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RESUMEN

TOSCANO MARQUEZ LORENA. Técnicas de Tincion Macroscopica en Sistema
Nervioso Central en Perros (bgjo la direccion de: MVZ Santiago Aja Guardiolay MVZ

Samuel U. Villagdbmez Duran).

En & presente trabgjo se hace una revisién sobre algunas de las principales técnicas
utilizadas para diferenciar |a substancia gris de la substancia blanca en cortes del sistema
nervioso central, que son de gran utilidad en la ensefianza de la anatomia, |a patologia, la
investigacion y la museografia. Las coloraciones que proveen estas técnicas se basan en las
diferencias fisicas y quimicas de la substancia gris y la substancia blanca y su
comportamiento ante la accion de diversos procesos quimicos y fisicos. Estas diferencias
son basicamente la cantidad de lipidos y proteinas en cada una de las substancias y sus
propiedades hidrofébicas e hidrofilicas. Las técnicas que muestran los mejores resultados
por tener un mejor contraste y diferenciacion son la técnica de Roberts, y la reaccién de
Prusian, Millon y Mulligan. Las tinciones més baratas fueron: tincion Gregg, reaccion de
Prusian, tincion de Roberts, tincion de Meneses y yoduro de plomo. Las tinciones que
llevan en un menor tiempo en su realizacion son: latincion de Green, tincién de Meneses,

sulfuro de cobalto y sulfuro de plomo.
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INTRODUCCION

A lo largo del tiempo se han descrito diversas técnicas de tincidon que facilitan el
estudio macroscopico del cerebro.? Estas técnicas se pueden dividir en dos tipos, aguellas
que tifien la substancia gris, como son las técnicas descritas por Landau 1919; Sinke
1926; Mainland 1928; Mulligan 1931; Blair, Davies y McClelland 1932; Le Mausurier
1935; Kramer 1936; Brown 1939; Barnard, Roberts y Brown 1949; Roberts y Hanaway
1962; Solanki 1966; Gregg 1975; Braak 1978. Y las que tifien la substancia blanca, entre

ellaslas descritas por Waldam y Michaels1954, Brody y Wirth 1957 y Hewitt 1959.%°

El objetivo principal de las técnicas es facilitar la ensefianza, € aprendizaje, la
homogenizacion y la homologacion del estudio de la neuroanatomiay |a neuropatol ogia.™
L as principales causas que dificultan este estudio son: la recoleccion del material biol dgico,
el mango de teido que es facilmente destruido al ser manipulado, asi como, la
observacion de los niicleos subcorticales en muestras que no se encuentran tefiidas.” En la
ensefianza de la anatomia comparada, la tincion permite ver con mayor claridad cada surco,
giro, eminencia, comisura 0 nucleo que son importantes en términos de funcién y

filogenética, permitiendo asf, la diferenciacion de especies. ®

Estas técnicas se han utilizado en el analisis por computadora en el Quantimet 720,
para permitir la diferenciacion de la substancia gris, la blanca y € fondo y asi, poder
realizar las mediciones de la substancia gris, que son de gran utilidad en e estudio

cuantitativo de enfermedades desmielinizantes, como por ejemplo, la esclerosis maltiple.”
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Los métodos de tincion descritos por diversos autores se basan en e grado de
penetracion y absorcion de |los reactivos por parte de la substancia gris y blanca. Cuando €
tgjido nervioso es sometido a los reactivos, las caracteristicas fisicas y quimicas que
diferencian a la substancia gris de la blanca (hidrofilica e hidrofobica), es lo que determina

la coloracion de ambas substancias, asi como la afinidad tintorial de los reactivos. %'*

Hipotesis:

La substancia gris y la substancia blanca del sistema nervioso central tienen

propiedades bioquimicas diferentes que permiten su tincion con diversos col orantes.

Objetivos:

General

Aplicar las principales técnicas de tincion macroscopica para el sistema Nervioso

Central.
Especificos

Determinar cua de las diferentes técnicas de tincion macroscopica tiene una mejor

diferenciacion de la substanciagrisy blanca.

Determinar cual técnica presenta unamejor coloracion del tejido nervioso.
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MATERIALESY METODOS

Se obtuvieron 30 encéfalos y 2 médulas espinales de perro, de fuentes éticamente
responsable, como son: El Hospital Veterinario de Especialidadesy |a Sala de Necropsias
de la Facultad de Medicina Veterinariay Zootecnia de la Universidad Nécional Autonoma

de México.

Los encéfalos y las médulas espinales se fijaron en solucién de McCormick, por un
periodo de 2 a 4 semanas. Se procedi6 a realizar 1os cortes transversales y sagitales del
encéfalo (4 mm y 6 mm de grosor, respectivamente), mediante e uso de cuchillo para
cerebros (cuchillo de hoja delgada de 35 cm de largo y grosor de 1 mm). Para realizar los
cortes se coloco e encéfalo en una tabla de corte adicionada con dos barras laterales de
madera de ancho de 4mm o 6mm. Para redizar el corte se sostuvo firmemente el encéfalo
entre las dos barras y se procedié arealizar € corte con € cuchillo pasando por arriba de la
barras de madera. Una vez cortados, se volvieron a colocar en solucion de McCormick por

8 horas, antes de proceder atefiir los cortes.

En e caso de las médulas espinales se cortaron transversalmente con un grosor de

6 mm.
Técnica detincion de Mulligan, descrita por Mulligan -

Colocar las secciones de encéfalo en una soluciéon de Mulligan (Fenol cristalino 4 g,
0.125ml de &cido clorhidrico, 0.5 g de sulfato de cobre y 100 ml de agua destilada) a
60°C por 2 min. Colocar en agua fria por 1 min. Colocar en una solucién de &cido

tanico a 2% en agua destilada por 1 min. Enjuagar en agua corriente por 5 min. Colocar
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en una solucion de sulfato de amonio férrico al 2% hasta lograr el tefiido. Lavar en

agua.

Técnica detincién de Mulligan, descrita por M eneses **

Sumergir los cortes de encéfalo por 2 min en solucion Mulligan a 60 - 65°C. Enjuagar
en agua por 15 seg. Sumergir en una solucién de acido tanico al 2% por 1 min. Lavar en
agua. Colocar los cortes en una solucion de sulfato de amonio férrico a 0.5% por 1

min. Se vuelven alavar en agua.

