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Resumen

La tincion de Golgi es un método histoldgico que revolucioné la neurociencia al revelar la citoarquitectura y la
morfologia detallada de una neurona, fue desarrollado por Camillo Golgi en 1873, y ha sido el mas usado
para la observacion y analisis de la morfologia neuronal (Haueis, 2022). Este método se basa en una
impregnacion metalica de las neuronas para la observacion del soma, los axones, las dendritas y las espinas
dendriticas, mismas que permiten una obtencion de datos acerca de las conexiones neuronales y los cambios
en respuesta a multiples influencias genéticas y ambientales, asociadas a alteraciones en la fisiologia y el
comportamiento de los organismos. Este articulo tiene como propdsito hacer una descripcién general de los
origenes y aplicaciones de este método histoldgico, que cambid para siempre a las neurociencia a finales del
siglo XIX, y sigue vigente, asi mismo reconocer que a pesar de que existen métodos de tincion que
actualmente revelan la morfologia de la neurona con una buena calidad, la tinciéon de Golgi es conocida por
ser practica, a un costo accesible y que se mantiene vigente por la calidad de revelado de la morfologia de
las neuronas.
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Introduccion

A lo largo de la historia se han dado un sinfin de grandes avances y descubrimientos cientificos que han
sentado el estudio de las modernas neurociencias. El papel en el conocimiento de la estructura celular de
tejidos juega un papel crucial en esta disciplina, y es gracias al desarrollo del microscopio y la introduccion
del uso de sustancias colorantes para tefir tejidos biolégicos, que hoy podemos contar con herramientas que
facilitan su estudio. A pesar de que existen modernas tecnologias, como el marcaje con fluorescencia que
permite visualizar en detalle la estructura de una neurona, inclusive in vivo, la inyeccién de la sustancia
fluorescente requiere de equipo sofisticado y usualmente costoso, con el inconveniente de que se marca una
0 pocas neuronas a la vez, con un marcaje relativamente mucho més breve y labil. Al contrario, con el Golgi
puede impregnarse practicamente todo el cerebro, y con ello obtener cientos de neuronas tefiidas, de
multiples regiones, y que pueden visualizarse con un microscopio éptico convencional, accesible a cualquier
colegio de educacién basica, con grado de investigacién, y con una vida util de afios con una adecuada
conservacion. Este trabajo de revision se complementa con el trabajo experimental de la puesta a punto de
la técnica en cuestidn, se invita a los lectores a consultarlo para que pueda apreciarse la belleza y el detalle
de las preparaciones obtenidas por los estudiantes de este XXIX Verano de la Ciencia UGto., mismo que
pueden encontrar por el autor principal o el titulo (Amaya Zaldivar Verdier y cols., 2024, “Aplicacion del Método
Golgi-Cox para la tincion de tejido cerebral).

Golgi y Cajal: premio Nobel y controversias

En 1873, Camilo Golgi desarrollo un método de tincion tisular que permitié ver las células y sus
prolongaciones tefiidas de negro; donde se podia observar las terminaciones neuronales y su relacion dentro
del tejido nervioso. El método, llamado “reaccion negra” se basaba en sumergir muestras de tejido nervioso
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en disoluciones de bicromato y acido ésmico durante varios dias, y después en una solucién de nitrato de
plata para precipitar el cromato argéntico, que se depositaba en el tejido nervioso. Este método le permitié a
Golgi el estudio de la sustancia gris cerebral, el cerebelo y el bulbo olfatorio. La base de su teoria reticular
describia la estructura nerviosa como una red continla formada por la unién de ramas terminales y
colaterales, donde afirmaba que las dendritas no formaban parte de las fibras nerviosas, solo se relacionaban
con los vasos sanguineos y el tejido conectivo (Lopera Ch., M. C., 2011).

El cientifico espafiol Santiago Ramoén y Cajal conocié el método de coloracién de Golgi en 1887, y comenzd
a perfeccionarlo, determinando las condiciones de la reacciéon cromo-argéntica para cada paso particular,
estabilizandola y fijando la preparacion. Introdujo en el método el “proceder la doble y triple impregnacion”,
donde se reducia el tiempo de preparacion y lograba colorear el tejido cortado en bloques de algunos
milimetros. La técnica de tincion que habia mejorado producia coloraciones mas estables y le permitio
estudiar el desarrollo de las células nerviosas en embriones. Su primera publicacién donde utiliza el método
de Golgi fue en 1888, trabajando en el cerebelo de las aves, en su trabajo se detallan las primeras
descripciones de las terminaciones libres en estructuras nerviosas centrales, y le permitié formular la Teoria
Neuronal, que contradecia a la teoria reticular de Golgi. En su teoria, Cajal postulé y llegé a demostrar la
independencia de la célula nerviosa como unidad morfoldgica y funcional: “Nosotros no hemos podido ver
una malla de semejante red, ni en el cerebro, ni en la médula, ni en cerebelo [...] las células nerviosas son
elementos independientes jamas anastomosados ni por sus expansiones protoplasmaticas [...] y que la
propagacion de la accién nerviosa se verifica por contactos a nivel de ciertos aparatos o disposiciones de
engranajes; cuyo objeto es fijar la conexién, multiplicando la superficie de influencia (Ramoén y Cajal, 1888)”.

