto las mas finas fibras, sin contaminante

celular en algunas de ellas.

Las técnicas de impregnacion argéntica en bloque ofrecen mejores resultados que las

técnicas que utilizan la parafina o gelatina como medio de inclusién. Del Rio Hortega en su
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revisiéon del método del carbonato argéntico (63) solo la considera util para el tejido conectivo,
no sin antes advertir sus inconvenientes, como puede ser el de la retraccién de los cortes
durante la deshidratacion y el montaje, para la cual propone incluso alguna que otra solucion
(63).

Astroglia

Para la demostracién de la astroglia protoplasmica y fibrosa, del Rio Hortega propone
las variantes B, Cy D de la técnica lll, siempre y cuando la fijacion se realice en formol bromuro
de amonio (Cajal) y para la glia perivascular la técnica IV que tiene similares caracteristicas a las
utilizadas para la tincion de la microglia y la oligodendroglia (193). Sin embargo obtuvimos
buenos resultados con la técnica | C, como se muestra en la figura 18, donde a mediano aumento

es facil adivinar las expansiones citoplasmicas de la astroglia protoplasmica.

Con la técnica VIII que utilizamos en material tumoral conseguimos buenos resultados
de los astrocitos como se observa sobre todo en la figura 86, asi como con las técnicas para la
microglia y la oligodendroglia utilizadas para este trabajo. Del Rio Hortega propuso ademas la
técnica XI A para astrocitos y astroblastos neopldsicos (126). Sin embargo el trabajo de del Rio
Hortega sobre astroglia no es tan extenso como los realizados para microglia y oligodendroglia
y para tejidos tumorales, porque ademas en aquella época el método que primaba para la

investigacion de esta estirpe celular era el método del cloruro de oro sublimado de Cajal.

Microglia

La microglia se activa rapidamente como reaccién a cambios en el SNC, hecho que
hemos comprobado con nuestros ensayos, tales como inflamacién, isquemia, trauma, tumores
o procesos neurodegenerativos (194), actuando con caracter fagocitico y como precursora de la
reparacion neuronal (195). La capacidad de la microglia de almacenar lipidos, hierro, pigmentos
y otras sustancias, se pone de manifiesto en los procesos degenerativos y durante la formacién
de la mielina, puede redondearse y transformarse en corpusculos granulosos que emigran con

movimientos ameboides (196).

Del Rio Hortega averigud que la microglia aparecia en forma de cuerpos amorfos en el
cerebro en desarrollo; luego se diferenciaban en formas muy ramificadas que colonizaban todas

las regiones del cerebro y establecian contactos con neuronas y astrocitos, pero no entre si.
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Ademas, cuando el cerebro sufria una grave lesién, respondian de manera espectacular (197).
También observé que, en la reaccidn ante una herida incisa, las células ramificadas retraian sus
finas prolongaciones para retornar a su conformacién inmadura, redondeada. De esta manera,
se dio cuenta de que en esta Ultima etapa la microglia se asemejaba a los macréfagos que
emigran a las areas afectadas, proliferan y se vuelven muy fagociticos. Asi sugirié la idea de que
la adopcion de la forma redondeada de la microglia reflejaba una metamorfosis hacia el estado
fagocitico, cumpliendo la misma funcién que los macréfagos del sistema inmunitario. Comienza
pues a descubrir el verdadero significado de las células en bastoncillo y de los cuerpos granulo-
adiposos de Achucarro, y ve ante si la posibilidad de aclarar definitivamente la intima estructura
del sistema nervioso, cuando estuvo seguro de la fiabilidad de los resultados obtenidos con su
método, se los mostrd a Cajal, que lejos de felicitarle, llegd incluso a publicar dos articulos en el
primero de los cuales hablaba de una modificacién del método de Bielschowsky (198), que del
Rio Hortega ya habia notificado anteriormente y el segundo en el que parecia que Cajal quisiera
negar el descubrimiento de la microglia a del Rio Hortega en beneficio de Robertson (48, 199),
cuyos trabajos no conocia directamente y que incluso contenia algin error en el apellido

(Roberston en lugar de Robertson) (82).