Técnica detincién de Mulligan, descrita por Gregg*™
Colocar las secciones de encéfalo en soluciéon de Mulligan por 4 min a temperatura de
60 - 65°C. Colocar en agua helada por 10 seg. Colocar en una solucién de acido tanico
al 0.4% a temperatura ambiente por 1 min. Lavar en agua por 1 min. Colocar en una
solucion de sulfato de amonio férrico al 0.08% por 10 - 15 seg. Lavar con agua.

Técnica detincion de Green >
Se procede a preparar 3 soluciones de la siguiente manera: A) solucién: sol Mulligan,
B) solucion: &cido tanico a 2%, C) solucion: sulfato de amonio férrico a 2%.
Lavar los cortes de encéfalo en agua. Sumergirlos en la cubeta A por 1 min. Seguido de
la cubeta B. Lavar los cortes en agua por 15 seg. Sumergirlos en la cubeta C por 15 seg.
Lavarlos en agua.

Técnica detincion de Barnard, Robert y Brown'*

Sumergir los cortes de encéfalo en sol. de Mulligan a 60 - 65°C, por 2 min. Lavar en

agua 1 min. Se colocan los cortes en solucion de cloruro férrico al 1 % por 3 min. Lavar
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en agua por 1 min. Colocar en solucion de ferrocianuro de potasio al 1% por 1 min.

Lavar con agua.

Técnica detincion de Roberts - 12

Colocar las secciones de encéfalo en solucion de Mulligan por 6 min a 60 - 65°C.
Lavar en agua por 5 min. Colocar en solucién de ferrocianuro de potasio al 2% por 1
min. Lavar en agua.

Técnica detincién delLeMasurier o Reaccion de Prusian™
Colocar los cortes de encéfalo en solucion de Mulligan por 2 min. a 60 - 65°C. Colocar
en agua helada. Colocar en solucién de cloruro férrico al 1% por 2 min. Lavar con agua

5 min. Colocar en una solucion de ferrocianuro de potasio a 1% por 3 min. Lavar con
agua.

Técnicadetincion Braak o Astra Blue>"**

Colocar las secciones de encéfalo en una solucién de &cido perférmico (10 ml perdxido
de hidrogeno a 30% y 90ml &cido férmico a 100%) a temperatura ambiente y agitar
por 1h. Lavar en agua 1 h. Colocar en una solucion de astra blue (0.1 g de astra blue y
1 ml de HCI 37% en 1 L de agua) a temperatura ambiente y agitar por 1 dias. Lavar

con agua por 8 h.

Tincion con oftalocianina de cobre o “ CPTS 117

Sumergir los cortes de encéfalo en sol. de Mulligan por 5 min a 60°C. Trasladarlas a
una temperatura de 10°C y lavar con agua por 1 minuto. Colocar las secciones de

cerebro en una solucion saturada de sal de sodio del acido tetrasulfo de latealocininade
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cobre (Solucién a 1% de CPTS, se dgjan en un agitador magnético por 1o menos 60
min) se degja a temperatura ambiente por 10 - 15 min. Lavar los cortes de encéfalo en
agua corriente por 15 min. Transferir a la solucion de acido acético a 0.5% para su

almacenamiento.
Técnica detincion de Millon ©

Los cortes de encéfalo se lavan perfectamente y son colocados en una solucién nitrica
de mercurio (5ml de mercurio con la cantidad suficiente de acido nitrico para formar
cristales blanquecinos. Disolver los cristalesen 1 L de agua acidificada a 1% con acido
nitrico) calentada a 80°C; la coloracion es controlada a trasladar 1os cortes de cerebro a

una solucién de écido nitrico al 1%.
Reaccién de precipitacion de sulfuro de cobalto. **

Colocar las secciones de encéfalo en solucion de sulfuro de sodio al 5% por 3 minutos.
Lavar en agua. Colocar en sol de nitrato de cobalto a 1% hasta una buena

diferenciacion. Lavar en agua corriente.
Reaccion de precipitacion de sulfuro de plomo™™

Colocar los cortes de encéfalo en solucion de sulfuro de sodio a 5% por 3 min. Lavar
en agua. Colocar en solucion de nitrato de plomo a 1% hasta una buena diferenciacion.

Lavar en agua corriente.
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Reaccion de precipitacion de yodur o de plomo™™

Colocar las secciones de encéfalo en solucion de nitrato de plomo a 1% por 6 min.
Lavar en agua corriente por 1 min. Colocar en solucion de yoduro de potasio al 5%

hasta una buena diferenciacion. Lavar en agua.
Técnica de Sudan?

Realizar una solucién 50:50 de alcohol a 70% y acetona. Mezclar con 0.5 g de Sudan
[11'y 0.5 g de Sudén IV por cada 100 ml de la solucion. Sumergir los encéfalos y la
médula espinal (sin seccionar los encéfalos ni la médula hasta después del destefiido)
en la solucion en una proporcién de 10 partes de solucion por 1 de encéfalo. El tefiido
esta completo cuando este coloreado de un rojo uniforme (aproximadamente un mes).
Unavez tefiido se sumerge en alcohol al 70% para destéfiir.
Técnica Sudan Negro B>

Lavar los cortes de encéfalo en agua corriente. Remover el agua superficial con toallas
sanitas. Preparar una solucion de Sudan negro B a 1% (La tincion es disuelta en
alcohol absoluto o alcohol a 96%), que después, es diluido a 70% con alcohol. Filtrar
antes de usar. Colocar los cortes de encéfalo en la solucion anterior por una hora. Para
destefiir se colocan las secciones en alcohol a 70%. Sumergir las secciones en alcohol

al 50% por unahoray lavar.