En 1906, Cajal y Golgi recibieron el premio Nobel de Fisiologia y Medicina por su trabajo sobre la estructura
del sistema nervioso. Lamentablemente se dafidé enormemente la reputacion del Golgi en la neurociencia
debido a que defendié obstinadamente sus ideas que apoyaban una organizacion reticular del sistema
nervioso, el cual fue refutado por Ramon y Cajal al usar su método de tinciéon a partir del de Golgi, donde
detectd que habia espacios entre las dendritas (Bentivoglio et al., 2019).

El 11 de diciembre 1906, Camilo Golgi ofrecié su lectura Nobel en el cual presenta su trabajo titulado como
“Doctrina neuronal, teoria y hechos” y aunque el contenido es opuesto a la teoria neuronal utilizé este nombre
debido a sus investigaciones, describié sus aportaciones y ataco a las tres ideas mas importantes de Ramén
y Cajal sobre la teoria neuronal, el concepto de polarizacion y la idea del origen de las células nerviosas. Por
su parte, Ramon y Cajal ofreci6 su lectura de Nobel el dia 12 de diciembre de 1906, hablando de su trabajo
cientifico en el campo de la histologia y fisiologia del sistema nervioso, defendioé la postura en que las células
nerviosas son unidades morfoldgicas y se refiere a ellas con el término “neurona” (De et al., 2006).

Fue la primera vez que un premio Nobel fue compartido. Hubo antecedentes significativos que influyeron para
que el comité Nobel tomara esta decision. Camilo Golgi no fue candidato en 1901 sino hasta que se decidi6é
en 1906 otorgar el premio a Camilo Golgi y Ramon y Cajal. En este afio Kdlliker, de Wirzburg, Retzius, de
Estocolmo, y Furst de Lund, propusieron a Golgi y Cajal, pero Retzius propuso solo a Ramon y Cajal como
candidato unico siendo apoyado por otros miembros. Holmgren acentuaba que Cajal era superior a Golgi en
cuanto a investigaciones, por ultimo, refirié a favor de Cajal “no solo ha servido a la ciencia con correcciones
a lo dicho por otros, o al afiadir conceptos importantes al conocimiento cientifico, sino que ha sido él sélo
(Cajal) el que ha construido el entramado estructural del pensamiento, y abrié un amplio campo para que
otros también contribuyan con sus investigaciones sobre el tema” (De et al., 2006)

El método en el campo de la histologia

El desarrollo de la investigacion histolégica, encargada del estudio de la estructura a nivel microscépico de
tejidos, células y organulos celulares para describir su morfologia y posible funcién, estuvo estrechamente
relacionado con la invencion de instrumentos y técnicas de observacion microscopica. La facilitacion del
estudio de la estructura celular y los tejidos fue posible gracias al desarrollo del microscopio y otros elementos
auxiliares. (Das et al., 2013).
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En la segunda mitad del siglo XVIlI Marcello Malpighi estudio tejidos animales y vegetales, entre los tejidos
que estudio fue el cerebro y describié algunas células grandes de la corteza cerebral, demostré que todos los
tejidos estan formados por células. Fue el primero en observar con microscopios de esa época glébulos rojos
de la sangre, descubrié la continuidad de los capilares arteriales y los venosos. Confirmo hipétesis de la
circulacion cerrada de la sangre, sin duda Malpighi se considera el primer histélogo de la historia. La
histologia, como ciencia moderna, inicia en 1841 con la aparicion del tratado de Henle Aligeneine Anatomie
y la publicacién del primer texto de histologia humana de Kolliker: “Handbuch der Gewebelehre des
Menschen” (1852), (Shan et al., 2022b). El problema consistia en el desarrollo de una técnica que permitiese
visualizar directamente los elementos y componentes del sistema nervioso con claridad y distincién, con el
fin de visualizar la célula nerviosa con toda extension, desde sus ramas mas distantes y distinguiendo
individualmente cada célula dentro del bosque celular (Felie & Jones, 1992; Mazarello 2010; Fiorentini, 2011).
Por su parte, en 1854, Joseph von Gerlach introdujo la técnica de usar sustancias colorantes para tejidos
biolégicos, dando simultaneamente apertura a la histoquimica, técnica que determina el tipo de colorante
para cada tejido. Las técnicas y los métodos empleados para la coloracion fueron importantes por el progreso
de la industria quimica que producia los colorantes y la observacion de que tejidos y tipos de células
reaccionaban de manera diferente a diversas sustancias, resultando tefirse de manera distinta. Como
ejemplo de lo anterior, Von Gerlach tifi¢ las células nerviosas con carmin y cloruro de oro, dando como
resultado el haber visto las fibras que unian diversas dendritas nerviosas en forma de red. Paul Erhlich realizd
parte de su investigacién sobre la teoria y practica de la tincidon histolégica (“Beitrage zur Theorie und
Praxis der histologischen Farbung”, Facultad de Medicina de Leipzig, 1878), donde demostrd la
existencia de la barrera hematoencefalica al colorear con anilina la sangre de un ratén y observar que
el cerebro del animal no se tefiia, ademas contribuy6 en la innovacion en el uso de azules de metileno y de
indofenol para la tincion de diferentes tipos de células (Shan et al., 2022).

