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“¿Qué es vivir?, una pregunta simple con una respuesta compleja, en el mundo 

científico puede ser descubrir lo inesperado, ver lo invisible, desarrollar la 

imaginación y llevar lo imaginado a algo tangible.”                                                                             

La revista Acta Microscopica, en su aniversario número 30, rinde homenaje a 

un  gran  científico  latinoamericano:  Humberto  Fernández-Morán  (1924-1999), 

conmemorando los 100 años de su nacimiento. El Dr. Fernández-Morán marcó 

un antes y un después en el campo de la Microscopia Electrónica debido a sus 

contribuciones  a  la  investigación  científica  y  al  desarrollo  de  herramientas  y 

técnicas tales como la cuchilla de diamante y la Crío-Microscopía Electrónica. 

Fernández-Morán dejo una huella muy profunda en el área científica debido a 

su  sed  de  conocimiento  desde  muy  joven,  a  su  continua  labor,  a  su  legado 

investigativo  y  a  la  creación  del  Instituto  Venezolano  de  Neurología  e 

Investigaciones  Cerebrales,  antecesor  del  actual  Instituto  Venezolano  de 

Investigaciones Científicas (IVIC).  Con gran orgullo nuestra Revista publica la 

traducción  al  español  de  su  artículo  “Cryo-Electron  Microscopy  and 

Ultramicrotomy:  Reminiscences  and  Reflections”,  realizada  por  el  Dr.  Carlos 

Rojas,  en  el  que  se  resume  su  contribución  al  desarrollo  de  la  Microscopía 

Electrónica.

Dr. Humberto Fernández-Morán 



"Cryo-Electron Microscopy and Ultramicrotomy: 

Reminiscences and Reflections”   

En el libro “The Beginnings of Electron Microscopy”, publicado en 1985 

como parte de la serie “Advances in Electronics and Electron Physics”, se 

recoge el testimonio personal de diferentes investigadores que lideraron el

 desarrollo  de  la  Microscopía  Electrónica,  tras  haber  transcurrido 

cincuenta años del uso generalizado de esta técnica. Dada la importancia 

de tales testimonios para la historia de la ciencia, en el año 2021 fueron 

publicados nuevamente por la casa editorial Elsevier,  ahora en la serie  

“Advances in Imaging and Electron Physics”, Vol. 220 y 221.  Gracias  al 

apoyo  del  Dr.  Peter  Hawkes,  editor  de  “The  Beginning  of  Electron 

Microscopy”,  y  en  ocasión  del  centenario  del  nacimiento  de  Humberto 

Fernández-Morán,  Elsevier  nos  autorizó  a  publicar  la  traducción  al 

español  de  su  artículo  testimonial,  con  el  objeto  de  contribuir  a  su 

difusión dentro del público de habla hispana. 

Artículo original, “Cryo-Electron Microscopy and Ultramicrotomy: Reminiscences and Reflections”, 
Advances in Electronics and Electron Physics, Elsevier, Supplement 16



 

 

 

 

 

 

  

Traducción del articulo “Cryo-Electron 

Microscopy and Ultramicrotomy: 

Reminiscences and Reflections” 

 la Universidad Central de Venezuela, con más de 50 años desarrollando 

actividades  de  docencia  e  investigación  en  Física  Experimenal  en  las 

áreas  de  Superficies,  Nanosistemas,  Microscopía  y  Microanálisis.  Es 

miembro  del  Consejo  Directivo  del  Centro  Latino-Americano  de  Física 

(CLAF),  de  la  Comisión  para  la  Organización,  Inventario  y  Difusión  del 

Fondo  Documental  “Dr.  Humberto  Fernández-Morán”  y  ejercerá  la 

presidencia  de  la  Sociedad  Venezolana  de  Microscopía  y  Microanálisis 

(SVMM) durante el período 2025-2027.

El Prof. Carlos Rojas es un físico graduado de la Universidad Central de 

Venezuela, con Ph.D. de la Universidad de Londres. Es Profesor Titular de

Dr.  Carlos Rojas 

Centro de Microscopía Electrónica de la Facultad de Ciencias  

Universidad Central de Venezuela 



  Introducción 
Humberto 

Fernández-Morán 

Sociedad Venezolana de Microscopia y Microanalisis, en el centro Humberto Fernández-Moran durante la

 ceremonia de apertura del 1er Congreso Atlántico de Microscopia Electrónica, 1992, Mérida, Venezuela. 
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Los investigadores en Biología y Medicina siempre han tratado de relacionar las 

estructuras observadas mediante el microscopio con las funciones biológicas del objeto 

estudiado, estableciendo así una relación estructura/función. El Microscopio Electrónico 

surgió en Alemania a principios de los 1930s, lográndose con él superar los límites en 

resolución impuestos por la longitud de onda usada en los tradicionales microscopios de 

luz. Desde un principio hubo interés en utilizarlo para la caracterización de especímenes 

biológicos, aunque para ello debieron vencerse dificultades en lo que respecta a la 

adecuada preparación de muestras para evitar dañarlas con el haz de electrones y para 

lograr imágenes con un contraste interpretable. Con el Microscopio Electrónico se enfatizó 

aún más el establecimiento de la relación estructura/función, introduciéndose el término 

“ultraestructura” para dar cuenta de los mayores detalles que podían ahora visualizarse 

mediante este  instrumento. 

 

A principios de los 1980s, transcurridos ya 50 años del inicio del uso extendido de 

la Microscopía Electrónica, el Dr. Peter Hawkes, del Laboratorio de Óptica de Electrones 

del CNRS, Francia, destacado científico, comunicador y educador que logró avances 

fundamentales e innovadores en el mundo de la óptica electrónica, las aberraciones y las 

imágenes digitales, gran conocedor y divulgador de la historia de la Microscopía 

Electrónica y posteriormente fundador-presidente de la Sociedad Europea de Microscopía, 

quiso editar una colección de los recuentos personales dados por aquellos científicos que 

participaron activamente en el desarrollo de esta técnica. Para ello invitó a la mayoría de 

los connotados especialistas que aún vivían. En 1985 aparece publicada esta colección 

testimonial con el título “The Beginnings of Electron Microscopy” (Los Comienzos de la 

Microscopía Electrónica), en el Suplemento 16 de la Serie “Advances in Electronics and 

Electron Physics” (ISBN 0-12-014578-2), prologada por Ernst Ruska, quien al año 

siguiente recibiera el premio Nobel de Física por el diseño del primer Microscopio 

Electrónico. En ella podemos hallar el recuento personal dado por 21 investigadores, 14 

europeos, 3 norteamericanos, 2 japoneses, 1 australiano y 1 latinoamericano. No deja de 

llamar la atención la presencia de un latinoamericano junto a este grupo de investigadores 

de países con un alto nivel de desarrollo científico. Se trata del venezolano Humberto 

Fernández-Morán (1924-1999), formado como médico y biólogo, pero que además tuvo 

acceso al conocimiento generado en importantes laboratorios de Física. En el año 2001, 

conocí en Toulouse al Dr. Hawkes, quien me manifestó su complacencia porque sabía que 

la Sociedad Venezolana de Microscopía y Microanálisis mantenía una firme continuidad 

en los Congresos que organizaba y me habló de la importancia de los aportes de Fernández-

Morán a la Microscopía Electrónica, a quien conoció personalmente en su laboratorio de 

la Universidad de Chicago. 

Recién aparecido el libro, pude en él leer, en la biblioteca del “Instituto de 

Tecnología Venezolana para el Petróleo” (Intevep),  la contribución de Fernández-Morán, 
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titulada “Cryo-Electron Microscopy and Ultramicrotomy: Reminiscences and 

Reflections”. En ella nos relata el trabajo que desarrolló durante casi cuatro décadas (1946-

1982), destacando  

1) la influencia que tuvo en su formación su estadía en el Instituto Nobel de  

Física, Suecia, en particular su relación con el Prof. Manne Siegbahn, premio 

Nobel de Física 1924;  

2)  la invención de la “Cuchilla de Diamante”;  

3)  la creación y desarrollo del Instituto Venezolano de Neurología e 

     Investigaciones Cerebrales (IVNIC), actual Instituto Venezolano de 

     Investigaciones Científicas (IVIC), y  

4)  sus aportes a la Crío-Microscopía Electrónica, técnica que años después, en el 

     2017, justificaría la adjudicación de un Premio Nobel.  

 

Dada la importancia del recuento histórico suministrado por estos pioneros de la 

Microscopía Electrónica, “The Beginnings of Electron Microscopy” fue publicado 

nuevamente en el año 2021 en los volúmenes 220 (ISBN 978-0323915076) y 221 (ISBN 

978-0323989190) de la serie “Advances in Imaging and Electron Physics”, de la casa 

editorial Elsevier. Sin embargo, en mi experiencia de varias décadas de docencia en 

Microscopía Electrónica, he podido notar que la contribución de Fernández-Morán a la 

Microscopía Electrónica no era bien conocida en mi país, por lo que en el 2024, en ocasión 

del centenario de su nacimiento,  quisimos ofrecer a los lectores de habla hispana una 

traducción de sus “reminiscencias”. 

  

La conmemoración del centenario del nacimiento de Humberto Fernández-Morán 

ha traído consigo diferentes actividades en Venezuela, importantes para el desarrollo 

científico y para la motivación de nuevas generaciones hacia los estudios de ciencias, entre 

las cuales se destaca la inauguración en el año 2024 de la Universidad Nacional de las 

Ciencias “Dr. Humberto Fernández-Morán”. Desde el 17 de marzo del presente año sus 

restos mortales reposan en el Panteón Nacional, en Caracas, Venezuela. 

 

Gracias al decidido apoyo del Dr. Peter Hawkes, editor de  “The Beginnings of 

Electron Microscopy”, Elsevier nos autorizó a publicar en “Acta Microscopica” una 

traducción al español de la contribución de Fernández-Morán titulada “Cryo-Electron 

Microscopy and Ultramicrotomy: Reminiscences and Reflections”.  

 

Además de hacer público nuestro agradecimiento, queremos también dedicar este 

texto divulgativo a la memoria del Dr. Peter Hawkes, cronista de la ciencia, trabajador 

infatigable y gentil colaborador, quien falleciera a finales del pasado año 2024.  

     

                                 

Prof. Carlos Rojas 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

En sus primeros 50 años de existencia el microscopio electrónico ha sobrepasado 

en tres órdenes de magnitud la resolución del microscopio de luz (3,17), lo que hace posible 

ver directamente estructuras de dimensiones moleculares y atómicas. A pesar de la 

pesimista perspectiva inicial de que “bajo el haz de electrones la materia viviente se 

quemaría hasta convertirse en cenizas", los primeros pioneros, Max Knoll, Ernst Ruska 

(3,4), y L. Marton (5,15), continuaron con su trabajo en esta área. Desde entonces, los 

sucesivos avances en las técnicas de preparación de muestras han revelado dominios 

completamente nuevos de insospechados detalles estructurales, la mayoría de los cuales se 

pueden correlacionar con los resultados de la difracción de rayos-X y con los métodos 

bioquímicos. Considerado como uno de los más exitosos inventos de nuestros tiempos 

(16), el microscopio electrónico y sus aportes a la biología y a la medicina han marcado el 

comienzo de un renacimiento, desde las primeras imágenes de un virus bacteriano (24) 

para desentrañar la organización submicroscópica de células y tejidos hasta visualizar 

objetos biológicos aún más pequeños, como las macromoléculas autorreplicantes de ADN. 

Históricamente, es interesante notar que el biofísico berlinés, Helmholtz (2), y Ernst Abbe 

mostraron en 1873, de forma independiente, que el poder de resolución del microscopio 

óptico está limitado por la longitud de onda de la luz. No obstante, el descubrimiento de la 

birrefringencia de nervios realizado por Ehrenberg (1) en 1849 marca el comienzo de una 

investigación por microscopía de luz de la ultraestructura de un sistema biológico nativo. 

Los subsiguientes estudios mediante luz polarizada y difracción de rayos-X de la cubierta 

de mielina del nervio (19,20) proporcionaron detalles cuantitativos de esta estructura 

paracristalina, consistente de capas lípido-proteicas de aproximadamente 180 Å de espesor, 

y por lo tanto de dimensiones submicroscópicas. De hecho, las capas postuladas y su 

disposición concéntrica altamente ordenada en la cubierta de mielina fueron observadas 

directamente en el microscopio electrónico (42,44). Las investigaciones biofísicas y 

bioquímicas correlacionadas de este tipo  han contribuido de manera significativa a validar 

los resultados de la microscopía electrónica. La experiencia habida ha demostrado el valor 

único de este enfoque que implica la aplicación combinada de disciplinas complementarias 

y la interacción de numerosos expertos que trabajan conjuntamente en imaginativos 

experimentos. También podemos anticipar el desarrollo de una nueva generación de "crío-

microscopios electrónicos" diseñados para reducir, a temperaturas de helio líquido (128), 

tanto el daño causado a las muestras por la radiación  como las vibraciones térmicas. 

