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Resumen: La quimica de colorantes contribuyo al avance de areas cientificas muy diversas, entre ellas la histologia. El histologo utiliza una
larga serie de colorantes para obtener imagenes de la morfologia de tejidos biologicos y anatomia celular, mediante microscopia optica. El
estudio microscopico de los componentes y reacciones quimicas que caracterizan los tejidos bioldgicos constituye la histoquimica, y se basa,
asimismo, en la utilizacion de colorantes muy especificos. En Espana, Santiago Ramon y Cajal destacd no solamente por sus investigaciones
sobre el sistema nervioso, sino también como un gran innovador de la neurohistologia, ciencia que encontro brillantes continuadores en nuestro
pais en el siglo pasado.
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Abstract: Dye chemistry facilitated important advances in several scientific areas, as is the case of histology. In this field dyes are used to
record images of biological tissues and cell anatomy under the light microscope. Besides that, the related science of Histochemistry addresses
the understanding of the chemical composition and reaction mechanisms taking place in biological tissues. In Spain Santiago Ramoén y Cajal,
well known by his crucial contributions to the current knowledge of the nervous system, was also a leading innovator of staining methods for
neurohistology, inaugurating a tradition of noted Spanish histochemists.
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Introduccion

Todos los quimicos conocen la importancia que tuvieron
los colorantes en el desarrollo de su disciplina,'? aunque
también saben que actualmente es un area de la quimica rela-
tivamente poco frecuentada.

Hay, sin embargo, una parte de la ciencia de los colorantes
que ha jugado un papel historico en otra especialidad: la histolo-
gia. El histologo estudia, en primer lugar, la estructura micros-
copica de tejidos, células y organulos celulares para describir
su morfologia y posible funcion. Ademas, le interesa llevar esta
descripcion a nivel molecular, y llegar a conocer con resolucion
espacial la composicion y reactividad quimicas (histoquimica)
del sistema biologico. Para obtener imagenes de composicion
quimica o de actividad metabolica in situ, manteniendo célula y
tejido intactos, utiliza fundamentalmente la microscopia optica.
El microcopio 6ptico de transmision se perfeccioné considera-
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blemente en Alemania a finales del siglo XIX, gracias al trabajo
conjunto de Carl Zeiss, de su responsable de investigacion
Ernst Abbe y de Otto Schott, que consigui6 desarrollar los nue-
vos tipos de vidrio que requerian los objetivos calculados por
Abbe. En este tipo de microscopia, las muestras de tejidos o las
células individuales tienen espesores pequefios (0,02-10 xm),
por lo que los cambios de intensidad debidos a la absorcion
de luz por las diferentes partes de su estructura no alcanzan el
10-20% necesario para que el ojo humano pueda identificar
imégenes correctamente.> Para aumentar el contraste se recu-
rri6 muy pronto a aprovechar la extraordinaria sensibilidad del
ojo a diferentes longitudes de onda (colores), mediante técnicas
de tincion de células y de organulos celulares. Asi, por ejemplo,
se utiliz6 la mauveina en preparaciones histoldgicas poco tiem-
po después de su descubrimiento por Perkin.? En la mayoria de
los casos se buscaba que la tincion fuera muy especifica* y, por
supuesto, que no alterase la delicada estructura del sistema bio-
16gico.>-9 En la historia de la ciencia, pero atin méas en la historia
de la ciencia espafola, la figura de Santiago Ramén y Cajal esta
indisolublemente unida a los métodos de tincion de tejidos, a la
histologia y a lo que hoy se conoce como histoquimica.

Colorantes histologicos y quimica médica

Paul Erhlich (1854-1915, Premio Nobel de Medicina en
1908) realiz6 su investigacion de doctorado sobre la teoria y
practica de la tincion histologica (“Beitrdge zur Theorie und
Praxis der histologischen Fdrbung”, Facultad de Medicina
de Leipzig, 1878). A él se debe la demostracion de la existen-
cia de la barrera hematoencefalica al colorear con anilina la
sangre de un raton y observar que el cerebro del animal no se
tenia. Una de sus mayores innovaciones consistio en el uso de
diferentes colorantes (azules de metileno y de indofenol) para
la tincion selectiva de diferentes tipos de células. Erlich clasi-
ficaba como basdfilas, aciddfilas y neutrdfilas aquellas célu-
las que se coloreaban especificamente con colorantes basicos,
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acidos o neutros, respectivamente, explicando dicha especifi-
cidad mediante la presencia de los correspondientes grupos
ionizables. También fueron importantes sus aportaciones al
campo de la quimioterapia, que incluyen el descubrimiento
del 606 (por ser fruto de 606 experimentos), en 1901, de la
“bala magica” o Salvarsan (arsfenamina), una preparacion de
arsénico organico empleada en el tratamiento de la sifilis y
de la fiebre recurrente, y del Neosalvarsan (neoarsfenamina).
El neosalvarsan fue conocido durante mucho tiempo como
(Ehrlich 914) por tratarse del compuesto n® 914 preparado
por Ehrlich y su ayudante para combatir dichas enfermedades.

