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RESUMEN: En la investigacién biolégica sigue siendo necesaria la demostracion de la inervacion periférica en humerosos
tejidos y 6rganos. El objetivo de este trabajo fue rescatar y modernizar uno de los métodos mas constantes que hemaea probado pa
demostrar la inervacion periférica. La técnica de Llombart para fibras nerviosas se adapt6 en cortes por pguafiea déerentes
tejidos animales. La impregnacion argéntica se hizo por goteo en cdmara hiumeda. Se demostraron en forma constantéageecisa y se
terminaciones nerviosas y corpusculos sensoriales, neuronas y fibras nerviosas periféricas. A pesar de la alta espedificamd pa
nerviosas, la técnica no compromete el panorama tisular por lo que da bellas imagenes de conjunto. Sin ser una téentzdipiaiadarg
demuestra claramente dos tipos de células argentafines en las glandulas adrenales. La adicién de los reactivos medalices en got
camara humeda, ofrece una variante sumamente econémica.

PALABRAS CLAVE: Impregnacion argéntica; Fibras nerviosas; Inervacion periférica; Células argentafines.

INTRODUCCION

El afio 2006, la celebracion del centenario del ototue identifican sistemas neuronales y por el mapeo de los
gamiento del Premio Nobel a Cajal y Golgi, hizo reflexioreceptores para los neurotransmisores (Kehat, 1985).
nar a la comunidad cientifica sobre los aportes de estos Jeeos estos trabajos proveyeron a los neurocientificos con
nios a la ciencia moderna. El premio Nobel fue posible &m mapa neuroanatémico y quimico detallado del cerebro.
parte gracias a que Golgi en 1873, descubrié un noved@sta informacion tuvo su mayor impacto cuando los anali-
método histolégico para impregnar una célula nerviosa cosis de imagen asistidos por computadora se hicieron posi-
pleta. Afios después Cajal definié mas estrictamente las cbies (Fuxe & Agnati, 1985).
diciones de la reaccién cromoargéntica del método de Golgi
y asi establecié con claridad y precision el plan fundamen- Como sabemos, de manera natural, a mediados del
tal de la estructura histolégica del Sistema Nervioso (B®iglo XX, las técnicas argénticas empezaron a caer en des-
Carlos & Borrell, 2007). uso a la par del surgimiento de nuevas tecnologias de mar-
caje celular muy especificas. Ademas, se les etiquet6 de ca-
En la actualidad, los neurocientificos soportados girichosas o de dificil manejo, por la facilidad con que la
los hombros de estos dos gigantes (Jacobson, 1996) y ptta precipita, y al requerirse manos expertas para realizar-
poderosas herramientas tecnolégicas, estan empezandasgueron abandonandose poco a poco.
observar, a 80 afios de la muerte de Cajal, un horizonte mas
alla del observado por él. Una revitalizacion para los métodos argénticos fue
el descubrimiento por Nauta (1952) de que la oxidacion con
El mapeo del cerebro con técnicas de impregnacig@rmanganato de potasio por corto tiempo sobre cortes de
argéntica fue seguido por el mapeo de los neurotransmisakgjiglo fijado en formol, suprime la argirofilia de las fibras
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normales, mientras que las degeneradas permanecen Wan para activar los sitios de reduccion dentro del tejido
bles. Posteriormente se encontré6 que estos métod&sernan, 2010).
supresivos podian marcar también los cuerpos neuronales
en degeneracion. Esta posibilidad sigue dando a estos mé- Impregar, consiste en el depésito de metales en los
todos un lugar importante entre las herramientas comuredsmentos tisulares o celulares. El nitrato de plata (AyNO