Una vez tefiidos los cortes de encéfalo y médula espinal se compararan las diferentes

tinciones con base en |os siguientes puntos:
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Diferenciacion de estructuras en las diversas secciones del encéfalo y meédula
espinal. Se compararan los cortes, con base en e método utilizado por Meneses
(2004), el cual, consta de tres criterios: **
v" Diferenciacion mas nitida entre la substancia gris y blanca. Se estipulara una
puntacion del 0 al 3 para cada corte.™
» Puntuacién 0: Cortes que presentan una mejor diferenciacion en e
25% de la superficie total del corte.
» Puntuacién 1. Cortes que presentan una mejor diferenciacion en el
25- 50 % de la superficie total del corte.
» Puntuacion 2: Cortes que presentan una mejor diferenciacion en un
50 -75% de la superficie total del corte.
» Puntuacion 3: Cortes que presentan una mejor diferenciacion en e
75% 0 més de la superficie total del corte
v  Linea Unica y continua que separa la substancia gris de la blanca
naturamente. En este se analizara cua técnica se mantiene con una mejor
fidelidad de la linea que separa naturalmente la substancia gris de la blanca. Se
dard una puntuacion del 0 al 3.2
» Puntuacién 0: Cortes que presentan una linea Unica y continua en €l
25% delalineade divisién natural.
» Puntuacién 1. Cortes que presentan una linea Unicay continua en un
25 - 50% de lalinea de division natural.
= Puntuacién 2: Cortes que presentan una linea Unicay continua en un

50 - 75% de lalineade division natural .
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= Puntuacién 3: Cortes que presentan una linea Unicay continua mayor
a 75% delalinea de division natural .
v' Coloracién. Se estipulara la puntuacion del 0 al 3. 2

= Puntuacion 0: Cortes que presentan una coloracién en la substancia
gue no se desea tefiir en una superficie mayor a 75% del corte.
= Puntuacion 1. Cortes que presentan una coloracién en la substancia
gue no se deseatefiir en un 50 -75% de la superficie total del corte.
= Puntuacion 2: Cortes que presentan una coloracién en la substancia
gue no se deseatefiir en un 25-50% de la superficie total del corte.
= Puntuacion 3: Cortes que presentan una coloracién en la substancia

gue no se desea tefiir menor a 25% de la superficie total del corte.

Con estos tres parametros se le puede dar una calificacion de entre 0 y 9 para
cada tincion. Se utilizaron 35 cortes para cada técnica, incluyendo cortes
transversales y sagitales de encéfalo y, cortes transversales de médula espinal;
obteniéndose un promedio para cada punto a considerar y sumandolos para

obtener la puntuacion total.

e Costos de los reactivos

e Tiempo derealizacion.
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RESULTADOS

Tincion de Mulligan, descrita por Mulligan

Figura 1. Corte transversal de cerebro de Figura 2. Corte transversal de cerebro de
perro anivel del tAlamo. perro anivel de hipocampo.

Figura 3. Corte transversal de cerebro de Figura 4. Corte transversal de cerebro de
perro anivel de tdlamo. perro anivel del pedinculo olfatorio.

Figura5. Corte sagital de encéfalo de perro Figura 6. Corte sagital de encéfalo de perro
anivel de laadherenciaintertalamica. anivel del hemisferio cerebelar izquierdo.
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Figura7. Corte transversal de la Figura 8. Corte transversal dela
médula espina de perro anivel de médula espinal de perro a nivel
cervical. cervical.

La tincion de Mulligan, descrita por Mulligan dié una coloracion negra en la
substancia gris dejando la substancia blanca de un color blanco. La linea que divide a la
substancia gris de la blanca se present6 muy nitida en la mayoria de los cortes. La
desventgja de esta tincion es que al sumergirse en solucién de Mc Cormick empieza a

liberar la sal, ocasionando que se destifian los cortes de encéfalo con el paso del tiempo.

En los cortes de médula espina se observé que no se tifien adecuadamente,

observandose de forma moteada la substanciagrisy lalinea no se encuentra bien definida.

Esta tincion presenta una buena diferenciacion de los nicleos subcorticales,

observandose claramente cada uno de €llos.



[13]

Tincion de Mulligan descrita por M eneses

Figura 9. Corte Transversal de cerebro de Figura 10. Corte Transversal de cerebro
perro anivel del puente de perro anivel del puente.

Figura 11. Corte Transversal en launién Figura12. Corte Transversal del cerebelo
del mesencéfaloy e diencéfalo. de perro anivel del nucleo facial.

Figura 13. Corte Sagital de encéfalo de Figura 14. Corte Sagital de encéfalo de
perro a nivel nicleo caudado. perro anivel delaepifisis.
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Figura 15. Corte Transversal dela Figural6. Corte Transversal delamédula
médula espinal de perro anivel lumbar espinal de perro anivel torécico.
y torécico.

La tincién de Mulligan descrita por Meneses presenta una coloracion gris negruzca
en la substancia gris, dgjando la substancia blanca sin tefiir. La diferenciacion se observé
claramente gracias a que la linea de separacién entre ambas substancias se observa con una

buena definicion.

La desventagja de esta técnica, a igua que todas las demés variantes de la tincion de
Mulligan, es que se destifien por laexposicion alaluzy a ser introducidos en solucion de
Mc Cormick. Esta Ultima situacion puede ser interrumpida si se les coloca una capa de una

solucion coloidal (grenetina) en la superficie del corte.

En € caso de la médula espina presentd una buena coloracion de la materia gris,

aungue sigue observandose un puntillado y de un color mas tenue que el de los encéfalos.

Los nucleos subcorticales se observaron bien definidos, aunque con un poco menos

de definicion que los de la técnica de Mulligan descrita por Mulligan.
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Tincion de Mulligan, descrita por Gregg

Figura 17. Corte transversal de Figura 18. Corte transversal de cerebro
cerebro de perro a nivel de la de perro anivel delalingula
adherenciaintertalamica

o i
Figura 19. Corte transversal de Figura 20. Corte transversal de
cerebro de perro anivel dela cerebelo de perro anivel dela
adherenciaintertalamica lingula.

Figura 21. Corte sagital de Figura 22. Corte sagital de encéfalo
encéfalo de perro anivel del de perro anivel de primer
nucleo caudado. ventriculo lateral izquierdo.
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Figura 23. Corte transversal de Figura 24. Corte transversal de
médula espinal de perro anivel médula espinal de perro anivel
torécico y lumbar. torécico y lumbar.

La substancia gris adquirio una tonalidad grisacea, mientras que la substancia blanca
permanece de color blanco. Se vio un buen contraste entre la substancia gris y la blanca a
pesar de que la substancia gris no se tifid de un color negro como en las otras variantes de la
tincién de Mulligan Lalinea en el margen de separacién entre ambas substancias se aprecia

de forma continua, favoreciendo un mejor contraste en €l corte.

