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Duracion del proyecto

Este trabajo de investigacion tiene una duracion de tres semestres. Durante el
primer semestre se disefiara el proyecto de investigacion, durante el segundo
semestre se ejecutaran los experimentos planificados y durante el tercer

semestre se escribira en un formato de publicacion cientifica.

Lista de acronimos
WT: Wild Type.

TA: Temperatura Ambiente.

Resumen y palabras clave

Las técnicas argénticas son el gold standard para el estudio histologico del
sistema nervioso, caracterizandose por su complejidad y larga duracion
cuando se desarrollan en forma manual, por lo que se suelen utilizar en Kits
comerciales que poseen un alto costo, lo que limita su uso. Por esta razon, con
el proposito de implementar las técnicas de impregnacion argéntica Golgi
Clésico, Bielschowsky y del Rio Hortega con protocolos realizados en forma
manual, se estandarizaron siguiendo y modificando protocolos de la literatura,
las que posteriormente se compararon técnicamente en cuanto a su marcaje en
neuronas y glia en la corteza cerebral de ratones silvestres y establecer cuél
de ellas es la méas apropiada para la identificacion de cada estructura y tipo

celular.

En este estudio se llegd a la conclusion de que la mejor técnica de
impregnacion argéntica es Bielschowsky, debido a que entregd una mejor

morfologia de los cuerpos neuronales, presentando mayor nitidez de los



contornos celulares, permitiendo asi la distincién de cada elemento tisular,
ademas gracias a la ausencia de precipitados se pudo obtener una mejor
visualizacidn, también debe considerarse que su aplicacién implica un menor
tiempo en comparacion a las demas técnicas, realizdndose en

aproximadamente 2 horas, pudiendo estandarizarse de manera mas rapida.

Palabras clave: Técnicas argénticas, estandarizacion.

Introduccién y estado del arte

Se denomina impregnacion a toda coloracion especial en la que se utilizan
sales metalicas para generar precipitados en ciertas estructuras tisulares (1),
de esta manera toman una coloracion marrén que les permite resaltar del
fondo. La base de estas técnicas es la fijacion con sales dicrémicas y

exposicion a sales metalicas que van a formar este precipitado en las neuronas
y glia (2).

Las técnicas de impregnacion con plata, llamadas impregnaciones argénticas,
son muy importantes para el estudio del sistema nervioso, pero al igual que
ocurre con otras tinciones histoldgicas, estas se consideran empiricas (3) por
su antigliedad. Estas técnicas son altamente sensibles y especificas para el
estudio de la morfologia de las células neurales (4, 5, 6), sin embargo, en el
siglo XX disminuyeron su uso debido a la aparicion de nuevas tecnologias

mas especificas, tales como la Inmunohistoquimica (7).

De relevancia para este estudio son la técnica de impregnacion argentica de

Golgi, la técnica de Rio Hortega, la técnica de Bielschowsky.

La técnica de Golgi Clasico fue desarrollada por el premio Nobel de Medicina

y pionero en el estudio del sistema nervioso, Camilo Golgi. Esta técnica



permite observar tanto el cuerpo celular como sus prolongaciones axénicas y
dendriticas, ademas del neuropilo que lo rodea. Este método se fundamenta
en la formacion de depdsitos opacos intracelulares de cromato argéntico,

producto de la reaccion entre el dicromato de potasio y el nitrato de plata (9).

La técnica de Rio Hortega, desarrollada por el autor del mismo nombre, en
1918 al descubrir un nuevo método de impregnacion argéntica basado en el
uso del carbonato de plata amoniacal para observar la microglia, el tercer
elemento del sistema nervioso, nombrado por Ramén y Cajal (10), que
eventualmente le permitiria descubrir el enigmatico origen y funcién de estas
células. Rio Hortega intentdé mediante diversas modificaciones lograr este
método, cuyo fundamento quimico se trata de una reaccion de doble
descomposicion. Este método ademas cuenta con la ventaja de permitir la

repeticion de las impregnaciones con el fin de reforzar la tincion (10).

La técnica de Bielschowsky es un método ampliamente utilizado para
demostrar diversos procesos neuronales incluyendo dendritas, axones y
neurofibrillas (11). Se utiliza en secciones incluidas en parafina para
identificar anormalidades en procesos neuriticos en una variedad de procesos

neurodegenerativos (12).