para identificar degeneracion nerviosa en traumas, enfes el mas utilizado debido a la formaciéon de iones de plata
medades y toxicidad. Otros métodos argénticos se sigwsmples (Ag+), o iones complejos tales como diamina de
refinando para marcar degeneracion no desintegrativa, coptata [Ag(NH,))2]NO, o Nitrato de Plata Amoniacal, que se
las placas y las marafas de la enfermedad de Alzheinfimma por la adicion de hidréxido de amonio a la soluciéon
(Switzer, 2000). Entre estos tenemos el método dke nitrato de plata (Grizzle, 1996; Kiernan, 2010).
Bielschowsky y sus variantes, que se aplican tanto en cortes
por congelacion como incluidos en parafina. Esta Gltima Reducir, significa convertir la plata ionizada (Ag+)
opcioén, permitié extender su uso en los estudios de rutina.plata metélica (Ag). Algunos componentes celulares o
tisulares tienen la capacidad por si mismos de hacer dicha
Con el mismo principio de accién que el deeduccion (argentafines) y la reaccién se denomina
Bielschowsky (Fig. 1), el método de Llombart es una técrargentafinidad. Otros elementos son argiréfilos y requieren
ca muy constante y precisa para la demostracion de fibradeyun reductor externo como el formol o la luz y a la reac-
terminaciones nerviosas centrales y periféricas. Se basac&m se le llama argirofilia (Grizzle).
una doble impregnacion con soluciones de plata concentra-
das. La primera impregnacion sensibiliza al tejido para que Opcionalmente se puede realizar la Entonacion aurica
la segunda impregne de manera selectiva, las fibras nenpara cambiar el color que resulta del proceso de reduccién
sas. Entre ambas impregnaciones se realiza la reduccién derta plata (color café, marrén o negra y el fondo dorado), al
formol al 25% sin lavados interpuestos. ser sustituidos los depdsitos de plata por depdsitos de oro
metalico, que son de color parpura al tratar el tejido con
Como puede verse en el esquema los pasos fundiruro de oro (AuC). El oro metalico se deposita en parti-
mentales de esta impregnacion son sensibilizar, impregratas mas pequefias y es mucho mas estable que la plata
y reducir. metdlica, y los cortes tratados con esta solucién muestran
un mejor contraste, claridad y nitidez de las estructuras, que
Sensibilizar, es preparar al tejido para favorecer ks que no han sido tratados con esta solucion.
deposito selectivo de la plata en algunas estructuras. Los
sensibilizadores pueden ser de muy diversa naturaleza como El Dr. Antonio Llombart, pertenecié al grupo de
el amoniaco, el permanganato de potasio (Kilio®a mis- histopatologos que entre los afios 1950-70 usaban la plata
ma plata (técnicas de Bielschowsky y Llombart), que aypara hacer investigacion neurocientifica en Espafia junto con
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Fig. 1. Esquema de la impregnacion tipo Il (Bielschowsky) de acuerdo a sus principios fisicoquimicos. El
principio basico es el mismo en la técnica de Llombart. Modificado de Grizzle 1996.

974



RIVAS, M. P.; CHAVIRA, R. C. T. & ORTIZ, H. R. Adaptacion de la técnica de impregnacion argéntica de Llombart para la demostracion de fibras nerviosas, en cualquirtefdme
parafina.nt. J. Morphol., 32(3)973-980, 2014.

Oliva, Jabonero y Bullén. Otros grupos en el mundo estabitamifero: Dos ratas WistarRattus rattuy macho de 30

en Argentina (Polak), en Panama (Herrera), en México (Cadias de edad, provenientes del Bioterio de la Facultad de
tero y Nieto) y en Estados Unidos (Sharemberg, Liss @iencias, UNAM, se anestesiaron con vapores de clorofor-
Pomerat) (Costero, 1977). mo y se sacrificaron por dislocacién cervical.

