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RESENA HISTORICA

La técnica de impregnacion argéntica de Golgi.

Conmemoracion del centenario del premio nobel de Medicina
(1906) compartido por Camillo Golgi y Santiago Ramon y Cajal
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La técnica de Golgi es un sencillo procedimiento histolégico que revela la morfologia neuronal
completa en tres dimensiones. Este método se fundamenta en la formacion de depdsitos
opacos intracelulares de cromato argéntico, producto de la reaccion entre el bicromato de
potasio y el nitrato de plata (reaccion negra). Camillo Golgi, su descubridor, y Santiago Ramén
y Cajal, su principal exponente, recibieron el premio nobel de Medicina y Fisiologia en 1906
por su contribucion al conocimiento de la estructura del sistema nervioso. Gran parte de sus
logros se obtuvieron a través de la aplicacién del método de impregnacién argéntica. Sin
embargo, Golgi y Cajal tenian interpretaciones diferentes sobre la estructura del tejido nervioso.
Golgi era defensor de la teoria reticular, la cual proponia que el sistema nervioso estaba
conformado por una red de células fusionadas a través de los axones a manera de un sincitio.
Por el contrario, la doctrina neuronal, defendida por Cajal, sostenia que las neuronas eran
células independientes. También se debe a Golgi y su reazione nera el descubrimiento del
organelo celular conocido como ‘aparato de Golgi'. La microscopia electronica confirmé los
postulados de la doctrina neuronal, asi como la existencia del complejo de Golgi, y contribuy6
al resurgimiento de la técnica de impregnacién argéntica. Aunque existen métodos modernos
de tincion intracelular que revelan imagenes excelentes de la morfologia neuronal, la técnica
de Golgi se mantiene vigente por ser un método mas practico y menos costoso para el estudio
de la morfologia normal y patoldgica de las neuronas.

Palabras clave: neuroanatomia, neuronas, técnicas histoldgicas, aparato de Golgi, historia
de la medicina, premio nobel.

The Golgi silver impregnation method: commemorating the centennial of the Nobel Prize in
Medicine (1906) shared by Camillo Golgi and Santiago Ramén y Cajal

The Golgi silver impregnation technique is a simple histological procedure that reveals complete
three-dimensional neuron morphology. This method is based in the formation of opaque
intracellular deposits of silver chromate obtained by the reaction between potassium dichromate
and silver nitrate (black reaction). Camillo Golgi, its discoverer, and Santiago Ramon y Cajal its
main exponent, shared the Nobel Prize of Medicine and Physiology in 1906 for their contribution
to the knowledge of the nervous system structure, Their successes were largely due to the
application of the silver impregnation method. However, Golgi and Cajal had different views on
the structure of nervous tissue. According to the Reticular Theory, defended by Golgi, the
nervous system was formed by a network of cells connected via axons within a syncytium. In
contrast, Cajal defended the Neuron Doctrine which maintained that the neurons were indepen-
dent cells. In addition, Golgi had used a variant of his “black reaction” to discover the cellular
organelle that became known as the Golgi apparatus. Electron microscopy studies confirmed
the postulates of the Neuron Doctrine as well as the existence of the Golgi complex and
contributed to a resurgence of use of the Golgi stain. Although modern methods of intracellular
staining reveal excellent images of neuron morphology, the Golgi technique is an easier and
less expensive method for the study of normal and pathological morphology of neurons.

