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RESUMEN

La curiosidad humana siempre nos ha impulsado a querer saber mas del mundo que nos rodea, particu-
larmente sobre aquello que escapa a nuestra vision, ver el mundo microscopico siempre ha sido algo de
gran interés para nosotros. Esto nos llevé a la creacion de una herramienta maravillosa, conocida como
microscopio, el cual a lo largo del tiempo se ha evolucionado, adquiriendo una sin fin de aplicaciones, y
quiza, entre los microscopios mas avanzados hoy dia, encontramos al microscopio lightsheet, una herra-
mienta sumamente Util en el campo de la biomedicina y del cual se hablara mas a fondo en este trabajo.
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SUMMARY

Human curiosity has always driven us to learn more about the world around us, particularly about what
lies beyond our vision. Observing the microscopic world has always been of great interest to us. This led
to the creation of a remarkable tool known as the microscope, which over time has evolved, acquiring
countless applications. Among the most advanced microscopes today is the light-sheet microscope, an
invaluable tool in the field of biomedicine, which will be discussed in greater detail in this work.
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Introduccion

Los humanos somos curiosos por natura-
leza, siempre estamos tratando de saber mas
de todo lo que nos rodea, tocamos, probamos,
escuchamos, pero sobre todo observamos.
Nuestros ojos son nuestra mayor fuente de in-
formacién. Gracias a ellos, logramos apreciar
todo nuestro entorno, desde un pequeno gra-
no de sal hasta la gran luna que nos cuida por
la noche. Sin embargo, tienen un limite, y con
el fin de superarlo, hemos desarrollado herra-
mientas fantasticas que nos permiten “ver mas
alla de lo evidente”.

Los planetas, estrellas y galaxias; todo
eso que esta fuera de nuestro planeta, muy le-
jos en el cosmos, lo observamos gracias a algo
llamado telescopio. Sin embargo, ¢qué hay
acerca de todo ese universo tan pequefio que
escapa a nuestra vision? El mundo microscé-
pico se abrid ante nosotros con la llegada del
microscopio, un aparato que utilizaba un siste-
ma de lentes simple y las propiedades bésicas
de la luz, para permitirnos ver cosas tan pe-
quenas como una bacteria.

Desde su invencion, cerca del siglo XVI,
y su perfeccionamiento por Antonie Van Leeu-
wenhoek, en el siglo XVII, el microscopio ha
cambiado drasticamente, innovandose, utili-
zando nuevas tecnologias e integrandose en su
desarrollo para ampliar su capacidad de apli-
caciones. Esta innovacién constante ha dado
como resultado el surgimiento de diferentes ti-
pos de microscopios que sirven para alcanzar
multiples objetivos. Esto permitio el desarrollo
de diferentes técnicas de microscopia Utiles
en diferentes campos del conocimiento, por
ejemplo: de campo claro, electronica, de fluo-
rescencia, confocal y de superresolucion.

Dentro de las técnicas de microscopia mas
versatiles actualmente, destaca la microscopia
conocida como microscopia de iluminacion
por plano selectivo o de hoja de luz, a la que
nos referiremos como microscopia lightsheet,
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la cual tiene aplicaciones en geologia, diferen-
tes ramas de la biologia, como biologia celular
y biologia del desarrollo, y diferentes ramas de
la biomedicina, como busqueda de biomolécu-
las de importancia diagndstica, determinacién
de poblaciones celulares en una muestra, vi-
sualizacion de estructuras internas de tumores
y muchas mas. Esta variedad de aplicaciones
que tiene la microscopia lightsheet la hace una
herramienta sumamente valiosa actualmente,
pero ;coémo funciona? ;Qué es la microscopia
lightsheet? ;Por qué llama tanto la atencién?
Acompafennos a averiguarlo.

El poder de la luz en la palma de nues-
tras manos

El microscopio es un instrumento que nos
permite observar cosas diminutas o aquellas
que no podemos observar a simple vista. El
microscopio mas sencillo actualmente es el
microscopio Optico compuesto (figura 1), de-
nominado asi por usar 3 sistemas de lentes
y una fuente de luz artificial (lamese también
lampara) para realizar la amplificacién de la
imagen, dando como resultado un mayor au-
mento. Estos tres sistemas son: el condensa-
dor, el cual concentra y regula los rayos de luz
de la lampara; los objetivos, un conjunto de
lentes que se encargan de captar la luz una
vez que esta incide en la muestra y generan
la imagen; finalmente, los oculares, los cuales
se encargan de formar una segunda imagen,
y a través de los cuales podemos observar la
imagen amplificada.