Es logico que en la era de la Biologia molecular y de De todos los organismos se disecaron las glandulas
las nuevas tecnologias computacionales, las técnicadrenales junto con el rifién o la génada y fragmentos de 0,5
morfoldgicas hayan visto reducida su aplicacion (Peters, 200@n2 de piel de diversas partes del cuerpo; con excepcion de
La demostracion especifica de genes, moléculas, estructuesslarvas de pez que se procesaron completas.
subcelulares, etc., ha permitido un notable avance de las
neurociencias. Sin embargo la importancia que los propiBg§acion. Para la aplicaciéon de éste método se utilizé la fija-
avances tecnoldgicos han aportado sobre las interaccionesoé@n de rutina con formaldehido diluido al 10% en agua
lulares y su entorno, hace que volvamos de nuevo la vistebadestilada (v/v). Se prob6 también qmaraformaldehido al
entorno tisular que sustenta muchos procesos que ahord%ay fijador de Bouin con buenos resultados.
neurociencia enfatiza.

Corte. El procedimiento por congelacion, para manejar los

En este contexto y con base en la necesidad que @ites por flotacion, es el método clasico para la mayoria de
guen teniendo los cientificos de demostrar la inervacion ts técnicas argénticas, sin embargo en este trabajo se utiliza-
numerosos 6rganos y tejidos, en una gran variedad de moast cortes de um de los tejidos incluidos en parafina. Se
los animales y condiciones experimentales, el objetivo de estgtuvieron asi ventajas como evitar el deterioro del corte, de-
trabajo fue rescatar un método que hemos comprobado es rfiniy el grosor del tejido mas conveniente para ver tractos y el
constante para demostrar la inervacion, y lo hemos adaptaidyecto de algunas fibras, obtener cortes seriados, hacer mas
a cortes por parafina y en un protocolo de goteo para hacadproducible el método y optimizar el tiempo.
mas econdmico y facil de adoptar en el trabajo de rutina.

Reglas generales para el uso de los métodos de pla-
ta en cortes realizados por el método de inclusién en para-

MATERIAL Y METODO fina.

1. El agua que se utilice para la realizacién de las técnicas
Material biol6gico: Se utilizaron seis especies. de impregnacion metalica, para preparar los reactivos asi
como para lavar el material debe ser siempre destilada o
Pez: Larvas de lenguados de California de la especiedestilada. Debe comprobarse antes que dicha agua no
Paralichthys californicusde diferentes edades provenienprecipite la plata.
tes del CICESE (Centro de Investigacion Cientifica y Ed@-. La cristaleria y los frascos que contendran los reactivos
cacion Superior de Ensenada Baja California), smetalicos, deben estar rigurosamente limpios, enjuagados
anestesiaron y sacrificaron por inmersién en una soluciéiempre con agua destilada para evitar la presencia de sa-
acuosa de Sulfato Metano Tricaina al 1:5000. les que puedan precipitar la plata.
3. Eliminar rigurosamente el empleo de recipientes e ins-
Anfibio: Dos machos adultos de la espe&mbystoma trumentos metalicos, sustituyéndolos por materiales de
mexicanunprovenientes del Lago de Xochimilco, D. F. sevidrio. EI manejo de los portaobjetos sera siempre con pin-
anestesiaron y sacrificaron por inmersién en una soluciaas de plastico
acuosa de Sulfato Metano Tricaina al 1:5000. 4., Usar siempre reactivos de la maxima pureza y de mar-
cas acreditadas.
Reptil: Gecko hembra adulta de la espead@midactylus 5. Después de cada manipulacion las pinzas de plastico
turcicus colectada en el Morro de la Mancha, Veracruz, geben enjuagarse siempre con agua destilada para evitar
dos lagartijas del géneBzreloporusolectadas en el pedre- precipitados.
gal de San Angel, D.F., se anestesiaron con vapores de éloSe debe comprobar sobre fondo blanco y negro que las
roformo y se decapitaron. soluciones de plata y oro estén libres de precipitado antes
de gotearlas sobre los cortes.
Ave: Dos aves machos del génésallus provenientes de 7. Los recipientes que contengan las soluciones metalicas
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAMdeben taparse siempre y protegerse de la luz, igual que la
se anestesiaron con vapores de cloroformo, y se sacrificamara himeda.
ron por dislocacion cervical. 8. Para guardar las soluciones de plata y oro, usar frascos
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ambar de boca angosta y tapdn de vidrio, plastico o baquelita,