La importancia de las técnicas de impregnacion argéntica radica en que
proporcionan informacion histopatoldgica de enfermedades
neurodegenerativas, 1o que permite indagar en los mecanismos involucrados
en el desarrollo de estas patologias. Las versiones modernas de las técnicas
contribuyen sustancialmente a la obtencion de datos provenientes del analisis
morfologico detallado del material de autopsia, tales como alteraciones
dendriticas, degeneracion neurofibrilar, placas neuriticas, proliferacion de
células microgliales y alteraciones de los capilares cerebrales (13), en diversas

regiones cerebrales, especialmente la corteza cerebral. Por esta razon, el uso



de estas técnicas para el estudio y diagndstico histopatologico post mortem de

pacientes es considerado el gold estandar (14).

Las impregnaciones argénticas se han ido modificando y mejorando
progresivamente en las Ultimas décadas. Estas técnicas entregan excelentes
resultados morfoldgicos, sin embargo, no hay procedimientos simples para
implementarlas en la rutina, pues la mayoria de ellas requieren de numerosos

y complejos pasos para su ejecucion, razén por la cual se ha reducido su uso.

Presentacion del problema de investigacion

5.1. Planteamiento del problema

Las técnicas argénticas son el gold standard para el estudio y diagnéstico final
de pacientes que cursan con enfermedades con afectacion de la
histoarquitectura cerebral, siendo la principal la técnica de Golgi, un método
complejo y de larga duracion, que requiere de reactivos dificiles de adquirir y
personal experto para su realizacion. Por esta razdn, casi no se realiza
manualmente, pues la mayoria de los laboratorios utilizan kits comerciales,
gue lamentablemente son de alto valor, por lo que acceder a ellos limita el uso
de este tipo de métodos.

Por lo anterior, surge la necesidad de estandarizar manualmente la técnica de
Golgi, asi como las técnicas de Bielschowsky y de Rio Hortega, para disponer
de protocolos confiables y reproducibles que permitan profundizar en el
estudio morfologico de la neuronas y glias de corteza cerebral, el hipocampo
y el cerebelo en condiciones normales y patoldgicas, especialmente
neurodegenerativas, sin depender de un kit comercial. Este estudio nos
permitira determinar cuél de éstas técnicas es la mas apropiada para el estudio

especifico de cada estructura y tipo celular, y de esta manera implementarlas



en el Laboratorio de Neuroendocrinologia de la Escuela de Tecnologia

Médica de la Universidad de Valparaiso, con dicho fin.

5.2.  Pregunta de investigacion

¢ Cuél/cuales son las técnicas de impregnacion argéntica méas apropiadas para
la caracterizacion morfoldgica de las neuronas y glia de la corteza cerebral de

ratones silvestres?

5.3. Relevancia

Las enfermedades neurodegenerativas afectan a millones de personas en todo
el mundo, y se estima que su prevalencia siga en aumento en las proximas
decadas (15). En la actualidad, la mayoria de estas enfermedades no poseen
tratamientos efectivos, pues solo se cuenta con medicamentos para aliviar el
dolor, mejorar los sintomas y aumentar la movilidad. Por esta razon, la
estandarizacion en forma manual de las técnicas argénticas que permiten el
estudio morfoldgico de estas patologias, es fundamental para contribuir al
campo de la neurologia y acercarnos a la comprension de sus mecanismos, asi

como al diagnéstico final de pacientes fallecidos.

Objetivos

6.1. General
Determinar la(s) técnica(s) argentica(s) mas apropiada(s) para el estudio

morfoldgico de neuronas y glias de la corteza cerebral de ratones silvestres.

6.2. Especificos



1. Implementar las técnicas argenticas de Golgi Clasico, Rio Hortega y

Bielschowsky.

2. Comparar técnicamente la marcacién de las técnicas argénticas de Golgi
Cléasico, Rio Hortega y Bielschowsky, en neuronas y glias en corteza cerebral

de ratones silvestres.

7. Metodologia:

7.1. Tipo de estudio
Estudio analitico experimental, que busca responder por qué sucede
cierto fenomeno mediante operaciones del investigador para descubrir,

demostrar y comprobar estas observaciones.

7.2. Poblacion
Ratones silvestres cepa C57BL/6 del Bioterio de la Facultad de

Medicina de la Universidad de Valparaiso.

7.3. Muestra

7.3.1. Definicion

Se utiliz6 una muestra de 5 ratones silvestres cepa C57BL/6 del

Bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso.

