Técnicas en Patologia

Patologia /1992; 25:125 - 129

Utilizacion de los hornos de microondas
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SUMMARY

Microwave oven utilization with silver impregnation techniques for nervous system.

The present study deals with the optimization of several silver impregnation techniques
Sfor neurofibers performed in tissue blocks (Cajal’s silver nitrate-pyridine, Bielchowsky’s
method, Cajal’s reducted nitrate and hydroquinone method for cerebellum), all of them performed
with the aid of a microwave oven, with allows an important reduction of lenght in fixation and
impregnation (from days to minutes), and results in good impregnation quality and lack of

artifacts.
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INTRODUCCION

Cada vez es mds frecuente en la practica diaria,
el uso de hornos de microondas en los laboratorios de
Anatomia Patolégica. Se utilizan principalmente en las
tinciones especiales histoquimicas, 10 que permite
obtener una reduccién considerable en el tiempo
empleado, y ofrece muchas veces una mayor intensidad
de las mismas y una importante disminucién de los
artefactos.

En una anterior publicacién (1) expusimos la
metodologia empleada en nuestro laboratorio, en el
proceso de fijacion e inclusion de muestras, asi como
en la metddica de distintas tinciones especiales de uso
frecuente en histopatologia.

La complejidad, laboriosidad y, a menudo,
larga duracién de las técnicas de plata, que se emplean
para poner de manifiesto estructuras del sistema
nervioso, nos ha llevado a estudiar y optimizar algunas
de estas técnicas, mediante el uso de hornos de
microondas, con la finalidad de intentar reducir, en lo
posible, los tiempos empleados y conseguir resultados
satisfactorios con las mismas.

Correspondencia: Dr. J.M. Corominas. Anatomia Patolégica.
Hospital del Mar. Paseo Maritimo, 25-29. 08004 Barcelona.

MATERIAL Y METODOS

El material del estudio fue obtenido de secciones
de cértex cerebral y cerebelo de material necrépsico, de
enfermos sin patologia del sistema nervioso.

El horno microondas utilizado era de tipo
doméstico, de la casa Moulinex, modelo Microchef FM
2735 T Electronic, con una potencia maxima de 850 w.
Este aparato presenta tres intensidades: 25, 50 y 75%,
que se corresponden en este horno a unas temperaturas
de 35, 50 y 75°C respectivamente (cifras obtenidas a
partir de 100 cc de agua destilada colocados en un vaso
de precipitado de cristal durante un minuto). El horno
microondas lleva incorporado un reloj automdtico
conectado aun mecanismo temporizador que desconecta
el aparato.

Las técnicas estudiadas han sido:

Técnica del nitrato-piridina (Cajal)

Técnica de Bielchowsky

Técnica del nitrato reducido de Cajal

Técnica de hidroquinona para cerebelo

En todas estas técnicas se realizé la tincion en
bloque tisular, por lo que la fijacién y coloracién se
realizé con fragmentos de tejido con un espesor entre 3
y 4 mm.

En todos los casos, se realizé por una parte de la
forma cldsica y por otra con el horno microondas.

En este apartado enumeraremos las técnicas
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Figura 1. Fibrillas nerviosas, seccién de cerebelo (Nitrato piridina
de Cajal).

utilizadas por el método clisico, expondremos las
realizadas con el uso del horno de microondas en el
apartado de resultados.

Técnica de la formula de nitrato piridina (Cajal)

Esta técnica, es similar al método de Levaditi
para visualizar treponemas, se basa en la impregnacién
mediante nitrato de plata y reduccion posterior y utiliza
la piridina para obtener una mejor penetracién de la
tincion.

Con este método podemos poner de manifiesto
tanto las prolongaciones nerviosas como las
neurofibrillas (4).

Metodologia:

1.- Sumergir el tejido en formol al 12% durante dos
dias.

2.- Lavado en agua corriente durante 12 horas.

3.- Inmersién en alcohol etilico de 36% durante 24
horas.

4 - Inmersi6n en la solucién de nitrato de plata piridina
al 2% en la estufa a 37°C durante 2 6 3 dias.
Solucién de nitrato de plata al 29..... 50 cc

Piridina pura... ceeeeeeems D 0 6 gotas
5.- Reducir en plroformol comun.

Acido pirogdlico o hidroquinona....... 1 gr.

Agua destilada........covevrreeeeeeeeeeeeee. 70 ce

Bormolimbii i v HHEE:

6.- Lavar en agua deqtllada

7.- Cortar mediante microtomo de congelacién o incluir
en parafina a partir de alcohol de 96°, en este tiltimo
caso, realizar cortes de 4 a 5 micras con el microtomo,
desparafinar y montar.