En última instancia, las reminiscencias son resurrecciones de imágenes 

significativas y de conceptos fructíferos. Por lo tanto, dentro del sucinto alcance de este 

artículo, el autor ha seleccionado una serie de micrografías representativas para ilustrar los 

resultados de estudios correlacionados que utilizan técnicas de preparación mejoradas, 

complementadas por métodos bioquímicos y biofísicos paralelos. Habiendo compartido el 

privilegio de participar en este trabajo exploratorio con varios distinguidos colegas  durante  

casi  cuatro  décadas,   se  escogieron  como  casos  de  interés  aspectos 
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destacados  de  la  crío-microscopía  electrónica  y  de  la  ultramicrotomía.    Presentados 

como  una  muestra  de  profundo agradecimiento, estos casos cubren los aspectos más 

destacados de una búsqueda internacional que, de muchas maneras, se produjeron en los 

momentos y lugares  adecuados (1946-1982). 

Formado como biólogo y médico, mientras trabajaba en su disertación doctoral 

(29), el autor conoció bien las técnicas clásicas de microscopía de luz bajo la guía de 

expertos en el área (Profesor A. Dabelow y Profesor B. Romeis). 

Las primeras publicaciones sobre microscopía electrónica, que aparecieron en 

Alemania durante 1939-1940, en particular los artículos de E. Ruska (4) y de H. Ruska (7), 

así como el inspirador libro de M. von Ardenne (8), fueron estudiados con vivo interés. 

Posteriormente los artículos clásicos de Luria y Anderson (24) y de Hall, Jakus y Schmitt 

(25), así como los libros de Burton y Kohl (14) y de Zworykin, Morton, Ramberg, Hillier 

y Vance (33), le abrieron un nuevo mundo. Es difícil transmitir el impacto que se siente al 

ver por primera vez las micrografías electrónicas de bacteriófagos, o la fascinante belleza 

de las estructuras periódicas reveladas por tinción o sombreo en tricoquistes, fibrillas de 

paramiosina o en tejido conectivo (colágeno).  

Sin embargo, el trabajo de postgrado en neurología y neurocirugía absorbió todas 

las energías del autor. En 1946 Fernández-Morán se trasladó a Estocolmo, Suecia, para 

continuar su residencia médica y trabajó como investigador extranjero en el grupo del 

famoso neurocirujano Herbert Olivecrona, en el Serafimerlasarettet. El profesor 

Olivecrona no sólo fue un gran médico, sino también un magnífico organizador, dotado de 

una prodigiosa energía y de esa rara medida de autocontrol típica de ciertos suecos 

destacados (37). Conmovido por las muertes causadas por tumores malignos, a pesar del 

ejemplar tratamiento quirúrgico, Fernández-Morán, animado por el profesor Olivecrona, 

se orientó hacia la investigación básica para aprender más sobre la organización de las 

células tumorales. 

En 1946 visitó al profesor Manne Siegbahn, director del Instituto Nobel de Física, 

y después de una breve discusión fue invitado a trabajar en los laboratorios de microscopía 

electrónica. Gracias a la generosa hospitalidad y a la asistencia garantizada durante un 

período de 8 años (1946-1954), Fernández-Morán siguió un aprendizaje especializado en 

microscopía electrónica tanto allí como en el Instituto Karolinska. 

 

II.  EL INSTITUTO NOBEL DE FÍSICA  

 

A. El Profesor Manne Siegbahn 

 

En 1937, la Real Academia de Ciencias Sueca creó un Instituto Nobel de Física, 

ubicado en Frescati en los suburbios del norte de Estocolmo, con el profesor Manne 

Siegbahn como su director; aunque en un sentido más profundo él era el alma de ese 

instituto, tanto como un gran científico como un ser humano único (ver Figura 1). Karl 

Manne George Siegbahn fue galardonado con el Premio Nobel en Física en 1924 "por sus  

descubrimientos  e investigaciones en el campo de la espectroscopía de los rayos-X".  
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Desarrolló técnicas especiales de investigación para la espectroscopia de rayos-X, y 

determinó con extraordinaria precisión la longitud de onda de los rayos-X característicos. 

Su "Espectroscopía de Rayos Röntgen" (1924) se convirtió en la referencia estándar sobre 

este tema. Además de sus aportes fundamentales, él diseñó máquinas de rayado especiales 

para  la  fabricación de redes de difracción e inventó (en 1939) un microscopio  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 1. Profesor Manne Siegbahn y sus colegas en el Instituto Nobel de Física de la Academia de 

Ciencias Sueca en Estocolomo, 1947 (de izquierda a derecha): Profesores Kai Siegbahn, Nils Svartholm, 

Manne Siegbahn, H. Fernández-Morán, and H. Slätis. 

 

electrónico de inusual diseño y de alta resolución, equipado con una bomba rotatoria 

molecular de alto vacío, de su invención, entre muchas otras contribuciones. Gracias a sus 

sobresalientes cualidades como organizador, el instituto, dedicado a investigaciones en 

física nuclear, fue uno de los mejor equipados y dotados de personal en Europa. Cuando 

llegué en 1946, el instituto era un paraíso de excelencia y un importante centro 

internacional de investigación y formación, visitado por los más eminentes físicos, inclui- 

dos los premios Nobel de Física, quienes cada año dictaban sus Conferencias Nobel. 
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Sin embargo, la personalidad del profesor Siegbahn permanece como la impresión más 

duradera:  un  gran hombre, amable,  dotado de excepcionales cualidades de mente y 

carácter. Personalmente, tengo con él una profunda deuda de gratitud. Más allá de su 

asistencia en microscopía electrónica, la cuchilla de diamante fue desarrollado en ese 

entorno único donde sus famosas máquinas de rayado producían redes de difracción de 

calidad insuperable, trazadas con puntas de diamante. 
 

B. El Microscopio Electrónico de Siegbahn 
 

Un microscopio electrónico magnético de diseño inusual fue construido por el Profesor 

Manne Siegbahn en 1939 (10) y fue instalado en laboratorios especiales del Instituto Nobel 

de Física (ver Fig. 2). La columna consiste en un estrecho tubo dispuesto horizontalmente. 

Las piezas polares fabricadas con precisión están dentro del tubo y hacen contacto 

magnético con las bobinas de la lente, montadas externamente.   La imagen se ve a través 

de una delgada pantalla fluorescente unida a un portaplacas que acepta  hasta  ocho  placas  

fotográficas.  La alineación de la columna horizontal es crítica,  pero  se  puede  llevar  a 

cabo  de   manera   reproducible.    Para generar el vacío   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
    

 

Fig. 2. El autor examinando especímenes biológicos (fotografiado el 9 de febrero de 1947) con el 

microscopio electrónico diseñado por el Profesor Manne Siegbahn (1939) e instalado en laboratorios de 

investigación especiales del Instituto Nobel de Física en Frescati, Estocolmo. Este instrumento alcanzó 

consistentemente resoluciones de 20-50 Å cuando se operaba en óptimas condiciones con las adecuadas 

técnicas de preparación de muestras. 
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alto requerido se utiliza una bomba rotatoria molecular diseñada por el mismo Siegbahn.  

A pesar de que esta bomba no tiene una velocidad de bombeo muy alta, en ausencia de 

fugas está relativamente libre de contaminación, ya que no contiene vapores de aceite. Con 

un cuidadoso montaje y balanceo de la bomba se eliminan las vibraciones molestas. Los 

circuitos eléctricos son de diseño convencional, con una adecuada estabilidad y controles 

de precisión para el enfoque. El modelo de  laboratorio opera a un alto voltaje regulado de 

35-55 kV. 

Los portamuestras consisten en bloques metálicos rectangulares (2 cm x 2,5 mm x 

2 mm) con dos aberturas longitudinales que están cubiertas por una fina malla de cobre 

(soldada por punto a los portamuestras) con aberturas de 100 μm de diámetro. Cada 

abertura longitudinal contiene hasta 500 agujeros de la malla Así, un gran número de 

especímenes puede ser observado sin romper el vacío. Una mejora importante se logró 

usando como soportes películas muy delgadas de berilio o de aluminio (10-50 Å de 

espesor), preparadas de acuerdo al método desarrollado por el profesor Nils Hast (30). 

 El microscopio electrónico de Siegbahn alcanzó  consistentemente  resoluciones de 20-50 

Å con un aumento útil de 100.000X cuando se opera bajo condiciones óptimas y con 

técnicas adecuadas de preparación de muestras. Durante 7 años de constante operación, 

demostró ser notablemente confiable. Además, dado que tiene muchas características en 

común con un banco electro-óptico, era un instrumento ideal para la experimentación 

electro-óptica y  para  evaluar  los  efectos de  estabilidad de los lentes, variaciones del alto 

voltaje y alineación (Figura 6).  

   
Fig. 3. Informe sobre los resultados preliminares obtenidos en el examen de tejido cerebral con el 

microscopio electrónico de Siegbahn utilizando nuevas técnicas de preparación. Comunicado a la Academia 

Sueca de Ciencias el 4 de junio de 1947. [Tomado de Ark. Zool. 40A, No. 6 (1948).] 
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Elvers (11) realizó estudios sistemáticos de la ultraestructura de células vegetales y 

desarrolló ingeniosas "micro-rejillas" o "micro-mallas" fabricadas a partir de secciones 

transversales de madera de pino o abedul, con aberturas tan pequeñas como 10 μm. 

Con este microscopio Kai Siegbahn y B. Ingelman (12) realizaron el primer estudio 

de moléculas de Dextrano usando microscopía electrónica.  La investigación más extensiva 

sobre la estructura fina de la arcilla y el desarrollo de mejores sustratos de películas 

metálicas ultradelgadas fue llevada a cabo por el profesor Nils Hast (30). 

Nuestros estudios preliminares de tejidos frescos de tumores cerebrales provistos 

por la clínica neuroquirúrgica del profesor Herbert Olivecrona (31) (Figs. 3 y 4) revelaron 

varios componentes nuevos, incluyendo fibrillas gliales submicroscópicas  (Fig. 5) y 

cuerpos de inclusión citoplasmáticos, y además proporcionaron indicaciones de que los 

tipos de células gliales patológicas, que son específicas para cada tumor, difieren de las 

células gliales normales. 

 

Fig. 4. Diagrama esquemático de las técnicas de preparación para el examen de células nerviosas 

mediante microscopía electrónica. Varios métodos fueron propuestos e iniciados por el autor en esta 

temprana etapa (1947), incluidas las técnicas de corte fino y la de esparcir componentes celulares en una 

monocapa de proteína. Estos métodos demostraron ser útiles y luego fueron desarrollados y aplicados con 

éxito por numerosos investigadores en estudios correlativos que revelaron nuevos dominios de la 

ultraestructura celular y de la biología molecular. 
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La principal ventaja que se derivó de estos estudios preliminares fue la evaluación 

de las técnicas de preparación adecuadas. Como se muestra en el esquema de la Fig. 4, el 

autor propuso e inició varios métodos nuevos en esta temprana etapa (1947), incluyendo  

el de esparcir componentes celulares en una monocapa de proteína. Estos métodos 

probaron ser útiles, y fueron más tarde desarrollados de manera independiente y  aplicados  

con éxito en estudios correlativos de ADN liberado por bacteriófagos (80) y por 

cloroplastos (81). 

 

 

Fig. 5. (A) Fibrillas gliales en una preparación fresca de astrocitoma depositada sobre una película 

de aluminio de 30-Å y lavada con éter-alcohol. (B) Fibrillas gliales submicroscópicas [desde 1000 hasta 200 

Å (*) de diámetro] en una preparación fresca de astrocitoma, sin fijar y sin teñir, depositada sobre una película 

ultrafina (20-Å) de berilio. Imagen adquirida con el microscopio electrónico de Siegbahn a 35 kV. [Tomado 

de H. Fernández-Morán, Ark. Zool. 40A, No. 6 (1948).] 
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Fig. 6. (A) Micrografía electrónica del recuadro (B) de oro evaporado sobre una película delgada de berilio 

(20-Å), que muestra una resolución puntual de 20 a 40 Å. Imagen adquirida con el microscopio electrónico 

de Siegbahn a 55 kV. (H. Fernández-Morán, 1949.) 
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C. Microscopía Electrónica de Células del Lóbulo Anterior de la Hipófisis de Rata 

 

En colaboración con el Dr. Rolf Luft se realizó un interesante estudio sobre 

"Gránulos Citoplasmáticos Submicroscópicos en las Células del Lóbulo Anterior de la 

Hipófisis de Rata Revelados por Microscopía Electrónica" (32). Este estudio fue llevado a 

cabo con el Microscopio Electrónico de Siegbahn utilizando principalmente el método de 

réplica-adhesión (26) aplicado a frotis de células del lóbulo glandular de la hipófisis de 

rata. Se demostró que el citoplasma de todas las células del lóbulo glandular examinadas 

consisten predominantemente de cuerpos esféricos claramente delineados, de 30-300 nm 

de diámetro, que por lo tanto están más allá del poder de resolución del microscopio de 

luz. Estas "citoesferas" (Figs. 7 y 8) contienen gránulos esféricos más pequeños y están 

embebidas en una sustancia base de partículas submicroscópicas. No se pudieron observar 

diferencias fundamentales entre los tres tipos básicos de células.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 7. Micrografía electrónica que muestra gránulos citoplasmáticos submicroscópicos de una 

célula basófila de la hipófisis de rata tal como lo revelan las técnicas de réplica de superficie utilizando 

películas muy delgadas de berilio (alrededor de 10-50 Å de espesor). Imagen adquirida con el microscopio 

electrónico de Siegbahn a 35 kV. [Tomado de H. Fernández-Morán y R. Luft, Acta Endocrinol. 