Key words: neuroanatomy, neurons, histological techniques, Golgi apparatus, history of
medicine, Nobel Prize.
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Este articulo tiene como propésito hacer un
reconocimiento al método histolégico que
revoluciono la neurociencia a finales del siglo XIX
y que en pleno siglo XXI continGia vigente a pesar
de los avances tecnolégicos modernos. Existen
numerosas publicaciones sobre los genios de la
ciencia que lo hicieron famoso (1-9); por eso esta
resefia, aungue obviamente debe referirse a ellos,
se ha enfocado més en acontecimientos
relacionados con el origen y desarrollo de la
técnica misma. El método de impregnacion
argéntica neuronal, o técnica de Golgi, se dio a
conocer en 1873y surgi6, aparentemente, como
resultado de un hallazgo fortuito del médico y
neurobiélogo italiano Camillo Golgi (1843-1926).
Posteriormente, los trabajos de otro médico
neurobiodlogo, el espafiol Santiago Ramon y Cajal
(1852-1934), revelaron la verdadera dimension de
ese descubrimiento (1-4). Los dos investigadores
recibieron el premio nobel de Fisiologia y Medicina
en 1906, “en reconocimiento por su trabajo sobre
la estructura del sistema nervioso” (5), realizado,
en gran parte, con la aplicacion de esta técnica
(1-5). Golgi y Cajal (figura 1) habian sido
nominados al Nébel en los afios anteriores (6),
pero Cajal, con algo de escepticismo, consideraba
que la anatomiay la histologia no serian ciencias
a tener en cuenta en la definiciéon de fisiologia o
medicina segun los estatutos del premio nobel
(7). Hoy se reconoce el aporte significativo de los
estudios de Cajal y Golgi al conocimiento general
del sistema nervioso, y no solamente de la
neuroanatomia (8,9). Con su técnica, Golgilogré
por primera vez la visualizacién de neuronas
marcadas que mostraban su estructura completa
(cuerpo celular, dendritas y axén) en una
preparacién histolégica. Después de su
descubrimiento, Golgi continué con los estudios
del tejido nervioso utilizando su método (3,4), pero
fue en manos de Cajal, casi dos décadas
después, que la técnica de Golgi se convirtié en
la herramienta que cambi6 el curso de la historia
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de la neurociencia. Cajal se sorprendid por tantos
afos de indiferencia de la comunidad cientifica
ante tan importante descubrimiento (9).

Origen y desarrollo inicial de la técnica de
Golgi

Latécnica de impregnacién argéntica o reazione
nera (reaccion negra), como la llamé Golgi (3,4),
se fundamenta en la formacién de depdsitos
opacos intracelulares de cromato argéntico,
producidos por la reaccién entre el bicromato de
potasioy el nitrato de plata. La impregnacion revela
la morfologia neuronal completa en tres
dimensiones. La imagen que se observa de una
neurona coloreada con el método de Golgi
equivale, en menor escala, a la que se obtiene de
una neurona reconstruida a partir de cortes
seriados en microscopia electrénica de transmision
(10). También es similar a la que podria obtenerse
con un microscopio electrénico de barrido. Por el
contrario, las técnicas histolégicas convencionales
apenas permiten la observacién del perfil del
cuerpo neuronal y algunos fragmentos de
dendritas en un solo plano (figura 2). El estudio
ultraestructural ha demostrado que la
impregnacion ocurre dentro de la célula, a través
del citoplasma, con excepcion de algunos
organelos (10).

En la época en que Golgi descubrié su método, el
bicromato de potasio era utilizado como un fijador
y endurecedor de cerebros completos. También
eran ya conocidas las tinciones con nitrato de
plata. Gustav Retzius (1842-1919), un reconocido
neuroanatomista sueco, habia desarrollado una
tincion de plata para observar la piamadre (la
membrana mas interna de las meninges
encefalicas y que Retzius llamaba ‘pia intima’).
Retzius escribié en un pie de péagina de su
autobiografia el relato que le hizo un asistente de
Golgi sobre el hallazgo de la reazione nera. Segun
este, Golgi ensay0 la tincion de plata de Retzius
en muestras de cerebros previamente colocadas
en bicromato de potasio, con el propésito de
estudiar la membrana encefalica, pero al observar
el tejido cerebral adyacente descubri6 las
imagenes de las estructuras que él consideré eran
las células del sistema nervioso (11,12). Esa
interpretacion ha sido considerada una genialidad,
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pues los conocimientos que se tenian sobre la
estructura neuronal eran escasos (13).

En los afios siguientes al descubrimiento de su
método original de impregnacion, Golgi introdujo
modificaciones importantes. Una de ellas fue la
adicion de tetroxido de osmio al bicromato de
potasio (14), técnica aun conocida como el
‘método de Golgi rapido’ (10,13,15). Otra fue la
utilizacién de cloruro de mercurio en lugar del
nitrato de plata para obtener la impregnacion con
mercurio metalico. A esta segunda variante, en
1891 Cox agrego el uso de cromato de potasio
después del tratamiento inicial con bicromato de
potasio y cloruro de mercurio. Este procedimiento
es conocido como el ‘método de Golgi-Cox’
(11,13). Con su método, Golgi llevé a cabo
diversos estudios sobre la estructura histologica
del sistema nervioso, la mayoria de los cuales
public6 en revistas cientificas italianas de poca
circulacion en otros paises europeos (3,4). No
obstante, por la informacidn hallada en diferentes
referencias, es evidente que antes de Cajal la
técnica era conocida por varios de los cientificos
destacados de la época, tales como Kolliker (1,2),
Retzius (12), Ranvier y Simarro (16), este ultimo,
un destacado siquiatra y neurélogo espariol (17).
En una visita a Simarro en 1887, Cajal conocié la
técnica de Golgi (2,9,16,17), se entusiasmoé con
ellay le introdujo modificaciones que mejoraron
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Figura 1. Fotografias de
Camillo Golgi (izquierda) y
Santiago Ramén y Cajal
(derecha). © The Nobel
Foundation. Reproducidas
con autorizacion de la
Fundacion Nobel. Cortesia
de Jonna Petterson, Gerente
de Relaciones Plblicas,
Fundacién Nobel.