7.3.2. Tipo de muestreo

Se realizd muestreo no probabilistico por conveniencia, en donde se

quiere estudiar corteza de animales WT.



7.3.3. Tamaho muestral

El tamafio muestral se definié en funcion de los analisis que se
realizaran y considerando los criterios de las normas ARRIVE (Animal
Research: Reporting of In Vivo Experiments), del Centro Nacional para
el Reemplazo, Refinamiento y Reduccion de Animales en
Experimentacion (16).

Para este estudio, se utilizo la calculadora WebPower para calcular el
tamafio de la muestra. Se considerd un analisis de varianza con medidas
repetidas y el nimero de neuronas, dado que no hay informacion de los
otros parametros a nivel del cerebelo en la literatura. Se calculé un
tamario del efecto (f) de 1, y 3 mediciones por individuo, con un alfa de
0.05 y potencia de 0.8, dando un resultado de 6 ratones WT, machos y

hembras.

7.3.4. Criterios de elegibilidad

Criterios de inclusién
e Ratones silvestres cepa C57BL/6 de 3 meses de edad, machos y
hembras
e Animales con un peso aproximado de 40 gr

e Animales de apariencia y comportamiento normal

Criterios de exclusion
e Animales con aspecto poco saludable, ya sea fisica o

conductualmente



7.4.

Variables de investigacion

Localizacion de la tincion: variable cualitativa nominal.
Corresponde al compartimiento tisular o celular en donde se
observa la tincidn, que puede corresponder a extracelular o
intracelular. Dentro de esta Gltima, se puede encontrar ademas
las  subclasificaciones: de membrana, citoplasmatico,
perinuclear, nuclear y nucleolar.

Distribucion de la tincién: Variable -cualitativa ordinal.
Corresponde a la disposicion de la coloracion dentro del
compartimiento celular o tisular, pudiendo ser homogéneo,
medianamente homogéneo o0 heterogéneo.

Intensidad de la tincidén: Variable cuantitativa continua.
Corresponde a la intensidad de la tincion en el tejido y/o células.
Nitidez de los contornos celulares: Variable cualitativa ordinal.
Corresponde al nivel de definiciobn con que se observan los
contornos celulares, pudiendo corresponder a difuso,
medianamente difuso y nitido. Definiéndose difusos cuando los
contornos celulares se observan difuminados o borrosos y no es
posible identificarlos con precision; medianamente difusos es
cuando los contornos celulares se observan con claridad, sin
embargo, no son netos; y nitido cuando los contornos celulares
se observan bien definidos y bordes netos, permitiendo
facilmente su identificacion.

Presencia de precipitados: Variable cualitativa dicotomica.
Corresponde a la presencia o ausencia de depdsitos indeseados

en el tejido, producto de la reaccién histoquimica de la tincion.



o Tiempo de la técnica: Variable cualitativa ordinal. Corresponde

al tiempo que requiere la técnica para su estandarizacion. Se
define tiempo corto cuando la técnica puede ser realizada en
menos de 24 horas, por tiempo medio se refiere a una técnica que
puede ser realizada en un intervalo de 24 a 48 horas, y tiempo
largo se define como una técnica que requiere de un tiempo
mayor a 48 horas para su realizacion.

NUmero de pasos: Variable cualitativa ordinal. Corresponde a la
cantidad de pasos para estandarizar las técnicas. Consideraremos
como bajo a un namero de pasos entre 1 y 5, medio para un

intervalo de pasos entre 5 y 10, y alto para técnicas con un

numero de pasos mayor a 10.

A continuacién se presenta la tabla que se utilizo para analizar técnicamente

las impregnaciones argenticas. Se compararon las variables cualitativas,

siendo la de mayor puntaje considerada ideal.

Por otro lado, la variable “localizacion de la tincidn”, se describio en el texto

y fue analizada, tomando en consideracion si su patron de marcaje

corresponde o0 no al esperado y reportado en la literatura.

Variable/Puntuacion 1 2 3 Total
Distribucién de la tincién Heterogéneo | Medianamente homogéneo | Homogéneo
Intensidad de la tincién Baja Media Alta
Nitidez de los contornos Difuso Medianamente difuso Nitido
celulares
Precipitados Presencia - Ausencia




5. Tiempo de la técnica Largo Medio Corto

6. NuUmero de pasos Alto Medio Bajo

Tabla 1. Criterios a utilizar para otorgar una puntuacién a cada técnica en relacién a cada uno de los
pardmetros estudiados.

