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esde la antigiiedad se conocian las

propiedades de aumento de las len-
tes de cristal y, en el siglo X1II, la lupa
era comanmente usada por relojeros,
joyeros y mercaderes de tejidos. Las
primeras lentes que fueron sistematica-
mente utilizadas para la observacion
microscopica en biologia fueron las pu-
lidas por Antony Van Leeuwenhoek
(1632-1723), quien en el siglo XVII, de-
sarrollé una especial habilidad para pulir
lentes de la mejor calidad. Leeuwen-
hoek estudié todo tipo de muestras,
usando para sus observaciones lentes
simples -pulidas en la forma que tienen
actualmente las lupas- y montadas en
engarzaduras de oro y plata. Con estos
instrumentos Leeuwenhoek descubrio
los glébulos de la sangre, diversos pro-
tozoarios y las bactenas.

El microscopio compuesto esta cons-
titutdo por varias lentes que permiten
corregir aberraciones de tipo cromatico
y esférico y fue inventado unos arios
antes (entre 1591 y 1608) por el holan-
dés Zacharias Jensen. Este tipo de mi-
croscopios tenia una lente objetivo con-
vexa y un ocular cdncavo. Posterior-
mente Johannes Kepler disefid un mi-
croscopio compuesto en que ambos,
el objetivo y el ocular, eran convexos.
Este es el prototipo de los microsco-
pios actuales (véase la figura 1).

El uso del microscopio, ya fuera éste
simple o compuesto, permitid que cien-
tificos excepcionales como Robert
Hooke (1635-1713), Marcello Malpighi
(1628-1694) y Leeuwenhoek recono-
cieran y establecieran la importancia de
estudiar la organizacién microscopica
de los seres vivientes. Este nuevo enfo-
que, el analisis de [a estructura de los

seres vivientes, es, ain en la actualidad,
un tema de intenso trabajo cientifico
que esta lejos de ser completamente re-
suelto.

Los avances posteriores en [a cons-
truccion de microscopios se han basado
en el perfeccionamiento de la dptica y
la iluminacidon, sin modificarse en su
esencia los principios basicos de opera-
cidon de este magnifico instrumento.

Desafortunadamente,
la observacion de se-
res vivientes ha estado
limitada porque éstos
tienen grosores varia-
bles y trasmiten y re-
flejan l1a luz de manera
no uniforme. Las areas
fuera del plano focal
degradan la imagen ha-
ciéndola borrosa, dis-
minuyendo el contras-
te y la resolucion, difi-
cultando asi la obser-
vacion de Jas estructu-
ras que componen un
espécimen. Este efec-
to que aqui denomina-
mos como de velo, o
borrosidad, es especial-
mente notable en los
especimenes vivientes,
en los que no se tiene
control sobre el gro-
sor de la muestra.
Desde el siglo pasado,
este problema se ha re-
suelto fijando y cor-
tando los tejidos en re-
banadas muy delgadas
(hasta de 0.5 micras).
Esto elimina, en su
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Los microscopios que usan dos o
més sistemas de lentes son
llamados microscopios compues-
10s. Estos son los que ordina-
riamente se encuentran en los
laboratorios. La Jente que sc en-
Cuenira mas cercana al espécimen
se denomina objetivo;, tiene wna
distancia focal corta y forma una
imagen real y aumentada, que es
el objeto del segundo sistema de
lentes, denominado ocular. El con-
densador tenc la funcidn de con-
centrar 1a Juz sobre el espécumen.
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mayoria, la distorsién debida a las re-
giones que se encuentran fuera del pla-
no focal del lente y pueden obtenerse
imagenes de muy alta resolucién. Sin
embargo, este procedimiento de fija-
cion y corte implica a su vez la destruc-
cion de los tejidos. El problema en
general fue claramente descrito por el
mismisimo Don Santiago Ramén y Cajal,
quien refiriéndose a la calidad de las
imagenes que obtenia con la microfoto-
grafia escribio: “‘[...] no ha sido posible
para nosotros coniravenir Jas inexora-
bles leyes de la dptica. Es bien conoci-
do que cuando una seccidn es gruesa
(40 ym o mas) y contiene células dis-
puestas en vanos planos y orientadas
de diversas maneras, poco se puede
lograr tratando de enfocar un grupo de
células; las imagenes de aquellas que se
encuentran por arriba o por abajo y que
estan fuera de foco, proyectan sombras
que disturban la pureza y claridad de la
imagen.”’