Sin embargo, no fue hasta 1873 que Camillo Golgi desarrolla un método de tincién usando sales de plata
para tefir neuronas (Torres-Fernandez, 2006) que se revoluciond la historia de la neurociencia como hoy la
conocemos, varios investigadores lo llaman el “método revolucionario” ya que continda vigente a pesar de
los avances tecnolégicos modernos (Cimino 1999; Shepherd 2015; Bentivoglio et al. 2019). EI método
consistia en que después de agregar dicromato de potasio al tejido cerebral para fijar la muestra, se sumergia
al tejido en una solucién de nitrato de plata; la solucidon de nitrato de plata reacciona con el dicromato de
potasio tifiendo las neuronas con cromato de plata, permitiendo visualizar selectivamente, en color negro, los
cuerpos celulares, dendritas y axones de algunas pocas células por pieza, sobre un trasfondo de color
amarillo (Barberis & Barberis, 2022). Golgi llamé a este método “reaccion negra”, que después seria conocido
también como el método o tincidon de Golgi (Torres-Fernandez, 2006).

Golgi publico la descripcidon del método y el primer reporte de resultados, en un comunicado preliminar de la
Gaceta Médica Italiana de 1873 (Barberis & Barberis, 2022): “Aprovechando el método, encontrado por mi,
de la tincion negra de los elementos del cerebro, tinciéon obtenida por la inmersién prolongada de las piezas,
previamente endurecidas con bicromato de potasio o amonio, en una solucion al 0,50 o al 1,0% de nitrato de
plata, descubri algunos hechos sobre la estructura de la materia gris cerebral que creo que merecen
comunicacién inmediata.”, (Golgi, 1873). Gracias a su método, Golgi describe por primera vez, en 1875, la
morfologia de las células del bulbo olfatorio del perro con una lamina que muestra la primera visualizacion de
la arquitectura completa de una region cerebral (Das et al., 2013).

En la comunidad cientifica, el método de Golgi estuvo latente un tiempo, pero en 1888 los estudios
micrograficos del tejido nervioso del anatomista Santiago Ramon y Cajal mejoraron el método de Golgi.
Ramon y Cajal inventé un procedimiento de doble y triple impregnacion, como se ha comentado antes, que
reducia el tiempo de preparacion, mejord la nitidez de las piezas y la replicabilidad de los resultados. Aplico
la técnica sobre tejido nervioso embrionario, pues en los embriones los axones todavia no estan recubiertos
de mielina, por lo que pueden impregnarse mejor y visualizarse hasta su terminacion. La importancia de la
técnica de tincion de Golgi y su posterior perfeccionamiento se reduce en lo que Fairén decia: "la técnica de
Golgi es sencilla en su ejecucidn y generosa en la informacion que proporciona", tanto asi que gran parte de
la informacion derivada por este método ha alcanzado grandes descubrimientos relevantes en la historia de
la ciencia (Vints et al., 2019).

Las contribuciones de Camillo Golgi continuaron con el método de tincion para apoyar la teoria reticular, que
establecia que el sistema nervioso estaba compuesto de una sola red continua de células, basado en las
descripciones del complejo de Golgi en el citoplasma celular, ademas de la identificacion de interneuronas
en la corteza cerebral y cordones posteriores de la médula espinal (células Golgi tipo Il). Por su parte, Ramoén
y Cajal usé el método de Golgi para apoyar su visién de que el sistema nervioso consistian en neuronas
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individuales al detectar espacios entre las dendritas, dando como resultado el rechazo de la teoria de la red
continua de Golgi, como se describié antes.

Albert Von Kolliker jugd un papel determinante en la importancia del uso del método de tinciéon de Golgi,
publicando las primeras descripciones neurohistolégicas de la corteza cerebral con esta técnica, dando
nombre de "piramidales" a las células corticales principales, estas neuronas estan entre las que mejor
responden a la técnica de tinciéon de Golgi. Uno de los discipulos de Cajal, Rafael Lorente de N6, continu6
con los estudios neurohistolégicos utilizando la técnica de Golgi. El primer diagrama de los microcircuitos de
la neocorteza fue una contribucion famosa de Lorente de N6 basada exclusivamente en la técnica de Golgi.
Después de afios del descubrimiento de la técnica de Golgi, a pesar del avance tecnolégico de la
neurociencia, continta siendo el procedimiento de mayor utilidad practica para la revelaciéon de la morfologia
neuronal completa, por ser sencillo y de bajo costo, permitiendo que esté al alcance de laboratorios modestos.

Comparacion con otros métodos de tincion

En comparacién con otras técnicas de tincién mas modernas, como lo es la microscopia confocal de neuronas
marcadas con fluorescencia, el método de tincion de Golgi tiene varias ventajas, como lo es la aplicacion a
practicamente cualquier tejido, incluido el cerebro postmortem, ademas de que la adquisicion de imagenes
basada en el método de Golgi son ampliamente disponibles para quien tenga acceso a un microscopio simple
0 una camara, a diferencia de las configuraciones de microscopia confocal mas costosas. Otro ejemplo es
que el tejido tefiido con Golgi requiere microscopia de campo claro y el tejido tefiido con fluorescencia solo
se puede obtener con epifluorescencia de campo amplio, asi como con microscopia confocal.

Las técnicas de inmunotincion a nivel molecular han sido utilizadas popularmente para la investigacion de los
tejidos nerviosos, pero la tincion de Golgi cuenta con mas ventajas que no se pueden alcanzar con la
inmunotincion. Es imposible inmunotefiir neuronas si no hay un anticuerpo muy especifico, esto hace que la
tincion de Golgi siga siendo muy valorada para los estudios morfolégicos porque hay innumerables proteinas
a las que no se pueden dirigir anticuerpos especificos (Das et al., 2013). Ademas, existe una importante
limitacion de la inmunotincién en el tejido cerebral humano, porque en los humanos la desnaturalizacion de
las proteinas ocurre inevitablemente, esto hace que se disminuya el etiquetado especifico de las neuronas;
por su parte, en la tincion de Golgi, no existen estas limitaciones porque las neuronas se tifien de forma
aleatoria y completa. Por ultimo, los citoarquitectdnicos resultantes de la tincion de Golgi pueden ser una guia
para analizar los resultados de la inmunotincion (Valverde, 1970).