Gerhard Domagk (1895-1964, Premio Nobel de Medicina
1939), trabajo en los laboratorios de microbiologia de
IG Farben en el uso de los colorantes como antibidticos,
siguiendo las pautas marcadas por Ehrlich. Encontr6 que
la sulfonamida prontosil (un colorante rojo, “prontosil
rubrum”, en realidad un profarmaco) era efectiva contra
las infecciones causadas por estreptococos. Experimentd el
producto en su propia hija, afectada de una grave septicemia
que habia contraido al pincharse con una aguja, logrando
una curacion espectacular. Domagk obtuvo el premio Nobel
por el descubrimiento del prontosil, primer farmaco efec-
tivo contra las infecciones bacterianas. Fue forzado por el
régimen nacionalsocialista a rehusar el premio, que recibid
finalmente en 1947.

Ehrlich descubri6 en 1891 que el azul de metileno cons-
titufa un tratamiento efectivo contra la malaria,”® pero era
ligeramente toxico, coloreaba la orina en verde y el blanco de
los ojos en azul. Durante la Segunda Guerra Mundial aquellos
paises que luchaban en el Pacifico, como EE UU y Francia
(Indochina), buscaron disminuir su toxicidad y sus propie-
dades colorantes reduciéndolo de fenotiacinio a fenotiacina
(Figura 1). En los laboratorios Rhone-Poulenc se descubrio
que las fenotiacinas no poseian actividad contra la malaria,
pero eran potentes antihistaminicos. Sucesivas modifica-
ciones (Figura 1) llevaron a la prometazina (Fenergan®) y
de ésta, con la colaboracion de los médicos Laborit, Delay
y Deniker, a la clorpromazina (Largactil®, Torazina®), el
mayor avance jamds realizado para el tratamiento de las
enfermedades mentales.” Simone Courvoisier, la responsable
de farmacologia en los laboratorios Rhone-Poulenc, jugd un
papel crucial disefiando originales experimentos con animales
de laboratorio para identificar los efectos de la clorpromazina
sobre el sistema nervioso central.
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Figura 1. Desarrollo de farmacos a partir del azul de metileno.
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Cajal y las técnicas tintoriales en neurohistologia

La tincion de tejido nervioso era un problema dificil, debi-
do, entre otras razones, a la elevada concentracion de lipidos
que impedia el uso de los colorantes polares habituales. Cajal
desarroll varios métodos originales de tincion especifica!®!!
y modifico, mejorandolos, algunos de los ya existentes, como
el de Golgi. En 1903 descubrio el método del nitrato de plata
reducido,!® que le permiti6 estudiar la estructura de las neu-
ronas en fases de su desarrollo en las que el método de Golgi
no era util. Son dos métodos complementarios,'? el de
Golgi impregna la superficie celular, salvo en la modificacion
para tefiir el aparato de Golgi, y permite estudiar células ente-
ras y sus conexiones, mientras que el del nitrato reducido se
usa para estudiar la estructura del citoplasma y nucleo celular
(neurofibrillas, cuerpo de Cajal, etc.).

Probablemente Cajal no hubiese tenido tanto éxito si no
hubiesen concurrido dos circunstancias: era un gran dibujante
y un excelente fotografo (Figura 2); veia mas alla que los
otros histologos de su tiempo, y donde éstos pretendian ver
una red inextricable, un continuo (el reticularismo), influi-
dos por consagrados criterios “de escuela”, Cajal comprobd
la existencia de neuronas individuales'' (el neuronismo). La
ciencia no es descripcion neutra, es interpretacion de lo obser-
vado. Sin sus dotes artisticas, sus colorantes y su independen-
cia de criterio posiblemente Cajal no hubiera alcanzado una
comprension revolucionaria del sistema nervioso.

Figura 2 . (a) Preparacion histologica de Cajal del cerebro de un enfer-
mo con demencia senil en la que utiliza su método del oro-sublimado.'?
(b) Microfotografia combinada del ganglio plexiforme de un perro en
la que Cajal, utilizando su método del nitrato de plata reducido, consi-
gue mostrar el recorrido del axon («¢) combinando tres microfotogra-
fias de otros tantos planos focales. (c¢) Dibujo de una célula piramidal
de conejo, realizado por Cajal a partir de una preparacion en la que
utilizod su modificacion del método del azul de metileno (reproduccion
autorizada por los herederos de S. Ramon y Cajal).