El funcionamiento basico es el siguiente:
la muestra se coloca en la platina y es ilumi-
nada por un haz de luz blanca generado por
la lampara y concentrado gracias al conden-
sador. La luz pasa por la muestra y es captada
por los objetivos que generan una primera ima-
gen aumentada. La luz sigue su camino y llega
a los oculares donde es nuevamente captada
y se genera una segunda imagen amplificada.
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Figura 1. Componentes generales de un microscopio dptico compuesto.

Es en este punto en donde nosotros podemos
ver la imagen. Algo importante es que la luz, a
pesar de ser concentrada por el condensador,
ilumina toda la muestra y no puede ser dirigida
sblo a una parte de esta.

El desarrollo del microscopio éptico com-
puesto fue un gran avance cientifico y nos ha
permitido desarrollar otro tipo de microscopias
que aprovechan otras propiedades de la luz,
como, por ejemplo, la fluorescencia. La fluo-
rescencia es el proceso en el que una sustancia
tiene la propiedad de absorber y liberar (emitir)
luz casi inmediatamente. Esta luz liberada pue-
de ser captada y detectada por diferentes ins-
trumentos, y gracias a esta propiedad, hemos
aprendido a usarla para nuestro beneficio en la
microscopia de fluorescencia para poder ob-
servar estructuras o moléculas especificas de
nuestro interés con mayor facilidad.

Los microscopios de fluorescencia se
consideran microscopios Opticos modifica-
dos. La fuente de luz no es una lampara de luz
blanca, sino una luz LED, lampara de mercurio,
lampara de xendén o laser, capaz de producir
luz que permita que las moléculas fluorescan.
Esta luz pasa por un filtro que hace que solo
cierta parte de esta se dirija hacia la muestra,
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a través del sistema de objetivos. Este sistema
concentra la luz sobre la muestra y a la vez
capta la fluorescencia emitida por la mues-
tra para generar la imagen. La luz emitida es
filtrada por un segundo filtro, el cual permite
pasar solo la luz liberada por la muestra hacia
los oculares, para finalmente observar la sefial
fluorescente en la muestra.

La microscopia de fluorescencia conven-
cional es conocida como microscopia de epi-
fluorescencia, donde la luz incide en una gran
parte de la muestra, aun en las zonas que no
entran dentro del campo de visién de los ocu-
lares, dafnandose y comprometiendo la calidad
de la imagen total. La iluminacién de toda la
muestra le genera diversos dafnos. El primero
es conocido como fototoxicidad, un dano a la
muestra producido por la luz, causado por la
generacidn espontanea de moléculas conoci-
das como radicales libres, las cuales son capa-
ces de degradar diferentes componentes ce-
lulares. Otro de los dafios es el fotoblanqueo,
que consiste en la degradacion irreversible
de moléculas capaces de emitir fluorescencia
(fluoréforos), debido a una exposicién prolon-
gada de estas moléculas a la luz, causando
que los fluoréforos pierdan su capacidad de
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Figura 2. Esquema general del sistema de objetivos de un microscopio lightsheet. Se muestran los diferentes componentes
bdsicos para la observacion de una muestra. Un microscopio de hoja de luz puede tener uno o mas objetivos de iluminacion ,
los cuales son los encargados de generar el haz de luz, Estos objetivos estan posicionados uno frente al otro, de tal manera que
iluminan planos opuestos de la muestra a observar. El capilar es un dispositivo utilizado para contener la muestra de interés, esta
hecho de un gel especial que fija a la muestra sin dafarla, y se ubica dentro de la camara de la muestra, una pequefia camara
metdlica diserfiada para que en ella embonen los diferentes objetivos, esta camara se llena con un liquido (agua o alguna solucion)
que en conjunto con el capilar tienen un indice de difraccion igual, evitando que el haz de luz se distorsione y afecte la captura de
la imagen. El objetivo de deteccidn se encuentra en un angulo de 90° con respecto al o a los objetivos de iluminacion y capta la luz
emitida por la muestra contenida en el capilar.

emitir la luz en una diferente longitud de onda.

Para remediar este problema surgieron
adaptaciones en los microscopios, dando
lugar a otras tecnologias como lo es la mi-
croscopia confocal y mas actualmente la mi-
croscopia lightsheet. que tratan de evitar la ilu-
minacion completa. La microscopia confocal,
cuya aplicacion es la visualizacién de muestras
fluorescentes, ha optado por utilizar un siste-
ma de iluminacién por laser y la integracién de
un sistema que permite controlar el paso del
haz de luz, estas adecuaciones reducen el area
de la muestra expuesta a la luz, y se reduce
la fototoxicidad y el fotoblanqueo, logrando
obtener imagenes nitidas, aumentando la re-
solucién. Es importante resaltar que este tipo
de microscopia permite reconstruir una ima-
gen de la muestra en 3 dimensiones, debido a
un método de captura de imagenes en el cual
se hace un escaneo de la muestra generando
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“rebanadas 6pticas”, que después seran utili-
zadas para una reconstruccion de la muestra
generando la imagen.

