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Introduccion

Inicialmente el hombre se vio en la urgencia de resolver las necesidades mas primarias, fue
creando las herramientas que le permitieron transformar la realidad y comenzar un proceso
civilizador que no ha cesado en su evolucién. El estudio de los mecanismos de procesamiento y
representacion de la informacidn visual que percibe un ser vivo, se remonta a los origenes de la
ciencia y la filosofia. Desde la época de los griegos clésicos se han formulado teorias acerca de
coémo percibe el ser humano su realidad exterior y de qué manera usa y representa la informacion
captada por sus sentidos. Mas cercanos en la historia, estan los estudios de Kepler del anélisis
geométrico de la formacion de la imagen en el ojo, los de Newton sobre visién en color, y en el
siglo XX, los de Helmholtz acerca de la dptica fisioldgica y Wertheimer sobre el movimiento
aparente de agrupaciones de puntos o campos. Estos trabajos han establecido las bases de las
teorias de percepcion visual. Los trabajos de David Marr, sobre el sistema de visién humano dan
soluciones a los problemas de este y de la vision a través de mecanismos artificiales.

El microscopio fue una herramienta la cual se fue puliendo para hacerla mas precisa y por ende
alenté mas las investigaciones y teorias y abrid otra puerta asi la investigacion.



Desarrollo

El microscopio

A pesar de que los microorganismos ya existian antes que el hombre y de haber sido durante
milenios los responsables de las enfermedades infecciosas, epidemias y pandemias, los
conocimientos que tuvo el individuo sobre el origen de las enfermedades eran precarios y
meramente especulativos debido al tamafio mindsculo de estos gérmenes y de no disponer de
instrumentos técnicos como el microscopio que facilitaran su observacion, es decir, los hombres
sabios, los investigadores de aquellas épocas estaban ciegos hasta que se inventd esta herramienta.
La Microscopia es la ciencia que se ocupa de los usos y de las aplicaciones interpretativas de los
microscopios.

En el siglo XVI Leonardo da Vinci y Francisco Maurolyco insisten en las ventajas de aplicacion
de estas lentes para el estudio de los pequefios objetos. Se destacan también durante esta época en
los estudios de éptica Leonardo y Thomas Digges, Juan Bautista De La Porta y Thomas Moufet
que se dedican especialmente a la observacién de pequefios insectos. En el libro "Magia Naturalis"
de Juan Bautista Della Porta, publicado en 1588 se establecen los principios de las lentes de
cristal.

El microscopio compuesto disefiado y construido por el inglés Robert Hooke en el afio 1665, se
basé en el principio funcional del telescopio astrondmico, inventado a principios de ese siglo por
el fisico-matematico, italiano, Galileo Galilei.

Se coincide al caracterizar los finales del siglo XVI1II y principios del XIX como productivos
puesto que, debido al concurso de muchos cientificos y maestros que crearon los microscopios
acromaticos, se lograron observaciones microscépicas mas auténticas y fue posible pasar al
estudio sistematico de los tejidos animales y vegetales mas diversos.

El médico y fisiélogo italiano Marcello Malpighi seria de los primeros en ver tejidos vivos bajo
el lente. A Malpighi se le considera el fundador de la Anatomia Microscépica y uno de los mas
importantes bidlogos de todos los tiempos. Nacido en Crevalcore, provincia de Bolonia, Italia,
curso sus estudios en la Universidad de Bolonia donde consiguio el doctorado en Medicina y
Filosofia (1653). En Bolonia labor6 en la catedra de Medicina Teérica y realiz6 sus primeros
trabajos microscopicos, luego en Messina extendid sus estudios anatémicos, limitados a la especie
humana, a todos los seres vivos.

Es justo reconocer el papel abnegado de los investigadores de aquellas épocas los cuales, a pesar
de que los instrumentos Opticos no eran lo suficientemente poderosos como para reconocer la
naturaleza intima de la célula, lograban llegar con muchas dificultades a deducciones, a
conclusiones atinadas, tal es el caso de Malpighi cuya categorizacion de los tejidos en parénquima
y prosénquima, dada en sus principales tratados, corresponde a la que en la actualidad se admite;
ademéas no separ0 los problemas anatomicos de los fisiologicos pues a su criterio las

investigaciones estructurales conducian al conocimiento de las funciones fisioldgicas.