Técnica de Bielchowsky

Este método para la demostracién de
neurofibrillas, se realiza en bloque tisular y se basa en
laimpregnacién de las mismas mediante 6xido de plata
amoniacal y posterior reduccién con formol (4).

Metodologia:
|.- Fijacién de las piezas en formol neutro al 15-20%
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durante 20 dias 0 mds.

2.- Lavado de las mismas, durante 12 horas en agua
corriente.

3.- Lavar en agua destilada.

4.- Sumergir en la solucién de nitrato de plataal 26 3%
durante 24 a 48 horas.

5.- Lavar en agua destilada.

6.- Sumergir en la solucién de 6xido de plata amoniacal
durante 20 minutos hasta que adquiera un color
tabaco claro

Nitrato de plata al 10%.........cccvvune.. Scc
Hidréxido potdsico al 40%................. 5 gotas
AMOMIACO.......creereeeicrenieiereneenenn., 1ASE
disolver el
precipitado
Aguadestilada........ccun i nsicasnaniose 25 €C

7.- Lavar con agua destilada.

8.- Sumergir en formol al 20%, pocos segundos.

9.- Virar en solucién de oro, durante 25 minutos
Cloruro de oro al 1%........c..cceeeneee.... 3 gotas
Aguadestilada...............cccoeee. 10 ce
Acido acético............. . 3 gotas

10.- Lavado mprdo en hlposulflto sodlco al 5%.

11.- Lavar en agua destilada.

12.- Cortar en microtomo de congelacion o incluir en
parafina a partir de alcohol de 96°, realizar cortes de
4 6 5 micras con el microtomo, desparafinar y
montar.

Técnica del nitrato de plata reducido de Cajal (1903)
sin fijador

Este método fue introducido por Cajal para
demostrar neurofibrillas y terminaciones nerviosas. La
técnica se basa en la impregnacion tisular en nitrato de
plata caliente y posterior reduccién con hidroquinona (4).

Metodologia:

I.- Inmersién, durante 3 6 4 dias, de los fragmentos de
tejido nervioso en solucién acuosa de nitrato de
plata al 2% en la estufa entre 34 y 37°C.

(deben adquirir un color tabaco)

2.- Lavar durante un minuto en agua destilada.

3.- Reducir en la siguiente solucion durante 24 horas.
Hidroquinona.....................‘.... o1 gr.
Agua.............. e ?0 cc

4.- Lavado rapldo en alcohol de 96“

5.- Cortar mediante microtomo de congelacién o incluir
en parafina, a partir de alcohol de 96° realizar
cortes de 4 6 5 micras en el microtomo. desparafinar
y montar.

Técnica de hidroquinona para cerebelo (Cajal, 1925)
Esta técnica impregna muy bien la estructura
general de todo el cerebelo, sobre todo las fibras
musgosas, los bulbos y cilices de Held (médula y bulbo
raquideo), asi como fibras nerviosas (4).
Este método se realiza en bloque tisular.
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Metodologia:

1.-Fijaci6n en formol al 12% desde tres dias en adelante.

2.- Sumergir durante 4 a 6 horas en una solucién
compuesta de:

Nitrato de plata al 2%.......ccoevrvervennennn. 10 CC
Piridina pura.........ccoceveevnnrecnneenenn 7 gOtas
Alcohol de 96°............ e 600

En caso de no ennegrecer suficientemente
durante el tiempo prescrito, se puede calentar durante
unos minutos en la limpara de alcohol.

3.- Lavado rapido en alcohol de 96°.
4.- Reduccién de 1 a 3 minutos en la solucién

HIdEOQUINOHA v svvsmssssssmsmsnmassessesussass 053 BT
Aguadestilada.......ovicunnmmmms 70 cc
Bormolicammrmnmanmsiass 20 cc
Acetond.......ccocee. s l5ide

5.- Lavar varias veces con agua destilada, 5 minutos
cada vez.

6.- Virar con cloruro de oro (1:500).

7.- Fijar en hiposulfito sédico al 5%.

8.- Cortar en microtomo de congelacién o incluir en
parafina, a partir de alcohol de 96°, realizar cortes
de 4 a 5 micras con el microtomo, desparafinar y
montar.

RESULTADOS

Exponemos aqui, los resultados de las distintas
técnicas realizadas mediante el horno de microondas
con los tiempos Optimos obtenidos en las distintas
pruebas realizadas.

Técnica de la férmula de nitrato piridina

1.- Fijacién en formol al 12% durante 2 dias. (Este
proceso se puede acelerar también utilizando el
horno de microondas, colocando en la segunda
intensidad, durante 5 minutos, la solucién, al bafio
maria, en el interior del horno de microondas).