7.5.  Fuentes y métodos de recoleccion de datos

Obtencion de las muestras
Los ratones se obtuvieron del Bioterio Institucional de la Facultad de
Medicina, en donde el personal se encargo de su cuidado, siguiendo las pautas

de supervision, aprobadas por el CICUAL-UV.

Eutanasia

En una primera etapa y previo a los experimentos, los animales seleccionados
fueron trasladados desde el Bioterio Institucional de la Facultad de Medicina
hacia el Laboratorio de Neuroendocrinologia, aclimatados en oscuridad
durante una hora.

Luego, cada animal fue posicionado en la cAmara de anestesia, con un flujo
de 0.3-0.5 L/min de isoflurano al 2.5% en oxigeno durante 3-5 minutos. Tras
confirmar que el animal respira con normalidad y esta completamente
anestesiado (corroborando mediante la pérdida del toe-pinch reflex) se
prosigue.

En caso de que el animal no se fijé por perfusion, se procedié directamente a
su eutanasia mediante decapitacion utilizando una tijera.

Se obtuvieron muestras de diferentes 6rganos para estudios futuros. Los restos
de tejidos animales no utilizados son mantenidos en refrigeracion (-20° C)

hasta su posterior retiro por una empresa externa.



Procesamiento de los tejidos

Una vez sacrificado el animal, se extrajo el cerebro para su posterior
procesamiento.

El primer paso correspondié a la fijacion por inmersion, la cual consiste en
sumergir el tejido en una solucion fijadora para conservar la estructura y
detener los procesos autoliticos. Se utilizaron 5 cerebros para la realizacion de
las tres tecnicas, en donde un hemisferio fue utilizado para la técnica de Rio
Hortega y Bielschowsky, mientras que en el otro hemisferio se realizd la
técnica de Golgi Clasico. El tipo de fijacion escogido dependio6 de cada técnica
argéntica.

A continuacion se detallaran los protocolos, a partir de los cuales se trabajo

para lograr su estandarizacion e implementacion en el laboratorio.

Meétodo de Golgi Clasico

Esta técnica se basa en la visualizacion de somas neuronales y prolongaciones
nerviosas. El protocolo consistié en una fijacion por inmersion con formalina-
dicromato de potasio al 3,5% por 24 horas y un bafio en solucion de nitrato de
plata al 2% de 24 a 36 horas. Después, se congeld el tejido en un medio
resinoso, y se cortd a 75 pum en criostato. Finalmente, se deshidratd en

alcoholes, se aclaré con xilol y cubrié con un medio de montaje hidrofobico.

Meétodo de Rio Hortega modificado

Esta técnica se basa en el reconocimiento de microglia. Inicialmente se fijaron
las piezas frescas en una solucion de formol-bromuro de amonio por 1 a 3
dias. Posteriormente se incluyd en parafina y se realizaron cortes en
microtomo a 20 um. Los cortes fueron desparafinados e hidratados en agua
destilada. Seguidamente se colocaron los cortes en una solucién de acido

clorhidrico al 3% por una hora y media, luego se realizaron dos lavados en



agua destilada y se colocaron los cortes en una solucién de carbonato de sodio
al 5% por 2 horas a temperatura ambiente (TA). Posteriormente se colocaron
en una solucion de carbonato de plata por un minuto y seguidamente sin lavar
se realizaron dos bafios en formalina al 2%, luego se lavo en agua destilada
dos veces y se colocé en una solucién de cloruro de oro al 0.2% por un minuto,
seguidamente se lavd en agua destilada y se realizé un bafio en la solucion de
tiosulfato de sodio al 5% por 1 minuto. Finalmente se deshidrat6 en alcoholes,

se aclaro en xiloles y se montd en un medio de montaje hidrofdbico.

Metodo de Bielschowsky

Esta técnica se basa en el reconocimiento de neurofibrillas, dendritas y
prolongaciones nerviosas. Se inicié con una fijacion por inmersion en
formalina al 10%, luego las placas se llevaron a desparafinar e hidratar, y se
sometieron a un bafio de nitrato de plata al 20% durante 30 minutos a 37°C.
A continuacién, se lavaron en agua destilada y se realizaron dos reducciones
en formalina al 10% por 10 segundos cada una, después se sometieron a una
solucion de plata amoniacal que posee alcohol anhidro, por 30 segundos, se
realiz6 un lavado en agua destilada, se aplicé un bafio de cloruro de oro al
0,2% por 5 minutos, se lavo en agua destilada y posteriormente se expuso 5
minutos en tiosulfato de sodio al 5%. Finalmente, se lavaron en agua corriente
y contrastaron con tincién nuclear a eleccion, por ultimo se deshidrataron en
alcoholes, se aclararon en xilol y se cubrieron en un medio de montaje

hidrofobico.

