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Modelo tridimensional basico y de bajo costo en cerebro de vaca

mediante la Técnica de Klingler

MEXICO

Basic and low cost tridimensional model of the cow’s brain using the Klingler

technique.
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Resumen

Se describié una de las distintas técnicas neuroanatémicas para el
estudio del cerebro humano y animal. Mediante la fijacién con for-
maldehido y el congelamiento.

El objetivo de este trabajo fue generar modelos tridimensionales, facil
de manipular y de bajo costo, a través de la técnica de Klingler modifi-
cada con cerebros de vaca. En el anfiteatro de la Escuela de Medicina
de la Universidad Cuauhtémoc Plantel San Luis Potosi, México.

Los criterios de exclusion fueron: cerebros de vaca con un postmor-
tem de mas de 48 horas y cuya muerte sea de origen neurolégica.
Posteriormente, los cerebros de vaca se sometieron al método Klin-
gler modificado que consiste en; 1. Lavado del sistema vascular, 2.
Fijacion en formaldehido al 10%, 3. Inmersion del cerebro en agua
corriente, 4. Retiro de meninges y sistema vascular, 5. Congelacion, 6.
Descongelacioén. El formaldehido al 10% dio el apoyo necesario para
la fijacién uniforme de los cerebros de vaca, el periodo de congela-
miento fue lo suficientemente necesario para la fragmentacion de la
corteza cerebral.

El tiempo requerido para este trabajo fue de 43 dias, divididos de la
siguiente manera: 1 dfa para canulado y lavado del sistema arterial
con agua corriente, 30 dias para fijacion por inmersién con formalde-
hido al 10%, 1 dia para lavado con agua corriente, 1 dia para retirar
aracnoides, piamadre y sistema vascular y 10 dias para el proceso de
congelacion.

Finalmente, el cerebro de vaca es una alternativa similar al cerebro
humano para el estudio de diferentes estructuras de la configuracion
externa e interna del cerebro, principalmente para aquellos que co-
mienzan a relacionarse estas habilidades en pregrado.

Palabras clave: cerebro, técnica de klingler, neuroanatomia, sustan-
Cia gris.

Introduccion

En 1935, el médico y neuroanatomista Joseph Klingler
(1888-1963) desarrolld la técnica para conservacion del ce-
rebro humano para disecciéon mediante la fijacién y conge-
lacion.

Veintitin afios después publicéd su obra llamada “Atlas Ce-

rebri Humani”, técnica que actualmente lleva su nombre. '
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Abstract

One of the different neuroanatomical techniques for the study of the
human and animal brain was described. By means of formaldehyde
fixation and freezing.

The objective of this work was to generate three-dimensional models,
easy to manipulate and low cost, through the modified Klingler tech-
nique with cow brains. In the amphitheater of the School of Medicine
of the Universidad Cuauhtémoc Plantel San Luis Potosi, Mexico.

The exclusion criteria were: cow brains with a postmortem of more
than 48 hours, and whose death was of neurological origin. Sub-
sequently, the cow brains were subjected to the modified Klingler
method which consists of, 1. Washing of the vascular system, 2. 10%
formaldehyde fixation, 3. Immersion of the brain in running water, 4.
Removal of the meninges and vascular system, 5. Freezing, 6. Thaw-
ing. The 10% formaldehyde gave the necessary support for uniform
fixation of the cow brains, the freezing period was sufficiently neces-
sary for fragmentation of the cerebral cortex.

The time required for this work was 43 days, divided as follows: 1
day for cannulation and washing of the arterial system with running
water, 30 days for fixation by immersion with 10% formaldehyde, 1
day for washing with running water, 1 day for removal of arachnoid,
pia mater and vascular system and 10 days for the freezing process.
Finally, the cow brain is an alternative similar to the human brain for
the study of different structures of the external and internal configu-
ration of the brain, mainly for those who begin to relate these skills
in undergraduate.

Keywords: brain, klingler technique, neuroanatomy, gray matter.

La técnica original de Klingler consiste en colocar el cere-
bro humano en formaldehido al 5% por un mes y someterlo
a congelamiento entre (-20 a -22°C) durante al menos 15
dias.

Posteriormente se retira del congelador y se lava nueva-
mente con agua corriente dejandolo descongelar a tempe-
ratura ambiente. Para realizar la diseccion utilizo una pinza
suiza de relojero punta fina y espatulas de madera de tilo de
diferentes diametros.'3*
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En los ultimos anos, se han publicado diferentes traba-
jos que presentan modificaciones al método Klingler, con
cerebros de humano, vaca, gato, cerdo, conejo y caballo,
tal como la reduccién en la concentracion de formaldehido,
aumento en los dias y grados de congelamiento y replecién
vascular con silicon o latex de moldeo.>67-89

Por otro lado, las escuelas publicas y privadas de medicina,
por términos legales y bioéticos se enfrentan a un problema
complejo, ya que los materiales bioldgicos y piezas anaté-
micas, cada vez son mas dificiles de conseguir, ain mas, las
piezas de estudio neuroanatomico, que presentan dificil ad-
quisicién, sin olvidar lo complicado que es la manipulacion y
estudio de las mismas fuera de los laboratorios. ™

Dicha situacion hace necesario emplear esta técnica, esta-
bleciendo detalles caracteristicos de los protocolos desarro-
llados por otros grupos de investigacion.