(Copenhague) 2, 199 (1949).] 
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Fig. 8. Segmento de citoplasma en una célula eosinófila del lóbulo anterior de la hipófisis de rata. 

Dos gránulos específicos están embebidos entre las partículas citoplasmáticas estrechamente empaquetadas, 

que miden sólo 30-300 nm y, por lo tanto, están más allá del poder de resolución del microscopio de luz. 

Método de adhesión de réplica metálica; imagen adquirida con el microscopio electrónico de Siegbahn a 55 

kV. [Tomado de H. Fernández-Morán y R. Luft, Acta Endocrinol. (Copenhague) 2, 206 (1949).] 

 

 

III. La Cuchilla de Diamante 

 

A. Desarrollo de la Cuchilla de Diamante 

 

La preparación de secciones ultrafinas que tuviesen espesores de varios órdenes de 

magnitud menores al límite inferior de la microtomía convencional fue uno de los más 

serios problemas que  tenían  que ser resueltos  antes de que la ultraestructura  de células  

y tejidos  pudiese  ser   estudiada   mediante   microscopía   electrónica.  
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Un aporte importante fue   el   desarrollo  de  ultramicrotomos  especiales  (35,48,51,79,84),  

pero  la  preparación   de  secciones finas  satisfactorias  en  el  rango  de  0,01 μm, requería 

de cuchillas de características excepcionales. Las navajas de afeitar especialmente afiladas 

no fueron satisfactorias debido a su vida útil relativamente corta, a la corrosión y a otras 

limitaciones. 

La cuchilla de vidrio introducida por Hartmann y Latta (36) constituyó una gran 

mejora y en realidad ha demostrado ser el borde de corte más popular cuando se trata de 

especímenes incluidos en plástico, a pesar de su vida útil relativamente corta y a sus 

limitaciones básicas cuando se trata de seccionar materiales duros. 

Se han hecho esfuerzos sistemáticos para elaborar cuchillas de zafiro 

monocristalino, rubí y otros cristales duros, pero sin éxito. Pronto se hizo evidente que 

sería ideal un cristal duro con una estructura fina en capas, ya que las capas individuales 

representan filos de cuchilla "preformadas". Así, los cristales de carburo de silicio pudiesen 

ser clivados y pulidos cuidadosamente para producir cuchillas afiladas, pero eran 

demasiado quebradizos. 

El diamante ejercía una fascinación especial, ya que las puntas de diamante usadas 

para fabricar redes de difracción con exquisita precisión en las máquinas de rayado de 

Siegbahn exhibían una extraordinaria longevidad y resiliencia. Sin embargo, se trataba de 

puntos naturales y no de bordes. Además, la consulta con expertos en molienda de 

diamantes resultó de lo más desalentadora. 

Fue en esta coyuntura que el profesor Siegbahn, durante una de sus visitas al 

laboratorio a altas horas de la noche, mientras esperábamos que el microscopio fuese 

bombeado, me sugirió que me fijara en la amplia variedad de diamantes existentes, 

particularmente los fragmentos brasileños, los cuales exhiben una distintiva estructura en 

capas paralelas a las caras de los octaedros (ver Fig. 9). 

Así comenzó un esfuerzo sistemático para determinar las dimensiones y la 

orientación de las estructuras en capas mediante la aplicación combinada de técnicas de 

réplica cubriendo caras seleccionadas del diamante intacto para examinar mediante 

microscopía electrónica la estructura laminar de estas superficies. Esto fue seguido por la 

trituración del diamante en fragmentos lo suficientemente delgados para su caracterización 

mediante microscopía electrónica y difracción de electrones. Como se muestra en la Fig. 

10, todos los fragmentos exhibieron la típica estructura cristalina en capas del diamante, 

apilada en láminas hasta las "capas unitarias" más delgadas, de unos 10 Å de espesor. Esto 

también concordaba con las réplicas de superficie de las caras del diamante intacto. Sin el 

poder de resolución del microscopio electrónico nunca se habría detectado esta estructura 

laminar submicroscópica. A su vez, la existencia de estos bordes "preformados", que 

podrían ser diseccionados después del clivaje a lo largo de ciertos planos, seguido de una 

abrasión y de un pulido cuidadoso para producir bordes extremadamente afilados, 

proporcionó la justificación racional para producir una cuchilla de diamante. Las 

propiedades físicas y químicas únicas del diamante favorecían la producción de un borde 

de corte ultra-afilado, pero a la vez estable. El diamante es el material más duro y resistente 

al desgaste que se conoce; tiene una resistencia a la 
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compresión muy alta; su módulo de elasticidad de Young no es aproximado por el de 

ninguna  otra  sustancia;  su  resistencia  relativa a  la  ruptura es  muy alta;  es  uno de los 

materiales dimensionalmente  más  estables,   con  un  coeficiente  de  expansión térmica  

muy  bajo;  tiene  una  estabilidad  térmica  muy  alta;  y  conduce  el  calor  más  rápida y                 

confiablemente  que cualquier otra sustancia. Finalmente, en la práctica el diamante es 

químicamente inerte, excepto bajo condiciones inusuales (ver Fig. 11). 
               

 

Fig. 9. Cuchilla de diamante para seccionamiento ultrafino preparado a partir de diamantes industriales 

venezolanos o brasileños mediante técnicas especiales de clivaje y afilado desarrolladas por el autor [Exp. 

Cell Res. 5,25 5 (1953)]. Durante las últimas tres décadas, la cuchilla de diamante con su propiedades únicas 

ha encontrado aplicación en todo el mundo en ultramicrotomía y ha abierto nuevos campos en mecanizado 

de precisión y en microcirugía. 

 

A partir de este momento se hizo firme la convicción de que estábamos en la pista 

correcta. No obstante nos tomó varios años y una inversión bastante sustancial en 

diferentes tipos de diamantes antes de haber resuelto los problemas de montar el diamante, 

encontrar la orientación óptima para el clivaje, desarrollar máquinas especiales de alta 

velocidad de esmerilado y pulido, y preparar el polvo de diamante ultrafino por 

ultracentrifugación,  que era esencial  para la operación del pulido final.   
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Todos los costos fueron sufragados por un fondo especial de investigación proporcionado 

por mi padre, Luis Fernández-Morán.  El infalible aliento y el  apoyo  de  Manne  Siegbahn  

también fueron esenciales.  En todo momento, el microscopio electrónico resultó 

indispensable, junto con la microscopía de luz de contraste de fases. La figura 12 muestra 

la micrografía electrónica de una réplica de carbono de un filo de cuchilla de diamante que 

exhibe la característica estructura en capas derivada de las láminas orientadas de diamante 

cristalino. Sin embargo, cuando finalmente comenzamos a probar las primeras cuchillas de 

diamante, muchos de las secciones ultrafinas mostraban marcas dejadas por la cuchilla y 

en algunos casos en realidad estaban muy dañadas. La selección de los diamantes fue un 

factor crítico, ya que algunas de las cuchillas a menudo se rompían al probarlas o en las 

fases finales del pulido.  
 

 

Fig. 10. Los estudios correlacionados de microscopía electrónica y difracción de electrones (d) de 

la  estructura cristalina en capas del diamante (a y c) mostrando  capas unitarias de ∼ 10 Å (b) proporcionaron 

la base para producir un borde de corte extremadamente afilado y uniforme de dimensiones moleculares, que 

es químicamente inerte y muy duradero. (H. Fernández-Morán, 1953-1958.) 

                      

Aún así, las mejores cuchillas de diamante eran de tan alta calidad que se aproximaban a 

la cuchilla ideal con las siguientes características: (1) bordes extremadamente afilados y  
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uniformes de varios milímetros, con un radio de curvatura de 20 a 50 Å, capaces de producir 

secciones ultrafinas de 100 Å o menos, con un mínimo de compresión, y formar cintas de 

secciones seriadas de longitud prácticamente indefinida; (2)  todo  tipo  de  especímenes   

podrían  ser   seccionados,   incluyendo  metales,  cristales, vidrio, y, particularmente, 

secciones  congeladas; (3) el borde  del  diamante era  extremadamente duradero,  resiliente 

y estable,  con un rendimiento reproducible durante su uso constante durante períodos de 

meses y años cuando se tratan con cuidado y se usan correctamente; (4) la cuchilla de  

diamante era  químicamente  inerte  y no contaminaba las muestras. La producción de la 

cuchilla de diamante fue un ejercicio edificante de persistencia y de trabajo en equipo. 

También demostró el papel indispensable de la microscopía  electrónica para "ver y hacer" 

a nivel submicroscópico, y marcó su valor práctico en el campo de la tecnología de 

precisión de diamantes y en el mecanizado de  ultraprecisión.  
 

Fig. 11. (A) Borde de corte de una cuchilla de diamante mostrando como una línea brillante muy 

uniforme en una micrografía de campo oscuro. X1000. (B) Cuchilla de acero inoxidable mostrando el típico 

borde de corte dentado y faceta con surcos en una micrografía de campo claro. X1000. (C) Cuchilla de 

diamante mostrando un espaciamiento periódico de franjas uniformes que indican un acabado de calidad 

óptica inferior a 0,2 μm. Micrografía de interferencia. X600. (D) Filo pulido de navaja de afeitar del tipo que 

se usaba para ultramicrotomía, mostrando franjas irregulares y distorsionadas en marcado contraste con el 

acabado de calidad óptica de la cuchilla de diamante. Micrografía de interferencia. X1000. 
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En este período, 1953, Fernández-Morán publica el primer trabajo sobre la cuchilla 

de diamante y sus aplicaciones en ultramicrotomía (47). Habíamos logrado los objetivos 

que nos habíamos fijado para un instrumento de laboratorio. 

 

 
Fig. 12. Micrografía electrónica de una réplica de carbón del filo de una cuchilla de diamante y una 

faceta que muestra la característica estructura en capas derivada de las láminas de diamante cristalino 

orientado. Es esta combinación de estructuras en capas en el diamante con sus propiedades únicas la que  

hace posible "diseccionar" mediante el clivaje adecuado y la abrasión de las capas unitarias preformadas, y 

así obtener los deseados filos de corte estables y ultraafilados de dimensiones moleculares (10-15 Å). 

 

 

B. La Cuchilla de Diamante y el Ultramicrotomo 

 

Ahora los métodos tenían que ser refinados, se requería un suministro confiable 

para la selección de diamantes adecuados y se necesitaban recursos suficientes para lograr 

un nivel satisfactorio de producción de cuchillas de alta calidad. Un abundante  suministro 

de cuchillas de diamante probadas haría posible su amplia distribución. Habiendo  

fabricado  y  aplicado  un  borde  de  corte  superior  para  ultramicrotomía,  la  
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cuchilla de diamante debería estar fácilmente disponible para otros microscopistas 

electrónicos con el fin de establecer su desempeño y permitir compartir la experiencia de 

su uso en diferentes especímenes (53). 

Complementando  este  proyecto, se  desarrolló  especialmente un ultramicrotomo  

para aprovechar al máximo las características de la cuchilla de diamante, en particular su 

capacidad para el corte ultrafino tanto de muestras blandas como de muestras duras. El 

diseño presentaba una estabilidad mecánica excepcional, una disposición compacta con 

relativamente pocos componentes de alta precisión y la capacidad de operar sin lubricación 

en vacío alto o en un ambiente criogénico. El ultramicrotomo de Fernández-Morán (51) 

(Fig. 13)  consta de  un rotor  cilíndrico de  acero  especialmente  endurecido,  

 

 
Fig. 13. Ultramicrotomo para producir secciones seriadas ultrafinas (20 a 100 Å) de especímenes 

biológicos incluidos en plástico o congelados, cristales, metales y otros materiales duros, desarrollado y 

probado por el autor en 1953-1954 (51). La cuchilla de diamante se mantiene estacionaria mientras el 

especimen se hace avanzar hacia él a una velocidad cuidadosamente controlada, operando bajo el principio 

de expansión térmica de la varilla que sostiene la muestra. Se construyó  una versión comercial de este 

instrumento la cual está disponible a través de la casa Leitz-Wetzlar (143). 

 

mecanizado y pulido con una precisión de micropulgadas, que descansa sobre dos cojinetes 

en forma de V (formados con varillas de zafiro pulido precisamente alineadas para un 

rendimiento óptimo). Unos cojinetes puntuales en ambos lados del rotor evitan la 
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excursión lateral. Por lo tanto, estaba garantizado un movimiento circular de estabilidad y 

reproducibilidad excepcionales, sin ninguna lubricación y con un desgaste insignificante. 