También Fernando de Castro y Lorente de NO pretendieron despojarlo de su
descubrimiento (200). Sin embargo en una publicacién de 1921 (171), del Rio Hortega deja bien
claro que la microglia descrita por él no se correspondia con la mesoglia de Robertson (12).
Posteriormente Cajal rectificaria (201) su actitud reconociéndole a del Rio Hortega su

descubrimiento (27).

Los investigadores alemanes Metz y Spatz acuiian en 1923 el término Hortegasche Zellen
(106) (células de Hortega) para designar a la microglia. En 1926 Lépez Enriquez publica varios
trabajos sobre la microglia de la retina y las vias dpticas, en estado normal y patoldgico,
realizados con el método del carbonato de plata amoniacal, que demuestran la existencia de
células de microglia con caracteristicas estructurales y morfoldgicas muy proximas a las descritas
por del Rio Hortega (187, 202, 203). A partir de aqui son muchas las investigaciones que se
realizan en torno a la microglia (192), aunque el comienzo de la 22 Guerra Mundial paralizé en

cierta medida la produccidon de estudios cientificos sobre ella (201).

En la década de los 60 se realizan estudios con carbonato de plata de piezas fijadas en
formol adicionado del 1% de acido acético o en formol bromuro de amonio e incluidas en

parafina, como las realizadas por Naoumenko y Feigin (204), en las que la microglia en estado
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normal les resulta mas dificil de observar. Este tipo de técnica se basa en la utilizacion de
soluciones muy concentradas de AgNOs (hasta el 20%, en estas soluciones de concentracién de
plata tan elevadas hay mucho riesgo de que la plata precipite, por lo que consideramos que este

tipo de tinciones resultan muy arriesgadas).

Otra investigacion realizada en esa década es un estudio de lbrahim et al. (205), en la
que utilizan como medio de inclusién la celoidina y como mordientes NaHSO; al 5%, o una
solucion de hidroxilamina (10 g de hidrocloruro de hidroxilamina, 20 g de acetato de sodio y 40
mL de agua destilada), con el que consiguen teir la microglia tanto normal como patoldgica, asi
como oligodendroglia en tejidos fijados durante largo tiempo en formol o EtOH del 70%. Este
estudio tiene como punto de partida los estudios de Tsujiyama (206), el cual sugiere que acttan
como agentes bloqueantes de grupos aldehidos y aunque no esta del todo claro su mecanismo
de accidn, se cree que es tanto por su apetencia por los grupos aldehidos libres naturales de los
tejidos, como por el formol utilizado en la fijacién, lo que hace que actien como mordientes en
la impregnacion de la plata (Gallyas) (207). Con la llegada del microscopio electrdnico (208)

vuelven a retomarse de manera exhaustiva las investigaciones sobre la microglia.

Con la utilizaciéon de los métodos inmunohistoquimicos (176, 177, 209, 210) los
postulados de del Rio Hortega han quedado demostrados asi como el origen mesodérmico de
esta estirpe celular. Se iniciaron estudios con anticuerpos monoclonales que se unieran a la
microglia, de acuerdo con ello, Perry et al. (211) pensaron que si esos anticuerpos encontraban
su diana en la microglia, podrian convertirse en una tincién adecuada. Asi pudieron demostrar
en 1985 que varios anticuerpos monoclonales podian mapear la microglia cerebral (212). A esta
importante aportacion se le sumo la llegada de métodos para mantener poblaciones puras de
microglia en placas de cultivo (213), con lo que ya se podia examinar la actividad de estas células

y ademas respaldaba la hipétesis de la funcién en la defensa inmunitaria del SNC.