El objetivo de este trabajo fue generar modelos tridimen-
sionales, facil de manipular y de bajo costo, a través de la
técnica de Klingler modificada con cerebros de vaca.

Material y método

El presente trabajo se realizé en el Anfiteatro de la Escuela
de Medicina de la Universidad Cuauhtémoc Plantel San Luis
Potosi, México.

Los criterios de exclusion fueron cerebros de vaca con
postmortem de mas de 48 horas, y cuya muerte sea de ori-
gen neuroldgica.

Este estudio, al no ser un proyecto que implicara experi-
mentacion con pacientes y animales de laboratorio vivos, se
considerd un proyecto sin riesgo acorde a la ley general de
salud, ya que los cerebros de vaca se obtuvieron en el rastro
municipal del estado, con un postmortem de 24 horas.

Por lo tanto, de acuerdo con las regulaciones pertinen-
tes, el estudio esta exento del requisito de aprobacién por
el comité de ética e Investigacion de la Escuela de Medici-
na de la Universidad Cuauhtémoc Plantel San Luis Potosi, y
se observaron los lineamientos para derechos, conforme al
sistema de residuos peligrosos biolégicos infecciosos (RPBI)
respectivo.

Los materiales utilizados fueron: 6 cerebros de vaca con
postmortem entre 24-48 horas, 12 sondas nasogastricas ca-
libre 5Fr, 10 suturas no absorbible seda negra 3-0, 2 jeringas
de 10ml, 20 gasas de 10x20 cm, tijeras de microdiseccion,
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pinzas de relojero de punta suiza, 12 litros de formaldehido
al 10%, 1 contenedor de plastico con capacidad de 20 litros,
6 bolsas de polietileno, un congelador domestico de dos
puertas marca DAEWOO® y equipo de proteccion personal.

Para comenzar, los cerebros de vaca se sometieron a:

e Lavado del sistema vascular: Se canulan la arteria
basilar y una arteria carétida interna con una son-
da de alimentacion nasogastrica de 5Fr. y las arte-
rias contralaterales se ligan con seda negra 3-0 para
evitar fugas. El lavado debe realizarse manualmente
mediante una jeringa de 10ml. que inyecta agua co-
rriente continuamente sin exceso de presion, con el
objetivo de retirar restos hematicos de la luz de los
vasos, evitando la formacién de coagulos.

e Fijacién: Previo a la colocacién del formaldehido en
el recipiente de plastico, colocamos una red hecha de
gasas estériles de 10x20cm. Evitando que los cerebros
de vaca toquen el fondo del recipiente, para no pro-
ducir cambios en la configuracion externa del cerebro.
La fijacion se realiza por medio de inmersiéon en for-
maldehido al 10%. Se preparan 12 litros de la so-
lucién y se colocan en un recipiente de plastico con
capacidad de 20 litros. Posteriormente los 6 cerebros
de vaca, permaneceran por un periodo minimo de 30
dias en la solucion.

e Lavado del cerebro: Antes de iniciar el retiro de me-
ninges y sistema vascular, se retiran los cerebros de
la solucion y se lavan con agua corriente abundante
durante 24 horas, con la finalidad de evitar los efec-
tos toxicos e irritativos relacionados con la exposicion
continua a formaldehido.

e Retiro de meninges y sistema vascular: Se retira la
aracnoides, piamadre y el sistema arterial cerebral de
la configuraciéon externa de los cerebros tratando de
no lesionar la corteza cerebral, cerebelosa y tallo ce-
rebral. Para ello es necesario utilizar pinzas de relojero
punta fina y tijeras de microdiseccion curvas o rectas,
como se muestra en la imagen. (Fig. 1)

e Congelacion: Posteriormente, se coloca cada uno
de los cerebros en una bolsa de plastico, se realiza
un nudo de manera que no se escape vapor o liqui-
do alguno y se colocan por un periodo de 10 dias
en un congelador doméstico de dos puertas marca
DAEWOO® a (-16°C y 24°C)

e Descongelacion: Una vez transcurrido el tiempo en
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congelacion, se extraen las bolsas con los cerebros de
vaca y se colocan en un recipiente de plastico 6 litros
agua corriente durante 2 horas para que se descon-
gelen a temperatura ambiente. Finalmente, el mode-
lo esta listo para realizar diseccion de la sustancia gris,
distintos cortes o lo que el instructor o docente desee
realizar.

Fig. 1: Elementos utilizados para diseccién de aracnoides y sistema vascular.
1) Pinzas de relojero punta fina; 2) Tijeras de microdiseccion rectas.