nunca metalico. - Lavar cuatro veces el precipitado de carbonato de plata con

9. Limpiar, siempre que se usen, la boca de los frascos @mindante agua destilada. Se decanta cada vez y se conserva

contienen soluciones de plata y oro con un lienzo limpio peblo el precipitado con el minimo de sobrenadante. Se guarda

dentro y por fuera para evitar que se formen precipitados. un poco de precipitado en la punta de una pipeta perfecta-
mente limpia (puede ser de vidrio o plastico, de preferencia

Manejo de los cortes por parafina por el método de goteo. desechable).

En cortes incluidos en parafina (segun la técnica habitual) se

recomienda: - Disolver el precipitado afiadiendo amoniaco gota a gota y
evitando su exceso.

a. Adherir los cortes a los portaobjetos preparados con poli-L-

lisina. - Afadir agua destilada hasta recuperar la cantidad inicial

b. Aplicar los reactivos metalicos (plata y oro) en gotas sobf@proximadamente 10 mL).

el tejido, en una camara himeda (como la que se usa para

inmunohistoquimica). - Agregar el precipitado de carbonato de plata guardado en la
c. Utilizar vasos de Koplin o de precipitados de 100 mL pampeta, para neutralizar el amoniaco que pudiera haber en ex-
los demas reactivos y para los lavados. ceso y filtrar.

d. Escurrir bien y enjuagar la parte posterior de los portaobjetos
para evitar el arrastre de los reactivos impregnadores y  Se recomienda preparar sélo la cantidad que se va a
reductores. Se rodea con papel filtro el corte, sin tocarlo, pardizar.
enjugar el excedente de reactivo.
Formol al 25%. El formol al 25% para esta técnica se prepa-

Preparacioén de los reactivos. ra con una parte de formaldehido (250 mL), tres partes de
agua destilada (750 mL). Se recomienda preparar con antici-

Nitrato de plata al 20% pacion un litro y guardar.

- Mezclar 2 g de nitrato de plata con 10 mL de agua destilada

(aproximadamente para 10 preparaciones). Procedimiento:

- De preferencia la solucién debe prepararse cada vez quéd sEijacion en formol al 10%, de 8 a 15 dias.

va a usar, pues por ser concentrada la plata tiende a precipRaCortes por parafina de 6 a 1, a menos que se requie-

se. Se puede guardar en frasco ambar protegido del calor sala, no se recomiendan cortes muy delgados pues se pierde el
luz y revisar sobre fondo blanco que no tenga precipitadosrso de las fibras nerviosas.

antes de usar. 3. Lavar tres veces con agua destilada.
4. Sumergir los cortes en agua piridinada (XXV gotas de
Nitrato de plata al 10%. piridina en 50 mL de agua destilada), 15 min.

- Mezclar 1 g de nitrato de plata con 10 mL de agua destilada.Lavar tres veces con agua destilada. Secar el portaobjetos
con papel filtro evitando tocar el tejido.
Se puede preparar y guardar en frasco ambar prote@iimpregnacién con gotas de nitrato de plata al 20% durante
do del calor y la luz y revisar sobre fondo blanco que no tengd h, en camara himeda a temperatura ambiente. Escurrir y

precipitados antes de usar. secar el portaobjetos con papel filtro evitando tocar el tejido.
7. Pasar los cortes uno por uno a formol al 25%, tres cambios.
Carbonato de sodio a saturacion Cada vez, enjuagar la parte posterior del portaobjetos y en-
- A 1 L de agua destilada agregar carbonato de sodio hgsi@gar la parte de enfrente con papel filtro, sin tocar el corte.
formar una solucién saturada. Esta operacion debe ser muy cuidadosa para evitar el deposi-

to de precipitado en el tejido, sobre todo al pasar de la plata al
Guardar en frasco ambar o claro, de preferencia se débanol. Cambiar inmediatamente el formol si se observa le-
tener siempre preparado con anticipacion en cantidad sufiroso (con precipitado).