Obtencidn de microfotografias
Se obtuvieron microfotografias representativas con el microscopio Olympus
CX43 y camara Moticam 4000. Las regiones cerebrales fotografiadas

corresponden a corteza, a aumentos de 10x, 20x y 40x, dependiendo de la



estructura que se quiera analizar. El nimero de fotografias dependera de la

zona analizada.

7.6. Plan de analisis estadistico

Para el analisis de las microfotografias, se utilizara el software ImagelJ. Para
el anélisis de datos, las variables cuantitativas se expresaran mediante su
promedio y desviacion estandar, utilizando un grafico de barras de error para
una mejor visualizacion. La comparacion entre las cepas de ratones, se
realizara a través de la prueba de T-student para grupos independientes,
mientras que la comparacion de las regiones cerebrales se realizara mediante
un analisis de varianza con medidas repetidas y la prueba de Holm, utilizando

un nivel de confianza del 95%.

7.7. Consideraciones éticas

Este proyecto de investigacion y todas las actividades llevadas a cabo en su
ejecucion estaran de acuerdo a los Principios béasicos de la Bioética,
especialmente las 3R. La aplicacion de las 3Rs durante este proyecto, se
basard en 1) Reemplazo: En este estudio no es posible utilizar modelos
computacionales, cultivos celulares, plantas o animales menos sintientes,
siendo necesario utilizar ratones silvestres. 2) Reduccion: En este estudio se
utilizara la menor cantidad de animales necesaria para obtener un tamafo
muestral estadisticamente significativo, utilizando el mismo animal para la
realizacion de diversos ensayos; y 3) Refinamiento: Se procurara mantener a
los animales en las mejores condiciones posibles, velando por su bienestar en

todo momento.



Durante todo el proyecto el equipo de trabajo mantuvo una conducta ética y
de integridad cientifica, procurando ejercer las buenas practicas a lo largo de
la investigacién, tal como lo plantea el Codigo Europeo de Conducta para la

Integridad en la Investigacion de All European Academies (17).

Ademas se encuentra aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio de la Universidad de Valparaiso (CICUAL
UV), acta de aprobacion BEA193-23. Este requisito surge de la naturaleza del
estudio experimental. Ademas, se certifica la aplicacion de las medidas de
bioseguridad correspondientes (acta de aprobacion BS05-23) y manejos

esperados para una investigacion de este ambito (anexo 4 y 5).

8. Resultados

8.1. Estandarizacion de las técnicas argénticas

8.1.1. Tecnica de Bielschowsky

Se realiz6 la estandarizacion de la técnica de Bielschowsky, para el reconocimiento
de somas neuronales, dendritas y prolongaciones nerviosas. Se realizaron 5 ensayos
distintos, para probar variaciones en temperatura, tiempo de incubacion y
mecanismos de oxidacion. En base a estos experimentos, se logro establecer el
siguiente protocolo: los cortes fueron desparafinados e hidratados hasta el agua
destilada. Luego, se realizd una incubacién en una solucion de nitrato de plata al
20% por 30 minutos a 37°C. Posteriormente se realizaron 2 bafios en formaldehido
al 10% por 10 segundos cada uno. Después, se llevo a cabo un bafio en solucion de
plata por 30 segundos, para luego realizar 2 bafios en formaldehido al 10% por 1
minuto cada uno. A continuacion se hizo un bafio en cloruro de oro al 0.2% por 5
minutos y un lavado en tiosulfato de sodio al 5% por 5 minutos. Por ultimo, se lavo
en agua corriente, se realizé un contraste nuclear, se deshidraté en alcoholes, se

aclaré en xilol y se cubrié con un medio de montaje hidrofobico.



Con este protocolo se lograron observar buenos resultados, ya que, entrega una
buena visualizacion morfoldgica de las prolongaciones nerviosas (Figura 1), no
genera un deterioro en el tejido, y gracias al uso de calor se pudo acortar los tiempos

de incubacion.