Los resultados con los anticuerpos encajaban con los obtenidos por el equipo de
Kreutzberg (214), quienes investigaron la capacidad migratoria y macrofagica de la microglia
cerebral de roedores en relacidon con las neuronas lesionadas. Este grupo de investigadores
también intentd comprobar la hipdtesis de que las células microgliales parece ser que no se
originan en los tejidos embrionarios que constituiran el SNC, sino que llegan acompafiando a los
vasos sanguineos que penetran en el tejido nervioso. Es decir, que se origina fundamentalmente
a partir del mesénquima, el tejido conjuntivo embrionario mesodérmico del cual proceden todas

las capas de los vasos sanguineos del cerebro y la médula espinal, incluyendo la adventicia. Asi,
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los experimentos del grupo de Perry y Kreutzberg han demostrado empiricamente que las
células de la microglia se comportan como macréfagos del sistema nervioso (214), fagocitando
microorganismos peligrosos. Pero no solo eso, sino que se ha demostrado que estd presente en

gran cantidad de procesos patolégicos.

La sospecha de que la microglia podria contribuir a alteraciones neuroldgicas surgié tras
el descubrimiento de que liberaba productos que coincidian con los emitidos por macréfagos
fuera del SNC (208). Algunas de estas sustancias son peligrosas para las células si se producen
en cantidades excesivas. Cuando la microglia activada se expone a determinados componentes
bacterianos, generan especies reactivas de oxigeno. Otros productos, potencialmente letales,
fabricados por microglia y macréfagos son las proteasas, enzimas que digieren proteinas y
podrian llegar a lesionar las membranas celulares. Debemos citar también dos citoquinas (215,
216), moléculas mensajeras del sistema inmunitario que pueden aumentar la inflamacion. Estas
moléculas son la interleucina-1 (217-219) vy la interleucina 3 (220, 221). La microglia en
condiciones de activacion produce un factor de necrosis tumoral que induce angiogénesis (222),

de tal manera que podria estar involucrada en la reorganizacién del tejido (223, 224).

Algunas alteraciones neurolégicas a las que pudiera contribuir la microglia son, por
ejemplo el infarto cerebral; las victimas de un infarto cerebral podrian perder neuronas por
culpa de un celo excesivo de su microglia, seglin se desprende de experimentos realizados en
ratas (225-227), el Sindrome de Inmunodeficiencia Humana (SIDA); el virus penetra en las células
nerviosas, provocando una destruccion de la mielina, induciendo respuestas inflamatorias o
autoinmunes, o simplemente perturbando el funcionamiento de las células endoteliales de los
vasos sanguineos de las meninges. El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) infecta a la
microglia y se ha demostrado que esa invasion provoca en la microglia una produccién elevada
de citoquinas inflamatorias y otras moléculas que son téxicas para las neuronas (208, 228). En
la enfermedad de Alzheimer (229) o la esclerosis multiple (230) se observé que la microglia y los
astrocitos se encontraban en las placas en desmielinizacién, presentes en las enfermedades

degenerativas o en el sindrome de Down.

La microglia tiene la capacidad de modificar su comportamiento en respuesta a diversas
sefiales de otras células y a enfermedades humanas, tanto agudas como crénicas (231). Su
transformacion en células activadas estd regulada por mecanismos de control y esta

acompafiada por la secreciéon de citoquinas, aminoacidos y especies reactivas de oxigeno. Por lo
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tanto, representa un sistema de defensa y reparacién, pudiendo ser responsable ademas de la

destruccién del tejido y de la muerte neuronal (232).

La microglia se puede presentar como microglia en reposo con una morfologia
ramificada, un soma estatico, procesos con alta motilidad y que se encuentra en el cerebro
adulto en condiciones normales. Esta motilidad es necesaria en su busqueda constante de
cambios patoldgicos o procesos inflamatorios (233, 234) y microglia activada que se encuentra
tanto durante el desarrollo embrionario como en estados de activacion donde adquiere una
morfologia ameboide pudiendo migrar hacia el lugar de la lesién liberando diversos compuestos

neuroactivos induciendo neuroproteccidn o en ultima instancia neurotoxicidad (231, 235).