La varilla portamuestras de Invar atraviesa el rotor a través de un orificio radial, está 

firmemente conectada en un extremo y contiene un elemento  calefactor para controlar su 

expansión térmica.  La cuchilla  de  diamante se mantiene estacionaria, firmemente unido 

a un canal grande que está rígidamente  sujeto a un componente especial.    La cuchilla de 

diamante se mueve hacia adelante hasta que hace contacto con la muestra y corta la primera 

sección. A partir de entonces el especimen se hace avanzar hacia el filo de la cuchilla a una 

velocidad cuidadosamente controlada, determinada por la expansión térmica de la varilla 

portamuestra, cortando una sección ultrafina cada vez que la muestra que gira con precisión 

hace un solo paso a través de la cuchilla. Los componentes de este prototipo fueron 

construidos en los talleres centrales del Instituto Nobel de Física y del Instituto de 

Investigación Celular del Instituto Karolinska, gracias a la experta ayuda del Ingeniero R. 

Säfström. El montaje y las pruebas del ultramicrotomo fueron llevados a cabo con éxito 

por el Sr. Josef Weibel, quien supervisó este proyecto a lo largo de los años. El profesor 

Gunter Bahr (82) compartió amablemente su vasta experiencia en microscopía electrónica 

cuantitativa, e hizo varias sugerencias constructivas en las primeras etapas de este trabajo. 

Una versión comercial de este ultramicrotomo, incorporando varias mejoras importantes, 

fue construido y puesto comercialmente a la disposición por la casa Ernst Leitz GmbH en 

Wetzlar (1956-1958) (143).  

El excelente rendimiento de la ultramicrotomía con cuchilla de diamante usando 

este instrumento durante un período de tres décadas está bien documentado en las 

publicaciones correspondientes (140). Como se muestra en las ilustraciones, resultó ser de 

valor particular en la preparación de secciones ultrafinas del virus del mosaico del tabaco 

(Fig. 18), del ojo compuesto de insecto con sus resistentes componentes de quitina (Fig. 

22), y de las inclusiones de virus cristalinos de insectos (Fig. 23). Las características del 

diseño básico del crío-ultramicrótomo (Fig. 35) se derivaron de este instrumento. 

 

C. Aplicaciones de la Cuchilla de Diamante 

 

Basado en los métodos desarrollados por Fernández-Morán en el Instituto Nobel 

de Estocolmo, se implementó un programa sistemático para producir cuchillas de diamante 

de alta calidad en cantidad suficiente para hacer posible su extensa distribución. En el 

recién creado Instituto Venezolano de Neurología e Investigaciones Cerebrales (IVNIC) 

en Caracas, estaba disponible una abundante oferta de diamantes aluviales venezolanos 

(Fig. 14) y recursos de investigación adecuados para producir y probar cuchillas de 

diamante, muchas de ellas de excepcional calidad. Durante 1955-1958  varios cientos de 

cuchillas de diamante probadas se suministraron, de manera gratuita, a microscopistas 

individuales y a las principales instituciones científicas de todo el mundo (Fig. 15) sobre 

la base de un intercambio de información (53). La respuesta fue muy gratificante y 

recibimos a cambio una gran cantidad de información sobre el rendimiento y la gama de 

aplicaciones de la cuchilla de diamante. El Profesor J. Francis Hartmann, quien junto con 

H. Latta (36)  había  introducido  la cuchilla de vidrio, escribió una de las  
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Fig. 14. Micrografía de contraste de fases del borde de corte de un diamante preparado a partir de 

diamantes aluviales venezolanos cuidadosamente seleccionados, que proporcionaron algunas de las cuchillas 

de diamante  más afiladas y duraderas. Muchos de estos diamantes naturales que se encuentran en ciertas 

regiones de Venezuela exhiben estrías superficiales características que son similares a las estrías descritas 

por R. C. DeVries (1973) en los fragmentos de diamante tipo framesita. DeVries considera que estas bandas 

orientadas de deformación corresponden a endurecimiento por deformación plástica y tienen una mayor 

resistencia a la abrasión que aún las superficies (111) del diamante. En vista de los resultados experimentales 

obtenidos por DeVries, F. Bundy y R. Wentorf  (1980) en el endurecimiento por deformación del diamante, 

se están realizando más estudios para seleccionar diamantes para la fabricación de cuchillas mejoradas. 

 

más valiosas comunicaciones, en la que discutió en detalle las ventajas de la cuchilla de 

diamante y expresó generosamente "Yo lo considero una contribución invaluable al campo 

de la microscopía electrónica". El Dr. Keith Porter del Instituto Rockefeller también 

proporcionó  una  evaluación  crítica y  constructiva.  Después  de  1958,  una  importante 

contribución fue  hecha por T. G. Lewis y sus asociados de la compañía du Pont, quienes 

desarrollarron un equipo especial y utilizaron las cuchillas de diamante como una 

herramienta mecánica ultraprecisa para hacer cortes con acabados de calidad óptica de 

hasta 0,2 μpulgadas y mantener precisiones cercanas a 1 μpulgada en aleaciones dúctiles 

sin necesidad de pulirlas (138). Durante las últimas dos décadas el autor ha colaborado con 

la División de Instrumentos de la casa du Pont en la evaluación de sus cuchillas de 

diamante para cortar secciones ultrafinas, y desea reconocer con aprecio el enfoque 

sistemático apoyado por Daniel Friel, las mejoras realizadas por Robert Sebastian y sus 

asociados, y las contribuciones significativas realizadas recientemente por el Dr. Frederick 

Keidel. Una prometedora nueva aplicación fue ideada por el Dr. Davis G. Durham, quien 

en 1966 introdujo un nuevo instrumento para 
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incisiones de cataratas mediante el uso de un bisturí de diamante (Fig. 16) fabricado por la  

División  de  Productos  de  Instrumentos  de  E. I.  du  Pont  de Nemours & Co., Inc.,         

Wilmington,  Delaware.   Las 60 operaciones  de  cataratas  realizadas  con  éxito  por  el  

Dr. Durham  representan  el primer uso conocido de las cuchillas de diamante en la cirugía 

de humanos. 
 

Fig. 15. Siguiendo los métodos desarrollados por el autor en Suecia, la producción de la cuchilla de 

diamante en cantidades importantes se realizó en el Instituto Venezolano de Neurología  e Investigaciones 

Cerebrales (IVNIC) en Caracas durante los años 1955-1958. Varios cientos de cuchillas de diamante 

probadas se pusieron a la disposición de las principales instituciones científicas de forma gratuita en todo el 

mundo, como una contribución de IVNIC a los campos de ultramicrotomía, investigación de ultraestructura 

y microscopía electrónica. 

 

La historia de la cuchilla de diamante y de sus aplicaciones ha sido relatada aquí 

con tanto detalle debido a que ha evolucionado de una manera interesante e inesperada. 

Desarrollado hace 30 años, simplemente como un dispositivo para microscopía  

electrónica,   ha recibido desde entonces la aceptación mundial como una  herramienta de                      
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corte  insuperable para el  mecanizado de  precisión,  para  la producción de componentes  

ópticos complejos, para delicadas operaciones quirúrgicas, y ha abierto nuevos e 

importantes campos (138-142).  

En 1967 le fue otorgado al autor el  Premio John Scott de la ciudad de Filadelfia 

por la invención de la cuchilla de diamante. Este estimado honor fue inesperado, ya que el 

placer de haber iniciado un campo y seguido su desarrollo, el cual parece tener vida propia, 

constituye ya una amplia recompensa. 
                          

 
 

Fig. 16. Dispositivo de fijación por vacío desarrollado por Davis G. Durham, M.D., aplicado al ojo, 

mostrando el bisturí de diamante du Pont en posición para cortar. Más de 60 operaciones de cataratas se han 

realizado con éxito con el bisturí de diamante. Este es el primer uso conocido de cuchillas de diamante en 

cirugía humana. [Cortesía del Dr. Davis G. Durham, Del. Med. J. 38.202 (1966) (139).] 
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IV.  El Instituto Venezolano de Neurología e Investigaciones Cerebrales 

 

A. Fundación y Actividades de Investigación 

 

En 1954 Fernández-Morán regresó a Venezuela, su país natal, invitado por el 

Ministro de Salud, el distinguido médico Dr. P. A. Gutiérrez Alfaro, asignándosele la 

misión de desarrollar un centro regional de investigación y entrenamiento en las áreas de 

neurología y cerebro. El Instituto Venezolano de Neurología e Investigaciones Cerebrales 

(IVNIC) fue fundado en abril de 1954, por decreto del Presidente de Venezuela, como un 

organismo gubernamental autónomo, adscrito al Ministerio de Salud, de rango similar al 

de los Institutos Nacionales de Salud. Con una dotación inicial de 7 millones de dólares, y 

contando con todo el apoyo del gobierno y de la Academia de Ciencias, se entendió 

claramente  que  Fernández-Morán  como  director  de  una  eficiente junta ejecutiva se 

concentraría en seleccionar un sitio adecuado y empezar a construir lo antes posible los 

primeros laboratorios de investigación. Esto le permitiría continuar con su propio trabajo, 

al mismo tiempo que atraería personal de investigación con el incentivo de equipar sus 

propios laboratorios con las más modernas instalaciones. Con la ayuda de expertos se 

seleccionó un sitio ubicado en una hermosa zona montañosa, 12 Km al suroeste de Caracas, 

a 1500 m de altura, con un excelente clima y con un suministro adecuado de agua (Fig. 

17). En los primeros 7 meses, la carretera principal y las instalaciones básicas ya se habían 

construido, y casi un año después, entre el 26 de noviembre y el 2 de diciembre de 1955, 

fueron inaugurados los Laboratorios de Ultraestructura Nerviosa (con instalaciones de 

microscopía electrónica instaladas y en funcionamiento), la Unidad de Neurofisiología, el 

Taller Central (incluyendo la Unidad de Cuchilla de Diamante), la Biblioteca y las 

Residencias para el personal de planta y los visitantes (50).  

Los trabajos de investigación comenzaron antes de la Navidad de 1955, y el primer 

artículo, sobre la estructura fina de la retínula de insectos, fue publicado en Nature en 1956 

(52). El trabajo de producción, aplicaciones y distribución de cuchillas de diamante (51,53-

55) prosiguió con paso firme. Gracias a los dedicados esfuerzos del personal administrativo 

y de ingeniería, los trabajos de construcción del importante proyecto del instituto (que 

finalmente costaría más de 50 millones de dólares) continuaron de manera independiente, 

de acuerdo al calendario programado. Todavía se pueden evocar los impactantes recuerdos 

de observar en el laboratorio las secciones ultrafinas seriadas (de apenas 100 átomos de 

espesor) preparadas por ultramicrotomía con cuchilla de diamante, y luego salir para ver 

afuera a un equipo de tractores rasurando el tope de una montaña, reflexionando sobre 

cuándo se iene la oportunidad de ser testigos de tales contrastes de manipulación controlada 

a través de tantos niveles dimensionales. Pronto nuestro trabajo en microscopía de alta 

resolución, y el trabajo pionero de Gunnar Svaetichin en el registro de la respuesta espectral 

de un solo cono retiniano, comenzó a atraer a científicos visitantes. Los Profesores  Harold 

Urey y George Gamow estuvieron entre los distinguidos visitantes transitorios. Los 

Profesores Arne Engström, Gerhard Schramm, Helmut Ruska, Severo Ochoa, Bryan 

Finean y el inolvidable Profesor Erwin  
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W. Müller, para mencionar a sólo unos pocos, se quedaron durante más tiempo y 

contribuyeron mucho a la actividad del instituto. 

Aquí me referiré brevemente a un proyecto de investigación conjunto con el ya 

fallecido Profesor Gerhard Schramm del Instituto Max-Planck para la Investigación de 

Virus, el cual arrojó interesantes resultados sobre la estructura de las partículas del virus 

del mosaico del tabaco (61) y nos puso indirectamente en contacto epistolar con Rosalind 

E. Franklin. El profesor Schramm sugirió que aplicáramos las técnicas de tinción, inclusión 

y seccionamiento ultrafino a un estudio de la estructura fina de  las  partículas  del  virus 

del mosaico del tabaco  mediante microscopía electrónica de  alta resolución. Él señaló que 

ya existía disponible bastante información sobre la estructura del virus del mosaico  del   

tabaco  basada   en  estudios  de  difracción  de  rayos-X  de  preparaciones 
                    
 

Fig. 17.  El Instituto Venezolano de Neurología e Investigaciones Cerebrales (IVNIC), ubicado en 

las montañas a 12 km al sur de Caracas. Fundado en abril de 1954, pronto se convirtió en un centro de 

investigación para estudios de ultraestructura nerviosa por microscopía electrónica, difracción de rayos-X, y 

técnicas afines (1955-1958). Sirviendo como un núcleo, desde entonces se ha expandido (IVIC) y ha jugado 

un papel importante en el desarrollo científico y cultural de Venezuela durante las pasadas décadas. [Cortesía 

del Profesor Geoffrey H. Bourne, Nature 176, 1049-1051 (1955) (50).] 
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orientadas, que podrían correlacionarse con los resultados de estudios bioquímicos. Una 

preparación concentrada de virus del mosaico del tabaco proporcionada por Schramm fue 

orientada succionándola dentro de capilares delgados de plástico, luego teñida con acetato 

de uranilo, acetato de lantano, ácido fosfotúngstico, ácido fosfomolíbdico y vanadato de 

amonio.  Las  preparaciones  teñidas fueron incluidas para luego preparar secciones 

ultrafinas mediante ultramicrotomía con cuchilla de diamante. Las secciones ultrafinas de 

partículas  orientadas de TMV obtenidas a partir de preparaciones teñidas con acetato de 

uranilo al 1% muestran una área central clara con un diámetro de 25-30 Å (Fig. 18 A). Este 

hueco central está rodeado por un anillo concéntrico de gránulos densos de ∼20 Å de 

diámetro, con indicaciones de un arreglo regular en un patrón tipo roseta (Fig. 18B). En 

secciones longitudinales podía verse el canal central con un diámetro de 30-40 Å, 

correspondiente a las estructuras descritas por primera vez por H. Huxley en Partículas de 

TMV secadas en la película del especimen y teñidas con acetato de uranilo al 1 %. (Fig. 