A diferencia de cualquier otra técnica de tincién, como la tincion de Nissl, la tincion de Golgi revela toda la
microestructura de una neurona individual. La aplicacion de tincién de Nissl se recomienda a neuronas de
cuerpo grande ya que puede no detectar neuronas con cuerpos pequefios o interneuronas., esto deja
posicionada a la tincion de Golgi con la ventaja para tefiir toda la estructura de la neurona, incluidos los
axones, las dendritas y las espinas. Ahora bien, la técnica de tincion de Golgi proporciona informacion
detallada sobre la morfologia neuronal de las pocas neuronas que marca, la mayoria de las neuronas
permanecen sin tefir, por el otro lado, la técnica de tincién de Nissl permite un tefiido consistente de la mayor
parte de la poblacion neuronal, pero con informacion muy limitada sobre la morfologia neuronal.

Otras ventajas del método de tincién de Golgi sobre otros es que, en combinacion con el analisis avanzado
de imagenes, proporciona una metodologia de referencia para el rastreo y el analisis citoarquitectonico de
neuronas individuales, ya que el tejido tefiido de Golgi se puede analizar con varios programas de software,
entre ellos se encuentran softwares comerciales, como Imaris o Naurolucida para identificar y medir las
espinas dendriticas, aunque su adquisicion usualmente es cara, lo que hace que el analisis tenga un costo
prohibitivo para muchos investigadores.
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Descripcion del método de tincion de Golgi

La técnica de Golgi es un procedimiento histolégico que revela la morfologia neuronal completa en tres
dimensiones. Permite la visualizacién de neuronas enteras a través de la impregnacion de plata, tiene la
caracteristica de ser selectiva con la tincion de las neuronas, es decir, que no se tifien todos los cuerpos
neuronales del tejido cerebral, solo se tifie entre el 1-3 % del total de neuronas, lo cual es un misterio hasta
el dia de hoy. Se utiliza para visualizar toda la citoarquitectura de una neurona individual sobre un fondo
relativamente claro. Este método se basa en la formaciéon de depdsitos opacos intracelulares de cromato
argéntico, producto de la reaccién entre el bicromato de potasio y el nitrato de plata. Existen variantes de la
tincion de Golgi, al ser un método comunmente utilizado en laboratorios de neurociencia se llega a clasificar
en tres clases principales de métodos: Golgi Rapido, Golgi-Kopsch y Golgi-Cox (Torres-Fernandez, 2006).
Enseguida se comentan brevemente tales variantes.

Golgi-Cox

La impregnacion, la proteccion del tejido y el desarrollo del color son los pasos principales del método de
Golgi-Cox. En la impregnacion, el nitrato de plata se reemplaza con cloruro de mercurio y se utiliza dicromato
de potasio y cromato de potasio en este paso. Los tejidos tratados con solucién se mantienen en la oscuridad
durante 7 a 10 dias porque con una impregnacion mas larga, se encontré que las secciones del cerebro eran
menos adecuadas para la evaluacion morfométrica debido a una mayor precipitacion de manchas y artefactos
(Narayanan et al., 2014). En nuestro laboratorio el tiempo es de 14 dias, en base a resultados experimentales,
donde la tincion resulta de alta calidad.

En la proteccién de los tejidos se utilizan una soluciéon tampdén y una solucién crioprotectora que contiene
sacarosa Y polivinilpirrolidona, y se almacena en una habitaciéon oscura a 4 ° C durante aproximadamente 4
a 7 dias. En nuestro caso, preferimos utilizar sélo la sacarosa al 30% durante 4 dias, en el caso de que el
revelado de la tincion se vaya a realizar semanas después, se cambia a solucion de sacarosa al 6%, para
evitar la proliferacion de gérmenes u otros artefactos, no recomendamos que el revelado se postergue por
mas de 1-2 meses, por la misma razén, y en el caso de que sea inevitable, dicha solucién debe renovarse
cada 2 semanas al menos. La decisién de extender el tiempo de espera antes del revelado sdélo corresponde
a los investigadores y en funcidn de sus resultados, con la advertencia que ya se mencionado. Después se
realiza el paso de seccionamiento utilizando un vibratomo. En el desarrollo del color, el tejido se deshidrata y
se revela. La deshidratacidn se hace con etanol y la limpieza con xilol se repiten muchas veces, lo que resulta
en una mayor mejora de la calidad (Zagout y Kaindl, 2016). Por ultimo, se montan y observan los tejidos. Para
una descripcidn detallada y observacion de los resultados de la tincién puede consultarse el trabajo de
Zaldivar Verdier y cols., 2024.