La técnica llevada a cabo por nosotros para poner de manifiesto la microglia se basa
como sugirié del Rio Hortega, en la activacién de dicho elemento mediante la realizacidon de una
herida incisa en el encéfalo (173), esto origina una proliferacién de células microgliales activadas

que hemos podido observar y que se basa en la afinidad y el depdsito de Ag* que pasa a Ag’.

En nuestro estudio hemos comparado los resultados de la técnica de del Rio Hortega
con los obtenidos en la demostracion de la microglia mediante técnicas histoquimicas con
lectinas. Las lectinas son un grupo de proteinas de origen no inmune que tienen la propiedad de
fijarse a algunos grupos de azlcares de las membranas celulares, tanto internas como externas
(174, 175). En el SNC las lectinas tienen afinidad por las células microgliales (176), una de estas
lectinas es la obtenida del Lycopersicum esculentum (LEA) (tomate) con afinidad por los residuos
del aztcar poli-N-acetil lactosamina (177). El método consiste en la inyeccién por via subcutdnea
de una solucién acuosa de glutamato monosddico, del cual se ha observado que influye en la
degeneracion neuronal del nicleo arcuato cuando se administra a diferentes especies de
roedores en edad neonatal (236-240), que se traduce en una proliferacion de células
microgliales (241, 242). Se trata de un método de facil realizacién y que esta muy estandarizado,
pero la utilizacidn de la técnica de del Rio Hortega, en la que la obtencion de los cortes no
necesita la inclusion en parafina, sino que se realiza por congelacién, nos ofrece mejores
resultados, pues las imdgenes microscdpicas nos muestran mayor nitidez, en detrimento de
mayores problemas en el procesamiento de las muestras, como la dificil obtenciéon de cortes
seriados y un mayor deterioro de estos, asi como la optimizacién del tiempo que lleva realizarlos,
pues como hemos dicho ya en varias ocasiones, las técnicas argénticas resultan de dificil
realizacion y requieren de manos expertas o muy entrenadas para obtener resultados

estimables.
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Las técnicas inmunohistoquimicas con anticuerpos también se han sometido a estudio.
La proteina analizada ha sido la Iba 1 que es una proteina de unién al calcio especifica para
microglia y macréfagos, es una nano proteina de 16,7kDa que se expresa especificamente en la
microglia y se expande durante la activacion de estas células. La microglia actia como la forma
principal y primera de defensa inmune activa en el SNC. Los anticuerpos Anti lbal estdn
relacionados especificamente con la microglia, pero no tienen una reaccién cruzada con las

neuronas o los astrocitos.

Oligodendroglia

Los llamados elementos apolares del SNC fueron descritos por del Rio Hortega como glia
de escasas radiaciones u oligodendroglia en 1921 (108), sin conocer los trabajos de Robertson
(12), dejando posteriormente bien claro que las mesoglia cells de Robertson no tenian tal origen,
sino que se trataba de células de origen ectodérmico, es decir de células de oligodendroglia
(171). Apunta también las dificultades y pobres resultados obtenidos con el método al cloruro
de platino del citado autor. Propone la hipdtesis de que los oligodendrocitos son los

responsables de la formacidn de la mielina (109).