Para contrarrestar parte de las limi-
tantes en la observacion de especime-
nes vivientes, en el afio 1935, Fritz Zer-
nike desarrolld el microscopio de con-
traste de fases, razon por Ja cual le fue
otorgado el Premio Nobel de Fisica en
19533. Los detalles de un objeto en el
Microscopio dptico estandar se ven de-
bido a que los especimenes tienen par-
tes de diferente densidad; por lo tanto,
muestras completamente transparentes,
como algunos seres vivos, son dificil-
mente distinguibles. El contraste de fases
es especialmente util para observar es-

pecimenes transparentes, debido a que
hace distinguibles detalles que no lo
son con el microscopio estandar. Esta
técnica se basa en que [os objetos trans-
parentes tienen pequefias variaciones
en su indice de refraccién de un punto a
otro; esto genera un espectro de difrac-
cibn por detras del plano focal del obje-
tivo. Las ondas difractadas por las irre-
gularidades del objeto se encuentran
fuera de fase respecto a las que no han
sido refractadas; al introducir el mi-
croscopio un desplazamiento artificial
de la fase de las ondas no difractadas, se
produce un efecto de interferencia y au-
mento en el contraste del campo. Sin
embargo, al observar especimenes vi-
vos de grosor variable, existen diversas
porciones del objeto que quedan fuera
del plano focal del objetivo y que de-
gradan significativamente la calidad de
la imagen que se puede observar.
Posteriormente se han construido
nuevos sistemas de iluminacion y opti-
cos que ofrecen un alto contraste y re-
solucién en muestras bioldgicas; éstos
son los microscopios con éptica de No-
marsky o de contraste diferencial inter-
ferencial y el de modulacion de contras-
te de Hoffman; ambos, como en el mi-
croscopio de contraste de fases, con-
vierten la informacion de fases en un
aumento en el contraste de la imagen.
Como resultado de esto, la intensidad
de cualquier punto de la imagen es pro-
porcional a la diferencia de fase genera-
da por el espécimen, lo que determina
un aumento notable de la definicidn de

FIGURA 2
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las regiones que tienen diferen-
tes grosores, o indices de re-
fraccion; particularmente los bor-
des de cualquier estructura (véa-
se la figura 2).

En la ultima década se han
desarrollado procedimientos que
permiten incrementar significa-
tivamente la resolucion det mi-
croscopio Optico. Minski, en
1961, propuso un nuevo tipo de
microscopio para la observacion
de especimenes vivos con un
alto contraste y mejor resolu-
cidén, comparable unicamente a
la que se obtenia anteriormente
con microscopios electronicos
de barrido a bajo aumento o
luego de complejos procesos de
analisis digital de imagenes.

Este nuevo tipo de micros-
copio se basa en eliminar el velo

sello
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La fuente de luz, raya ldser, se hace pasar por una ranura (P1) ¢ incidir en un

jo dicroico. De ahi se enfoca en Ja mueslra, pasando por el objetivo del
mucroscopio. La luz emilida por la muestra es tolectada por €l objetivo y se
enfoca en una ranura detectora (P2). La luz proveniente de Jos planos fucra de
foco incide fuera de la ranura detectora (lipeas punteadas). Tomado de Baceallao
y Stelzer, 1989.