Este variante es ideal para analizar la estructura completa de la neurona y la glia, ademas de observar las
correlaciones neuronales, permite examinar los diferentes tipos de neuronas en las regiones cerebrales. Se
han realizado estudios que demuestran que al seccionar cortes de 150 micrometros se pueden observar con
claridad las espinas dendriticas, las cuales permiten hacer analisis enfocados a la longitud y cantidad de
espinas, pues estas son clave para entender funciones como el aprendizaje y memoria. En modelos animales,
especificamente en ratas, se han realizado pruebas de comportamiento que evallan estas funciones y que
permiten visualizar los cambios a nivel neuronal en las regiones del hipocampo (Zhong F, 2019), mientras
que en el tejido seccionado a 200 micrémetros se visualizan estructuras como el soma, las dendritas y los
axones, ambas estructuras han sido investigadas en multiples investigaciones. En un estudio en el que se
investigd acerca del trastorno del espectro autista (TEA) midiendo las espinas dendriticas en las células
piramidales corticales con impregnacion de Golgi, se encontré que en las espinas habia una mayor densidad
en la capa Il de corteza del |6bulo temporal en los sujetos con TEA que los del grupo control. Esto ayudé a
que se pudieran encontrar sugerencias hacia los cambios dentro de la corteza en términos de calculos
corticales alterados en sujetos con este trastorno (Jeffrey J, 2009).

Golgi rapido

El método rapido de Golgi comprende los procesos de prefijacion, enjuague, postfijacion, tincion e inclusion
(Smitha y Roopa, 2012). Los factores por considerar a la hora de la seleccidon de este método son que esté
método es favorable a los procesos de investigacion encaminados al analisis de la corteza cerebral, ya que
la corteza se tifie mas claramente que las otras partes del cerebro en este método. Ademas, si el tejido es
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mas joven, se tiie mas claramente, tal como lo describié Cajal. Otros factores por considerar son la
temperatura del laboratorio que no debe ser de <10 °C durante el procedimiento; al obtener bloques de corte,
es conveniente completar el procesamiento de Epon lo mas rapido posible y sumergir las muestras en nitrato
de plata durante al menos 5 dias; después de cubrir con balsamo y cubrir el deslizamiento, las observaciones
de los tejidos deben completarse dentro de los 3 meses, ya que comienzan a desimpregnarse (Ahn et al.,
1990). Esta es una desventaja del método en general, en sus diferentes variantes, ya que es sensible a la
luz, de ahi la necesidad de preservar las laminillas con preparaciones permanentes en completa oscuridad,
sobre todo esta precaucion debe tomarse al momento de observar el tejido, conservando las preparaciones
que no estan siendo analizadas protegidas de la exposicion a la luz.

El Golgi rapido es un método desarrollado por Cajal, quien tuvo como base el método original de la
impregnacion argéntica de Golgi, solo que hizo una modificacion al afiadir tetradxido de osmio a la solucion
original de dicromato de potasio, esto permitié que numerosas células del tejido se tifieran. Algunos estudios
han utilizado esta variante para impregnar espinas dendriticas del hipocampo y la corteza prefrontal de la
rata, asegurando que los productos quimicos premezclados son mas seguros de usar para obtener una
mejora en la impregnacién y de una nula visualizacion de los desechos que pueden quedar en el fondo de la
tincion, ademas de que ofrece poder estudiar cualquier region del cerebro (Frankfurt M, 2021). Otros estudios
han demostrado que cerebros de animales mas viejos se tifieron mejor con este método, que el de los
animales mas jovenes (Torres-Fernandez, 2006).

Golgi- Kopsch

Este método utiliza un producto quimico a base de aldehido en lugar de tetréxido de osmio. El Triton X-100
puede afnadirse para mejorar la tincion de muestras con periodos de fijacién cortos, que de otro modo no
estarian bien tefiidas (Tokuno et al., 1990). En el afio de 1896 Kopsch fue el primero en utilizar una mezcla
de bicromato de potasio y formaldehido, esto permitié que hoy en dia esta impregnacién se use especialmente
en muestras almacenadas en formalina, como sucede con los cerebros humanos. Este método presenta una
gran ventaja al facilita el trabajo con material preservado en aldehidos, y mejora la calidad de la morfologia
neuronal, sobre todo con apoyo de microscopios electronicos (Torres-Fernandez, 2006).

Tincion de Golgi con Kits comerciales

Hoy en dia existe una amplia variedad de enfoques para la tincion de Golgi, todos especialmente utiles para
determinar las caracteristicas morfologicas de los arboles dendriticos y la visualizacion de tejidos sobre un
fondo claro. La creacién de kits comerciales para la aplicacion del método de tinciéon de Golgi surge a raiz de
obstaculos como la fiabilidad y lo largo que resulta el proceso, que a consideracion de algunos ha hecho que
la aplicacion de esta técnica no sea del todo comoda, practica o factible. Lo anterior debido en gran medida
a que la técnica puede ser considerada por algunos aun como artesanal, ya que a pesar de que el
procedimiento es relativamente sencillo, no siempre se obtienen resultados favorables ni reproducibles en
todas las ocasiones, o en todos los laboratorios, inclusive, en base a nuestra experiencia, ni en el mismo
laboratorio, lo cual llegar a considerarse un inconveniente.

Algunos laboratorios han desarrollado su propia version del método de tincién, como es el caso de “FD Rapid
GolgiStain Kit” (FD NeuroTechnologies, Inc., Ellicott City, MD) basado en los métodos descritos por Ramoén
Moliner en 1970 y Glaser y Van der Loos en 1981. Este kit se describe como una version mejorada y
simplificada de la técnica de Golgi-Cox. Ha demostrado ser confiable para visualizar detalles morfolégicos de
las neuronas, permitiendo el analisis de varios parametros de la morfologia dendritica como la longitud y el
patron de ramificacion, asi como el niumero, forma y tamafio de las espinas dendriticas, tanto en cerebros
animales y humanos desde los periodos perinatales hasta la edad adulta, e incluso postmortem. También se
han observado resultados satisfactorios en la tincién de cerebros fetales para visualizar gran variedad de
neuronas completas y, en particular, observar estructuras detalladas, como espinas inmaduras (Koyama y
Tohyama, 2012).