Aunque inicialmente basd sus hallazgos sobre oligodendroglia en el método del
carbonato argéntico (108), reconoce que no es posible todavia hacer un estudio exhaustivo de
los caracteres morfoldgicos y tisulares de dicho elemento celular, que achaca principalmente a
problemas tintoriales, pero ademas revela que los métodos de Cajal al oro sublimado y del
formol urano ofrecen resultados contradictorios en lo que a la tincidon de la glia de escasas
radiaciones se refiere, asi como otros métodos clasicos que utilizan anilinas. Ensaya diversas
variantes de la técnica y aprovecha las ventajas que ofrecen los hipndticos para la demostracién
de las estructuras nerviosas y neurdglicas y en 1928 da a conocer una modificacion a la técnica
de Golgi (110) para la demostracién de los oligodendrocitos y de sus distintas variedades, en la
que emplea como liquido fijador formol, dicromato sddico (Na,Cr,0;) e hidrato de cloral como
agente hipnético y que posteriormente modificaria utilizando K,Cr,07. Con esta modificacién al
método de Golgi, del Rio Hortega describié todos los tipos de oligodendroglia, en el que supuso

uno de los mejores y mas completos trabajos descriptivos de la época.

La existencia de estos subtipos explicaria la complejidad celular del oligodendroglioma
cuando se estudia con métodos especiales (243).Del Rio Hortega inicié el conocimiento de la

oligodendroglia y a partir de entonces se han realizado numerosos estudios relacionados con el
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estado normal y patoldgico de este elemento del SNC, que no han venido sino a confirmar los
postulados de del Rio Hortega (244, 245).

Con el método de del Rio Hortega para oligodendroglia Lopez Enriquez describe la
oligodendroglia de las vias dpticas (188) y Marchesani la de la retina (246). Posteriormente con
la combinacidon de los marcadores moleculares, (247) se ha perfeccionado la clasificacion
morfoldgica iniciada por del Rio Hortega. Pero recientemente el andlisis de los ARNs expresados
en estas células cerebrales (248) ha revelado la posibilidad de clasificar los oligodendrocitos en
seis subtipos segun los cambios progresivos producidos en marcadores de expresién génica

previamente conocidos y nuevos a lo largo de la diferenciacién de oligodendrocitos.

Nosotros hemos podido observar células de oligodendroglia y consideramos que el
método es facilmente reproducible, no obstante queda pendiente la unificacién de criterios
morfoldgicos y genéticos que revelen la complejidad de los oligodendrocitos para clasificarlos
(248), por lo que la organizacién propuesta por del Rio Hortega sigue siendo algo que necesita

estudios mas profundos.

Tumores

El nombramiento de Pio del Rio Hortega en 1928 como jefe del laboratorio de
histopatologia del Instituto Nacional de Oncologia “Principe de Asturias” (90), supuso un
profundo cambio en su trayectoria personal y cientifica con el que inicia una serie de
investigaciones acerca de las caracteristicas citoldgicas de diferentes grupos tumorales (95, 114)
y profundiza en la histopatologia aplicada al cancer de las células nerviosas (115, 118). Aunque
estos estudios no eran nuevos para él, pues ya habia basado su tesis doctoral en este tipo de

estudios.

Durante los afios treinta empezaron a ser numerosas sus contribuciones y aportes al
conocimiento de los tumores nerviosos, siendo el momento culminante de sus investigaciones
oncoldgicas la ponencia que presentd en el Congreso del Cancer en 1933 (48), un completo
trabajo sobre la anatomia microscépica de los tumores del SNC y del SNP en el que abordé los
problemas existentes para la construccién de una clasificacion sistemdtica de los tumores
nerviososy apostd por una mejora constante de las técnicas de tincién auricas y argénticas como

solucion diagndstica (249)
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A partir de aqui muchos de los estudiosos de aquella época iniciaron investigaciones
orientadas hacia las patologias oncoldgicas (48). Dionisio Nieto se incorpord a estas lineas de
investigacion con trabajos patoldgicos de la pelagra, Pérez Lista hizo sus primeras contribuciones
al estudio anatomopatoldgico del Utero, Lépez Enriquez trabajé en la degeneracién de la retina

y Vazquez Lépez en la histopatologia del reumatismo (48).