ciente. 8. Impregnacion con gotas de plata hiperfuerte recién prepa-
rada y filtrada hasta que los cortes tomen color amarillento
Carbonato de plata hiperfuerte (dmbar) entonces se escurre. Dependiendo de los resultados

- Mezclar 10 mL de nitrato de plata al 10% con carbonato geede hacerse una segunda impregnacion del mismo modo.
sodio saturado hasta que deje de formarse precipitado. Se & se cubre el tejido con unas gotas de esta solucion sin que
sedimentar y se decanta. Se conserva solo el precipitado serderrame y se mantiene en la camara hdimeda.

el minimo de sobrenadante. 9. Lavar rapidamente con agua destilada.
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10. Diferenciar en una so- §
lucién débil de acido acéti-
co, hacer dos cambios (agu
40 ml + V gotas de acido
acético). :
11. Lavar rapidamente en §
agua destilada.

12. Virar con cloruro de oro
al 0,2%, aproximadamente 1
mL para cada preparacion A
(con dos o tres cortes), eng ¥
camara himeda cubriéndo-
la de la luz, durante 15 min.
13. Remocion del metal ex-
cedente con hiposulfito de
sodio al 5% durante 5 min. ~
14. Lavar con agua destilada.
15. Deshidratar con alcoho-
les graduales. ’
16. Aclarar con xilol, mon-
tar y cubrir con resina sinté-
tica.

El pa® 12 es opcio-
nal. Ademas, se debe tener,
preparado el formol al 25%
en suficiente cantidad con
anticipacion, pues si se en-
turbia debe eliminarse y no
usarse con otros cortes.

RESULTADOS

Las impregna- ¥
ciones obtenidas se pueder,
observar en las Figuras 2y
3. Corpusculos sensitivos, g
nervios, axones mieliniza-
dos y no mielinizados se \
observan en color negro G|

con un fondo violeta si se _. . . ) | ich liforni
hace la entonacién aurica Fig. 2. Fotomicrografias de diversas estructuras de lavardéichtys californicugA-C) y de

(paso 12) si no, el tono del piel de yertebrados (D-H) impregnadas con la técnica de Llombart (cc_)n entonacié_n aurica en
fondo es doraéo Aunque color purpura). A. Corte saglt_al de larva de_ Ienguado._ Se observan Slstema} Nervioso Central
SN ... (SNC), notocorda (No), ganglios (G) y nervios (N) espinales, fasciculos nerviosos (F) en mus-
no es una tecmc_a ,eSpeC'f"culo subtegumentario (M). B. Ganglio espinal de lenguado, se observan las neuronas sensitivas
C"f‘ para argentaflnldad, _Ias (S) y sus prolongaciones (flechas). C. Fasciculos nerviosos (F) entre haces musculares (M)
células argentafines se im- g htegumentarios. D. Fasciculos nerviosos (F) hacia un neuromasto (ne) en la epidermis de
pregnan intensamente, €NmexicanumE. Fibra nerviosa mielinica (fm) en dermis (D) de pieHdenidactylusF. Fibra
color negro las de noradre- nerviosa amielinica (fa) en epidermis (E)HiemidactylusG. Terminaciones nerviosas (fle-
nalina y pardas las de chas) en el collar epidérmico (ce) de una vibrisa nadahttas H. Terminacion nerviosa tipo
adrenalina. Merckel (tM) en la dermis (D) de cojinete plantaiRigtus Epidermis (E).
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Fig. 3. Fotomicrografias de glandulas adrenales de vertebrados impregnadas con la técnica de Llombart (con
entonacion aurica en color purpura), demuestran tanto el tejido esteroidogénico (E) como el cromafin (C), en este
ultimo se diferencian las células elaboradoras de noradrenalina (N) de las de adrenalina (A), fibras nerviosas (F)
y neuronas (N). A. Islotes adrenales (circulos punteaddshpbgstomaB. Células elaboradoras de noradrenalina
predominantes eAmbystomaC. Adrenal deSceloporusD. Adrenal deGallus.E. Células de noradrenalina y
adrenalina en tejido cromafin @allus F. Adrenal deRattus G. Células de noradrenalina y adrenalina en
medula adrenal dRattus H. Las células de adrenalina de la médula adreriRétdes muestran gran inervacion.
Sinusoides (V), capsula (CA), rifién (R).
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DISCUSION costosos los estudios de esta naturaleza. Al utilizar una sola
técnica como la impregnacion argéntica de Llombart pode-
mos poner de manifiesto simultdneamente la mayoria de los