Figura 1. Prolongaciones nerviosas de la corteza cerebral, con la técnica de Bielschowsky. Se observan
cortes de corteza cerebral a 10 um en un aumento de 10x, 20x y 40x, donde se aprecian somas neuronales
(flecha negra) y prolongaciones nerviosas (punta de flecha blanca) en un fondo amarillo. Note en C la

presencia de somas neuronales y prolongaciones nerviosas (inset). La barra representa 100 pum.

8.1.2. Técnica de Golgi Clasico

Se realizo una estandarizacion de la técnica de Golgi Clésico, para el reconocimiento
de somas neuronales y prolongaciones nerviosas. Se realizaron dos ensayos, en
donde se utilizo dos tipos de fijacion: En el primer ensayo se realizé una perfusion
de un ratdbn WT con una mezcla de fijador de formalina al 10% y dicromato de
potasio 3.5%, y posteriormente se dejo fijando por inmersion por 24 horas en esta
misma solucion fijadora. En el segundo ensayo se realiz6 una fijacion por inmersion
en la solucién de formalina al 10% y dicromato de potasio por 24 horas.

En base a estos ensayos, se logré establecer el siguiente protocolo: Se inici6 con una
post-fijacion en un bafio en solucion de nitrato de plata al 2% por 24 horas, luego se

congelo el tejido en un medio resinoso y se cortd a 70 y 80 um en criostato.



Finalmente se deshidratd en alcoholes, se aclaro en xiloles y se cubrié con un medio
de montaje hidrofobico.

A pesar de que ambos ensayos otorgaron buenos resultados en cuanto a la
visualizacion de prolongaciones nerviosas y de somas neuronales, el ultimo es el
elegido, ya que mejoro la calidad de los cortes.

Con esta técnica se identifican los somas neuronales, sus prolongaciones nerviosas
y las espinas dendriticas, ademas de multiples vasos sanguineos en el tejido (Figura
2). Todos estos elementos morfologicos se encuentran en una tonalidad marron

oscuro a negro, sobre un fondo dorado palido.

Figura 2. Corteza cerebral con la técnica de Golgi Clasico. Se observan cortes de corteza cerebral de 80
um con pum aumento de 10x (A) y de 20x (B) y de 70 um aumento de 20x (C) y de 40x (D), donde se
aprecian somas neuronales (punta de flecha blanca), prolongaciones nerviosas (punta de flecha negra), y
vasos sanguineos (flecha blanca) en un fondo gris/amarillo. Note en D la presencia de maltiples somas
neuronales y un entramado de prolongaciones dendriticas (inset). La barra corresponde a 100 pm.

8.1.3. Técnica de Rio Hortega



Se realizd una estandarizacion de la técnica de Rio Hortega, para el reconocimiento
de microglia. Se realizaron seis ensayos, en donde se realizd un paso anterior a la
tincion con acido clorhidrico al 3% y un paso posterior con tiosulfato de sodio al
5%, también se estandarizaron distintas concentraciones de formalina que iban desde
el 0.2% al 10%, siendo més efectiva la formalina al 2% y 5%, ya que permitio una
mejor reduccion de la plata en el tejido.

En base a estos ensayos, se logro estandarizar el siguiente protocolo: Se inicio con
una desparafinacion de los cortes hasta el paso de la hidratacion, luego se dejaron en
una solucion de acido clorhidrico al 3% por una hora y media, luego se realizaron 2
lavados en agua destilada y se dejo en una solucion de carbonato de sodio al 5% por
2 horas a TA, luego se realizd un bafio de carbonato de plata por 2 minutos y
seguidamente sin lavar se realizaron 2 bafios de formalina al 2%, luego se llevaron
a cabo 2 lavados en agua destilada, posteriormente se dejo en la solucion de cloruro
de oro 0,2% durante 1 minuto y luego se lavo en agua destilada, para reducir el
precipitado se realizd un bafio en solucion de tiosulfato de sodio al 5% y un posterior
lavado en agua destilada. Finalmente se deshidraté en alcoholes, se aclar6 en xiloles
y se cubrié con un medio de montaje hidrofébico.

Con esta técnica se puede identificar microglia y somas neuronales. Todos estos
elementos morfologicos se encuentran en una tonalidad negra sobre un fondo

grisaceo (Figura 3).