Algunas de las versiones del FD Rapid GolgiStain Kit se resumen asi: Soluciéon A 250 ml, solucién B 250 ml,
dos soluciones C 250 ml, solucién D 250 ml, Solucién E 250 ml, dos vidrios Specimen Retriever , dos pinceles
de pelo natural, un frasco gotero y un manual de usuario. Excluye materiales como agua bidestilada o
desionizada, tubos o viales, suministros y equipo histolégico como portaobjetos de microscopio recubiertos
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de gelatina, cubreobjetos, frascos de tincion, etanol, xileno o sustitutos del xileno, medio de montaje resinoso
y un microscopio optico.

Algunas de estas técnicas comerciales de tincién de Golgi pueden llegar a ser una mejora notable con
respecto al método original, porque los productos quimicos premezclados son mas seguros de usar, existe
una mejora consistentemente en la impregnacion de las neuronas, hay mucho menos desechos de fondo y,
para una regién determinada, como la médula espinal, hay pequefias variaciones entre los resultados de los
experimentos. (Frankfurt M, Bowman R. 2021)

Alcances del método de tincion de Golgi

Las técnicas de tincion de Golgi son los métodos mas ideales para visualizar las neuronas en su conjunto,
sobre todo en cerebros conservados en formol y secciones de parafina, ya que permite adquirir informacién
sobre caracteres morfolodgicos y morfométricos del arbol dendritico, ademas de estimar la morfologia de las
espinas y la densidad de espinas, resaltando el perfil de las células nerviosas con claridad y precision Unicas.
Ademas, permite el estudio de las conexiones topograficas entre las neuronas y los circuitos neuronales en
condiciones normales, y el seguimiento de las alteraciones morfolégicas espaciotemporales que se producen
durante los procesos degenerativos (Baloyannis, 2015), o en cualquier otra condicién donde la plasticidad
depende de la experiencia o de factores genéticos.

En la visualizacion de las etapas de la degeneracion y muerte neuronal, la tincion de Golgi desempefia un
papel destacado, pues permite la visualizacion de axones y dendritas en degeneracion, botones sinapticos y
terminales axonales y organulos del cuerpo celular. Las versiones modernas del método de Golgi aumentan
la capacidad de observacion precisa de la degeneracion neurofibrilar, la proliferacion de astrocitos, la
activacion de la microglia y la morfologia de los capilares en el material de autopsia de enfermedades
debilitantes del sistema nervioso central (Baloyannis, 2015).

Se ha reportado también una aplicacion exitosa del método de tincion de Golgi en tejido cerebral almacenado
hasta 15 afios en un congelador, dando como resultados impregnaciones confiables y reproducibles de
dendritas y espinas en diversas areas corticales. Este hecho amplio significativamente el estudio de diversos
tejidos descartados por prolongados lapsos de congelacion (Meléndez-Ferro et al., 2009).

Se ha utilizado la tomografia de matriz y tincion de Golgi en conjunto para analizar los cambios morfologicos
en la corteza prefrontal medial (PFC) de la rata después de que se expusiera a 14 dias de autoadministracion
de cocaina y 7 dias de abstinencia forzada. Los resultados indicaron que la ramificacion dendritica general y
la densidad sinaptica total se reducen significativamente en el PFC de rata; y la densidad de las espinas
dendriticas delgadas aumenta significativamente en las neuronas piramidales de la capa V del PFC. Estos
descubrimientos indican que se producen cambios estructurales dinamicos durante la abstinencia de la
cocaina que pueden contribuir a la hipoactividad observada del PFC en individuos adictos a la cocaina en la
corteza prefrontal medial (Rasakham et al., 2014).

La combinacion del método de Golgi con otras técnicas de tincion, como la inmunofluorescencia, ha permitido
el estudio de modelos murinos de Alzheimer, donde se ha identificado una perdida significativa de espinas
dendriticas en las neuronas proximas a las placas de proteina beta amiloide que han sido marcadas
previamente con fluorescencia (Kartalou et al., 2020). También, la aplicaciéon del método de Golgi es eficiente
para el estudio de las influencias del entorno durante el desarrollo de los individuos, como en las experiencias
tempranas de estimulacion positiva; en un estudio, con dos grupos de roedores donde uno ha sido estimulado
positivamente y otro privado de esta estimulacion, como el lamido y acicalamiento materno, los resultados
obtenidos fueron significativos en el desarrollo celular y en la plasticidad cerebral (Mychasiuk et al., 2013).