En los cortes de la médula espinal se observo la substancia gris con un puntillado y
sin lograr formar unalinea continua alo largo del margen de separacion entre la substancia

grisy lablanca

La observacion de los nucleos subcorticales es de forma clara, aungque de un gris

ligeramente mas tenue que el de la substanciagris.
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Tincion de Mulligan, descrita por Green

Figura 25. Corte transversal de Figura 26. Corte transversal de
cerebro de perro anivel delos cerebro de perro anivel del quiasma
cuerpos mamilares. optico.

Figura 27. Corte transversal de Figura 28.Corte transversal de
cerebro de perro anivel del puente. cerebro y cerebelo de perro anivel
delalingula

Figura 29. Corte sagital de encéfalo Figura 30. Corte sagital de
de perro anivel delaadherencia encéfalo de perro anivel del
intertal&mica. ventriculo lateral .
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Figura 31. Corte transversal de médula Figura 32. Corte transversal de médula
espinal de perro anivel toracico. espinal de perro anivel torécico.

Se observa una coloraciéon negra en la substancia gris mientras que la substancia
blanca se tifie de una coloracion ligeramente grisacea; pero a pesar de eso, se generd un
buen contraste entre ambas substancias, gracias a que la linea es continua. Al igua que las
técnicas anteriores, se va perdiendo la coloracion por la exposicion alaluz, asi como, por la
inclusion en solucién de Mc Cormick, tendiendo a perder mayor cantidad de colorante

comparado con las otras técnicas.

La substancia gris de los cortes de médula espina se ve con un puntillado difuso e

incluso en algunas zonas no se llega a tefiir.

L os nucleos subcorticales se observaron con cierta claridad, aunque no llegan a tener
un buen contraste como en las otras tinciones de Mulligan, debido que la materia blanca se

tifid ligeramente de gris.
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Tincion de Barnard, Robert y Brown

Figura 33. Corte transversal de Figura 34.Corte transversal de cerebro
cerebro de perro anivel dela de perro tefiido entre el mesencéfaloy
adherenciaintertalamica el metencéfalo.

Figura 35. Corte transversal de Figura 36. Corte transversal de
cerebroy cerebelo anivel delingula. cerebro de perro anivel del puente.

Figura 37.Corte sagital de encéfalo de Figura 38.Corte sagital de encéfalo de
perro anivel del ventriculo lateral. perro anivel del ventriculo lateral.
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*

Figura 39.Corte transversal de médula Figura 40. Corte transversal de

espinal de perro anivel cervical. médula espinal de perro anivel
cervical.

La tincién de Barnard, Robert y Brown, da una coloracién azul a la substancia gris,
con la cual, se obtiene un buen contraste entre ambas substancias, ya que la substancia
blanca permanece sin tefiir. La linea de separacién de ambas substancias se observé de
forma muy claraincluso en los cortes de médula espinal. Aunque la médula espina se sigue
observando moteada como en la tincién de Mulligan, tiene un mejor contraste. Los nucleos

subcorticales se distinguen claramente.

Esta técnica se ha reportado que tiende a destefiir a la exposicion de rayos
ultravioleta, pero que puede ser controlado con la adicién de écido clorhidrico en un 2% a
medio donde se van a conservar. Sin observarse que destifian al conservarse en la solucién

de Mc Cormick.
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Tincion de Roberts

Figura4l. Corte transversal de Figura42. Corte transversal de
cerebro de perro anivel del puente. cerebro de perro anivel dela
adherenciaintertalamica.

Figura43. Corte transversal de Figura44. Corte transversal de
cerebro de perro anivel dela cerebelo anivel delafisuraprima.
adherenciaintertalamica.

Figura 45. Corte sagital de encéfalo Figura 46. Corte sagital de
de perro anivel del nicleo caudado. encéfalo anivel del nacleo
caudado.
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"Cal

B
Figura 47.Corte transversal de Figura 48.Corte transversal de
médula espinal de perro anivel médula espinal de perro anivel
toracico. toracico.

La tincion de Roberts es de las mejores técnicas que se realizaron, debido a que
tiene un buen contraste entre la substancia gris (café) y la substancia blanca (blanca),
ademés que lalinea de separacion es de gran calidad, ya que se presenta de forma continua

en cas en el 100% de la superficie de corte.

En el caso de los cortes de médula espinal se observa una coloracion homogénea de la

substancia gris a diferencia de | as otras técnicas.
Los nucleos subcorticales se observan de forma clara y con una muy buena
definicion.

Otra de las razones es que no se observa que destifia a lo largo del tiempo sin la
necesidad de adicionar a&cido al medio de conservacion, aungue se deberian de realizar

pruebas por tiempos mas prolongados.
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Tincion deLeMasurier o Reaccion Prusian:

Figura 49. Corte transversal de Figura 50. Corte transversal  de
cerebro de perro a nivel de la cerebro de perro anivel de puente.

adherencia intertalamica

Figura 51. Corte transversal de Figura 52. Corte transversa de
cerebro de perro anivel del puente. cerebelo de perro a nivel de la

fisura prima.

Figura 53. Corte sagital de encéfalo de Figura 54. Corte sagital de encéfalo de
perro anivel del ventriculo lateral perro anivel delaadherencia
izquierdo. intertalamica.
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Figura55. Corte transversal de Figura56. Corte transversal de
médula espinal de perro a nivel médula espinal de perro a nivel
torécico. torécico

La tincion de Le Masurier tuvo resultados muy similares a los de la técnica de
Barnard, Robert y Brown, con lo que se puede decir que la diferencia de tiempo no es tan
importante como la concentracion a la que se encuentran las soluciones, tal como se
observo en las variantes de la técnica de Mulligan. Se puede observar la substancia gris
tefiida de un color azul, mientras que la substancia blanca permanece de color blanco; la
linea es de forma continua en la mayor parte de la superficie del corte. Al igua que la
técnica de Barnard, Robert y Brown, se puede evitar la decoloracion de los corte mediante

|la acidificacion de |a solucién conservadora.

En los cortes de médula espinal se observan claramente la coloracion azul de la

substancia gris aunque de forma moteaday lalinea se observa casi compl eta.