Partiendo inicialmente de los hallazgos de Camillo Golgi
y de Luis Simarro,'* Cajal mostré una paciencia, una cons-
tancia y una obstinacion ejemplares. En una aproximacion
desprovista de todo fundamento racional, que recuerda a
las de Erhlich y Domagk, prob6 todo lo que le habian dicho,
todo lo que otros descubrieron, incluidas las técnicas de Freud
(Figura 3) para el sistema nervioso central,' todo lo que pudo
imaginar, para mejorar las imagenes de sus cortes neurohisto-
l6gicos. Asi, hasta los tltimos dias de su vida.'¢

© 2012 Real Sociedad Espaiola de Quimica



116

A NEW HISTOLOGICAL METHOD FOR THE STUDY
OF NERVE-TRACTS IN THE BRAIN AND SPINAL
CHORD.

BY DR. SIGM. FREUD,

Azistant Physician to the Vienna General Hospital.

Ix the course of my studies on the structure and development
of the medulla oblongata I succeeded in working out the
following method, which will be found a powerful aid in
tracing the course of fibres in the central nervous system of
the adult and the embryo.

Pieces of the organ are hardened in bichromate of potash,
or in Erlicki’s fluid (2} parts of bichromate of potash and % of
sulphate of copper to 100 parts of water), and the process
of hardening is finished by placing the specimen in alcohol ;
thin sections are cut by means of & microtome and washed in
distilled water. The washed sections are brought into an
aqueous solution of chloride of gold (1 to 100) to which is added
half or an equal volume of strong alcohol. This mixture is to
be preferred to the simple aqueous solution of chloride of gold,
which has been hitherto used in staining preparations; the
sections are to remain in it from 3 to 5 hours. With the aid ofa
wooden rod (metal to be avoided) they are taken out of this
solution, washed in distilled water and placed in a concentrated
solution of caustic soda (1 to 5 or 6 of water); which very soon
renders them transparent and slippery. After 2 or 3 minutes
the preparations are taken out of the soda with the same
wooden rod (toothpick or match), and the superfluous soda is
allowed to drop off. The sections are then, with the soda they
still contain, put into a 10 per cent. solution of iodide of potash
where they almost immediately receive a tender rose-colouring,
which changes into darker hues of red during the next5 to 15

Figura 3. Método de tincion de tejido nervioso desarrollado por
Sigmund Freud.

El conocido interés de Cajal por la fotografia y el avanzado
caracter de sus trabajos en este campo'” nos llevan a pregun-
tarnos si su uso de la plata en fotografia precedio o sigui6 a su
uso en histologia. Histéricamente, el interés de Cajal por la
fotografia fue anterior (1868, 1879) a sus trabajos histologicos
(1881), pero luego ambos campos se entrecruzan y fertilizan
mutuamente, avanzando en paralelo (su libro La fotografia en
colores es de 1912). Asi por ejemplo, para su técnica favorita
de tincion histologica mediante nitrato de plata, Cajal reco-
mienda la utilizacion de un reductor fotografico, el pirogalol.

La histoquimica en el Instituto Cajal

El interés por la investigacion histoquimica renacié en
la segunda mitad del siglo XX en el Instituto Cajal (CSIC)
de la mano del Dr. Ricardo Martinez Rodriguez, Jefe del
Departamento de Neurohistoquimica y Neurobioquimica. El
Dr. Martinez (Ribadavia, Orense, 1925), médico de la Armada,
se especializo en Histologia bajo la tutela del Dr. A. Carrato,
catedratico de histologia y anatomia patologica (Univ. Com-
plutense de Madrid) y Director del Instituto Cajal (1963-1981).
Asimismo, Martinez trabajé con Raymond J. Wegmann,
Director del Institute de Histochimie de las Universidades de
Paris y omnipresente impulsor de la histoquimica y biologia
molecular y celular en Europa y Sudamérica (Figura 4).

Martinez puso a punto, en los laboratorios del Instituto
Cajal, numerosas técnicas histoquimicas y desarrollé métodos
originales para detectar actividades enzimaticas in situ, como
parte de su investigacion sobre neurotransmisores que fue
reconocida con el Premio Ramoén y Cajal del CSIC (1967). Para
sistematizar y difundir este extenso conocimiento escribid, a
finales de la década de los 70, un tratado de histoquimica de mas
de 1000 paginas, del cual se distribuyeron copias producidas de
manera artesanal.'® A partir de esta obra, Martinez y Gragera
editaron recientemente un enciclopédico compendio de la teoria
y practica de la Histoquimica,> al que contribuyeron, ademas,
Joaquin Plumet, Ricardo Martinez-Murillo y Javier Capilla.
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Figura 4. De izquierda a derecha A. Carrato, R. J. Wegmann y R. Mar-
tinez, en una de las visitas del histélogo francés a Espafia (1979).