Algunas regiones cerebrales importantes que se han estudiado mediante el método de Golgi es el hipocampo
y la amigdala, esta ultima debido a la comunicaciéon que sostiene con la corteza prefrontal. En un estudio
realizado en dos grupos de cepas, el primero requeria la menor cantidad de estimulaciones de la amigdala
para provocar una convulsion de etapa 5 y otro grupo que requeria una mayor cantidad de estimulaciones,
propensas y resistentes a la epileptogénesis respectivamente. El objetivo fue examinar la morfologia
dendritica de las neuronas piramidales en los cerebros de ratas macho y hembras de las dos cepas
obteniendo resultados relativamente interesantes (Reinhart et al., 2021).
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Otro punto a destacar es la utilidad del método Golgi para investigar el efecto del dimorfismo sexual del
sistema nervioso. En un estudio en mamiferos, se encontraron diferencias entre machos y hembras en el
numero de neuronas, el tamafio de nucleos neuronales, la proporcion de tipos de neuronas, la arborizacion
dendritica, entre otras caracteristicas citoldgicas e histologicas, para realizar estudios cada vez mas
controlados y dedicados a ambos sexos para obtener resultados satisfactorios y precisos (Cordero, Rodriguez
et al.,, 2001).

La tincion de Golgi-Cox en el México contemporaneo

Este apartado aborda de manera breve la relevancia del trabajo del Dr. Gonzalo Flores Alvarez, un distinguido
Investigador Nacional Emérito del Sistema Nacional de Investigadores del Conahcyt, reconocido entre los
mejores neurocientificos a nivel nacional e internacional. Su trabajo de investigacion, realizado en el
Laboratorio de Neuropsiquiatria, ubicado en el Instituto de Fisiologia, de la Benemérita Universidad Autonoma
de Puebla, esta enfocado en el estudio de la morfologia neuronal, aplicando a un nivel de excelencia la tincién
Golgi-Cox, reflejada en decenas de articulos de alto impacto, abordando temas que incluyen a la
esquizofrenia, la depresion, el autismo y las adicciones, entre otros, en modelos animales. Su propdsito es el
de conocer los cambios de conducta y de las estructuras del cerebro, que permitan comprender con mas
claridad estas enfermedades y experimentar herramientas terapéuticas en su tratamiento (“Gonzalo Flores
Alvarez, investigador BUAP, entre los mejores neurocientificos de México”, 2022). En palabras del Dr.
Gonzalo Flores: “Las neuronas se caracterizan por tener axones y dendritas. Nosotros estudiamos estas
células del cerebro y como se afecta la comunicacién entre estas a través de las dendritas, dependiendo de
la presencia de cierta patologia” (Flores G., 2022).

Su trabajo de investigacion se caracteriza por el empleo y uso de la técnica de Golgi-Cox, como metodologia
de tincion para obtener informacién entre neuronas, a través de las dendritas o espinas dendriticas. En sus
investigaciones, hay cambios en la conectividad entre regiones de las espinas dendriticas, lo que explicaria
conductas de animales y humanos; igual que ha comprobado el efecto de neurolépticos de primera y segunda
generacion usados para corregir estas disminuciones, para entender el mecanismo de accién de estos
farmacos, principalmente en roedores con afecciones neuroldgicas. (“Gonzalo Flores Alvarez, investigador
BUAP, entre los mejores neurocientificos de México”, 2022; Bringas et al., 2012). También, la utilizacién del
método de tincion de Golgi- Cox ha sido especialmente importante en investigaciones como el uso continuo
de anfetaminas y la relacion con el dafio causado en el hipocampo en un modelo de adiccién, un estudio de
su grupo de trabajo nos revela que se genera un importante deterioro en la memoria a corto y largo plazo y
una disminucion de la densidad neuronal en la region CA1, ya que un aumento en el tono dopaminérgico
causado por la sensibilizacion a anfetaminas desarrolla estrés oxidativo, muerte neuronal y cambios
morfolégicos en el hipocampo que afectan comportamientos cognitivos como la memoria a corto y largo plazo
(Arroyo-Garcia et al, 2020).

También, el grupo de investigacion del Dr. Gonzalo Flores ha empleado modelos animales, administrados
con estreptozotocina para inducirles diabetes mellitus, estudiando los cambios, producidos por el aumento
de la glucemia, en la morfologia de las neuronas piramidales en la corteza prefrontal, occipital y el hipocampo.
Gracias al método de Golgi-Cox se corrobora que la diabetes mellitus puede afectar la morfologia neuronal
de estas estructuras limbicas, implicadas en los trastornos mentales (Martinez-Tellez et al., 2005). Algunos
otros papeles importantes de la aplicacion de la tincion a modelos animales han sido en el neurodesarrollo,
para imitar trastornos relacionados con el estado de animo. Por ejemplo, mediante la separacion materna
neonatal en ratas y el manejo humano sustitutivo se ha investigado el efecto sobre la morfologia dendritica
en regiones cerebrales en ratas, llegando a la conclusiéon que la condicion de cuidado materno afecta la
morfologia dendritica de las neuronas en la corteza prefrontal, el hipocampo ventral CA1 y en el nicleo
accumbens (Monroy et al, 2010). Los efectos del estrés prenatal en descendientes masculinos es otra
investigacion realizada en su laboratorio empleando modelos animales y el método Golgi-Cox, sus resultados
indican que el estrés prenatal llevado a cabo durante la mitad del embarazo aumenta la locomocion de los
individuos, ademas de la densidad de las dendritas basales de las neuronas piramidales del hipocampo y la
morfologia dendritica del nlcleo accumbens, esto puede manifestar cambios importantes en la transmision
dopaminérgica mesocorticolimbica y comportamientos asociados con el desarrollo de enfermedades
psiquiatricas como la esquizofrenia (Martinez-Téllez et al., 2009). En otro de los multiples estudios del Dr.
Gonzalo, se destacan los efectos del aislamiento social post-destete en la morfologia de las neuronas
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piramidales de la parte medial de la corteza prefrontal y el hipocampo en ratas. La morfologia dendritica
mostré una disminucion en la longitud de las células piramidales del CA1 del hipocampo y una disminucién
en la densidad de espinas dendriticas en las células piramidales de la corteza prefrontal e hipocampo. Los
resultados sugieren que el aislamiento social post-destete puede afectar parte de la morfologia dendritica en
las estructuras limbicas implicadas en la esquizofrenia. (Silva-Gémez et al, 2003).