enormemente la calidad de las imagenes de las
preparaciones neurohistoldgicas. La principal de
ellas fue el “proceder de doble impregnacién”, es
decir, la repeticién de cada una de las etapas de
inmersion del tejido en las soluciones utilizadas.
También influy6 que hubiera trabajado con cortes
mas gruesos para facilitar la observacion
tridimensional de todos los componentes
neuronales. Otro motivo de su éxito fue el haber
utilizado material embrionario y de animales
jévenes, en lugar de comenzar directamente con
los adultos (generalmente de cerebros humanos),
como se acostumbraba en ese tiempo. La menor
cantidad de mielina existente en el cerebro de
animales jovenes facilita la impregnacion (1,2,9).

Cajal, Kolliker y la doctrina neuronal

El prestigioso anatomista suizo Albert von Kélliker
(1817-1905) jug6 un papel determinante en la
divulgacion y aceptacién de los trabajos de Cajal
(1,2,9). Kolliker habia publicado las primeras
descripciones neurohistoldgicas de la corteza
cerebral con técnicas rudimentarias, y dio el
nombre de “piramidales” a las células corticales
principales (18). Estas neuronas estan entre las
que mejor responden a la técnica de Golgi (figura
2). Elinterés de Kolliker por la neurohistologia lo
llevé a visitar el laboratorio de Golgi en 1887 para
conocer su técnica, pero luego no tuvo éxito al
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Figura 2.

LA TECNICA DE GOLGI Y EL PREMIO NOBEL DE MEDICINA 1906

-
- - '
' *J ._q.
. *% =
- 2 4
- —
-
- ¥ -

* 1

B . a

Imégenes de neuronas piramidales de la corteza cerebral de ratén obtenidas mediante dos técnicas histolégicas

diferentes. A. Neurona piramidal de la capa Il que exhibe el soma y su arborizacién dendritica en diferentes planos de
profundidad. Técnica de Golgi-Colonnier. 20X. B. Perfil de una neurona piramidal de la capa V. A partir del soma (abajo en
el centro), se desprende hacia arriba la dendrita apical. Tincion de hematoxilina y eosina (HE). 40X.

intentar reproducirla (1,19,20). Kdlliker se encontro
con Cajal en un evento cientifico llevado a cabo
en Berlin en 1889 y Cajal, conocedor de la fama
de su interlocutor, aproveché para mostrarle sus
preparaciones histolégicas elaboradas con el
método de Golgi. Kolliker se interesd en su trabajo
y aprendi6 de él los secretos de la técnica, los
puso en practica y confirmé los hallazgos del
cientifico espafol. Esto llevd a Kolliker a
abandonar su adhesion a la teoria reticular acogida
por Golgiy otros cientificos de la épocay a aceptar
los postulados de la teoria neuronal, propuesta
por Waldeyer en 1891 (quién ademas acufio la
palabra “neurona”), y de la cual Cajal se convirtié
en principal defensor (2,9,19,20). Segun la teoria
reticular, las neuronas estarian fusionadas unas
con otras a través de sus axones, formando lo
gue Golgi llamo una “red nerviosa difusa” (3,21),
es decir que los circuitos neuronales serian
sincitios en términos de la biologia actual. La
teoria neuronal (mas conocida como la doctrina
neuronal) establecié que las neuronas son
unidades independientes (19,20,22). Esta doctrina

representa el principio organizacional y funcional
del sistema nervioso en donde la neurona es la
unidad anatomica, fisiolégica, genética y
metabdlica (9,19,20).