En nuestro trabajo se estudiaron una serie de tumores gliales humanos entre los que se
encontraban, astrocitomas (3), oligodendrogliomas (2), oligoastrocitomas (1), meduloblastomas
(1), glioblastomas (20) y meningiomas (9), asi como metastasis de adenocarcinomas (10) y tres

autopsias cerebrales clinica y anatomopatoldgicamente demostrados.

Siguiendo a del Rio Hortega se utilizd su Técnica VIII (Panéptica) de impregnacidn
argéntica para estudiarlos y los resultados obtenidos se compararon con la técnica de
hematoxilina/eosina habitual e inmunohistoquimica para la PGFA, la NSE y la CAM5.2. Con la
técnica del carbonato argéntico utilizado en los tumores del SNC, del Rio Hortega demostré la

existencia y morfologia de las células neurdglicas tumorales (243).

Las técnicas inmunohistoquimicas nos aportan resultados mas fiables, pero también
mas costosos econdmicamente hablando. Hoy en dia la técnica inmunohistoquimica esta muy
estandarizada, sin embargo ha habido que recorrer un largo camino, plagado de ensayos, para
obtener buenos resultados, pues no olvidemos que hasta hace unos pocos afios el método de
eleccién para poder determinar el tipo de tumor en estudio corria a cargo de las impregnaciones

argénticas. Con ellas pudo del Rio Hortega realizar su clasificacion de los tumores del SNC (116).

La llamada imagen en huevo frito, que aparece también en alteraciones no tumorales
como el edema cerebral, y su asociacién en la imagen en panal de abejas, existen Unicamente
en material fijado en formol. Las preparaciones en fresco o con fijacion idénea en glutaraldehido
o las células emigradas en los cultivos de tejido carecen de este aspecto. Se trata pues de un
artefacto por la rapida alteracidn citoplasmica, bien por alteraciones del medio como en las

reacciones oligodendrogliales o por la fragilidad de los oligodendrocitos tumorales (243).

Bailey y Cushing (156) atribuyen un destacado protagonismo a las técnicas de
impregnacion argéntica como base indispensable para la edicion de su libro (140). Igualmente
Zilch (250) cita los estudios de del Rio Hortega, aceptando su punto de vista clasificatorio y la

division propuesta por él en 1932, en gliomas y paragliomas (115). Con ambos métodos
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obtuvimos imagenes semejantes de las células tumorales en cuanto a su morfologia se refiere.
Con las técnicas habituales de hematoxilina eosina se observa solo el nucleo y citoplasma de las
células, con las técnicas argénticas el nucleo, citoplasma y las prolongaciones de dichas células

y con la inmunohistoquimica, ademas se caracteriza la estirpe celular.
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V. CONCL VSIONES

En este trabajo, hemos podido realizar en el laboratorio las técnicas del carbonato de
plata y sus variantes siguiendo los protocolos descritos por su autor, D. Pio del Rio

Hortega, comprobando asi la fiabilidad de los mismos.

La variante de la técnica de carbonato de plata aplicada a la demostracidn de fibras de
reticulina es la que mas dificultades ha presentado, obteniéndose mejores resultados
con los cortes mas finos (10-15 micras), y aumentando discretamente la concentracion
de amoniaco, no observandose variaciones significativas tras aumentar la concentracion

de permanganato potasico o de acido oxalico.

En la ejecucion de la técnica de microglia, se obtuvieron buenos resultados siguiendo
los protocolos originales de D. Pio sin tener que recurrir a variaciones en la

concentracion de los reactivos.

En cualquier caso, la realizacién de las técnicas del carbonato de plata requiere un cierto
entrenamiento en el manejo del laboratorio, tanto en el uso del material como en la
preparacion de los distintos reactivos, y plantea dificultades temporales por la

caducidad de los mismos.