L os ntcleos subcortical es se observan claramente.
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Tincion de Braak o Astra Blue

Figura57. Corte transversal de Figura58. Corte transversal de
cerebro de perro anivel del cerebro de perro anivel dela
telencéfalo. adherenciaintertalamica.

Figura 59. Corte transversal de Figura 60. Corte transversal de
cerebro de perro anivel del puente. cerebroy cerebelo anivel del
puente..

Figura 61. Corte sagital de encéfalo Figura 62. Corte sagital de
de perro anivel de laadherencia encéfalo de perro anivel del
intertalamica. puente intertal&mico.
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Figura 63. Corte transversal de Figura 64. Corte transversal de
médula espinal de perro anivel médula espinal de perro anivel
lumbar. lumbar.

Latincion de Astra Blue o de Braak no presentd los resultados obtenidos por Braak,
UIfig y Suriyaprapadilok, los cuales reportan que, ofrecen una buena diferenciacion entre la
substancia gris( azul) y la blanca (blanca) . En este caso realmente no se observé un buen
contraste entre ambas substancias, donde la substancia blanca se tifio casi del mismo color

y sin observarse unalinea de separacién adecuada.

En & caso de la médula espina se observé claramente la substancia gris de una
coloracion azul més clara con respecto a la substancia blanca, observandose una linea

divisoria de gran nitidez.

Debido a la poca diferenciacion que hay entre la substancia gris y la blanca los

cuerpos subcorticales no se observan.
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Tincidon de oftalocianinade cobreo “CPTS’

Figura65. Cortetransversal de Figura 66 . Corte transversal de

cerebro de perro anivel dele puente. cerebro de perro anivel delos
ventriculos laterales.

Figura67. Cortetransversal de Figura 68. Corte transversal de

cerebro de perro anivel dela cerebroy cerebelo anivel dela

adherenciaintertaléamica. porcion rostral de lamédula
oblonga.

Figura 69. Corte sagital de Figura 70. Corte sagital de
encéfalo de perro anivel dela encéfao de perro anivel del

adherenciaintertalamica. ventriculo lateral izquierdo.
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Figura71. Corte transversal de Figura72. Corte transversal de
meédula espinal de perro anivel médula espinal de perro anivel
torécico. torécico.

La Tincién de CPTS tifie la substancia gris de un azul claro, mientras que la
substancia blanca permanece de color blanco, aunque con ligeras tonalidades de azul. El
contraste entre ambas substancias no esta bien definido, debido a que la substancia gris no

se tifie de forma homogéneay no se forma unalinea de forma continua.

En los cortes de médula espinal no se observa la diferenciacion de la substanciagrisy
blanca, ya que toda la superficie del corte se tifie de un color azul claro, sin mostrar alguna

diferenciacion.

Los nucleos subcorticales se llegan a distinguir, aunque no todos los nicleos se
observan y se tiene que tener experiencia para reconocerlos, debido a la falta de definicion

y contraste.

En esta técnica se puede conservar en agua ligeramente acidificada para evitar la
pérdida de coloracion; a ser una oftalocianina de cobre se decolora por la exposicién alos

rayos UV.
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Tincion deMillon

Figura 73. Corte transversal de cerebro Figura 74. Corte transversal de
de perro anivel del puente. cerebro de perro anivel dela
adherenciaintertalamica.

Figura 75. Corte transversal de Figura 76. Corte transversal de cerebro
cerebroy cerebelo de perro anivel del y cerebelo de perro anivel del puente.
puente.

Figura 77. Corte sagital de encéfalo de Figura 78. Corte sagital de encéfalo de
perro anivel del ventriculo lateral perro anivel delaadherencia
derecho. intertalamica.
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Figura 79. Corte transversal de médula Figura 80.Corte transversal de médula
espinal de perro anivel torécico. espinal de perro anivel torécico.

La tincién de Millon presenta una muy buena coloracion roja de la substancia gris,
mientras que la substancia blanca se tifie un color amarillento, generando un buen contraste
entre ambas substancias. En los cortes de médula espinal se observd claramente la
substancia gris de un color rosado, mientras que la substancia blanca se tifie de color
amarillento. La linea de separacion se observé bien definida y de forma continua,

aumentado asi @ contraste entre ambas substancias.

Los nucleos subcorticales se observaron, aunque no muy bien definidos como en

otras técnicas.

Los cortes se conservaron en una solucion nitrica a 1% aunque pierde poco su
coloracion que de un rojo pasa un rosado. Una de las desventgjas de esta técnica es que se
tiene que eliminar completamente el formol de los encéfalos y médula, porque e formol

interviene en lareaccion y no genera una adecuada coloracion.
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Tincidon de sulfuro de cobalto

Figura81. Corte transversal de Figura82. Corte transversal de cerebro
cerebro de perro anivel delos de perro anivel delaadherencia
cuerpos mamilares. intertalamica.

Figura 83. Corte transversal de Figura 84.Corte transversal de cerebro
cerebro de perro anivel dela y cerebelo de perro anivel del
adherenciaintertaldmica. metencéfalo rostral.

¢4

Figura 85. Corte Sagital de encéfalo Figura 86. Corte Sagital de encéfalo de
de perro anivel del ventriculo lateral perro anivel del 16bulo piriforme.
derecho.
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Figura 87. Corte transversal de Figura 88. Corte transversal de
médula espinal de perro anivel médula espinal de perro anivel
toracico. toracico.

Latincion de sulfuro de cobalto no presentd un buen contraste entre la substancia gris
tefiida de negro y la blanca tefiida de un gris obscuro; esto se debe a que posiblemente la
concentracion del nitrato de cobalto es muy ata, ocasionando que la reaccion sea muy
rapida (figuras 85 y 86) evitando que se lleve a cabo una clara definicidn de la substancia
grisy la blanca, dando como resultado que se observe un color negro en toda la superficie
del corte. Las figuras 81 a 84 donde los cortes solo se sumergieron y se sacaron
inmediatamente, presentaron unamejor definicion, aunque siguen teniendo una coloracion
muy intensa. Esta situacion se podria evitar a reducir la concentracion del nitrato de

cobalto o aumentar el tiempo de lavado para reducir la concentracion de sulfuro de sodio.