Después de Kolliker, casi todos los grandes
neurocientificos europeos aceptaron los
descubrimientos de Cajal y adhirieron a la nueva
interpretacion de la estructura del sistema nervioso
(2,9,19,20). Por esa razdn, causo sorpresa en el
auditorio del Instituto Karolinska el discurso
pronunciado por Golgi al recibir el Premio Noébel
(9,20), con el que defendid la teoria reticular y
atacé la doctrina neuronal, a la que consideraba
una propuesta tedrica ingeniosa sin suficiente
demostracion experimental (21). En opinion de
Jones (20), la conferencia de Golgi hacia mas
referencia al pasado, trataba de defender una
posicion insostenible acudiendo a trabajos
antiguos y se present6 con una actitud negativa.
Por el contrario, la conferencia de Cajal tenia el
estilo de un seminario moderno en el que el
ponente resume brevemente sus trabajos
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anteriores y, acto seguido, presenta sus hallazgos
e interpretaciones mas recientes de acuerdo con
los Ultimos avances técnicos (20). En 1906 era
tal la aceptacion de la doctrina neuronal que
algunos de los cientificos postulantes del premio
nobel de Medicina habian propuesto como
candidato s6lo a Cajal, por considerar que su
aporte habia sido mas importante y por la
interpretacién equivocada de Golgi sobre la
estructura del sistema nervioso (6).

Pese a lo anterior, e incluso después de recibir el
premio Nobel, Cajal tuvo que continuar defendiendo
la doctrina neuronal frente a nuevos ataques por
parte de los ‘reticularistas’. Para ello, él y varios
de sus connotados discipulos desarrollaron
nuevas técnicas y conceptos sobre la estructura
del sistema nervioso. Los detalles y las
conclusiones sobre la experiencia acumulada con
sus trabajos en defensa de la doctrina neuronal
fueron publicados por Cajal en una monografia en
1933, pocos meses antes de su muerte (23). Dos
décadas después, la microscopia electrénica
aporté la prueba final inobjetable sobre la
discontinuidad de las células del sistema nervioso
(24). Aun asi, algunos investigadores consideran
que las ideas de Golgi sobre la teoria reticular
merecen, por lo menos, ser reexaminadas (8,25).

Descubrimiento del aparato de Golgi

Si la microscopia electrénica le dio la razén a
Cajal y reafirmé los postulados de la doctrina
neuronal, también contribuyé a hacer justicia con
uno de los grandes descubrimientos de Golgi, el
del organelo intracelular hoy conocido como
‘aparato de Golgi' (24,26), y que él denomind
‘aparato reticular interno’ cuando dio a conocer
su hallazgo en 1898. En dos articulos
originalmente escritos en italiano y traducidos al
inglés hace apenas algunos afios (14,27), Golgi
describié detalles sobre su descubrimiento,
producto de la aplicacién de su técnica de
impregnacion neuronal. No obstante, en esa época
muchos dudaban de si el ‘aparato reticular interno’
era una estructura genuina o un artefacto producido
por los depdésitos de impregnacion metalica en el
citoplasma neuronal. Aunque muy pronto se
observl el aparato de Golgi en otras células
animales y vegetales, su verdadera naturaleza fue
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objeto de controversia durante medio siglo, hasta
gue se comprobo su existencia con el microscopio
electronico (24,26). No es comun hallar referencias
gue hagan honor con toda claridad a la técnica de
Golgi como origen del descubrimiento de este
importante organelo intracelular, excepto aquellas
de autores italianos (3,4,26). Golgi utilizé su
‘método rapido’ (fijacién con bicromato de potasio
al 3% y tetroxido de osmio al 1% antes del
tratamiento con nitrato de plata al 0,75%), pero
ensayo diferentes tiempos para detener la reaccion
antes de que las neuronas alcanzaran la
impregnacion total. También ensayd la
alcalinizacion de la solucién de osmio-bicromato
con fosfato de sodio al 10%. Las dos variantes le
permitian observar el organelo citoplasmatico
antes de realizarse la impregnacion completa
(reazione nera) (14). Golgi llevé a cabo estas
observaciones en células de Purkinje del cerebelo
de un buho (14) y en neuronas de ganglios
espinales de varias especies de mamiferos
domeésticos (27). En el dibujo de un ganglio de un
perro adulto, Golgi describié los diferentes grados
de impregnacién de las neuronas, en los que se
observan células sin completar la ‘reaccién negra’
gue exhiben el ‘aparato reticular interno’ y células
totalmente impregnadas (negras) (27).