La utilizacién en la actualidad de las técnicas histoquimicas e inmunohistoquimicas, las
hace de eleccién frente a las del carbonato de plata por la sencillez, comodidad vy
reproductibilidad de las mismas. Con la inmunohistoquimica se caracteriza, ademas, la
estirpe celular, por tanto, con fines diagndsticos es preferible la utilizacion de técnicas

histoquimicas e inmunohistoquimicas.
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Vi.LiSTA DE ABREVIATVRAS

ABC:
Ag*:
Ag’:
BSA:

C.S.:

CAMS5.2:

CVC:

DAB:

EtOH:

JAE:

mL:

mm:

nm:

NSE:

OoMS:

PGFA:

Complejo avidina-biotina.
Catiodn plata.

Plata reducida.

Albumina de suero bovino.
Cantidad suficiente.
Anti-Cytokeratin.

Centro Virtual Cervantes.
Débil.

Diaminobencidina.
Electrdn.

Etanol.

Fuerte.

Gramo.

Junta para la ampliacién de estudios.
Litro.

Media.

Molaridad (Molar).
Mililitro.

Milimetro.

Nanémetro.

Normalidad (Normal).
Enolasa.

Organizacion Mundial de la Salud.

Proteina glial fibrilar acida.

LiSTA DE ABREVIATVRAS
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SEA: Servicio de Experimentacidon Animal.
SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida.
SNC: Sistema nervioso central.

SNP: Sistema nervioso periférico.

TBS: Tris Buffer Salino.

TBST: Tris Buffer Salino + Tween 20.

Tris: Hidroximetil aminometano.

Tween 20: Polisorbato o monolaurato de polioxietilen sorbitano.

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.
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LiSTA DE REACTIVOS

Vii. LiSTA DE RFACTiVOS

Acetato de cobre Il:
Acido clorhidrico:
Acido crémico:
Acido férmico:
Acido oxalico:

Acido picrico:

Agua oxigenada:
Amoniaco:

Bromuro de amonio:
Carbonato de calcio:
Carbonato de litio:
Carbonato de plata:
Carbonato de sodio:

Cloruro de hierro lll:

Cloruro de mercurio Il:

Cloruro de oro lll:
Cromato de potasio:
Dicromato de sodio:

Dicromato de plata:

Dicromato de potasio:

Dimetilsulféxido:

Etanol:

Glucosa:

Hidrato de cloral:

(CH3COO0), Cu
HCl
H,CrO4
H-COOH
CoH,04
CeH3N307
H,0,

HsN
NH4Br
CaCOs
Li,CO3
Ag,COs3
Na,CO3
FeCls
HgCl,
AuCls3
K2CrOs
Na,Cr,07
Ag,Cr,07
K,Cr,07
DMSO
CH3-CH,-OH
CeH1206

C2HsCls0;
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Hidroxido de amonio:
Hiposulfito de sodio:
Metanol:

Nitrato de plata:
Nitrato de sodio:

Nitrato de uranio:

Permanganato de potasio:

Piridina:

Sulfato aménico férrico:
Sulfato de sodio:
Sulfito de sodio:
Tanino:

Tetroxido de osmio:
Tolueno:

Xilol:

Yodo:

Yoduro potasico:

NH4OH
Na,S,03
CH3-OH
AgNO;
Na;NOs;
UO; (NOs),
KMnOg4
CsHsN
(FeS0a4)2NH4
Na,SO,
Na,SOs
C14H14011
Os04
CeHsCH3
CeHa (CH3),
I2

KI
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Vviii. ANEXO

A continuacion vamos a describir los dibujos realizados por Pio del Rio Hortega en sus
mas que abundantes aportaciones a la ciencia histoldgica y neurohistoldgica y con las que
hemos decidido ilustrar los diferentes capitulos de este trabajo. Hemos querido guardar el
mismo orden en el cual nosotros hemos ido describiendo las diferentes aportaciones de del Rio
Hortega, procurando que todas ellas sean significativas de las diferentes técnicas, por el
contrario la imagen que ilustra el capitulo de bibliografia, corresponde a las diferentes células
constituyentes de la glandula pineal, drgano que nosotros no hemos estudiado, sin embargo del

Rio Hortega aportod varios trabajos sobre ella y asi hemos querido destacarlo.

iINDiCE

En la piel del conejo hay células negras—melandforos-que le dan
color, y pelos seccionados que parecen ojos abiertos en la drbita

de sus foliculos (8).