En general todas las estructuras del cuerpo estdlementos que constituyen la glandula, con excelente deta-
inervadas, y normalmente se requieren muchos estudios|lely gran contraste, lo que permite: hacer una buena des-

gunos de ellos sofisticados y costosos, para analizar dicgcion histoldgica; realizar analisis morfométricos y

inervacion. La observacion de las fibras y terminaciones neptimizar los recursos, incluyendo el material bioldgico.

viosas entre los tejidos de los diversos 6rganos es un reto

grande ya que generalmente quedan enmascaradas entre los Por la alta definicién de cada estructura, esta técnica

constituyentes tisulares y ninguna técnica de rutina permés muy favorable para hacer estudios morfométricos tanto a

visualizarlas. nivel de sus tejidos (cromoargentafin y esteroidogénico)
como a nivel celular (células elaboradoras de adrenalina, de

Seleccionamos entre muchas técnicas argénticas untadrenalina y neuronas simpaticas) o subcelular (granu-
gue nos permitiera ver con claridad las fibras y terminacitss intracitoplasmicos, terminaciones nerviosas).

nes nerviosas periféricas, dentro de su entorno tisular. La

técnica de Llombart cumplié satisfactoriamente con las ex- Cabe mencionar, que esta técnica no sélo nos ha per-

pectativas necesarias para este fin. En todos los tejidos protido reconocer las células cromafines en la glandula

bados se obtuvieron resultados aceptables. En general pérenal de los vertebrados, sino también demostrar células
mitié observar nervios y fasciculos nerviosos, y en particargentafines en el pancreas, el intestino y los rifiones entre
lar analizar las terminaciones nerviosas practicamente @mnos 6rganos (resultados no mostrados).

todos los tejidos, y demostrar diversos tipos de corpusculos

sensitivos en la piel. Por todo lo anterior proponemos a la técnica de
Llombart como un método de rutina en todos aquellos proto-

La aplicacién de la técnica de Llombart para compaolos cientificos o diagnésticos, que en primera instancia pre-
rar la inervacién en la glandula adrenal de vertebrados, temdan demostrar la inervacion de cualquier 6rgano o la pre-
s6lo cumplié este objetivo sino que sin ser una técnica paencia de células argentafines (cromafines) en los tejidos.
argentafinidad, demostré en forma diferencial no sélo al te-

jido cromafin (argentafin) respecto al esteroidogénico, sino Es importante recalcar, que como cualquier procedi-

también permitié reconocer claramente tanto las célulasento de histoquimica o inmunohistoquimica, los méto-

elaboradoras de adrenalina como las células elaboradasidgde plata exigen pureza en los reactivos y ejecucion exacta

noradrenalina (Unsicker, 1973; Accordi & Gallo, 1982), ylel protocolo para obtener resultados consistentes y

ademas todos los elementos de la glandula, como lapetibles.

neuronas simpaticas y su vascularizacion. La alta definicion

de las células cromafines resulté en nuestra experiencia,

superior a la ofrecida por otras técnicas especificas p@&®NCLUSIONES

argentafinidad o cromafinidad.