La linea que divide a la substancia gris de la blanca se observa con claridad en los
cortes transversales, aungque hay zonas en donde se pierde la linea, debido a la intensidad

con que setifo la substancia blanca.

En € caso de los cortes de médula espinal ocurrié lo mismo que en los cortes
sagitales, donde se dejé por un tiempo muy prolongado, por lo que no se observa

distincion alguna entre la substancia grisy blanca.

L a observacion de los niicleos negros es limitada, debido alaintensa coloracion de la

substancia blanca
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Tincion de sulfuro de plomo

Figura 89. Corte transversal de Figura 90. Corte transversal de
cerebro de perro anivel dela cerebro de perro anivel dela
adherencia intertalamica. adherenciaintertalamica

e |

Figura91. Corte transversal de Figura 92. Corte transversal de cerebro
cerebro de perro anivel del de perro anivel del metencéfalo
telencéfalo rostral. rostral.

Figura 93. Corte sagital de encéfalo Figura 94. Corte sagital de encéfalo de
de perro anivel del ventriculo lateral perro anivel delaadherencia
derecho. intertalamica.
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Figura 95. Corte transversal de Figura 96. Corte transversal de médula
médula espinal de perro a nivel espinal de perro anivel torécico.
toracico.

La coloracion de la substancia gris es de un café obscuro, mientras que la de la
substancia blanca es de un blanco amarillento. Se observa un buen contraste entre ambas
materias y se puede observar adecuadamente la mayoria de los nlcleos subcorticales. Se
podria mejorar € contraste de latincion si se reduce la concentracion del nitrato de plomo
para obtener una coloracion més clara 'y que el tiempo de exposicion en la solucion se

pudieraalargar un poco mas, permitiendo asi, un mejor control en latonalidad de latincion.

En los cortes de médula espinal a pesar de que si se llega a observar la sustancia gris,
no se observa un buen contraste entre ambas substancias, ya que a diferencia de los cortes
de encéfalo, se forma una gran cantidad de precipitado sobre la materia blanca; aunque se
puede llegar a remover un poco del precipitado de la materia blanca con papel absorbentey

mejorar el contraste, permitiendo una mejor diferenciacion de la substancia gris.

La desventaja de la tincién es que a conservarse en la solucion de Mc Cormick hay
una pérdida considerable de color, que se evita a colocar una capa protectora de una

solucién coloidal (greneting).
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Tincion de yoduro de plomo

Figura 97. Corte transversal de Figura 98. Corte transversal de
cerebro de perro anivel dela cerebro de perro anivel del puente.
adherenciaintertalamica

Figura 99. Corte transversal de Figura 100. Corte transversal de
cerebro de perro anivel del puente. encéfalo de perro entre el
mesencéfalo y e metencéfalo.

Figura 101. Corte sagital de encéfalo Figura 102. Corte sagital de encéfalo
de perro anivel de nlcleo caudado. de perro anivel del 16bulo lateral de
cerebelo.
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Figura 103. Corte transversal de Figura 104. Corte transversal
médula espinal de perro anivel de médula espinal de perro a
toracico. nivel torécico.

La tincion de yoduro de plomo tiene muy buenos resultados porque se observa
claramente el contraste entre la substancia gris y la blanca, aunque no presenta una
coloracion tan intensa como en las otras técnicas, pero permite la observacion de los
nucleos subcorticales de forma clara. La linea que separa la substancia gris de la blanca

tiene buena definicion y continuidad.

En los cortes de médula espinal no se observa ninguna diferenciacion entre la materia

grisy lablanca, se observa como s no se hubieran tefiido.

La desventgja enorme de esta tincion es que no se puede conservar |0s especimenes
una vez tefiidos, ya que se destifien en cuestion de minutos a exponerse ala luz o a ser

incluidos en solucién de Mc Cormick o glicerina.
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Tincion de Sudan

Figura 105. Corte transversal de Figura 106. Corte transversal de
cerebro de perro anivel del nlcleo cerebro de perro anivel del puente
caudado intertal&mico

Figura 107. Corte transversal de Figura 108. Corte transversal de cerebelo
cerebro de perro anivel del puente de perro anivel delafisuraprima

N

B

B4
Figura 109. Corte sagital de encéfalo de Figura 110. Corte sagital de encéfalo de
perro anivel del ventriculo lateral perro anivel del 16bulo lateral

derecho. izquierdo.
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RE
Figura111.Corte transversal de Figura112.Corte transversal de
meédula espinal de perro anivel médula espinal de perro anivel
torécico toré&cico.

En la tincién de Sudan no se observa un buen contraste entre la substancia gris y
blanca, ya que tienen casi la misma tonalidad de rojo; aunque se aprecia claramente y de

forma continualalineadivisoria.

Los nucleos corticales no se observan debido a la falta de contraste entre una

substanciay laotra.

En los cortes de médula espinal, la substancia gris se observa claramente de un color
blanco rosado; la linea de separacién no es de forma nitida 'y continua. La diferencia de los
resultados entre la médula espinal y € encéfalo, es que € tramo de médula espina al
tefiirse se metid sin seccionarse y la mayor cantidad de colorante es absorbido por la
substancia blanca, evitando el paso de una gran cantidad de colorante a la substancia gris;

aungue a pesar de esto no se observa claramente unalinea divisoria

La desventaja de la técnica es que toma mucho tiempo en destefiirse y se requieren de
varios litros de alcohol para poder obtener un buen contraste entre ambas materias. Y alin

asi, tiende atefiir €l alcohol donde se conservan |os cortes.
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Tincion de Sudan Negro

Figura113. Corte transversal de cerebro Figura114. Corte transversal de cerebro
de perro anivel del telencéfalo rostral. de perro anivel delaadherencia
intertal&mica.

Figura 115. Corte transversal de Figurall6. Corte transversal de
cerebro de perro anivel del puente. encéfalo de perro anivel del puente.

Figura1l7. Corte Sagital de encéfalo Figura118. Corte Sagital de encéfalo
de perro anivel I6bulo piriforme. de perro anivel delaadherencia
intertal&mica.
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Figura 119. Corte transversal de médula Figura 120. Corte transversd
espinal de perro anivel torécico. de médula espinal de perro a
nivel toracico.