que, en una imagen de microscopia op-
tica normal, producen las regiones que
se encuentran fuera del plano de foco.
Para esto, se ha optado por pasar la luz
que incide sobre la muestra por un pe-
quefio agujero o ranura y enfocarla en
el plano de la imagen de un objetivo de
gran apertura numérica (véase [a figura
3). De esta manera, la luz que es refleja-
da por el punto que se encuentra en el
plano focal del objetivo, regresa al mis-
mo y es reenfocada y transmitida a su
vez por un pequefio agujero o ranura
sin ninguna pérdida. En cambio, la luz
dispersada o emitida por [os puntos que
se encuentran fuera del plano de la
imagen es atenuada o bloqueada com-
pletamente. De esta manera, se obtiene
una imagen de alto contraste y defini-
cién de un punto en el plano focal, sin
que haya una contribucion significativa
de [as regiones que se encuentran fuera
de foco. Debido a que las aperturas
tanto de la iluminacion como del retor-
no de la imagen tienen un foco comun.
A este tipo de microscopio se le ha de-
nominado como ‘‘microscopio confo-
cal’’. Puede resumirse su funcion di-
ciendo que la microscopia confocal se

basa en mejorar la relaciéon entre la
sefial y el ruido de la imagen.

En la figura 3 se muestra el esquema
de un tipo particular de microscopio
confocal, en el cual, la fuente de luz que
se utiliza es un rayo laser. El haz de luz
se hace pasar por una ranura (Pl) e
incidir en un espejo dicroico (que refle-
ja totalmente la luz con un angulo de
cerca de 45 grados), para posterior-
mente enfocarlo sobre la muestra usan-
do el propio objetivo del microscopio.
La luz emitida por la muestra es colec-
tada por el mismo objetivo y, pasando a
través del espejo dicroico es enfocada
en una ranura detectora (P2). La luz
que penetra a menor 0 mayor profundi-
dad en la muestra (planos fuera de foco),
incide por delante o por detras de la
ranura detectora (haces de luz repre-
sentados en lineas punteadas en la figura
3). Debido a que la cantidad de luz que
llega a 1a muestra es sumamente peque-
fia, es necesario usar fuentes de tlum-
nacidén muy poderosas como es el rayo
laser.

El procedimiento descrito nos da la
imagen de un pequefio punto de la
muestra. Para obtener una imagen
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completa, es necesario usar complejos
procedimientos que permitan mover el
punto de iluminacion en toda la mues-
tra, e integrar esta imagen formada de
puntos individuales en una imagen ni-
ca. Para esto, se usan sistemas que per-
miten desplazar la muestra o mover el
punto de ilJuminacion, barriendo toda el
area que se desea observar. Por esto
altimo, se denomina a los microscopios
como ‘‘microscopio confocal de barn-
do’’. Resulta obvio que, para construir
una imagen, es necesario recorrer toda
la muestra de manera uniforme, ademas
de que el rayo de lluminaciény la via de
retorno deberan estar perfectamente ali-
neadas. Esto implica que la mayoria de
los instrumentos que hasta ahora se han
desarrollado, se basen en complejos
sistemas electromecanicos que resultan
en un alto costo, ya que tienen que

FIGURA 4

Imagen de (luorescencia tomada con a) microscopio no confocal y
b) microscopio confocal.

generarse pequefios desplazamientos
perfectamente uniformes, e integrarse
]a imagen en un computador.

Para eliminar el problema asociado
con el disefio de sistemas que permitan
barrer la imagen, se han ofrecido diver-
sas alternattvas, algunas de las cuales se
encuentran ya en microscopios confo-
cales comerciales. Uno de éstos es el
microscopio confocal en que el barrido
lo hace el haz de luz. Para ello se utili-
zan espejos dicroicos que vibran rapi-
damente recorriendo todo el espécimen.
Otra solucién al problema lo constituye
el “‘microscopio confocal de barrido en
cascada’’, en el cual, un pequefio anillo
que se encuentra por detras del objeti-
vo tiene multiples hoyos (de 20 a 60
micras de diametro) en forma de espi-
ral; al rotar este anillo, se genera una
imagen completa de toda [a prepara-
cion, tomando simultaneamente mues-
tras de una gran cantidad de puntos no
adyacentes. Este tipo de microscopio
tiene la ventaja de que se obtienen ima-
genes en tiempo real, permitiendo la
observacién directa en el microscopio.