Entre 1623 y 1723 vivio el hombre considerado padre del microscopio, el holandés Anton van
Leeuwenhoek. Fue el primero que vio y describid las bacterias, la levadura, la vida existente
dentro de una gota de agua y la circulacion de corpusculos sanguineos en los vasos capilares pues
inventd el microscopio en las Provincias Unidas.

Leeuwenhoek llevé a cabo improvisadamente sus investigaciones, por aficion, pasion hacia los
descubrimientos; estas investigaciones fueron dispersas y diversas segun su insaciable curiosidad
pues no tenia objetivos definidos al carecer de formacion académica, de dominio de las lenguas
extranjeras, de trato con otros entendidos y su profesion era el comercio.

En 1668 Anton van Leeuwenhoek tomando como referencia el invento de Hooke, fabricd un
microscopio al cual doté de poderosos lentes de aumentos y empleando técnicas méas efectivas,
logré observar todo lo visto por Hooke. Asi con la aparicion del microscopio 6ptico, observo
microbios, sangre, plumas, polvora, pelos, insectos, minerales, fibras musculares, peces,
espermios, semillas, arboles y plantas. Observo también la placa dental compuesta por depdsitos
blandos con microbios y restos de comida.

Se conoce que el holandés fue auxiliado por un médico anatomista Regnier de Graaf, en conjunto
escribian cartas a la Sociedad Royal en las que incluian dibujos de sus observaciones con certeras
anotaciones.

Van Leeuwenhoek era un 6ptico, un tallador de lentes. Su habilidad radicaba en el pulido de sus
pequefios lentes, que montaba en estructuras metélicas, de bronce, plata y de oro. Eran
microscopios simples, pues s6lo disponian de un lente, permitiendo un campo de vision muy
estrecho, el sistema de iluminacién nunca lo comunicd. EI microscopio de mayor aumento
conocido es el conservado en el Museo de la Universidad de Utrecht, capaz de aumentar la imagen
275 veces, con un poder de resolucién de 1,4 um. Sus microscopios que sumaban en total 247
aparatos con 419 lentes se caracterizaban generalmente por tener objetivos de pequefio diametro
y corta distancia confocal.

Leeuwenhoek describié con gran detalle un mundo impensable hasta entonces y logro ser un
hombre reconocido en su momento por el resto de la sociedad. Su mejor conclusion fue la
negacion de la generacion espontanea, derivada del descubrimiento de los espermatozoides, que
constituirian la semilla humana, y de otras observaciones sobre la reproduccidn en insectos, como
la presencia de huevos en la hembra del piojo.

Quedaria para periodos posteriores la relacion de la presencia de los microorganismos en los
tejidos y liquidos humanos con la génesis y transmision de las enfermedades, la explicacion de la
fermentacion, la putrefaccion y otros procesos biologicos.

Cuando se habla de los padres de la microbiologia vienen a la mente los nombres de Koch y de
Pasteur. Se descubrieron muchos gérmenes responsables de enfermedades infecciosas gracias a
los trabajos de ambos y al impulso que le dieron a la Microbiologia entre finales del siglo XIX 'y
principios del siglo XX, donde se destacan el aislamiento de los agentes causales de gonorrea
(Neisser, 1879), difteria (Klebs, 1883 y Loeffler,1884), tétanos (Nicolaier, 1885 y Kitasato, 1889),



neumonia (Fraenkel, 1886), meningitis (Weichelbaun, 1887), peste bubdnica (Yersin, 1894),
leishmaniasis (Leishman y Donovan, 1903), sifilis (Schaudinn y Hoffman, 1905), y la fiebre de
las montafias rocosas (Ricketts, 1909) lo cual hubiera sido imposible sin la existencia del Gtil
microscopio.

En las postrimerias del siglo XIX y en los inicios del XX el microscopio ya se presenta en la
forma con la cual lo relacionamos con los maestros de la microbiologia.Este instrumento va a
tener el ya conocido pie en forma de herradura que servird de soporte para la platina, el
condensador y el espejo. En el pie o también en la platina se encontraba montada la columna
vertical con el pifion para el enfoque de precision. En su pieza de guia prismatica de tres angulos
se encontraba una pieza de union con el tubo, el portatubos, que se desplazaba en sentido vertical
mediante un tornillo denominado micrométrico que podia girarse en torno al eje vertical.