18C). Aunque los resultados obtenidos fueron preliminares, la imagen general de una 

partícula cilíndrica con un núcleo axial hueco, rodeado por una característica densa zona 

anular parece estar de acuerdo con el modelo postulado por R. E. Franklin, A. Klug y K. 

C. Holmes (Fig. 18D) (del Simposio de la Fundación CIBA, 1956, Boston, Little, Brown, 

1957, pág. 39).  

Estos estudios demostraron las ventajas de los métodos de corte fino: (1) se puede 

obtener información complementaria sobre la estructura interna de las partículas de TMV, 

que se encuentran relativamente bien conservadas, (2) las secciones ultrafinas permiten 

observar la textura fina de las partículas del virus en cualquier plano deseado, mientras 

muestran los detalles repetitivos de la estructura interna que están presentes en arreglos 

regulares paracristalinos (61). Durante nuestras largas discusiones con el profesor 

Schramm me interesé en la personalidad y extraordinario talento de Rosalind Franklin. En 

1958, cuando ella planeaba visitar los Estados Unidos, el IVNIC le escribió una carta, 

invitándola a honrarnos visitando el IVNIC como científico distinguido. Parte de esa carta 

se reproduce en la página 187 del brillante y conmovedor libro de Anne Sayre sobre 

Rosalind Franklin y el ADN (62). Su prematura muerte fue una gran pérdida para todos 

los que la conocían, y para la ciencia. Su prevista visita a América del Sur y a Venezuela, 

y al IVNIC en particular, hubiese sido un evento memorable.  

 

B. Simposio Internacional sobre Ultraestructura y Función del Nervio 

 

El simposio internacional sobre "La Organización Submicroscópica y Función de 

las Células Nerviosas" realizado en el Instituto Venezolano de Neurología e 

Investigaciones Cerebrales, del 15 al 22 de Marzo de 1957, bajo los auspicios de la 

Sociedad International de Investigaciones Celulares, marca el apogeo de IVNIC. El 

recuento del Profesor G. H. Bourne en Nature (60) y la publicación de las actas del 

simposio como suplemento de Experimental Cell Research (58) transmiten el espíritu de 

cordial comprensión, estimulante interacción y el intercambio  de  nuevos  datos que 

prevalecieron durante el encuentro.  
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Fig. 18.  (A) Sección transversal ultrafina de partículas de virus TMV de una preparación orientada 

teñida con acetato de uranilo que muestra un área central clara rodeada por una estructura anular densa con 

un patrón tipo roseta (B). (C) Partícula de TMV secada en la película del especimen  y teñida que muestra el 

canal central. (D) Diagrama esquemático de la estructura de una partícula del virus del mosaico del tabaco 

tal como se revela en secciones delgadas por microscopía electrónica, en comparación con el modelo (a y b) 

postulado por Franklin, Klug y Holmes (1956) basado en estudios de difracción de rayos-X. [Tomado de H. 

Fernández-Morán y G. Schramm, 1958 (61).] 
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Un grupo internacional de 46 distinguidos científicos pasaron una semana 

disfrutando de la hospitalidad de Caracas y subían todas las mañanas en automóvil hasta 

el instituto donde pasaban el resto del día, asistiendo a la sesiones y visitando los 

laboratorios. La inspección que realizaron del instituto durante el simposio "mostró que 

era el sitio mejor equipado del mundo para la aplicación de técnicas físicas al estudio de 

problemas biológicos. Probablemente la técnica novedosa más intrigante que allí se mostró 

fue la de resonancia magnética nuclear y su aplicación a la medición de cambios rápidos 

en el contenido de agua del nervio intacto no tratado" (60). Conforme a su título, el 

simposio se centró alrededor de los campos de la  microscopía electrónica yla 

ultraestructura, electrofisiología, bioquímica, histoquímica y espectroscopía del nervio. 

Las ponencias del simposio se dividieron en cinco grupos que trataban de la fibras 

nerviosas, la membrana de la célula nerviosa, las neuronas, la sinapsis y los receptores. La 

ultraestructura nerviosa, de acuerdo a lo revelado por la microscopía electrónica y por la 

difracción de rayos-X de ángulo bajo, fue una contribución importante, particularmente 

dado que la mayor parte del material presentado era nuevo y todavía, más de dos décadas 

después, se considera significativo. Casi un tercio de los participantes eran microscopistas 

electrónicos, incluidos Hans Engström, Keith Porter, S. L. Palay, H. Ruska, E. De Robertis 

y otros distinguidos pioneros. Los clásicos artículos sobre fibras nerviosas del Dr. H. S. 

Gasser del Instituto Rockefeller, del Dr. F. O. Schmitt del Instituto de Tecnología de 

Massachusetts, y del Dr. A. von Murait de The Hallerianum, Berna, fueron 

complementados con las contribuciones originales del Dr. J. B. Finean, quien presentó los 

resultados de estudios por difracción de rayos-X de la vaina o envoltura de mielina del 

nervio, correlacionados con las investigaciones por microscopía electrónica realizadas en 

conjunto con Fernández-Morán en el Departamento de Ultraestructura Nerviosa del IVNIC 

(56,58). Cada trabajo contribuyó con nuevos e interesantes datos sobre los diversos 

tópicos, y a menudo dio lugar a animados debates. Algunas veces estábamos siendo 

testigos de la primera correlación de ciertos detalles ultraestructurales con datos 

funcionales hasta entonces desconocidos, por ejemplo, los registros electrofisiológicos de 

neuronas individuales, o el elegante análisis de los potenciales de receptor de conos 

retinianos individuales utilizando ultramicroelectrodos y las técnicas desarrolladas y 

aplicadas por el Dr. G. Svaetichin en el Departamento de Neurofisiología del IVNIC. 

(Véanse las figuras 19 a 23). 

Lo oportuno y la importancia del simposio se hicieron cada vez más evidentes a 

medida que se discutían los datos acumulados y los participantes se hacían cada vez más 

familiarizados con la integración de estructura y función. Además, ahora nos damos cuenta 

del privilegio de haber recibido un invaluable fondo de conocimiento y sabiduría, basado 

en la experiencia de toda una vida, que fue aportada  como legado por maestros como 

Herbert Gasser, John Runnström y Yngve Zotterman, quienes ya no están entre nosotros, 

pero que siempre estarán presentes en nuestros pensamientos. El Dr. G. H. Bourne 

describió los resultados de sus recientes estudios histoquímicos, señalando la alta actividad 

de la fosfatasa a lo largo de las membranas de las dendritas de la célula piramidal, y 

particularmente en las células basales del epitelio olfatorio. El  Dr. J. H. Luft describió  la  

estructura  fina  del  tejido  eléctrico  de  los  peces,  presentando  un sistema  
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característico de túbulos y vesículas que se extienden desde la membrana plasmática hasta 

dentro del citoplasma de la electroplaca. Según su hipótesis, este sistema puede explicar el 

transporte de iones en el tejido eléctrico.  
          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 19. Micrografía electrónica de alta resolución de un  segmento de la envoltura de mielina de 

una  sección delgada del nervio ciático de rana que muestra una matriz concéntrica de capas intermedias y 

densas en una preparación por crío-fijación. (B) Patrón de difracción de rayos-X de ángulo bajo de un nervio 

ciático fresco donde se aprecia un período fundamental de 178 À con la alternancia típica de las intensidades 

de los órdenes pares e impares. [Tomado de H. Fernández-Morán (63,65,72).] 
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Fig. 20. Diagrama esquemático de la porción internodal de una fibra nerviosa medulada basada en 

microscopía electrónica de secciones ultrafinas congeladas del nervio ciático de rata fijado con osmio, 

correlacionado con los resultados de los estudios de difracción de rayos-X y luz polarizada. Se muestran la 

membrana del neurilema (N), la estructura laminar concéntrica de la envoltura de mielina (M) y la estructura 

filamentosa del axón (A). Ax, axolema; C, colágeno; E, fibrillas suaves. [Tomado de H. Fernández-Morán, 

Exp. Cell Res. 1, 309 (1950) (43).] 

 

Los Drs. H. Hydén, S. O. Brattgârd y J. E. Edström de la Universidad de Göteborg, 

Suecia, hicieron un recuento impresionante de la aplicación de sus pioneros métodos 

ultramicroquímicos y citoquímicos cuantitativos para la determinación de ácidos 

ribonucleicos (ARNs) y de las fracciones proteicas y lipídicas por célula nerviosa a 

estudios sobre la regeneración nerviosa.  Los datos obtenidos, que permitieron el análisis 

cuantitativo de neuronas individuales a la citoescala, se correlacionaron con el crecimiento  

periférico  del  axón.   Durante  el período  de  maduración  una  de  las  más 

impactantes características es el aumento del ARN y del volumen en un 100%. El Dr. 

George Wald, de los Laboratorios Biológicos de la Universidad de Harvard, hizo una 

magistral presentación sobre los "Aspectos Fotoquímicos de la Excitación Visual". Su 

disertación describía interesantes correlaciones de la bioquímica de los sistemas visuales 

con la base molecular de la excitación visual, e introdujo numerosas sugerencias 

relacionadas con la relaciones estructurales entre un bastón retiniano y una célula nerviosa 

periférica, y entre el epitelio pigmentario y la envoltura de Schwann. El Dr. Fernández-

Morán describió la estructura fina de los receptores de luz en los ojos compuestos de los 

insectos, lo cual es de particular interés en vista de sus notables capacidades funcionales, 

incluida la capacidad de los insectos de orientarse mediante luz polarizada. Ese trabajo 

(58,59) y la exhibición de micrografías electrónicas sirvieron también  para  ilustrar  las   

condiciones  singularmente  favorables  prevalecientes  en   el 
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Fig. 21. Disco de una sola unidad aislada del segmento externo de la varilla retiniana  (bastón) de 

rana que muestra la estructura superficial granular y el cordón marginal. Las partículas de látex (2800 Å de 

diámetro) fueron agregadas para la calibración en esta preparación sombreada (48). 

 

IVNIC para estudiar la riqueza de formas de insectos tropicales con las técnicas apropiadas, 

incluida la del seccionamiento ultrafino de la delicada pero resistente quitina de los insectos 

mediante ultramicrotomía con cuchilla de diamante. Fueron examinados especímenes 

representativos de ojos compuestos con diferentes tipos de formación de imágenes, 

incluyendo los grandes ojos compuestos de la polilla tropical gigante Erebus odora. Fueron 

confirmados y extendidos los recientes estudios por microscopía electrónica de los 

elementos  diferenciados de las células de  retina llamados  rabdómeros 
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Fig. 22. Sección transversal oblicua a través de fotorreceptores del ojo compuesto de la polilla 

tropical Erebus odora donde se muestra la estructura fina ordenada de sus componentes. La ultramicrotomía 

con cuchilla de diamante fue esencial en el examen del ojo del insecto con su resistente marco de quitina 

(59). 
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Fig. 23. (A) Micrografía electrónica de alta resolución de una sección ultrafina preparada por 

ultramicrotomía con cuchilla de diamante a partir de una inclusión de un virus cristalino de insecto que 

muestra una  organización molecular altamente ordenada de la matriz proteica que rodea al virus. La 

correlación con el patrón de difracción de rayos-X de bajo ángulo  (B) proporcionó información adicional 

[IVNIC, 1957 (86)]. 
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llevados a cabo por T. H. Goldsmith y D. E. Philpott, por J. J. Wolken, J. Capenos y A. 