La técnica de Golgi en la era post-Cajal

Con la muerte de Cajal, y especialmente debido a
la guerra civil espafiola, casi desaparece su
famosa escuela neurohistologica. La mayoria de
sus integrantes fueron perseguidos, desprovistos
de sus cargos, encarcelados o emigraron a paises
de América (28). Uno de los udltimos discipulos
de Cajal, Rafael Lorente de N6 (1902 - 1990), se
radic6 en Estados Unidos y continu6 por algunos
afos 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 (29,30).
Muchos de los postulados de Lorente de N6 sobre
la sinaptologia neocortical se confirmaron
después mediante la microscopia electrénica (30).
Jones (18) le da poca trascendencia a los trabajos
realizados con la técnica de Golgi entre 1940 y
1970. No obstante, reconoce dos contribuciones
importantes durante ese periodo. Una de ellas es
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el método de Sholl para la cuantificacion de la
arborizacién dendritica, que se mantiene vigente
desde 1956 (18), y otra es la modificacion a la
técnica llevada a cabo por Colonnier en 1964 (31),
quien introdujo el uso del glutaraldehido mediante
perfusién para la fijacion inicial y la adicién de
glutaraldehido a la solucién de induracion
(bicromato de potasio). Esta se considera una
modificacion del método de Golgi-Kopsch (10).
En 1896, Kopsch fue el primero en utilizar una
mezcla de bicromato de potasio con formaldehido.
Esta combinacion se recomienda hoy para la
impregnacién de muestras almacenadas en
formalina por largo tiempo, tal como ocurre con
los especimenes de coleccién de cerebros
humanos (13,32). Las técnicas de Golgi-Kopsch
y Golgi-Colonnier han sido preferidas por muchos
investigadores debido a que facilitan el trabajo con
material preservado en aldehidos y mejora la
calidad de la morfologia celular, especialmente
para su estudio con microscopia electrénica
(10,13,18).

También es justo reconocer los aportes de otros
investigadores en la década de los afios 60; gran
parte de estos fueron consighados en las
memorias de una reunion internacional realizada
en Puerto Rico en 1969 (11,15,33,34). Alli,
Scheibel y Scheibel (15) consideraban que la caida
abrupta del nimero de publicaciones y practi-
cantes de la técnica de Golgi durante tanto tiempo
fue una “consecuencia directa del poder de la
técnica misma”. Segun estos autores, durante el
primer cuarto del siglo XX, la técnica de Golgi
genero la acumulacion de una gran cantidad de
informacién sobre la estructura del sistema
nervioso y los circuitos neuronales, pero no se
contaba con los medios adecuados para explorar
todas sus implicaciones funcionales. “El método
de Golgiimpulso6 el desarrollé de un mapa detallado
del sistema de vias antes de inventarse el
automovil para utilizarlas” (15). Para la década de
los afios 70 ya se contaba con mejores recursos
en el campo de la neurociencia. La microscopia
electrénica, asi como los avances en
neurofisiologia, neuropatologia y en los estudios
del comportamiento, habian dado lugar a nuevos
enfoques tedricos. La técnica de Golgi recupero
su importancia. En algunos casos fue necesario
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‘redescubrir’ hallazgos como los de Cajal. Pero
esta vez, ademas de contar con mejores
condiciones de trabajo, los estudios se hacian de
manera mas sistematica que en el pasado y se
pasoO de la etapa descriptiva a la experimental
(15,18). Este resurgimiento de la técnica de Golgi
se puede comprobar al consultar el compendio
Cerebral Cortex vol 1, editado en 1984 por Peters
y Jones (18), un clasico de lectura obligada para
neurohistélogos. En él se encuentran capitulos
extensos escritos por especialistas en cada uno
de los principales tipos neuronales de la corteza
cerebral; gran parte de la informacion alli registrada
se obtuvo con estudios realizados mediante la
técnica de Golgi.