El movimiento ascendente o descendente del tubo se efectuaba mediante un pifién para el enfoque
aproximado que se llama tornillo macrométrico. La tubuladura del ocular es extensible, 2 a 3
objetivos podian cambiarse facil y rapidamente mediante un revélver, y el condensador estaba
equipado con un diafragma de apertura de acuerdo con la forma indicada por Abbe.

Estos aditamentos surgieron, se perfeccionaron en este tiempo por aspectos puramente practicos,
para facilitar su uso, pero también fue surgiendo la necesitad de un instrumento que si bien no
presentaba formas superfluas tampoco se mostrara con el aspecto de una improvisacién tomada
de un tripode de laboratorio.

Kohler en 1904 emplea las radiaciones ultravioletas, con un sistema de lentes de cuarzo, sustancia
permeable a las radiaciones de corta longitud de onda; marca con ello una nueva etapa en el
estudio de microorganismos cuyo tamafio los hacia invisibles a la observacion con microscopio
corriente. Posteriormente en 1930 se crean los estativos de diferentes gamas. El portatubos
cambid, al presentar una estructura completamente nueva derivada de la forma parabdlica. En
lugar de la visual vertical incbmoda, se modificé y se adaptd un eje montado entre el pie y el
portatubos, mediante un angulo visual fisiol6gico de 45 grados con relacion a la superficie de la
platina, que permitia una gran mejora en la observacion. La disposicion mas baja de los tornillos
del pifion ofrecié la posibilidad de mantener brazos y manos en una posicion mas comoda y mas
distendida.

El progreso en si estuvo dado por la creacion de equipos mas funcionales, por la simplificacion
del manejo, en el sentido de adaptacion cada vez mayor a las condiciones anatomicas y
fisiologicas del usuario; el microscopio pasé a ser un equipo tipo norma cuyas posibilidades de
adaptacion a los deseos del usuario abarcaban toda una gama de posibilidades de aplicacién, desde
los mas sencillos analisis de rutina hasta los mas complicados trabajos cientificos.

Se sumaron la incorporacion de la fuente de luz al pie, la disposicion coaxial del mecanismo para
el enfoque aproximado (macro) y el de precision (micro), asi como los botones para el

movimiento en dos coordenadas de la platina cuadrada de movimiento en cruz, que permitio



desplazamientos de dos lados, de la platina deslizante y el revolver giratorio intercambiable. El
desarrollo contiguo cred otros tipos de microscopios que utilizaban la fuente de luz visible como
el microscopio de polarizacion, de contraste de fases, de interferencia y campo oscuro o los que
usaban fuente de luz invisible como el de luz ultravioleta y gracias a los trabajos de Max Knoll y
Ernst Ruska el moderno microscopio electrénico.

Se estima que este Ultimo tipo de microscopio, el electrénico, ha hecho posible resolver el detalle
celular a nivel molecular y ha permitido a los cientificos poder observar las estructuras detalladas
de organismos procariotas y eucariotas; en el campo de la virologia es valiosisimo pues ha
posibilitado la observacion e identificacion de los virus.

En la década de 1930 los alemanes Max Knoll y Ernst Ruska lo coinventaron. En este microscopio
se produce una aceleracion de los electrones al vacio hasta que su longitud de onda es muy corta,
una cienmilésima parte de la longitud de la luz blanca. Los rayos de estos electrones a alta
velocidad son enfocados en una muestra de célula y absorbidos o dispersados por las partes de la
célula para formar una imagen en una placa fotogréafica sensible. Si se lleva este procedimiento al
limite es posible ver objetos tan pequefios como el didmetro de un atomo. De hecho, puede
aumentar los objetos hasta un millon de veces. El primer microscopio disefiado por Ruska, fue
lanzado al mercado por Siemens en 1939. Ello sirvi6 para que otros paises se abocaran a esto y
asi aparecieron prototipos en los Estados Unidos de América, Inglaterra, Francia, Canaday Japon.