Turano, y por W. H. Miller [J. Biophys. Biochem. Cytol 3, 429, 441, 421 (1957)]. Los 

rabdómeros constituyentes en todos los tipos de rabdomos examinados están formados por 

numerosas unidades en forma de varilla estrechamente empaquetadas o tubulares que 

varían de 400 a 1200 Å de diámetro. Dentro de cada rabdomo los rabdómeros están 

dispuestos radialmente en un patrón simétrico formado por pares emparejados de 

rabdómeros, que exhiben una orientación similar de su estructura interna y por lo general 

se ubican uno frente al otro (52,58). Los datos disponibles respaldaron la suposición de 

que los rabdomos individuales, que están compuestos de pares de rabdómeros dispuestos 

radialmente con capas moleculares del pigmento visual dicroico, orientadas de manera 

similar en  su estructura de compartimientos periódicos, pueden corresponder a las 

unidades  funcionales  del  analizador de luz polarizada que se postula para el 

funcionamiento del ojo compuesto. La notable habilidad del insecto para reconocer los 

patrones regionales de polarización de la luz del cielo como base para la orientación con 

brújula de luz implicaría una actividad coordinada de estas unidades funcionales a nivel de 

los grupos omatidiales (58). Este estudio preliminar, publicado hace 25 años, sirvió como 

base para la sistemática investigación de la organización submicroscópica de los ojos 

compuestos y de las vías neurales asociadas dentro de los lóbulos ópticos. 

Todos los participantes coincidieron en que el simposio tuvo un éxito considerable: 

"No hay duda de que el Instituto Venezolano de Neurología e Investigaciones Cerebrales 

ha sido lanzado científicamente. . .” (60). 

Después del simposio, 1957 fue un año de intenso trabajo e inocente felicidad. Las 

publicaciones de ese período dan fe de la amplia gama de actividades. Fue publicado 

un artículo completo sobre "Estudios de la Capa de Mielina del Nervio Óptico mediante 

Microscopía  Electrónica  y  Difracción  de  Rayos-X de Bajo Ángulo” (56),  en el que se 

reporta la estrecha correlación entre los estudios por microscopía electrónica de alta 

resolución y por difracción de rayos-X de bajo ángulo de la capa de mielina después de 

modificaciones experimentales controladas, llevadas a cabo en colaboración con el Dr.  J. 

B. Finean, quien hizo significativas contribuciones. 

Uno de los proyectos más interesantes y gratificantes fue iniciado por el ya fallecido 

Profesor Erwin W. Müller, del Laboratorio de Emisión por Campo de la Universidad del 

Estado de Pensilvania, quien en 1957 aceptó amablemente nuestra invitación. El Dr. 

Müller compartía nuestro interés en la posible aplicación de esta poderosa técnica a ciertos 

problemas biológicos. Trajo consigo uno de sus microscopios de iones en campo operado 

a baja temperatura, y procedió poco después de su llegada a instalar dicho   instrumento,   

utilizando   el  Criostato  de   Collins  para    producir  helio  líquido instalado en nuestro 

Departamento de Temperaturas Bajas para proporcionar un dedo frío lleno con Helio 

líquido, en lugar del Hidrógeno líquido habitual para nuestros experimentos. Sus 

extraordinarias habilidades experimentales y su virtuosismo al elaborar los filamentos 

puntiagudos eran inspiradores y dignos de admirar,  siendo así como el autor aprendió 

cómo fabricar filamentos puntiagudos de tungsteno, los cuales jugarían un rol importante 

en microscopía electrónica de alta resolución. La Figura 24 muestra  la  imagen  de  una  

punta de  tungsteno enfriada con un dedo frío lleno de Helio 
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líquido,  adquirida  mediante  microscopía  de  iones  de  helio  en campo, por el Profesor 

Erwin Müller en el IVNIC en 1957. Aunque estos experimentos eran preliminares, Müller 

abrió un nuevo mundo, descrito en sus artículos clásicos (67), y siempre atesoraremos los 

recuerdos de su estadía con nosotros en el IVNIC. 

El Año Nuevo de 1958 fue inaugurado por uno de esos cambios de fase drásticos, 

conocidos como revoluciones, no poco comunes en América del Sur. Nosotros 

continuábamos  con  nuestro  trabajo  en el instituto,  sin percatarnos  de  su magnitud. 

Poco antes  del  viaje  que  había  planeado  para  asistir  a  una reunión de biofísica en Washington, 

fui llamado el 13 de enero de 1958 por mi buen amigo, el difunto Dr. P. A. Gutiérrez Alfaro, 

Ministro de Salud, a quien agradezco profundamente su apoyo al IVNIC, y me pidieron 

que aceptara el cargo de Ministro de Educación de manera temporal. Hasta el día de hoy, 

considero un privilegio haber servido en su lado, aunque mi mandato como Ministro de 

Educación iba a durar sólo 10 días. Sin embargo, durante ese tiempo experimenté lo 

equivalente a un curso de posgrado intensivo en comportamiento humano colectivo, 

tratando de hacerle frente a aspectos irracionales de la naturaleza humana. Por breve que 

fuese, este otro tipo de aprendizaje, tanto complejo como arduo, tomado a la edad de 34 

años, dejó en mí una impresión duradera, y me  confirió una dimensión añadida de 

comprensión y tolerancia para proyectos futuros. 

 El 14 de febrero de 1958, el autor entregó el IVNIC a un director y a una 

administración recientemente designados. En espíritu de objetiva cooperación fue legado 

el núcleo de un instituto de investigación en funcionamiento, ubicado en un sitio ideal de 

2000 hectáreas, a sólo 12 km al suroeste de Caracas, constituyendo la base para una 

comunidad científica autónoma, con sus propias carreteras, fuentes de agua (diseñado para 

atender a 30.000 personas), planta de energía eléctrica y una subestación de 10.000 kW 

(137). Además, había suficientes fondos disponibles o firmemente comprometidos para 

garantizar la continuidad del proyecto. Más importante, el IVNIC, durante la fase inicial 

de menos de 4 años desde su fundación en 1954, había abierto nuevos caminos y fue la 

primera demostración exitosa en Venezuela de un instituto capaz de realizar investigación 

básica en forma organizada y a largo plazo. Científicamente y literalmente el IVNIC había 

puesto a Venezuela en "el mapa" del mundo científico internacional, habiendo generado  

investigación original en el campo de la investigación fundamental del cerebro y las 

neurociencias, como claramente se demostró durante el Simposio Internacional celebrado 

en 1957. 

Desde entonces, el instituto se ha expandido y, bajo el nombre de IVIC (Instituto 

Venezolano de Investigaciones Científicas), ha proporcionado durante los últimos 25 años 

una nueva generación de científicos venezolanos con todos los recursos necesarios para  

llevar  a  cabo  investigación  básica  y  entrenamiento. El IVIC ha jugado un papel 

importante en el desarrollo científico y cultural de Venezuela y de los países vecinos. 

Dos semanas después, a fines de Febrero de 1958, el autor y su familia partieron de 

Venezuela, habiendo sido cordialmente invitados por el Profesor Francis O. Schmitt a 

visitar Boston. Gracias a la amable hospitalidad y al apoyo incondicional recibido del 

Profesor Schmitt y del Dr. William H. Sweet, Fernández-Morán se unió al personal del 

Servicio de Neurocirugía del Hospital General de Massachusetts,  donde organizó los  
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Fig. 24. Imagen de iones de Helio de una punta de tungsteno (~ 600 Å de radio) enfriada un dedo 

frío lleno con helio líquido (-10 K) adquirida con un microscopio de iones en campo (67) por el Profesor 

Erwin Müller en el IVNIC en 1957. La resolución en el plano (111) (recuadro) es de 2,74 Å. 
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Laboratorios Mixter para Microscopía Electrónica. También estuvo asociado con 

el Departamento de Biología del Instituto de Tecnología de Massachusetts, donde continuó 

su trabajo en estrecha cooperación con el Profesor Schmitt, y también con el Profesor 

Samuel C. Collins (85,125) en el Laboratorio de Ingeniería Criogénica. El trabajo en 

microscopía electrónica de  alta  resolución  y  baja  temperatura  de sistemas biológicos 

descrito aquí se llevó a cabo en este entorno ideal a partir de 1958 y hasta 1962. 

 

V.  MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE BAJA TEMPERATURA Y 

ULTRAMICROTOMÍA 

 

A. Organización Submicroscópica de las Fibras Nerviosas de Vertebrados 

 

Las características generales de la ultraestructura de la envoltura de mielina (18)  se 

pudieron deducir basándose en el análisis de luz polarizada y en patrones de difracción de 

rayos-X de amplio espaciamiento, dando los primeros cuatro órdenes de un espaciamiento 

fundamental de 171 Å en nervios de anfibios y de 184 Å en nervios de mamíferos, de 

acuerdo a lo registrado por Schmitt, Bear, y Clark (19) a partir  de nervios completos y no 

dañados. Schmitt llegó a la siguiente concepción: "Esencialmente la envoltura consta de 

capas de proteínas lipídicas de aproximadamente 180 Å de espesor envueltas 

concéntricamente alrededor del axón" (20). Este parecía ser un sistema ideal para estudios 

correlacionados con el microscopio electrónico. 

Gracias a la generosa hospitalidad otorgada por el profesor T. Caspersson, director 

del Instituto de Investigación Celular y Genética del Instituto Karolinska, el autor pudo 

aplicar el nuevo microscopio electrónico RCA EMU (34) y otras instalaciones para  

realizar estudios de alta resolución en fibras nerviosas. Comenzando en 1949, se llevaron 

a cabo una serie de estudios sistemáticos, generando los siguientes resultados publicados 

durante un período de 3 años (42-44,48). 

Para evitar la extracción severa de lípidos y otros artefactos producidos usualmente 

en los métodos que requieren que  el especimen sea incluido en resina, se desarrolló una 

técnica que hace posible preparar series de secciones ultrafinas congeladas de nervios 

frescos o de nervios fijados pero no incluidos (42-46). En esta modificación del método de  

Newman, Borysko y Swerdlow (35), el enfriamiento con dióxido de carbono se utiliza al 

mismo tiempo para operar el mecanismo de avance por expansión térmica y para congelar 

el especimen húmedo y no incluido. Combinado con métodos complementarios de 

seccionamiento ultrafino, se describieron las siguientes estructuras en la porción internodal 

de las fibras nerviosas de rata y de rana (43,44):  

             1. (a) En las secciones finas, tanto transversales como longitudinales, la envoltura 

de mielina exhibe una estructura fina en láminas concéntricas, en las que las capas 

individuales tienen un espesor de aproximadamente 80 Å. Laminillas unitarias de 

dimensiones similares se pueden aislar de la envoltura fragmentada. Basándose en estas 

observaciones, para la envoltura de mielina se asume una estructura general de láminas  
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concéntricas (Fig. 20), lo que está en buen acuerdo con los resultados de estudios con  luz 

polarizada y con difracción de rayos-X. Sin embargo, el espesor promedio de 80 Å 

determinado para las capas individuales por microscopía electrónica correspondería a sólo  

la  mitad  del  valor de 158 Å  del espaciado  deducido  por rayos-X  demostrado  en  

nervios secos mielinizados de mamíferos (b) La envoltura está cubierta con una membrana 

granular compacta de ∼200 Å de espesor, correspondiente a neurilema (N) con colágeno 

asociado y fibrillas suaves, dispuestas principalmente en manojos longitudinales. 

2. El axón de secciones de fibras nerviosas frescas y bien preservadas contiene 

filamentos (100-200 Å de diámetro) de longitud indefinida, con discontinuidades axiales  

regularmente espaciadas y una disposición predominantemente longitudinal (44). 

3. (a) En el funículo lateral de rata y en la médula espinal de rana se encontraron 

nuevos tipos de fibras nerviosas submicroscópicas (0,1-1 μm de diámetro). Las fibras más 

delgadas consisten de un solo filamento de 100 Å dentro de una membrana tubular, (b) Las 

fibras nerviosas sin mielina están constituidas por haces compactos de filamentos delgados 

de 100 a 200 Å  revestidos con una sola membrana de ∼100 Å. 

4. Estos hallazgos indican que los elementos estructurales de todos los tipos de 

fibras nerviosas son fundamentalmente similares y apuntan a un patrón común de 

organización en fibras mielinizadas de todos los tamaños y en las llamadas fibras nerviosas 

no mielinizadas (44,47,49).  

Técnicas similares para la preparación de cortes ultrafinos congelados mediante  "crío-

ultramicrotomía" se aplicaron con éxito en estudios de bacterias, espermatozoides (45), 

polen (46) y otras estructuras lábiles. 