En el bazo hay como trama del tejido un sutil enrejado de fibras

de sostén y asociacion (conjuntivas) (8).
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iNTRODVCCiON

Distribucion de la microglia en la corteza cerebral del conejo.
Véase la forma variada de los corpusculos microgliales y, sobre
todo, las relaciones que tienen con los vasos (satélites
vasculares) y con las células nerviosas (satélites neuronales).
(Coloracion. Técnica Il) (173).

MATERFAL Y METODO. RESVLTADOS

Caracteres de la microglia de la corteza cerebral humana, en un
caso de meningitis subaguda. Obsérvese la formacion de células
en bastoncito. A, célula de forma estrellada; B, C, satélites
neuronales; D, corpusculo alargado; E, F, G, H, diferentes tipos
de Stdbchenzellen; |, J, K, L, satélites vasculares intimamente

adosadas a los vasos. (Coloracion: técnica l) (173).

Microglia de la corteza cerebral del conejo en la proximidad de
una herida producida dos dias antes con un punzon candente.
Obsérvese el aspecto monstruoso de los corpusculos
microgliales, que ofrecen la mds variada forma globulosa y
laminar. A, B, C, satélites neuronales; D, satélite apical, de
aspecto laminar; E, G, satélites vasculares; F, célula aplanada
intimamente adosada a un vaso; H, I, J, pequefios corpusculos
redondeados; K, L, ntcleos neurdglicos. (Coloracion: técnica l)
(173).

En una lesion del cerebro-encefalitis- las células de Hortega
parecen monstruos voraces y son preciosos auxiliares que

limpian el tejido de cuanto dafia a las células nerviosas (8).
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CONCLVSiONES

LiSTA DE ABREVIiATVRAS

Distribucion de la neuroglia perivascular en la corteza cerebral
(Imagen compuesta con detalles observados en varias

preparaciones) (193).

En el paisaje del tejido cerebral hay infinitos canales de riego-
vasos sanguineos-, y en sus orillas, células como matorrales-

neuroglia- que colaboran a la funcidn nerviosa (8).

Tumefaccion  transparente y  proliferacion de los
oligodendrocitos de la corteza cerebral en la demencia
paralitica. A, pléyade vascular; B, C, grupos perineuronales
(pseudoneuronofagia); D, microglia; E, célula endotelial con
inclusiones; F, fibras nerviosas recubiertas per expansiones de

oligodendrocitos. (Carbonato argéntico) (110).

Oligodendrocitos del tipo tercero de la sustancia blanca
cerebral. A, célula con envoltura para tres tubos mielinicos; B,
anillos e infundibulos; C, fibra espiroide; D, F, aspectos
retiformes; E, expansion dividida en dngulo agudo que rodea a
dos tubos; G, anillitos para delgadas fibras; H, célula monopolar
con expansion en T, que envuelve a una fibra nerviosa; |,

apéndices con placas y anillitos sobre fibras muy delgadas (110).
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ANEXO

Evolucién morfoldgica de las células derivadas del epitelio neural
que forman el parénquima de los centros nerviosos. Los
elementos neuronales y neurdglicos asociados en los centros
participan muy diversamente en la génesis de neoplasias, como

corresponde a su diferente capacidad de division. (167).

BiBLIOGRAF{A
4 _ Morphological varieties of parenchyma cells of the adult pineal.
IJ/ a?* : A, B, C, cells with prolongations polarized toward the edges of the
ii Vﬁ. : g lobules (x); E, F, G, tripolar or multipolar cells with club-shaped
¢ & : 4 ﬂ prolongations in the center and the edge of the lobules; H, cells
; £ ! with long processes (165).
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