El lector encontrara aqui métodos histoquimicos especificos
para la determinacion in situ de diferentes grupos funcionales
organicos (aldehidos, cetonas, alcoholes,...), de aminoacidos,
proteinas, lipidos, hidratos de carbono, acidos nucleicos, etc.,
asi como de una larga serie de enzimas y de procesos metabo-
licos. En cada capitulo se discute el fundamento quimico de
la reaccion de tincion, cuando se conoce, y, a continuacion, se
detalla el correspondiente protocolo de trabajo. Para un quimico
es curioso comprobar que, en la mayoria de los casos, el meca-
nismo de la reaccion responsable de la selectividad del método
histolégico se conoce solo fragmentariamente.

La histoquimica hoy: microscopia
de fluorescencia y nanoscopia

El microscopio Optico de transmision alcanzo, hacia 1900,
el limite fisico de resolucion lateral (~ 0,2 xm), que viene
dado por la condicién de difraccion de Abbe.!” Los nuevos
instrumentos, como el microscopio confocal de transmision,2?
que mejord la resolucion a lo largo del eje perpendicular al
plano de la muestra, o el de contraste de fases interferencial,
que no requiere la tincién previa del sistema bioldgico, no
pueden escapar al limite de Abbe. La ruptura de la barrera de
difraccion tendria que esperar al desarrollo de la microscopia
de fluorescencia, una técnica que se inicid tempranamente en
Alemania.”! En un microscopio de fluorescencia se incorpora a
la muestra un colorante fluorescente (fluor6foro) y se observa
desde el mismo lado del que se excita (epi-iluminacion), como
cuando se observa un objeto opaco; idealmente este instrumen-
to podria proporcionar imagenes con un contraste infinito (luz/
oscuridad). La utilidad de esta técnica depende de la habilidad
del quimico para obtener fluoréforos con las propiedades de
selectividad que requiere el bidlogo y que, ademas, emitan
eficientemente y sean fotoestables una vez incorporados al
sistema biologico. Para resolver este arduo problema hoy se
recurre a ingeniosos disefios moleculares,?? anticuerpos, crista-
les semiconductores o proteinas fluorescentes. La disponibili-
dad de marcadores fluorescentes, unida a la de nuevos laseres,
camaras digitales y técnicas de analisis de imagenes, ha dado
como resultado el moderno microscopio confocal de fluores-
cencia, que permite obtener imagenes de especimenes vivos y
tejidos de una excelente calidad (Figura 5), con una resolucion
lateral muy proxima al limite de difraccion.
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Las técnicas de imagen basadas en la fluorescencia han
conducido, ademas, a la aparicion de la microscopia 6ptica con
resolucién de nandmetros, es decir, la nanoscopia.>> Entre los
varios métodos que actualmente se estan desarrollando desta-
camos aquellos que se basan en la utilizacion de fluoréforos
“biestables”, es decir, que pueden bascular entre un estado
apagado (no fluorescente) y encendido (fluorescente). En estos
métodos (por ejemplo PALM y STORM, por sus siglas en
inglés), se marca densamente el objeto con moléculas del fluo-
roforo que se encuentran inicialmente en el estado “apagado”.
Mediante un pulso laser de muy baja intensidad se hace pasar
al estado “encendido” a unas pocas moléculas distribuidas al
azar por la superficie del objeto. La tecnologia electrooptica
actual permite determinar la posicion de estas moléculas Gni-
cas, ahora fluorescentes, con una exactitud mejor de 1 nm, por
lo que, repitiendo el proceso un numero elevado de veces, se
puede reconstruir la imagen del objeto con resolucion lateral
nanométrica.>* Desgraciadamente, hoy se conocen muy pocas
sustancias fluorescentes con esta propiedad. El gran reto del
(histo)quimico del siglo XXI es el disefio de los nuevos tipos
de moléculas fluorescentes que necesita la nanoscopia, con la
bioespecificidad que reclama el bidlogo.?®

Figura 5. Imagenes de microscopia confocal de fluorescencia: a)
Célula de carcinoma de pulmoén humano. El sistema de microtiibu-
los (verde, diam. ~ 25 nm) se marco con un analogo fluorescente del
farmaco antitumoral paclitaxel®® y el nicleo se tifi6 con el colorante
Hoechst 33342.27 Barra 10 ym (imagen cedida por la Dra. 1. Bara-
soain); b) Astrocitos de cerebro de raton. El citoplasma (verde) y el
nucleo (rojo) se marcaron mediante anticuerpos fluorescentes especi-
ficos de proteinas que aparecen Unicamente en dichas localizaciones.
Barra 20 #m (imagen cedida por el Dr. R. Martinez Murillo).
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