La técnica de Golgi y los avances en
microscopia

El perfeccionamiento de las técnicas histoldgicas
ha estado asociado con los avances en la micros-
copia. Desde su aparicién, la técnica de Golgi ha
jugado un papel importante debido a la necesidad
de desarrollar microscopios que mostraran con
fidelidad la calidad de las imagenes tridimensionales
de las neuronas impregnadas y sus ramificaciones
mas finas (1,35). Las caracteristicas del tejido
nervioso y la necesidad de aprovechar mejor esta
técnica neurohistoldgica también contribuyeron al
surgimiento de la microscopia confocal (36,37).
El primer microscopio confocal fue patentado por
Marvin Minsky (el padre de la llamada inteligencia
artificial) en 1957. Pero fue solo hasta 1988 que
publicé una memoria de su invento en una revista
cientifica (36), recién aparecidos los primeros
microscopios confocales comerciales desarro-
llados por otros autores. Minsky comenta que la
invencién de su microscopio confocal fue
motivada, principalmente, por su interés en
mejorar la observacién de las preparaciones de
tejido nervioso realizadas con la técnica de Golgi,
para tratar de comprender la estructura cerebral
como parte de sus estudios sobre redes
neuronales artificiales (36). Si bien se han llevado
a cabo algunos trabajos en los que se ha aplicado
la microscopia confocal al estudio de las neuronas
impregnadas por la técnica de Golgi para su
reconstruccion tridimensional (37-41), esta
tecnologia ha sido poco explotada adn para este
proposito.
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Distinto ha sido lo ocurrido con la microscopia
electrénica, la cual contribuy6 a revivir el interés
por la técnica de Golgi. Su alto poder de resolucion
demostré la validez de la teoria neuronal y
confirmé la existencia real de estructuras tales
como las espinas dendriticas y los contactos
sinapticos, previamente descritos con la
impregnacién argéntica (42). Al poder visualizar
la forma, el tamafo y la estructura interna de los
elementos pre y postsinapticos, se hizo posible
identificar las dos neuronas participantes en una
sinapsis en particular. Pero la microscopia
electrénica por si misma no permite reconocer,
en forma inequivoca, que una dendrita 0 axén
pertenecen a un determinado tipo de neurona. Por
lo tanto, fue necesario combinarla con un método
gue describiera la morfologia neuronal completa:
la técnica de Golgi (4,10,42). Lograr estandarizar
un buen procedimiento para combinar el método
de Golgi con la microscopia electrénica no fue
tarea facil. Los depdsitos gruesos de cromato
argéntico que se depositan dentro de las neuronas
interfieren con la observacién ultraestructural.
Durante las décadas del 60 y del 70 se trabajo
para obtener un método que permitiera una
adecuada correlacién entre la morfologia neuronal
y su estructura fina. Era necesario hallar un
protocolo para desimpregnar (extraer los depdsitos
de cromato de plata) las células sin perder su
marcaciéon y que preservara intacta la
ultraestructura de todos los componentes
neuronales y sus conexiones sinapticas.

Stell (43,44) y Blackstad (45) fueron los primeros
en combinar el método de Golgi con la
microscopia electronica. Posteriormente,
Blackstad realizd algunos avances importantes
(34,46), pero la innovacion mas notable la alcanzo,
en 1977, un grupo encabezado por el investigador
espafiol Alfonso Fairén en la Universidad de
Boston, en el laboratorio de Alan Peters, un
cientifico experto en el estudio ultraestructural del
sistema nervioso (24). Fairén y colaboradores
estandarizaron un método combinado de Golgiy
microscopia electrénica (Golgi-ME) basado en el
virado al oro (gold-toned) de las preparaciones
antes de la desimpregnacion (10,47,48). Con este
método, y algunas modificaciones posteriores
realizadas por el mismo autor (10,49-51), se logré
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eliminar los depésitos de cromato de plata y
reemplazarlos por un precipitado de particulas de
oro, muy finas, que proporciona una excelente
preservacién de los detalles ultraestructurales y
de la marcacion intracelular. De esta manera,
incluso las prolongaciones celulares impregnadas
mas finas se pudieron reconocer secuencialmente
en microscopia 6ptica y electronica. En resumen,
el método de Golgi-ME permiti6 demostrar la
conexion directa entre dos neuronas, previamente
identificadas con microscopia éptica, y sirvié de
guia para la identificacion de tipos neuronales a
nivel ultraestructural. Esto produjo un gran impacto
en el estudio de los circuitos sinapticos (10,42,48).
El profesor Fairén publicé recientemente un relato
detallado sobre los sucesos relacionados con los
origenes y desarrollo posterior de los métodos de
Golgi-ME (48). La combinacion Golgi-ME también
abrié el camino a la aplicacién de técnicas
histoquimicas e inmunocitoquimicas para
correlacionar la morfologia y la ultraestructura
neuronales con propiedades bioquimicas de las
células nerviosas. Para ello fue necesario adaptar
la técnica de Golgi a cortes de tejido (42,52-55),
pues el procedimiento normal de impregnacién se
hace sobre bloques o rodajas de cerebro de varios
milimetros de espesor, que después se cortan y
se montan para su observacién (10,13). El método
de Golgi en cortes, seguido de virado al oro, se
puede combinar, ademds, con otros métodos,
tales como el trazado retrégrado de vias y
técnicas electrofisiologicas (10,42,52,54,56,57).