2.- Sumergir en agua corriente y colocar en el
microondas durante 3 minutos en la segunda
intensidad (45°C).

3.- Sumergir en alcohol etilico de 36% y colocar en el
microondas durante tres segundos en la segunda
intensidad.

4.- Inmersién en la solucidn de nitrato de plata piridina
(ver técnica tradicional) y colocar en el microondas
durante 1,5 minutos en la segunda intensidad.

5.- Reducir en piroformol comuin.

6.- Lavar en agua destilada.

7.- Cortar mediante microtomo de congelacioén o incluir
en parafina a partir de alcohol de 96°, realizar cortes
de 4 a 5 micras con el microtomo, desparafinar y
montar (fig. 1).

Técnica de Bielchowsky
1.- Fijacién en formol neutro al 15 6 20% durante 5

minutos en el horno de microondas en la segunda
intensidad (colocar el recipiente al bafio maria).

2.- Lavado en agua corriente durante 5 minutos en el
microondas, en la segunda intensidad (colocar el
recipiente al bafio maria).

3.- Lavar en agua destilada.

4.- Sumergir en la solucién de nitrato de plata al 2%
durante 5 minutos en el microondas, en la segunda
intensidad (colocar el recipiente al bafio maria).

5.- Lavar en agua destilada.

6.- Sumergir en solucién de 6xido de plata amoniacal
(ver técnica convencional), durante 2 6 3 minutos,
en el microondas en la segunda intensidad (colocar
el recipiente al bafio maria).

7.- Lavar en agua destilada.

8.- Sumergir en formol al 20% pocos segundos.

9 .- Virar con solucién de oro (ver técnica tradicional).
durante 2 minutos en el microondas en la segunda
intensidad (colocar el recipiente en el bafio maria).

10.- Lavado rédpido en hiposulfito sddico al 5%.

11.- Lavado en agua destilada.

12.- Cortar con el microtomo de congelacion o incluir
en parafina a partir del alcohol de 96%, realizar
cortes de 4 a 5 micras con el microtomo, desparafinar
y montar (fig. 2).

Técnica del nitrato de plata reducidode Cajal (1903)

sin fijador

1.- Inmersién en solucién de nitrato de plata al 2%.
durante 5 minutos en el microondas a la segunda
intensidad.

2.- Lavar durante un minuto en agua destilada.

3.- Reducir en solucién de hidroquinona (ver técnica
tradicional), durante 5 minutos en el microondas a
la segunda intensidad.

4.- Lavado répido en alcohol de 96%.

5.- Cortar con el microtomo de congelacidn o inclusién
en parafina, a partir del alcohol de 96%, realizar
cortes de 4 a 5 micras con el microtomo, desparafinar
y montar (fig. 3).

Figura 2. Fibrillas nerviosas, seccién de cerebelo (técnica de
Bielchowsky.
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Figura 3. Fibrillas nerviosas. seccidn de cerebelo (técnica de nitrato
reducido sin fijador).

Técnica de hidroquinona para cerebelo

|.- Induracién en el formol al 12% durante 4 minutos en
el microondas a la primera intensidad.

2.- Se sumergen en solucién de plata (ver técnica
tradicional), durante 3 minutos en el microondas en
la primera intensidad.

3.- Paso rdpido por alcohol de 96%.

4.- Reducciénde | a3 minutos en solucién de plata (ver
técnica tradicional).

5.- Lavar varias veces en agua destilada, 5 minutos
cada vez.

6.- Virar con cloruro de oro (1:500).

7.- Fijar con hiposulfito sddico al 5%.

8.- Cortar en microtomo de congelacién., incluir en
parafina a partir del alcohol de 96%. realizar cortes
de 4 a 5 micras con el microtomo, desparafinar y
montar (fig. 4).

DISCUSION

Como ya indicdbamos en una anterior
publicacion (1), el efecto de las microondas (ondas
electromagnéticas, de unos 12,4 cm de longitud de
onda y una frecuencia de 2,45 Ghz), actdan en el tejido,
sobre todo a nivel de las moléculas de agua y de las
cadenas proteicas dipolares. confiriéndoles a las mismas
campos dieléctricos, que les causan una oscilacién
rdpida, con lo que aumenta la energia térmica y por
tanto la temperatura. Estaenergia puede también realizar
enlaces quimicos no covalentes y producir la
coagulacion de las proteinas.

Algunos autores (3) piensan que la accién de las
microondas produce una disminucidn de la viscosidad
del tejido, que permite una interaccién y penetracién
mds rdpida de los reactivos y disminuye asi el tiempo
del proceso.