En latincién de Sudan negro B, a igual que latincién de Sudan, no se observa una
buena diferenciacion entre la substancia gris y la blanca, ya que las dos substancias se tifien
de un color negro. Lalinea, -a diferencia de laotratincion de Sudan-, no se observa, por lo
gue no contribuye a una buena diferenciacion. Tampoco se observan los nucleos

subcorticales, debido alafaltade contraste entre la substanciagrisy la blanca.

En los cortes de médula espinal, a diferencia de la técnica de Sudan, no se observa
la diferenciacion entre la substancia gris y la blanca, debido a que en este caso, las

secciones de médula se cortaron y luego se sumergieron en la solucién.

Ladesventgjaes que apesar de varios cambios de alcohol no se megjora el contraste

entre ambas substancias, adiferencia de lo que sucede con latincién de Sudan.
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Puntuacion obtenida en cada técnica

Cuadro 1. Puntuacion total de cada técnica

Técnica Diferenciacion Linea Coloraciéon Puntuacion
Mulligan por Mulligan 248 2.48 2.48 7.45
Mulligan por Meneses 2.19 197 2.69 6.86

Mulligan por Gregg 2.61 2.09 2.39 7.09
Mulligan por Green 2.7 2.39 2.27 7.36
Barnard, Robert y 2.74 243 251 7.69
Brown
Roberts 291 2.77 2.56 8.23
Le Masurier 2.79 2.52 2.45 7.76
Astrablue 2.03 157 0.33 3.93
“CPTS” 2.12 1.64 2.09 5.85
Millon 2.7 2.57 25 7.77
Sulfuro de cobalto 0.25 0.50 0.23 0.98
Sulfuro de plomo 2 1.59 1.25 4.84
Y oduro de plomo 2.68 2.29 2.68 7.65
Sudan 0.65 2.18 0.24 3.06
Sudan Negro B 0.55 0.81 0 1.35

Figura 121. Grafica de puntuacion total de cadatécnica
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Como se puede observar en e cuadro 1 y la gréfica, la tincion que obtuvo la
puntuacién més ata es la de Roberts, seguida de la reaccion de Prusian (en sus dos
versiones, Barnard, Robert y Brown y la de Le Mausier), Millon, Yoduro de plomo,

Mulligan.

L a técnica de Roberts obtuvo la puntuacion mas alta debido a que se observaron muy
buenos resultados tanto en el encéfalo como en la médula espinal, donde se observa con
gran nitidez y continuidad la linea divisoria entre ambas substancias, tuvo ademas, un
bueno contraste entre la substancia gris y la blanca (café y blanco respectivamente),

ademés, de presentar estos resultados en lamayoria de |os cortes.

Lareaccion de Prusian también tuvo buenos resultados teniendo buena definicion de
la linea divisoria, asi como, la observacion de los nucleos subcorticales. Solo que en esta
tincion en algunos cortes hay zonas donde no se observa claramente la continuidad de la
linea. En € caso de los cortes de médula espinal no se observa con una coloracion pareja

como en latécnica de Roberts.

En €l caso de la técnica de Millon, Yoduro de Plomo y las variantes de la técnica de
Mulligan, los resultados son buenos, principalmente en los cortes del encéfalo, donde se
observa un buen contraste entre la substancia gris y la blanca; la linea se encuentra bien
marcada, pero no muestran buenos resultados en la tincién de la médula espinal, ademas de

gue destifien con el paso del tiempo.
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Costos

Cuadro 2. Costo por técnica para tefir 2 encéfalosy un segmento de

médula.
Técnica M ateriales Cantidad Costo Total
Mullingan por Mulligan Fenol 16 gr $ 6.50 $56.36
Acido clorhidrico 0.5ml $0.24
Sulfato de cobre 29r $2.34
Acido téanico 8gr $32.56
Sulfato de amonio 8gr $14.72
férrico
Mulligan por M eneses Fenol 16 gr $ 6.50 $45.32
HCI 0.5ml $0.24
Sulfato de cobre 29r $2.34
Acido ténico 8gr $32.56
Sulfato de amonio 2gr $3.68
férrico
Mulligan por Gregg Fenol 16 gr $6.50 $16.18
HCI 0.5ml $0.24
Sulfato de cobre 29r $2.34
Acido téanico 1.69r $6.51
Sulfato de amonio 0.32gr $0.59
férrico
Mulligan por Green Fenol 16 gr $6.50 $56.36
HCI 0.5ml $0.24
Sulfato de cobre 29r $2.34
Ac. ténico 8gr $32.56
Sulfato de amonio 8gr $14.72
férrico
Barnard, Robert y Brown Fenol 16 gr $6.50 $24.88
HCI 05ml $0.24
Sulfato de cobre 29r $2.34
Cloruro férrico 4or $ 4.80
Ferrocianuro de 4gr $11.00
potasio
Roberts Fenol 16 gr $6.50 $31.08
HCI 0.5ml $0.24
Sulfato de cobre 29r $2.34
Ferrocianuro de 8gr $22.00

potasio




[44]

LeMasurier Fenol 16 gr $6.50 $24.88
HCI 0.5ml $ 024
Sulfato de cobre 29r $234
Cloruro férrico 49r $4.80
Ferrocianuro de 4gr $11.00
potasio
AstraBlue Ac. formico 360 mi $543.60 $589.72
Peréxido de 40ml $9.32
hidrogeno
Ac. clorhidrico 1ml $0.48
Astrablue 01lg $ 36.32
Oftalocianinade cobreo  Fenol 16 gr $ 650  $261.48
“CPTS HCI 0.5ml $0.24
Sulfato de cobre 29r $2.34
CPTS 4q9r $248.40
Ac. acético 5ml $4.00
Millon Ac. nitrico 60ml $81.00 $177.00
Mercurio 5ml $96.00
Sulfuro de cobalto Sulfuro de sodio 20 gr $76.40 $106.20
Nitrato de cobalto 49r $29.80
Sulfuro de plomo Sulfuro de sodio 20 gr $7640  $79.88
Nitrato de plomo 4gr $3.48
Y oduro de plomo Nitrato de plomo 49gr $3.48 $47.88
Y oduro de potasio 20 gr $44.40
Sudan Alcohol 3L $40.00 $543.00
Acetona 500 mi $41.00
Sudan 11 5gr $145.00
Sudan IV Sor $117.00
Sudan Negro Alcohol 3L $240.00 $261.80
Sudan negro B lor $21.80