Finalmente, cabe destacar que la técnica de tincion que se comenta en este trabajo, nuestro grupo de
investigacion la tiene montada en el laboratorio y esta disponible para quienes deseen conocerla mas de
cerca. Concluimos esta seccion comentando que tenemos la fortuna de haberla aprendido directamente en
el laboratorio del Dr. Gonzalo Flores, y bajo su direccion se lograron algunas publicaciones aplicando la tincién
Golgi-Cox.

Neurolucida360

Para concluir este trabajo comentaremos brevemente el estado del arte en el andlisis de las neuronas tefidas
con el método Golgi. Asi, se describe de manera general el sistema Neurolucida360, un software enfocado
en la reconstruccion rapida y precisa de toda especie de neurona contando con una amplia variedad de
técnicas de etiquetado y microscopia. Mas detalles sobre el mismo se pueden encontrar en Neurolucida®,
2022, donde se detallan las aplicaciones para el analisis, desde redes neuronales complejas y multicelulares
hasta componentes neuronales subcelulares como espinas dendriticas, varices y sinapsis putativas, asi como
el analisis de células gliales como oligodendrocitos, microglia y astrocitos (Neurolucida360, 2022).

Este programa esta disefiado para funcionar eficientemente incluso con los conjuntos de datos de imagenes
multicanal 3D mas grandes, utilizando inteligencia artificial en el manejo de imagenes precognitivas, siendo
compatible con la mayoria de formatos de archivo adquiridos en los distintos modelos de microscopios de
investigacion.

Dentro de las principales ventajas de Neurolucida360 se encuentran:

e Crear reconstrucciones de neuronas precisas y cuantificables automaticamente.

o Clasificar axones, dendritas, somas, espinas dendriticas, varices, sinapsis putativas y tipos de
puntos.

e Utilizar herramientas de edicion integrales en los especimenes mas desafiantes para crear las
reconstrucciones mas precisas y los datos reales sobre el terreno.
Trabaje con la IA y los algoritmos mas avanzados para una deteccion y segmentacion precisas.
Realizar visualizacion y exploracion 3D dindmicas.
Producir datos fiables, abiertos y FAIR con métodos en los que confia la comunidad de
neurociencias.

Aportaciones cientificas con neurolucida360

La determinacién de la densidad y morfologia de las espinas dendriticas es de gran importancia bioldgica
dado el papel de las espinas en la plasticidad sinaptica y en los trastornos neurodegenerativos y
neuropsiquiatricos. La cuantificacién precisa de las espinas en tres dimensiones (3D) es esencial para
comprender los determinantes estructurales de la funcidn neuronal normal y patoldgica. Esta unidad presenta
métodos para el analisis morfométrico objetivo de la columna dendritica, al proporcionar los parametros de
adquisicion de imagenes necesarios para garantizar series de datos O6ptimas para la deteccion,
caracterizacion y cuantificacion adecuadas. Estos protocolos seran una referencia valiosa para los cientificos
que trabajan en la cuantificacion y caracterizacion de las espinas (Dickstein, et al., 2016).

Conclusiones

La tincion de Golgi, desarrollada por Camillo Golgi en 1873 y perfeccionada por Ramon y Cajal en 1888, ha
sido un pilar fundamental en la neurociencia al permitir una de las primeras imagenes detallas de la morfologia
neuronal, se continda realizando con pocas variantes desde casi 100 afios y sigue vigente y util, permitiendo
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la observacion del soma, los axones, las dendritas y las espinas dendriticas, y obtencion de datos acerca de
las conexiones neuronales. También, a lo largo de los afos, el método ha evolucionado
complementandose con otras técnicas, dando como resultado una amplia variedad en las
iteraciones de la tincion de Golgi, entre las que se encuentras los métodos de Golgi-Cox, Golgi
rapido y Golgi-Kopsch. La persistencia y la adaptabilidad de la tincién de Golgi demuestran su
relevancia continua en la investigacion neurocientifica, permitiendo una comprensién profunda de
las neuronas individuales y sus conexiones en diversas condiciones experimentales,
especialmente util para el estudio de la citoarquitectura y las alteraciones neuronales en
condiciones patoldgicas, como en el caso de enfermedades neurodegenerativas y estudios de la
plasticidad cerebral. Aunque los avances tecnolégicos han introducido técnicas modernas que
ofrecen excelentes resoluciones, el método de Golgi sigue siendo ampliamente valorado por su
accesibilidad, costo relativamente bajo y capacidad para proporcionar imagenes completas de la
estructura neuronal. Su capacidad para revelar la compleja red de conexiones neuronales y su
accesibilidad econémica aseguran que esta técnica continie siendo un recurso esencial para
investigadores de todo el mundo. A medida que la tecnologia avanza, la tincién de Golgi se
mantiene como un estandar de referencia, demostrando su capacidad para adaptarse y seguir
contribuyendo al avance del conocimiento.
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