Figura 3. Corteza cerebral con la técnica de Rio Hortega. Se observan cortes de 20 um de corteza
cerebral a 20x (A) y 40x (B). Note en un tono grisdceo somas neuronales (flecha blanca) y células gliales
(flecha negra), sobre un fondo gris. Note en B la presencia de somas neuronales y células gliales (inset). La
barra representa 100 pm.

8.2. Comparacion técnica de la marcacion de las técnicas argénticas

Se compardé la marcacion de cada una de las técnicas en la corteza cerebral de ratones
WT, para determinar cuél de ellas entrega mejores resultados y es mas factible de

implementar, los que se resumen en la Tabla 2.

Variable/Puntuacion Técnica de Golgi | Técnica de Técnica de
Clasico Rio Hortega | Bielschowsky
Distribucion de la tincidn 1 3 3
Intensidad de la tincion 3 1 2
Nitidez de los contornos 2 1 3
celulares
Precipitados 1 1 3
Tiempo de la técnica 1 2 3
NuUmero de pasos 3 1 1
TOTAL 11 9 15

Tabla 2. Comparacién entre técnicas argénticas para identificacion de neuronas y glia en corteza cerebral

de ratones silvestres.

En relacion a la distribucion de la marcacion, la técnica de Golgi Clasico mostré una
distribucion heterogénea en la corteza cerebral, ya que no tifi6 completamente todos

los cuerpos neuronales y la impregnacion no abarco toda la extension del tejido,



mientras que las técnicas de Rio Hortega y de Bielschowsky presentaron una

distribucion homogénea en todas las muestras analizadas.

En cuanto a la intensidad de la tincion, la técnica de Golgi Clasico mostr6 una
intensidad alta, el gran contraste entre las neuronas y el neuropilo permite
distinguirlas claramente, mientras que la técnica de Rio Hortega presentdé una
intensidad baja, debido a que la coloracion de la tincion era bastante tenue y se
asimila a la tincién de fondo. Por altimo, la técnica de Bielschowsky se visualizo
una intensidad media, ya que si bien, se podian distinguir las prolongaciones

nerviosas, estas no tenian un gran contraste con el fondo.

Con respecto a la nitidez de los contornos celulares, tanto la técnica de Golgi Cléasico
como la de Rio Hortega exhibieron contornos difusos, no permitiendo delimitar cada
elemento celular con claridad, mientras que la técnica de Bielschowsky presento
contornos celulares nitidos, ya que las prolongaciones axonicas se caracterizaron por
un borde neto, que las distinguia tanto de otros elementos celulares como entre ellas

mismas.

Acerca de la presencia o0 ausencia de precipitados en la preparacion, la técnica de
Golgi Clasico si presentd precipitados, sobre todo en la periferia del tejido, al igual
que la técnica de Rio Hortega, que presentd un precipitado de manera uniforme por
toda la muestra. Por el contrario, la técnica de Bielschowsky se observo limpia, sin

presencia de precipitados.

En lo que concierne al tiempo requerido para la realizacion de la técnica, luego de la
fijacion de los tejidos, Golgi Clasico requirié tiempos de larga duracion, alrededor

de 24 horas. Por su parte, la técnica de Rio Hortega supuso tiempos de mediana



duracion, cercano a las 4 horas, mientras que la técnica de Bielschowsky necesitd

tiempos de corta duracion, cercano a las 2 horas.

Con referencia al nUmero de pasos requeridos para la realizacion de la técnica, desde
la obtencion de los cortes, Golgi Clasico precisé de un bajo numero de pasos (5
pasos). Por su parte, la técnica de Rio Hortega exigio un alto namero de pasos (13

pasos), similar a la técnica de Bielschowsky (12 pasos).

Con respecto a la localizacion de la tincion, para la técnica de Golgi Clasico se
reporta en la literatura una imagen tridimensional de la neurona, en donde se logra
observar impregnacion en el cuerpo neuronal, dendritas y axones. Sin embargo, con
la técnica realizada en este trabajo, no se logro conseguir el aspecto esperado, méas
bien, se logrdé impregnacion parcial de las estructuras antes mencionadas. Esta
impregnacion se limitd a los bordes de los tejidos, es decir, no logré penetrar toda la
extension de la muestra.

En cuanto a la técnica de Rio Hortega, la literatura describe la impregnacion del
cuerpo glial y sus prolongaciones, sin embargo la impregnacion tanto del cuerpo
glial, como de las prolongaciones sélo fue lograda en un nimero reducido de células,
lo cual se puede deber a que se utilizaron animales sin patologias, que no presentan
numerosas microglias.