Se conoce que la microscopia en campo iluminado o claro es la mas usada para la observacion de
frotis coloreados, para examinar caracteristicas morfolégicas y la movilidad de los organismos en
preparaciones denominadas "gotas colgantes” o "en fresco"; otro tipo de microscopio compuesto,
el estereoscopico es muy Util para examinar las caracteristicas de las colonias de bacterias,
hongos, cultivos de tejidos y organismos paréasitos.

El microscopio de contraste de fases matiza los tonos del gris claro al muy oscuro. Se fundamenta
en el hecho de que las ondas luminosas que pasan a través de objetos transparentes, como las
células, emergen en fases diferentes, depende de las propiedades de los materiales que atraviesan.
En 1934, Zernike desarroll6 métodos dpticos para separar ondas luminosas incidentes y
difractadas, se amplifica asi la diferencia de fase entre ellas. Un sistema Optico especial convierte
esta diferencia de fase en una diferencia de intensidad, de este modo, unas estructuras aparecen
MAs oscuras que otras, se utiliza para diferenciar las estructuras internas de células vivas.

Este microscopio tiene la ventaja de visualizar detalles en organismos vivos pues con el
microscopio ordinario lo usual es la observacion de preparaciones de materiales muertos y
tefiidos.

El microscopio de fluorescencia se basa en el principio de remocién de la iluminacién incidente
por absorcion selectiva, transmision de la luz absorbida por la muestra y reemitida con diferente
longitud de onda. Los compuestos capaces de absorber luz de una determinada longitud de onda
y de emitir luz de mayor longitud de onda, se denominan fluorocromos. Diferentes fluorocromos
son utilizados: la auramina, la naranja de acridina, de uso en la tincién directa de
microorganismos, se utilizan en la deteccién de microorganismos en hemocultivos y para la



observacion de bacilos acidorresistentes en frotis y otros como el isotiocianato de fluoresceina
pueden ser conjugados a anticuerpos y se emplean en técnicas conocidas como
inmunofluorescencia las que pueden ser directa e indirecta.

Respecto al electronico estan el de transmisién, el cual posee un cafion de electrones y produce
una corriente de electrones monocromaticos que mediante un sistema de lentes y condensadores,
choca con la muestra, al ser transmitidos parte de ellos y una lente objetivo la convierte en imagen,
gue es proyectada sobre una pantalla de fésforo, para que el usuario pueda verla y también el
electrénico de barrido, en este, un cafién emite un rayo de electrones de alta energia que viaja
hacia abajo, iluminando la muestra, a través de una serie de lentes magnéticas, condensadores y
antenas, disefiadas para dirigir los electrones a un punto, golpeando la muestra, los electrones
secundarios quedan sueltos, en la superficie de la muestra, un detector cuenta los electrones y
envia las sefiales al amplificador, la imagen final se forma con el nimero de electrones emitidos
desde cada punto de la muestra, en blanco y negro y con
caracter tridimensional.25 El primero en crearse de este tipo
fue el de transmision el cual tiene muchas caracteristicas en
comun con el microscopio luminoso, de campo claro.

Tipos de microscopios.

* En 1590 Zacharias Janssen creo el microscopio

optico.

También

se le

conoce como microscopio de luz o
microscopio de campo claro

* 1610. Galileo Galilei; Fabricé un
pequefio microscopio compuesto de
aproximadamente 12 cm de largo, con una
lente convexa y otra concava, con este
observo y describid los patrones geométricos
de los ojos de las abejas. Es por esta razén
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que a este italiano se le considera como el primer cientifico que efectu6 una investigacion
bioldgica a través de un microscopio.

* 1665, Robert Hooke; Cientifico inglés que
publicé en 1665 el libro Micrographia, en
éste se describe, por primera vez, como
fabrico las lentes de  aumento que
posteriormente utiliz6 en la construccion de
un microscopio compuesto, con el que
realiz6 numerosas observaciones y cuyos

resultados se encuentran en el libro antes | w.io:

menciona do.