Como se observa en € Cuadro 2, las tinciones méas baratas son: tincion de Gregg, la
reaccion de Prusian, Roberts, Menesesy Y oduro de plomo, ademas de que | os reactivos son
de f&cil adquisicion, dado que se encuentran facilmente en las distribuidoras, a diferencia
de la técnica de Astra Blue que es mucho més cara, ya que se descontinué € colorante y

son pocas las distribuidoras que |o manejan y venden.
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Cuadro 3. Tiempo por técnicadetincion

Tincién Tiempo
Tincién de Mulligan por Mulligan 9min
Tincion de Mulligan por Meneses 4 min 30 seg
Tincién de Mulligan por Gregg 6min 20 seg
Tincion de Green 2 min 30seg
Tincién de Barnard, Robert e Brown 8 min
Tincion de Roberts 12 min
Tincion deLeMasurier 12 min
Tincion de Braak 1d10h
Tincion de oftalocianina de cobreo “CPTS’ 26 min
Tincion de Millon 30 min
Tincion de precipitacion de sulfuro de cobalto 5min
Tincién de sulfuro de plomo 5min
Tincion yoduro de plomo 8 min
Tincion Sudan 4 semanas
Tincién Sudan Negro B 3h

Con relacion al tiempo necesario para desarrollar cada técnica de tincion, latécnica
que tarda e menor tiempo es la de Green, Meneses, Sulfuro de Cobalto y Sulfuro de

plomo. Aungue Unicamente hay una mayor diferencia de tiempo en las técnicas de Astra
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blue o Sudén (rojo y negro), donde la tincién tomé dias 0 semanas respectivamente, a

diferencia de las demas técnicas, donde no sobrepasan los 30 minutos.
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DISCUSION

La substancia gris estd compuesta principalmente por los cuerpos celulares de las
neuronas, fibras sin mielinay algunas cuantas fibras con mielinay células de neuroglia
(como son los astrocitos, oligodendrocitos y microgliocitos); mientras que la substancia
blanca esta formada en su mayor parte por axones mielinizados y agunos sin
mielinizar, elementos neurogliales y pocos vasos sanguineos. *“La substancia gris a
estar compuesta principalmente por cuerpos celulares tiene cualidades hidrofilicasy una
mayor cantidad de proteinas y mucopolisacéridos, a diferencia de la substancia blanca,
que contiene axones mielinizados , dando como resultado, un alto contenido de lipidos,
por lo que se comporta de manera hidrofébica. % 3 181%

Las diferencias histolégicas que existen en la substancia gris y blanca son la
principal razon por la cual se puede diferenciar la substancia gris de la blanca; estas
diferencias ocasionan que la substancia gris y la blanca se comporten de forma fisicay
quimica diferente, permitiendo asi, €l tefiido de una u otra substancia, segiin la técnica
utilizada. Con base en esto, las técnicas se pueden dividir en 2, de acuerdo con dos
propiedades: 10, 13, 19.

e Propiedades hidrofdbicas e hidrofilicas de los tegjidos.

e Contenido de proteinas o lipidos en €l tegjido.

L as propiedades hidrofébicas de la mielina funcionan como una capa protectora que

impide la penetracion y absorcion de las sales, mientras que las propiedades hidrofilicas
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de la materia gris permiten la penetracion y absorcion de las sales. *** Las propiedades
hidrof bicas de la materia blanca evitan la absorcion de las sales hidrofilicas utilizadas.
Para promover un buen contraste y evitar que la substancia blanca quede manchada se
prefiere formar una capa protectora a partir de lamielina » %1% 13
La pelicula protectora se forma gracias a efecto del fenol contenido en la solucion
de Mulligan sobre la mielina "El caentar y acidificar la solucion de Mulligan
Unicamente promueve el efecto del fenol sobrelamielina™
La cantidad de proteinas y lipidos difiere entre la substancia gris y la blanca, lo que
permite que ciertas reactivos reacciones con estas mol éculas del tejido como son:
6,13,18, 19
e La reacciéon de Millon es una reaccion donde se desnaturaliza la tirosina
formando un quelato (nitrosofenol mercurio) de color rojos.’
e La reaccion de “CPTS’ se une a las proteinas de la sustancia gris
proporcionando la coloracion azulada de la materia gris. ™
e La tincion de Astra Blue a desnaturalizar la proteinas con € acido
perférmica favorece la union del Astra Blue a proteinas vy
mucopolisacéridos.™

e Latincion de Sudantanto € 111, IV y e negro B. El Sudan tiene una afinidad

por los |ipidos (mielina). ?

Unade las cosas importantes a considerar, es el grado de penetracién y absorcion de

los reactivos, debido a que la mayoria de las técnicas Unicamente tifien de forma
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superficia, y, s los tiempos de lavados son muy prolongados, pueden llegar a
remover todo e reactivo, evitando asi, una buena coloracion y diferenciacion.?™
La concentracién de los reactivos juega un papel importante en la diferenciacion de

lasubstancia gris y la substancia blanca. **

En base a la comparacion que se hizo de las diferentes técnicas se puede concluir
que:
L as técnicas gque obtuvieron el mejor contraste son:

e Tincidn de Roberts

e Tincion de Barnard, Robert y Brown

e TinciénLe Mausier

e Tincion Millon

e Tincién de yoduro de plomo

e Tincion Mulligan
L as técnicas que resultaron tener un menor costo:

e Tincion de Gregg
e Tincién de Barnard, Robert y Brown
e Tincidn de Roberts
e Tincion de Meneses
e Tincion de yoduro de plomo
Las técnicas gue llevan un menor tiempo para realizarse son:

e Tincidon de Green
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e Tincion de Meneses,
e Tincion de sulfuro de cobalto

e Tincion de sulfuro de plomo

Las técnicas que presentan mejores resultados tanto por diferenciacion entre ambas

materias, costo y tiempo de tincién son:

e Tincién de Roberts
e Tincion de Barnard, Robert y Brown
e TinciénLe Mausier

e Tincion de Mulligan.
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ANEXOS

Cuadro 4. Puntuacion de cada corte de encéfalo y médula espinal de perro
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