Mayers (4) describiden el afio 1970 la utilizacién
de microondas en la fijacion tisular, aprovechando su
propiedad de coagulacion proteica, que al disminuir el
tiempo necesario para la fijacion evita la pérdida y
destruccidn de glucoproteinas ldbiles. Actualmente, la
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fijaciéon mediante microondas se puede realizar
simplemente con un liquido tampén (5) (estabilizacién
sin fijador quimico), o bien mediante los liquidos
fijadores comunes (6).

Lafijacion mediante microondas se ha extendido
también a la microscopia electronica (7) y a la
inmunohistoquimica (8,9). En esta tltima, podemos
suprimir la accién de agentes proteoliticos, lo que
mejora la intensidad de la inmunorreactividad de
muchos de los anticuerpos.

Posteriormente la utilizacidn de las microondas
se amplio a los métodos de inclusion en parafina y
sustancias pldsticas (3,10), también con una
considerable reduccion en los tiempos de los mismos.

En todos los procesos en que se utilicen hornos
microondas, deben tenerse en cuenta dos aspectos. El
grosor del tejido. dado que el indice de profundidad de
penetracién de los diversos liquidos fijadores,
deshidratantes y colorantes utilizados son distintos
(11), (porejemplo: Aguaa25°C: 2,3 em: Etanola 25°C:
5.0 cm). El grosor Gptimo serd el que no sobrepase el
doble de su profundidad de penetracién. El otro factor
a tener en cuenta es la temperatura, debido a que cada
tejido tiene una temperatura éptima (12) en la que
actian los liquidos fijadores, deshidratantes y
colorantes. La dificultad de tratar cada tejido por
separado a su temperatura mds adecuada, obliga en la
prictica a no sobrepasar los 60°C de temperatura.

En nuestra prdctica diaria. utilizamos el horno
de microondas, para la fijacion, en los casos en que es
preciso un diagndstico rdpido, o como postfijacién en
alguna tincién o en inmunohistoquimica (9). A nuestro
modode ver, lamayor utilidad de los hornos microondas
se centra en los métodos de tincion. con la finalidad de
reducir los tiempos de los mismos, aunque todas las
técnicas histoguimicas pueden acelerarse con las
microondas (1.13.14), nosotros sélo las utilizamos en
las tinciones que precisan largos tiempos de realizacion
o-en biopsias peroperatorias (15).

Poreste motivo, intentamos opitimizar una serie
de técnicas, utilizadas en neurohistopatologia, para la

Figura 4. Fibrillas nerviosas. seccién de cerebelo (téenica de
hidroquinona).
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deteccién de prolongaciones nerviosas y
neurofilamentos, todas ellas realizadas en bloque tisular
y basadas en la accién de la plata, puesta de manifiesto
tras la accién de un agente reductor (argirofilia).

Las cuatro tinciones estudiadas, realizadas por
los métodos cldsicos, requieren fijaciones que duran
dias (20 dias en la técnica de Bielchowsky), asi como
impregnaciones argénticas también de dias de duracién
(2 a4 dias). La utilizacién de los hornos de microondas
reducen aunos 5 minutos los tiempos de fijacién y entre
1,5 y 5 minutos los tiempos de impregnacién metilica.

Losresultados. una vez optimizados los tiempos,
fueron repetitivos, sin artefactos. con escasos
precipitados inespecificos de plata en relacién a las
técnicas convencionales.

Como normas generales a seguir, deben
destacarse las de utilizar material limpio y lavado
previamente con agua destilada, no utilizar elementos
metdlicos y evitar el contacto de las soluciones de plata,
una vez preparadas, con la luz durante mucho tiempo.
Hay que recordar que en el interior del horno microondas
no pueden introducirse elementos metélicos ni pldsticos.
Debe tenerse la precaucién de vigilarque no se produzca
ebullicién de los liquidos en el interior del horno de
microondas: para evitarlo, se puede colocar la solucién
al bafio maria, o bien segmentar los tiempos de
exposicién.

RESUMEN

Se han optimizado algunas técnicas de plata, en
bloque tisular, para la demostracién de terminaciones
nerviosas y neurofibrillas (Método de nitrato de plata
piridina de Cajal, método de Bielchowsky, método de
nitrato reducido de Cajal y método de hidroquinona
paracerebelo), mediante el uso de hornos de microondas,
consiguiendounaconsiderable reduccién de los tiempos
de fijacion e impregnacién (de dias a minutos),
obteniendo una buena calidad de impregnacién y
ausencia de artefactos.

Palabras claves: Técnicas de impregnacién de plata,
sistema nervioso, horno microondas.
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