. fomillo de enfoque

y
»
"

. 1673,Anton van Leeuwenhoek ;ElI holandés
Leeuwenhoek dedico cuarenta afios de su vida al disefio
y construccion de numerosos microscopios simples, los
cuales estaban constituidos por una lente de 3 mm de
didmetro que él mismo tallaba y con los que lograba
aumentar el tamafio de los objetos que observaba hasta
300 veces debido a su excelente calidad. Con estos
microscopios observé todo lo que le rodeaba,
pudiendo  describir,
por primera vez,
protozoarios y
bacterias a los que

o 1758, John
llamo6 animalculos

Dollond; Construy6
lentes acromaticos mediante la combinacion de vidrios
flint y crown, que son dos materiales que tienen diferente
indice de refraccion; combinandolos logré obtener mejores imagenes.
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. 1826, Joseph Jackson Lister; Comerciante inglés
gue construyd un microscopio compuesto acromatico,
considerado el mas importante jamas hecho hasta ese
momento. Encontrd la distancia éptima entre las dos
lentes para mejorar el enfoque y eliminar las
aberraciones cromaticas, también introdujo mejoras en
el funcionamiento, lo que permitié que las observaciones
de los tejidos fueran vistas con mayor claridad.
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e 1834, Microscopio
de luz polarizada, William Henry Fox Talbot: construye el primer microscopio de luz
polarizada

* 1902 Richard Adolf Zsigmondy inventa el ultramicroscopio. Este tipo de microscopio
permite observar muestras con mejores O 1904 August Kohler y Moritz von Rohr

desarrollan el microscopio de luz ultravioleta.

resoluciones
que las del
microscopio 6p

tico.




e 1913 Leitz empieza a comercializar el primer microscopio binocular plenamente
funcional desarrollado por Felix Jentzsch.

1935 microscopio de
contraste  Frits Zernike
inventa el microscopio de

contraste de fases que
A\ \ .
permite  observar muestras

\ bioldgicas transparentes. En
l 1953 recibe el premio Nobel.

Esquema de un MEB

. . . Mi io el onico de barrido (MEB
o 1937 Manfred von Ardenne inventa el microscopio s e

electrénico de barrido.




* 1931 Ernst Ruska, junto con el ingeniero Max Knoll construye el primer prototipo del
microscopio electronico de transmision.



o 1955 El atomo El fi:
el estudiante Kanwar Bahadur

un 4&tomo con un mMicroscopio |

g 1957 Microscopio confocal Marvin Minsky patenta el

microscopio confocal

g 1983 Confocal laser La empresa Carl Zeiss empieza a

comercializar el primer microscopio confocal laser de barrido

» Hitachi High-Technologies (Tokio, Jap6n) esta construyendo el microscopio en el Japon.



Cuando esté instalado a finales de 2010, ocupara una sala especialmente adaptada, propia,
en uno de los edificios cientificos de la Universidad de Victoria (UVic; Victoria, BC,
Canada) Se espera que empiece a funcionar a comienzos de 2011.

* El microscopio electronico de barrido de transmision hologréafica de 7 toneladas de 4,5
metros de altura o0 STEHM, el primer microscopio de este tipo en el mundo, lleg6 a las
universidades de algunas regiones el afio pasado.

Usos del microscopio

El uso en oftalmologia asi como en neurocirugia del microscopio para operaciones quirurgicas se
desarroll6 a un ritmo muy lento.

Las especialidades en que mas se utiliza son Cirugia Ortopedica y Traumatologia, Cirugia
Plastica, Cirugia Maxilofacial, Cirugia Oftamologica y Cirugia Otorrinolaringologica, de acuerdo
con un articulo del Dr. Salvador Fernandez Garcia: "La microcirugia es una técnica quirurgica"

de la Asociacion Espafiola de Microcirugia.

- Oftalmologia: para colocar suturas muy precisas en la cornea

« Otorrinolaringolgia: para realizar procedimientos muy precisos en el oido

« Microcirugia nerviosa: para unir pequefios nervios de forma muy precisa

« Microcirugia vascular: para unir vasos sanguineos muy finos. Esto se realiza para
revascularizar partes del cuerpo que han sido dafiadas tras un accidente ( por ejemplo un
reimplante de dedo ) o para coger zonas del cuerpo superfluas para reconstruir otras mas
importantes

« Cirugia de la mano: reimplantes, reconstruccion del dedo pulgar amputado con un dedo
del pié para conseguir una mano funcional. La pérdida del pulgar significa perder el 50
% de la funcion de la mano



« Cirugiareconstructiva de cabezay cuello postumoracion . Asi se puede reconstuir una
mandibula, la lengua o el suelo de la boca.