Para hacer el estudio comparativo de la glandula Las principales adaptaciones que se hicieron a la téc-
adrenal es indispensable hacer un buen mapeo de los wica original fueron: a) cambiar los cortes por congelacion
tejidos que la constituyen (cromafin y el esteroidogénicppr cortes en parafina, b) hacer la impregnacion por goteo
en los animales que los tienen separados y dispersos (peteana camara hUmeda como en la imunohistoquimica y c)
y anfibios) asi como realizar una clara diferenciacion de ellde manera opcional, aplicar cloruro de oro para la entona-
en los organismos que los tienen complejamente entremen aurica, que generalmente se omite por el costo del oro,
clados (como es el caso de los reptiles y las aves) (Leagero al aplicarlo en gotas resulta muy econémico.

1975; Paniagua & Nistal, 1983). La demostracion de todos

los elementos que constituyen la glandula adrenal requiere  La adaptacion de la Técnica de Llombart en cortes
de varios métodos especificos entre ellos técnicas pa@ parafina y probada con buenos resultados en la piel de
lipidos, para cromafinidad, para neuronas, para fibras y teiferentes vertebrados, es sugerida también como una téc-
minaciones nerviosas o bien histoquimicas nica de rutina en cualquier protocolo que requiera demos-
inmunohistoquimicas particulares. En todos los casos mérar estructuras del SNP (ganglios, nervios, fasciculos, fi-
cionados se marcan estructuras, sustancias o moléculasess, terminaciones nerviosas y corpuisculos sensitivos) en
pecificas pero se pierde el panorama tisular. Asimismo heyalquier parte del organismo con una alta definicién y sin
que utilizar diversas metodologias y reactivos que hacen npgrder el entorno tisular.
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La aplicacion de la técnica de Llombart resulté mules sumamente especificos y simultaneamente demostrar las
util para la demostracion simultanea de todos los compearacteristicas del ambito tisular, gracias a su gran sensibili-
nentes histolégicos y citolégicos de la glandula adrenal dad por las estructuras celulares y tisulares, a su marcaje de
vertebrados. Especialmente las células elaboradorasatte contraste y con la ventaja de que la impregnacion de las
adrenalina y de noradrenalina, aun cuando no es una técrastiucturas no decae a través del tiempo.
especifica para argentafinidad.

Finalmente podemos decir que mediante el trabafgdGRADECIMIENTOS
interdisciplinario y colaborativo, los métodos argénticos re-
finados, como el de Llombart, prometen seguir siendo una
herramienta bioanalitica vigente para el estudio de sistema  Agradecemos a la Biéloga Ménica Buendia Padilla
nervioso central y periférico, al ofrecer detalles estructurper su apoyo técnico.

RIVAS, M. P.; CHAVIRA, R.C. T. & ORTIZ, H. R. Adaptation of the Llombart’s silver impregnation technique for demonstration of nerve
fibers in any tissue in paraffin sectiofist. J. Morphol., 32(3)973-980, 2014.

SUMMARY: In Biological research is still necessary for the demonstration of the peripheral innervation in numerous tissues and organs.
The aim of this study was to rescue and modernize one of the most consistent methods that we have tried to demonstbiteneevigiien.
Llombart’'s technique for nerve fibers was adapted by paraffin cutquaf i different animal tissue. The silver impregnation was done by
dripping in a moist chamber. It was demonstrated in a constant, precise and serial form, nerve terminations, and sersste| eupons, and
peripheral nerve fibers. Despite being highly specific to nerve fibers, the technique does not sacrifice tissue pangregsasaittiful images
set. Without being a technique to argentaffin structures, it clearly shows two types of argentaffin cells in the adrenehgladdiion of the
metal reactive in droplets and in a humid chamber provides a very economical variant.

KEY WORDS: Silver impregnation; Nerve fibers; Peripheral innervation; Argentaffin cells.
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