Cualquiera que sea el procedimiento
que se utilice para barrer la muestra, las
imagenes del microscopio confocal son
notablemente superiores a las que se
obtienen con el microscopio dptico con-
vencional, ya que las imagenes genera-
das contienen detalles volumétricos vy
de textura imposibles de alcanzar con
este ultimo. Una ventaja adicional se
obtiene en los casos en que se desea
explorar especimenes con fluorescen-
cia. En estos casos, el efecto deletéreo
que sobre la imagen tienen las areas
fuera de foco es especialmente notable;
ademas, la tluminacion de la muestra
hace que se pierda rapidamente la fluo-
rescencia (véase la figura 4). Por estas
razones, el microscopio confocal es
especialmente ventajoso para observar
especimenes fluorescentes, ya que ade-
mas de eliminar el efecto de las regio-
nes fuera de foco, solamente se ilumina
una pequeilisima regién de la muestra
en cada momento, eliminandose con



ello el efecto de ‘‘blanqueado’ que,
sobre la fluorescencia, induce la 1lumi-
nacion continua.

La microscopia confocal permite
tambien estudiar los especimenes usan-
do luz transmitida o reflejada, ello im-
plica que se puedan estudiar muestras
que, POr Su grosor O por sus caracteris-
ticas, no son transparentes. Esto ha
permitido que se desarrollen nuevas
técnicas de preparaciéon de los especi-
menes a observar, las cuales no impli-
can el corte en rebanadas delgadas como
se hacja anteriormente, ampliando asi
significativamente las posibilidades de
estudiar las relaciones estructura-fun-
cidn, ya sea a nivel uni o multicelular.

Se han desarrollado, ademas de la
microscopia confocal, otros métodos
que permiten mejorar significativamen-
te la calidad de las imagenes que se ob-
tienen con el microscopio optico. Estos
métodos se basan en el procesamiento
digital de tmagenes, por medio de pro-
cedimientos matematicos que permiten
calcular y eliminar el velo debido a las
regiones que se encuentran fuera de
foco (véase la figura 5). Otros métodos
para mejorar la calidad de imagenes en
ta microscopia dptica se basan en modi-
ficaciones en los angulos de incidencia
de la luz y en el uso de vanos baces de
luz para iluminar las muestras.

La importancia de la microscopia
confocal radica entonces en que consti-
tuye una nueva y poderosa herramienta
para examinar las estructuras celulares
y sus funciones. Podemos resumir sus
ventajas diciendo que: 1) pueden obser-
varse tejidos intactos asi como seccio-
nes gruesas sin necesidad de hacer cor-
tes histologicos, 2) se obtiene un au-
mento notable en la resolucion, espe-
cialmente en muestras con fluorescen-
cia, 3) reduce el blanqueado de la fluo-
rescencia, 4) permite hacer reconstruc-
ciones tridimensionales mas precisas,
de mejor calidad y en menor tiempo
que por otros métodos. Por todo lo an-
terior, es claro que en el corto plazo, el
microscopio confocal pasara a formar

parte del instrumen-
tal normal de traba-
jo, tanto en labora-
torios de analisis cli-
nico-patologico, co-
mo en los laborato-
rios de investigacion
basica, ya que se ha
convertido enun au-
xiliar indispensable
en los estudios de
tipo funcional, en los
cuales se pretende
determinar los pro-
cesos que se llevan a
cabo en tejidos
vivos. Como resulta-
do del desarrollo de

Grano de polen. A la derecha sin proce-
samiento; a la izguierda, luego del procesa-
mienlo por deconvolucidn,

la microscopta confocal, y de los méto-
dos digitales de analisis de imagenes, es
posible actualmente abordar cuestiones
relativas a las relaciones estructura-
funcién en los seres vivos, que anterior-
mente eran incontestables,
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