Por altimo, acerca de la tincion en la técnica de Bielschowsky, la literatura describe
impregnacion en somas, prolongaciones y estructuras patoldgicas como placas
seniles y ovillos neurofibrilares (en el caso de la enfermedad de Alzheimer). Tras la
realizacion de la técnica se observo impregnacion de somas y prolongaciones en casi
la totalidad de las muestras, como era de esperarse. No hubo marcacion de
estructuras patologicas debido a que no fueron utilizados tejidos de animales

enfermos.



Tomando en cuenta estos resultados de corteza cerebral, podemos decir que la
técnica que entrega mejores resultados, y por tanto es mas viable de implementar en
el laboratorio es la técnica de Bielschowsky. En primer lugar, la distribucién de la
tincion se mostrd en toda la extension de las muestras, lo que permite poder evaluar
las caracteristicas morfoldgicas en cada lugar deseado. La intensidad de la tincion
permitio una visualizacion sin inconvenientes. Por otra parte, la gran nitidez de los
contornos celulares y la escasa presencia de precipitados permitio reconocer cada
estructura tisular con facilidad. A pesar de requerir muchos pasos para su realizacion,
esta técnica puede ser llevada a cabo en tan solo 2 horas, una caracteristica deseada
en laboratorios.

Por ultimo, otra ventaja de gran importancia es la posibilidad de realizar la técnica
en tejidos fijados en formaldehido e incluidos en parafina, es decir, sin salirse del

procesamiento de tejidos ya estandarizado.
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11. Anexos

Anexo 1: Protocolos de desparafinacion e deshidratacion.

Abreviaciones

H20c: Agua corriente
H20d: Agua destilada
" minuto

" segundo

1.- Desparafinacién e hidratacién

Reactivo Tiempo
Xilol | 5
Xilol 1 5
Xilol 111 10’
Alcohol 100° | 1
Alcohol 100° 11 1
Alcohol 95° | 1
Alcohol 95° 11 1
Alcohol 70° 1
Agua destilada 1

2.- Deshidratacion y montaje

Reactivo Tiempo
Alcohol 70°
Alcohol 95° |
Alcohol 95° II
Alcohol 100° |
Alcohol 100° 1l
Alcohol 100° 1l
Xilol |
Xilol Il
Xilol 11
Montar

Wl N N =] =] 2 2] 2] =

Anexo 2: Protocolo de la técnica de Bielschowsky

1. Desparafinar e hidratar hasta el agua destilada
2. Incubar en solucidn de nitrato de plata al 20% por 30° a 37°C
3. Lavar en agua destilada



7.
8.
9.

Realizar dos bafios de formol al 10% por 10’

Realizar un bafio en solucion de plata por 30”’ (preparacion con alcohol 100).
Realizar dos bafios de formol al 10% por 1° cada uno (controlar al
microscopio).

Lavar en agua destilada.

Realizar un bafio de cloruro de oro al 0.2% por 5’

Lavar en agua destilada.

10. Exponer en tiosulfato de sodio al 5% por 5’

11. Lavar en agua corriente

12. Realizar un contraste con tincion nuclear

13. Deshidratar, aclarar y montar.

Anexo 3: Protocolo de la técnica de Golgi Clasico

1.

Fijacion de piezas frescas por inmersion en solucion formol-bicromato de
potasio al 3.5% durante 24-36 hrs.

Bafio en solucion de nitrato de plata al 2% por 24 hrs en oscuridad.
Congelacion del tejido en un medio resinoso y cortes de 75 um en criostato.
Deshidratacion en alcoholes de 96% y 100%, aclarar en xiloles y montar en

un medio hidrofébico.

Anexo 4: Protocolo de la técnica de Rio Hortega

1.

N o 0ok~ D

Desparafinar e hidratar en agua destilada.
Solucion HCI 3% por 1 hora y media.
Realizar 2 lavados en agua destilada.

Solucion carbonato de sodio 5% 2 horas a TA.
Solucidn carbonato de plata por 1 minuto.

Sin lavar, hacer 2 bafios de formalina 2%.
Lavar 2 veces en agua destilada.



8. Solucion de cloruro de oro por 1 minuto.

9. Lavar en agua destilada.

10.Solucién de tiosulfato de sodio por 1 minuto.
11.Deshidratar, aclarar y montar.

Anexo 4: Acta de aprobacién del CICUAL-UV.
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