Resultados

El tiempo requerido para este trabajo fue de 43 dias, divi-
didos de la siguiente manera:

1 dia para canulado y lavado del sistema arterial con
agua corriente

e 30 dias para fijacion por inmersion con formaldehido
al 10%

e 1 dia para lavado con agua corriente

e 1 dfa para retirar aracnoides, piamadre y sistema vas-
cular

10 dias para el proceso de congelacion.

La técnica utilizada para producir los modelos fue satisfac-
toria. Se produce una compactacion de la sustancia blanca
y gris de los cerebros de vaca sometidos a fijacion con for-
maldehido al 10% durante 30 dias, ya que el formaldehido
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localizado entre las fibras de sustancia blanca y gris forman
una especie de microcristales que al descongelarse a tempe-
ratura ambiente producen una hidrodiseccién.

Sin olvidar que el formaldehido al 10% dio el apoyo nece-
sario para la fijacién de los cerebros de vaca uniformemente,
adquiriendo un color blanco y una consistencia sélida como
una goma, tal y como se observa en la Fig. 2.

En cambio, en la Fig. 3 se aprecia un solo cerebro como
muestra, posterior al congelamiento por 10 dias cubierto de
hielo.

Fig. 2: Se observa cerebro de vaca fijado en formaldehido al 10% por 30 dias adquiriendo
un color blanco y uniforme

- A by
Fig. 3: Se observa un solo cerebro como muestra, posterior al congelamiento por 10 dias
cubierto por cristales de hielo.
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El periodo de congelamiento fue lo suficientemente ne-
cesario para la fragmentacién de la corteza cerebral, adqui-
riendo un color café claro posterior al descongelamiento a
temperatura ambiente por dos horas, tal como se muestra
en la Fig. 4.

Finalmente se muestra la diseccion de la sustancia gris del
hemisferio izquierdo, quedando expuestas las fibras blancas
de asociacién corta o arciformes del mismo hemisferio. (Fig. 5)

Fig. 4: Se observa un solo cerebro como muestra, descongelado a temperatura ambiente
adquiriendo un color café claro.

Fig. 5: Se observa el hemisferio derecho intacto y el hemisferio izquierdo completamente
disecado destacando en este las fibras blancas de asociacion corta o arciformes

Discusion
Actualmente, los modelos neuroanatémicos hechos a tra-
vés de cerebros de vaca, caballo, cerdo, no son iguales al

cerebro humano real, pero son similares.

A
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Por lo tanto, uno de los mejores métodos para aprender
neuroanatomia es por medio de la observacion y compara-
cién con especimenes similares al cerebro humano.

El otro método es mediante la técnica de Klingler y consis-
te en la fijacién con formaldehido y congelacion del cerebro
para disecar fibras, como sustancia blanca y gris, como lo
hizo el médico y neuroanatomista aleman Joseph Klingler
en 1935.

La fijacién con formaldehido es el método mas utilizado.
Consiste en la inmersion en soluciones a base de formaldehi-
do a diferentes porcentajes. No obstante, es poco agradable
debido al penetrante olor y la irritacion de mucosas genera-
da por los quimicos utilizados."

Por otro lado, Guerrero, Del Sol y Ottone recomiendan la
concentracion de formaldehido al 10% para conservar los
tejidos del sistema nervioso central, siendo la mas utilizada,
la cual no presenta alteraciones de los tractos y estructuras,
en relacion a la concentraciéon de formaldehido utilizado por
Klingler para este trabajo.'

Con respecto a la fijacion Ocampo y Gomes afirman que
el formaldehido es un magnifico avance en la fijacion de te-
jidos por su poder antimicrobiano, bajo costo y facil acceso,
pero es toxico si se expone durante mucho tiempo. En res-
puesta a esto se ha buscado utilizar fijadores alternos como;
alcohol, fenol, entre otros.'

La técnica de Klingler es un excelente método de disec-
cion de la configuracion interna del encéfalo, que nos per-
mite apreciar la direccién, angulacion, y trayecto de las fibras
de asociacion, comisurales y de proyeccion.®

Los futuros trabajos con estos modelos deberan de tomar
en cuenta tres condiciones para obtener una buena pieza.

Segun Klingler, la primera es poseer buenos conocimientos
de neuroanatomia, el segundo es poseer unas manos muy
adiestradas y la tercera es tener paciencia y constancia.'

Conclusiones

El cerebro de vaca es una gran alternativa similar al ce-
rebro humano contiene estructuras muy peculiares que po-
drfan servir como reforzamiento de las clases practicas de
neuroanatomia de pregrado como; cuerpo calloso, tallo ce-
rebral, cerebelo y meninges.

Los autores recomiendan la fijacién con formaldehido al
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10% por 30 dias y someter a congelaciéon los cerebros a
(-16°C y 24°C) durante 10 dias y la utilizacion de instrumen-
tos de microdiseccién como; pinzas de relojero de punta fina
y tijeras de microdiseccion rectas o curvas para lesionar lo
menos posible la corteza cerebral.
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