- Cirugia reconstructiva de la mama postmastectomia: Se puede reconstuir una mama
con tejido abdominal

« Cirugia recostructiva para cubrir falta de tejidos en cualquier parte del cuerpo.

Microscopio optico

En el microscopio 6ptico la muestra es iluminada mediante luz visible. Esto significa que existe
un foco de luz apuntando hacia la muestra. Esa misma luz es conducida a través del objetivo y del
ocular hasta llegar a formar la imagen en el ojo del observador. Este es el tipo de microscopio mas
habitual pero su resolucion esta limitada por la difraccion de la luz. El aumento maximo que se
puede obtener con este tipo de microscopio alcanza alrededor de 1500x.

Microscopio electrénico

En el microscopio electrénico la muestra no es iluminada con luz sino que se utilizan electrones.
Los electrones impactan contra la muestra dentro de una cdmara de vacio. Existen diferentes
tipos de microscopio electrénico pero su principio de funcionamiento se basa siempre en capturar
los electrones dispersados u omitidos por la muestra y asi poder reconstruir una imagen.

La ventaja principal de este tipo de microscopio es que puede obtenerse un nivel de aumento muy
superior al del resto de microscopios. Sin embargo, es necesario preparar la muestra y colocarla
en una camara de vacio de modo que no es posible observar muestras bioldgicas vivas. Los dos
tipos de microscopio electrénicos principales son el microscopio electrénico de barrido y el

microscopio electrénico de transmision.

Microscopio de luz ultravioleta

Los microscopios de luz ultravioleta iluminan la muestra, como el nombre indica, con luz
ultravioleta. Este tipo de luz tiene una longitud de onda mas corta que la luz visible utilizada en
los microscopios épticos. La ventaja principal de utilizar esta técnica es que puede alcanzarse una
resolucion mejor que con luz visible. Ademas, el contraste obtenido en la muestra es distinto que
en los microscopios opticos. De este modo, con el microscopio de luz ultravioleta pueden observar
muestras que aparecen transparentes si son observadas con luz visible.



Microscopio de luz polarizada

También conocido como microscopio petrografico. Este microscopio es en realidad un tipo de
microscopio éptico al que se la han afadido dos polarizadores. Esto significa que la onda de luz
utilizada para observar la muestra tiene una direccion de oscilacion concreta. Este tipo de

microscopio es muy Util para observar estructuras cristalinas de rocas y minerales.

Microscopio de fluorescencia

Los microscopios de fluorescencia son aquellos que utilizan las propiedades de fluorescencia
para generar una imagen de la muestra. Este microscopio permite observar sustancias que emiten
luz propia cuando son iluminadas con una longitud de onda determinada. Para ello la muestra es
habitualmente iluminada con una ldmpara xen6n o con una lampara de vapor de mercurio.
Estos microscopios incorporan ademas filtros de luz para aislar la luz correspondiente a la

muestra.

Conclusion

Las lentes y sus propiedades Opticas fueron descritas por Euclides, Ptolomeo y Alhazen
en tiempos tempranos. En el siglo XVI Leonardo Da Vinci y Francisco Maurolico
también las estudiaron; a finales de este siglo, Hans y Zacharias Janssen construyeron el
primer microscopio compuesto. Galileo Galiei fue uno de los primeros en utilizarlo en la
ciencia al igual que Athanasius Kircher. En 1665 el fisico inglés Robert Hooke realizd
descubrimientos fisicos y biol6gicos con un microscopio. Los primeros microscopistas
del siglo XVII fueron el anatomista Marcello Malpighi, Anthony Van Leeuwenhoek y
otros que detallaron células, tejidos y bacterias. En el siglo XIX Pasteur y Koch
enrumbaron la Microbiologia y los microscopios perfeccionados por Amici, Brewester,
Chevalier, Lister, Abbe, Kohler se utilizaron cada vez més en este campo. Por lo tanto la

herramienta del microscopio impulso a muchos autores asu descubrimientos.
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