 

B. Microscopía Electrónica de Alta Resolución y 

              Difracción de Electrones de Baja Dosis 

 

1. Microscopía Electrónica de Baja Temperatura con Iluminación por Microhaz 

 

Un microscopio Siemens Elmiskop I operando a 40-100 kV, equipado con múltiples 

aperturas del lente objetivo (64), se modificó instalándole filamentos puntiagudos 

mejorados de tungsteno monocristalino orientado  (Fig. 25) (68)  (ver también Fig. 28)  y 

fue usado con el sistema de  doble condensador para proporcionar una intensa iluminación 

por  un microhaz de alta coherencia. Con este arreglo se aumentó el contraste y se mejoró 

la resolución (8-10 Å) en secciones finas adecuadas o en preparaciones incluidas con 

tinción negativa (Fig. 26) (71,72). El daño de la muestra por irradiación puede ser reducido 

considerablemente mediante una combinación adecuada de una óptica de electrones de 

baja intensidad y el uso de dispositivos mejorados para el enfriamiento de muestras. Con 

los nuevos filamentos puntiagudos y el sistema de doble condensador equipado con 

aperturas de 50-10 μm también es posible obtener microhaces de 0,5-0,1 μm de diámetro 

y con una intensidad extremadamente baja.  
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Enfocando el haz en áreas adyacentes y luego desplazando el microhaz de baja intensidad 

(59,64,71) hacia la zona de interés se pudieron obtener micrografías útiles usando 

emulsiones de alta velocidad [es decir, Tri-X sensibilizado con soluciones de tiocianato de 

oro]  a partir de componentes extremadamente lábiles (Fig. 27). Se usó una etapa  de  

nitrógeno líquido Leisegang  para enfriar el portamuestras térmicamente aislado (∼130°C), 

el cual tenía un dispositivo de apantallamiento para evitar la contaminación del especimen 

(Fig. 26) (76). Varias de estas técnicas fueron utilizadas en el estudio de complejos 

multienzimáticos [por ejemplo, el complejo piruvato deshidrogenasa, estudiado en 

colaboración con el Dr. L. Reed et a.l (77)]. La iluminación con el microhaz de baja dosis 

también fue esencial en el estudio de las membranas mitocondriales en colaboración con 

el Dr. David Green et al. (78).  

 

 
Fig. 25. Filamentos puntiagudos con puntas monocristalinas de tungsteno orientadas y atacadas 

químicamente que muestran la preservación del perfil crítico del cátodo: (a) punta recocida antes de su uso, 

(b) filamento después de 40 horas, y (c) después de 100 horas de operación en el Siemens Elmiskop I a   40-

100 kV. [H. Fernández-Morán, 1960 (68).] 

 

2. Difracción de Electrones a Baja Temperatura y a Baja Dosis 

 

Las técnicas descritas demostraron ser particularmente útiles para estudios de 

difracción de electrones de cristales orgánicos. Patrones de difracción de electrones útiles, 

con una red recíproca bidimensional completa fueron obtenidos con una resolución límite 

de 1,8 Å (71). 
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VI.  CRÍO-MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA 

 

A. Estudio de Sistemas Biológicos a Temperaturas de Helio Líquido 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 26. Virus bacteriano, un bacteriófago T2, que muestra una organización compleja de los 

componentes de la cabeza (HM) y fibra de la cola (F), tal como se revela en esta preparación teñida 

negativamente y estudiada por microscopía electrónica de baja dosis con iluminación de microhaz utilizando 

un filamento puntiagudo (76). CH, Cuello; SC, envoltura; BC, placa base. 
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Fig. 27. Micrografía electrónica de alta resolución de un cristal delgado de NaCl que muestra el 

espaciado de red de los planos (200). El espaciado resuelto es 2,815 Å mediante el método de iluminación 

directa (axial) de dosis baja utilizando filamentos puntiagudos especiales de Tántalo del tipo Fernández-

Morán (68,71). 

 

Las técnicas de preparación de muestras a bajas temperaturas proporcionan uno de 

los enfoques más prometedores en microscopía electrónica de  especímenes biológicos ya   

que   la  congelación  rápida  suspende  toda  actividad  fisiológica,  inmovilizando  y  

preservando  constituyentes  tisulares  lábiles.      El  Helio  líquido II,  su  forma  de  baja 

temperatura, parece representar un refrigerante ideal para la congelación rápida o 

ultrarrápida de sistemas biológicos bajo ciertas condiciones porque exhibe las singulares  
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propiedades de superconductividad de calor y superfluidez a temperaturas 100 °C 

inferiores  a  las  obtenidas  con  el refrigerante  estándar  de mezclas de nitrógeno líquido 
 

 

Fig. 28. Cátodo monocristalino de punta de diamante desarrollado por Fernández-Morán (93,102, 

113) con un radio de punta de aproximadamente 100-500 Å, después de haber sido recubierto con tungsteno, 

renio o circonio. Estos cátodos puntuales prácticamente "permanentes" se pueden "recubrir" periódicamente 

para proporcionar una iluminación de microhaz coherente y estable en condiciones óptimas (93,113). 

 
 

(85). El isótopo estable más abundante (4He2) de este gas noble se condensa a 4,2 

K en un líquido incoloro de baja densidad, Helio líquido I, que hierve y se evapora 

rápidamente debido a su extremadamente pequeño calor de vaporización. A temperaturas 

inferiores a 2,19 K, temperatura denominada punto lambda, sufre una transformación de           
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segundo orden, y la fase líquida de baja temperatura, designada como Helio líquido II, 

exhibe las propiedades únicas de la superconductividad térmica, superfluidez, formación 

de una película delgada y otros fenómenos físicos con extrañas propiedades.  

La naturaleza espectacular  de esta  transformación  se  puede ver cada vez que se 

prepara Helio líquido II. Cuando el Helio líquido I, contenido en un Dewar apantallado, se 

evapora a presión reducida, hierve violentamente. Cuando la temperatura cae por debajo 

del punto lambda, el burbujeo cesa repentinamente y una columna límpida y tranquila de 

Helio líquido II llena el recipiente interior del Dewar (Fig. 29). Este líquido  conducirá el 

calor unas 10.000 veces mejor que el cobre. Además, el Helio líquido II fluye tan 

rápidamente a través de los más finos canales capilares que parece tener una viscosidad 

casi nula.  
        

 

Fig. 29. (a) Helio líquido II en un Dewar apantallado a 1 K que muestra la característica apariencia 

tranquila del helio superfluido que llena el vaso interno del Dewar, (b) Etapa del especimen  para la 

introducción de muestras biológicas diminutas en helio líquido II. [H. Fernández-Morán, 1960 (65,85).] 

 

Gracias a la generosa hospitalidad y orientación brindada por el Profesor Samuel C. Collins 

y sus asociados en el Laboratorio de Ingeniería Criogénica del Instituto Tecnológico de 

Massachusetts, el autor pudo desarrollar técnicas especiales de preparación y familiarizarse 

con los procedimientos experimentales de la criogenia. También se llevaron a cabo 

estudios preliminares del proceso de inmersión de microgotas de componentes celulares 

mediante fotografía de alta velocidad en colaboración con el profesor Harold E. Edgerton 

del Departamento de Ingeniería  
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Eléctrica (Fig. 30), los cuales indicaron que se lograron velocidades de enfriamiento muy 

rápidas.  Durante un período de 4 años (1958-1962),  fueron  ideadas y  aplicadas técnicas 

de  preparación  mejoradas  de baja  temperatura para microscopía electrónica de 

tejidos   biológicos   que  dan   una  mejor   preservación morfológica  e   histoquímica de 

mielina (Fig. 19), sistemas laminares y otros componentes celulares. Estas técnicas de 

"crío-fijación" (71,72,76,85,86) se basan en la congelación rápida de tejidos frescos o 

glicerinados con Helio líquido II a 1-2° por encima del cero absoluto, seguida de 

sustitución por congelación e inclusión en plásticos en condiciones que minimizan la 

formación de cristales de hielo, gradientes osmóticos artificiales y artefactos de extracción. 

Desde entonces ha sido bien establecida la supervivencia de organismos vivos, incluidos 

bacterias, espermatozoides, células sensitivas y tejidos, que primero se tratan de forma 

protectora con glicerol y luego se congelan con nitrógeno líquido o helio líquido. Mediante 

el enfriamiento ultrarrápido con Helio líquido II puede ser posible preservar la 

organización celular nativa, los transitorios intermedios con espines electrónicos 

desapareados que participan en transferencia electrónica metabólica y otros radicales 

libres. 

 

 

B. Desarrollo de Crío-Microscopios Electrónicos con 

Lentes Superconductores 

 

Siguiendo nuestro trabajo acerca de  técnicas de preparación de muestras a 

temperaturas de Helio líquido (65,85), los importantes desarrollos obtenidos en la 

producción de electroimanes superconductores para generar altos campos magnéticos con 

solenoides de aleaciones de Niobio-Estaño o de Nionio-Zirconio (92,100) nos sugirieron 

el diseño de nuevos tipos de microscopios electrónicos. Estos "crío-microscopios 

electrónicos" (Fig. 31) (86,88,89) que funcionan a temperaturas de Helio líquido 

incorporarían las  siguientes ventajas significativas: (1) lentes superconductores de alto 

campo con una estabilidad temporal sin precedentes cuando se operan en el modo de 

"corriente persistente"; (2) operación a temperaturas de Helio líquido, lo que resulta en las 

decisivas características del vacío ultra alto criogénico, minimización de la contaminación 

de muestras, reducción del daño de muestras por radiación y por ruido térmico; (3) 

condiciones óptimas para microscopía electrónica tanto de bajo voltaje como de alto 

voltaje; (4) visualización de imágenes con alta eficiencia, intensificadores de imágenes 

electrónicos y dispositivos de registro harían posible el uso de cinematografía de alta 

velocidad y registro estroboscópico (obtenidos, por ejemplo, a través  de  emisión  pulsada 

T-F usando filamentos puntiagudos) para la obtención de alta resolución temporal, 

combinada con alta resolución espacial (88). Los experimentos preliminares llevados a 

cabo con los primeros crío-microscopios electrónicos utilizando lentes de alto campo con 

bobinas superconductoras de Neobio-Zirconio mostraron una excepcional estabilidad 

temporal de las imágenes cuando se opera en el modo de corriente persistente a 32,2 kG 

(88,89,91). 
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Las primeras micrografías electrónicas de especímenes biológicos fueron 

registradas por Fernández-Morán a temperaturas de Helio líquido (4,2 K) con un lente 

objetivo superconductor especialmente diseñado (89,91,93). Este tipo de lente 

superconductor, que se puede adaptar para reemplazar el lente objetivo en microscopios de 

alta resolución modificados (89,91,99,100), incluye bobinas de Niobio-Zirconio equipadas 

con un circuito ferromagnético frío, utilizadas sin o preferiblemente con piezas 

 

Fig. 30. (a) Helio líquido II (flecha) en Dewar apantallado con dispositivos fotográficos 

incorporados. La característica apariencia tranquila se debe  a la  extremadamente alta conductividad  calórica 

del Helio líquido II: no se puede producir una diferencia de temperatura entre el tope y el fondo de la columna 

líquida lo suficientemente alta como para permitir la formación de burbujas de vapor. (b) Serie de fotografías 

de alta velocidad que muestran la inmersión de una muestra diminuta en Helio líquido II sin producir 

ebullición (65,85). (Cortesía del Profesor Harold E. Edgerton, Departamento de Ingeniería Eléctrica, MIT, 

1959-1960.) 
 

polares, e incluyendo una etapa criogénica de excepcional estabilidad para la muestra. 

Todo el conjunto del lente está sumergido en Helio líquido y está totalmente aislado de las 

partes más cálidas del microscopio por varios dispositivos criogénicos concéntricos. El 

lente completo con su circuito de control superconductor  estaba contenido en un  
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Dewar plano (89,91,100) que sirvió como prototipo para subsiguientes trabajos con lentes 

superconductores (ver Fig. 32). Una característica importante de la circuitería de 

regulación superconductora, incluidos los estigmadores y las bobinas de corrección, es que 

permite ajustes extremadamente finos de la intensidad del campo (unas pocas partes en 

107-109) sin dejar de usar el modo de corriente persistente. Esto es esencial para lograr 

"enfoques superfinos" reproducibles, que es mucho mejor que los sistemas convencionales 

de regulación de corriente en los lentes (89,91,102,113,128). La alta estabilidad  eléctrica  

y  mecánica permitió largos tiempos de exposición con iluminación 

           

Fig. 31. (a) Fotografía y (b) diagrama del equipo básico para microscopía electrónica con lente 

superconductor de alto campo, el cual comprende un Dewar de helio líquido con núcleo de aire con un 

superconductor solenoide (operando a 32,200 G en el modo de corriente persistente), y el microscopio 

electrónico experimental insertado. [H. Fernández-Morán, 1965 (88).] 
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de microhaz de baja intensidad, lo que reduce el daño por radiación con resoluciones 

reproducibles de 8 nm en cristales de catalasa y 1-2 nm en asbesto (ver Figura 33) 

(89,91,93,98,102,113,131). 
                     

 

Fig. 32. Crío-microscopio electrónico experimental de alta resolución con un arreglo especial de 

lente objetivo superconductor en un criostato plano, fuente de alimentación con interruptores de corriente 

persistente y dispositivos de control de corriente mejorados, sistema vacío ultra alto con bomba iónica, 

blindaje magnético, intensificador de imagen y base para el aislamiento de vibraciones. [H. Fernández-

Morán, 1966-1970 (89,91,92,98,100).] 
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Durante las últimas dos décadas los esfuerzos sistemáticos de varios grupos de 

investigación internacionales que trabajan de forma independiente han contribuido al 

desarrollo de la crío-microscopía electrónica (87,90,94-97,103,104,107-117). El desarrollo 

y aplicación por Dietrich y colaboradores del lente apantallante durante los últimos 16 años 

merece una mención especial por su destacado rendimiento (131-133). 