Vigencia de la técnica de Golgi

Después de 133 afios del descubrimiento de la
técnica de Golgi, y a pesar del avance tecnoldgico
de la neurociencia, este método contindia siendo
el procedimiento de mayor utilidad practica para
revelar la morfologia neuronal completa (4,58-60).
Por otra parte, el método de Golgi, por ser sencillo
y de bajo costo, esta al alcance de laboratorios
modestos (como aquellos en los que Golgi y Cajal
lo practicaron) (1,3). Fairén lo resume asi: “la
técnica de Golgi es sencilla en su ejecucion y
generosa en lainformacion que proporciona” (10).
Los métodos m&s modernos de marcacion
neuronal, que emplean la inyeccién intracelular
de diferentes tipos de colorantes, revelan con
mayor detalle la complejidad morfolégica neuronal,
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especialmente de los axones, pero por ser mas
sofisticados y dispendiosos sélo pueden utilizarse
con un reducido nimero de neuronas (24,59).
Ademas, precisan de laboratorios mejor equipados
y profesionales bien entrenados para ejecutarlos.
Peters et al. (24) hacen la siguiente reflexién sobre
el método de marcacion intracelular: “Los
resultados son espectaculares...sin embargo, el
método es técnicamente complicado y requiere
de la cooperacion entre fisi6logos y anatomistas,
un matrimonio dificil de consolidar”.

El Profesor Maxwell Cowan, investigador de gran
trayectoria en el uso de técnicas de trazado de
vias neuronales, escribi6 el prélogo del texto atlas
sobre el cerebro de ratén basado en la técnica de
Golgi (59), cuyo autor es Facundo Valverde, del
Instituto Cajal (quizds el mas importante
neurobidlogo experto en la técnica de Golgi de
las Ultimas cuatro décadas). Cowan destaca alli
la vigencia e importancia del método de Golgi:
“Lo que conocemos hoy sobre la morfologia
neuronal se debe, en gran parte, al material
estudiado por este método...los métodos de
marcacion intracelular, en las mejores manos,
revelan una mayor complejidad de las
arborizaciones axonal y dendritica. Sin embargo,
aunque con ellos se pueden obtener mejores
im&genes de la estructura de neuronas
individuales, no ofrecen las imagenes panoramicas
espléndidas que una buena preparacion de Golgi
puede proveer”. Por lo tanto, el método de Golgi
es méas adecuado cuando el objetivo es estudiar
la arquitectura neuronal completa de cualquier
region del cerebro (59). Lopez-Garcia es aun mas
enfatico en su defensa: “el método de Golgi esta
vigente en la investigacion neuromorfoldgica...es
inservible para algunos tipos de estudios e
insustituible para la mayoria” (58). Pero la prueba
mas importante de su vigencia la constituye el
namero de publicaciones cientificas realizadas
durante los ultimos afios. En una rapida revision
de los resimenes registrados en PubMed,
correspondiente sélo a los ultimos cinco afios
(2001-2006), se encontraron mas de un centenar
de referencias sobre trabajos de investigacién que
han utilizado el método de Golgi. Gran parte de
ellos se hallevado a cabo con la técnica de Golgi-
Cox modificada por Gibb y Kolb (61). Estos
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investigadores lograron estandarizar un protocolo
gue ofrece tres ventajas: impregna cerebros
completos de pequefios animales, produce
resultados menos azarosos y garantiza imagenes
excelentes de las dendritas y sus espinas. Es
importante destacar que muchos de los recientes
trabajos realizados con el método de Golgi
corresponden a estudios sobre neuropatologia
humana o experimental (62-67). Finalmente, una
prueba mas de la vigencia de este método de
impregnacion neuronal es el hecho de que todavia,
y por extraio que parezca, se publican
modificaciones a la técnica de Golgi (68-71).
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