 
 

Fig. 33. Primeras "crío-micrografías electrónicas" de alta resolución de muestras biológicas: a) 

cristales de catalasa, y (b y c) muestras de asbesto registradas a temperatura de Helio líquido (4,2 K) con un 

crío- microscopio electrónico utilizando un lente objetivo superconductor en el modo de corriente persistente 

y con iluminación de microhaz de baja dosis. [H. Fernández-Morán, 1966-1967 (89,91,93).] 
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C. Refrigerador de Ciclo Cerrado de Collins de Helio Superfluido 

 

Las condiciones operativas del sistema criogénico deben optimizarse para obtener 

un rendimiento reproducible a un costo razonable. Así, para poder reducir las vibraciones 

introducidas   por   la   ebullición  del   Helio a  4,2 K  pronto  encontramos necesario usar 

Helio  superfluido  a  1,8 K  (98,99,102,113).  Las  propiedades  únicas  de  flujo  no 

viscoso del Helio superfluido y su conductividad térmica singularmente alta producen 

claras ventajas para el funcionamiento del lente superconductor, mejora del rendimiento 

de la etapa del especimen a un temperatura más baja (1,8 K), y reducción considerable de 

vibraciones en el criostato. 

 El Profesor Samuel C. Collins y sus asociados (98,102,113) han fabricado grandes 

cantidades de Helio superfluido, disponibles gracias a un especial refrigerador de Helio II 

de ciclo cerrado con un novedoso intercambiador de calor desarrollado y probado por ellos. 

Con la ayuda del Profesor Collins y M. Streeter, el refrigerador de gran escala de circuito 

cerrado de Helio superfluido (Fig. 34) fue instalado en nuestro laboratorio y 

completamente integrado con el crío-microscopio electrónico modificado de 200 kV. 

Después de eliminar unas superfugas, la unidad ubicada centralmente con sus largas líneas 

de transferencia demostró por primera vez la viabilidad del suministro rutinario de Helio 

superfluido a 1,8-1,9 K con una capacidad de refrigeración de 20 W a una tasa de 

producción de  5-8 litros/hora. Gracias al extraordinario apoyo a largo plazo del Dr. Orr 

Reynolds y el Dr. George Jacobs de la División de Ciencias de la Vida de la NASA todo 

este proyecto fue financiado y llevado a cabo durante el período crítico de 10 años de 1964-

1974.  

Con el pre-enfriamiento con nitrógeno líquido, la tasa de licuefacción se aproxima a 216 

litros de Helio II por día. Durante varios años de funcionamiento impecable se realizaron 

más de 190 experimentos exitosos, lo que permitió el examen prolongado, libre de 

vibraciones, de diferentes tipos de especímenes orgánicos y biológicos bajo condiciones 

que reducían significativamente el daño por radiación y ruido térmico (98,102,113,128). 

El refrigerador de ciclo cerrado puede funcionar continua o intermitentemente, ya que se 

observó una permanencia prolongada de las temperaturas de Helio líquido en la etapa 

criogénica del microscopio conectada con el sistema de Helio superfluido por períodos de 

hasta 29 min después de haber apagado todo el equipo de refrigeración. De hecho, la 

capacidad de este refrigerador es tan alta que Dewars muy grandes, con superaislamiento, 

podrían llenarse con varios cientos de litros de Helio II, lo cual sería adecuado para 

alimentar de una vez crío-microscopios electrónicos individuales durante semanas. Este 

modo de operación, que aún conservaría las ventajas distintivas de un sistema de ciclo 

cerrado, puede considerarse para una instalación que contenga varios instrumentos. Se han 

obtenido consistentemente resoluciones de 0,8-1,6 nm, principalmente a 1,8 K, en el 

estudio de muestras biológicas, incluidas células sobreenfriadas en hielo vítreo dentro de 

"cámaras húmedas" especiales o dentro de “celdas de crío-inclusión” al vacío provistas de 

ventanas delgadas de grafito monocristalino (68,102,113). También se han examinado 
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superconductoras únicas, mediante estudios correlacionados de crío-microscopía 

electrónica y difracción (102,113). 

 

 Fig. 34. Diagrama esquemático del sistema refrigerador especial de Helio superfluido de circuito 

cerrado de Collins (capacidad de 20-W) que alimenta a través de largas líneas de transferencia un crío-

microscopio electrónico con un flujo continuo de He II (1,85 K) a una tasa de 8 litros/hora [H. Fernández-

Morán, 1969-1978 (98,99,102,103).] 

 

 

D.  El Crío-Microscopio con Lentes Superconductores en Munich 

 

Durante la década pasada se han hecho grandes avances en imágenes de alta 

resolución. de especímenes orgánicos y biológicos con una reducción considerable del 

daño por radiación utilizando un crío-microscopio electrónico con lentes superconductores 

desarrollados y aplicados por Dietrich, Weyl, Knapek y colaboradores en los Laboratorios 

de Investigación de Siemens AG en Munich (94,97,103,104,108-117)  

en colaboración con Dubochet y Knapek (114,116). Los aspectos más destacados de este 

trabajo ejemplar se resumen aquí para ilustrar el gran potencial de este campo. 
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del tipo apantallado desarrollado por Dietrich et al (94,101,108), contenido en un 

criostato enfriado por Helio líquido a 4 K. Este instrumento tiene una estabilidad          

mecánica y eléctrica excepcional, así como una ausencia de contaminación, dando una 

resolución puntual de 0,15 nm,  un  valor  que se aproxima al poder de resolución teórico 

del  sistema de  óptica de electrones.  Esta resolución es mejor que la de los lentes 

convencionales    y    permite obtener imágenes de  campo  claro   de   átomos    pesados 

individuales en un compuesto organometálico (112). Dado que la muestra se enfría 

efectivamente a 4 K, se ha observado una reducción considerable del daño por radiación 

en una amplia variedad de especímenes. Aunque la ganancia en protección a la radiación 

(119,120) todavía está en discusión, la evidencia disponible es consistente con la 

suposición de que enfriar el especimen a 4 K reduce el daño del haz en especímenes 

orgánicos en más de un orden de magnitud, siempre que la muestra no sea calentada por el 

haz de electrones (116,129,130,132,133). 

 

 

E.   Determinación de la Estructura de un Complejo Orgánico con un 

Microscopio Electrónico Superconductor 

 

Recientemente, Dietrich, Formanek, von Gentzkow y Knapek (130) han 

demostrado que la estructura estérica de un complejo de cobre orgánico sensible a la 

radiación se puede determinar con un microscopio electrónico superconductor cuando la 

muestra, que consta de cristales muy pequeños, se mantiene a una temperatura de 4 K, por 

lo que el daño por radiación se reduce drásticamente. Debido a esta efectiva crío-protección 

y al rendimiento excepcional de los microscopios electrónicos superconductores 

(resolución punto a punto de 0,15 nm, y deriva del especimen por debajo de 0,03 nm/min), 

se pueden adquirir imágenes directas de alta resolución en el que son visibles las líneas 

reticulares de 1,1 y 0,9 nm. Se demostró un  modelo estructural derivado del patrón de 

difracción de electrones de un monocristal, de las imágenes directas y de los resultados de 

experimentos químicos. La N,N’-Bis-saliciloil-hidracina (BSH) es uno de los mejores 

desactivadores del Cobre, y dado que estos quelatos orgánicos desactivan el metal, lo que 

reduce drásticamente la vida útil de los cables de baja tensión, era esencial investigar la 

estructura estérica del BSH - complejo de Cobre. Un análisis estructural completo de los 

microcristales obtenidos de este complejo no es posible con métodos de rayos-X. En 

principio, el microscopio electrónico es una herramienta muy eficiente para este propósito, 

siempre que el daño por radiación pueda reducirse drásticamente. La importancia de este 

trabajo para la determinación de la estructura de complejos biológicos, que sólo pueden 

obtenerse como microcristales no aptos para análisis de rayos-X, es evidente, ya que abriría 

todo un nuevo campo de análisis de ultraestructuras biológicas, que proporcionarían 

nuevos datos de considerable importancia en biología molecular y disciplinas afines 

(133,136). 
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VII.   REFLEXIONES Y PERSPECTIVAS 

 

Habiendo cubierto un campo tan amplio en estas reminiscencias, puede ser 

oportuno ofrecer algunas reflexiones que podrían esbozar tendencias futuras. Algunos 

enfoques específicos que parecen prometedores, particularmente en biología y medicina 

(128), incluirían los siguientes desarrollos: 

 

1. Instrumentación mejorada en crío-microscopía, abarcando todos tipos de 

microscopía y haciendo pleno uso de los avances óptica de electrones con 

superconductores, electrónica, criogenia y química de la radiación (133,135), con especial 

énfasis en la integración sinérgica con tecnología informática avanzada para el 

procesamiento de datos, ayudar a la interpretación e inferir y evaluar modelos conceptuales 

(133-136). 

2. Desarrollo sistemático de la siguiente generación de crío-microscopios 

electrónicos superconductores de alto voltaje, siguiendo la combinación propuesta de un 

sistema de lentes superconductores con un acelerador lineal superconductor compacto, que 

proporcionaría condiciones criogénicas óptimas al enfriarse con Helio II (98,106). 

3. Perfeccionamiento y aplicación del crío-ultramicrotomo con cuchilla de 

diamante, diseñado para operar a temperaturas de Helio líquido (102,133) (Fig. 35) y usado 

principalmente para preparar secciones ultrafinas de material biológico congelado 

rápidamente, pero incluyendo también secciones más gruesas para histoquímica (144).  

4. Aplicación de cuchillas de diamante mejoradas (Fig. 36), que son elaboradas por 

nuevas técnicas de microirradiación de precisión que resultan en glaseado y recocido para 

mejorar el rendimiento en crío-microtomía. 

Uno  podría  agregar  muchos otros  enfoques  interesantes, pero  tendría  que 

admitir que todas estas sugerencias se refieren a mejoras en técnicas y metodología que 

quedarían como estériles contribuciones si no se aplican, en estudios correlacionados, a la 

solución de problemas importantes en las ciencias de la vida.  

Sin embargo, con mucho, la lección más importante que se deriva de la experiencia 

pasada es que la microscopía electrónica, por interesantes y novedosas que sean sus 

revelaciones, es solo una herramienta, una que amplía enormemente la visualización del 

hombre pero permanece restringida a la morfología hasta que se vincule a la función y se 

correlacione con sistemas vivientes. La microscopía electrónica siempre ha demostrado ser 

más fructífera cuando se ha llevado a cabo en un ambiente de esfuerzo académico, uniendo 

las habilidades y la experiencia de expertos en fisiología, bioquímica, microscopía de luz 

polarizada, difracción de rayos-X y muchas otras disciplinas, todos dedicados, en un 

ambiente intelectual estimulante, a la investigación de un problema específico. 

Por lo tanto, ahora existe una necesidad urgente de establecer centros 

internacionales donde la microscopía electrónica en su sentido más amplio y científicos de 

diferentes países, cada uno experto en una disciplina importante, puedan trabajar juntos y 

"pensar" juntos, manteniendo continuamente una interacción intelectual intensa pero 

espontánea y durante un período de tiempo prolongado (126).           
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En tal ambiente, la microscopía electrónica, correlacionada con estudios bioquímicos, con 

difracción de rayos-X, y con otras disciplinas, puede contribuir más eficazmente a la 

biología molecular y a la genética molecular, a la biotecnología y a la presente revolución 

en biología aplicada.  También proporcionará una vital función de entrenamiento mediante  

la atracción de imaginativos y creativos científicos, ingenieros y tecnológos jóvenes. 

Evocando   gratos   recuerdos   de    un    aniversario    único,   todavía   puedo    afirmar  

“Así, en un sentido más profundo nos damos cuenta de que la microscopía electrónica 

representa la última extensión directa del ojo y la mano. Por este medio al hombre se le 

garantizan extrañas nuevas libertades y capacidades para 'ver y hacer' en aquellos dominios 

microcósmicos fundamentales de la vida que aún están más allá del alcance de la mente” 

(93). 

 

    Fig. 35. Dibujo esquemático de crío-ultramicrótomo con cuchilla de diamante diseñado para 

operar principalmente a temperaturas de helio líquido (1,8-4,2 K) dentro de un criostato especialmente 

apantallado que usa un motor superconductor. Para un examen directo mediante crío-microscopía electrónica 

y crío-difracción de electrones se pueden preparar secciones ultrafines seriadas de muestras biológicas 

rápidamente congeladas.  [H. Fernández-Morán, 1968-1982 (102,113,122,128).] 
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Fig. 36. Micrografía electrónica de transmisión de una  cuchilla de diamante mejorada que muestra 

un borde de corte uniforme y extremadamente afilado, y una estructura periódica característica de la faceta 

cristalina del diamante Estas cuchillas de diamante ultra afiladas y resilientes son producidas por nuevas 

técnicas de microirradiación de precisión, especialmente desarrolladas para crío-microtomía de especímenes 

biológicos congelados [H. Fernández-Morán, 1980-1982 (128).] 
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