Microscopia Lightsheet, mas alla de
la luz

Este es uno de los tipos de microscopia
que mas popularidad ha tenido en los Ultimos
afos debido a su gran poder de resolucion y a
sus aplicaciones en diversos campos de estu-
dio, no sdlo en el area biolégica o biomédica.
Similar a la microscopia confocal en ciertos as-
pectos, la microscopia lightsheet ha revolucio-
nado la manera en que visualizamos muestras
de interés bioldgico, permitiéndonos obtener
mucha mayor informacién de ellas.

El sistema de iluminacién utilizado en la
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Tabla 1. Microscopia lightsheet versus microscopia confocal.

Caracteristicas Lightsheet

Confocal

Velocidad de captura | Rapida, por la disposicién ortogonal

de los objetivos.

Lenta, pues el seccionamiento y reconstruccion de la imagen
se hace punto por punto.

Fototoxicidad

Minima, solo en la zona expuesta a la luz.

Mayor, por la iluminacion total del eje Z

Fotoblanqueo

Minimo, sdlo en la zona expuesta a la luz.

Mayor, por la iluminacion total del eje z

Tipo de iluminacién Plano selectivo por la hoja de luz.

Campo amplio, se genera un cono de luz

microscopia lightsheet (figura 2) difiere de la
microscopia convencional. Se basa en un sis-
tema de objetivos con funciones distintas. Por
un lado, uno de estos es el encargado de ge-
nerar el haz de luz, este haz, es sumamente
delgado, y tiene la particularidad de que sélo
incide en una parte especifica de la muestra
que es iluminada, de ahi viene su nombre: mi-
croscopia de hoja de luz o de iluminaciéon de
plano selectivo. Al ser tan delgada la hoja de
luz, debe moverse hacia arriba y hacia abajo
de la muestra (eje Z) para poder hacer un es-
caneo y lograr visualizar toda la muestra de in-
terés, por tal, esta iluminacién selectiva implica
un seccionamiento éptico generando “rebana-
das” para una posterior reconstruccién 3D de
la imagen.

El segundo objetivo tiene como finalidad
capturar la luz emitida por la muestra poste-
rior a ser iluminada. Esta posicionado perpen-
dicularmente con respecto al objetivo que es
emisor de luz, exactamente a 90°. Este angulo
formado minimiza que la luz quede fuera de
foco, garantizando una mayor resolucion y ni-
tidez de la imagen. Ademas de esto, esta mi-
croscopia es utilizada para visualizar muestras
fluorescentes, gracias a la implementacion de
un sistema de filtros que se puede montar y
desmontar con facilidad, haciendo de estos
microscopios de lightsheet, equipos de gran
utilidad.

Las ventajas de una hoja de luz

Es probable que aun con lo anterior, las
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ventajas de la microscopia lightsheet sigan sin
quedar totalmente claras, sobre todo, cuando
la comparamos con la microscopia confocal.
La microscopia lightsheet tiene un mayor po-
der de resolucion en el eje Z que la microsco-
pia confocal; sin embargo, en cuanto a los ejes
X e Y, la microscopia confocal es mejor; esto
ultimo debido a la manera en que la imagen es
reconstruida en ambos sistemas. Ademas de
esto, quiza la mayor ventaja de la microscopia
lightsheet es la fototoxicidad y fotoblanqueo
reducidos gracias a su sistema de iluminacién
selectiva, haciendo que las muestras puedan
ser manipuladas por mas tiempo, permitiendo
que se lleven a cabo ensayos por largos perio-
dos de tiempo. Otras de las ventajas de la ilu-
minacion selectiva se enlistan adelante, no sin
antes recordar, que cada tipo de microscopia
tiene su aplicacion y su uso, de ahi que existan
tantas, y sigan siendo utilizadas.

Esferoides

En el campo de la investigacion para tra-
tamientos contra el cancer, una de las etapas
realizadas en el laboratorio es experimentar
con células derivadas de diferentes tipos de
cancer, las cuales denominamos lineas celu-
lares. Estas células pueden proliferar practica-
mente de forma ilimitada, y son usadas con
multiples propodsitos. Algunas tienen la capa-
cidad de formar estructuras tridimensionales
pequenas parecidas a una esfera, denomina-
das esferoides. Estos esferoides son pareci-
dos en su organizacion estructural y metabo-
lismo a los tumores sdlidos, lo que los hace
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Figura 3. Visualizacion de esferoides a través de la microscopia de hoja de luz. Efecto del farmaco (A) en la estructura del
esferoide a lo largo del tiempo. En rojo se muestran las células tumorales, mientras que en verde y gris se muestran otro tipo de
células que forman parte del esferoide. Tomado y modificado de Diosdi et al., Nature, 2025.

muy Utiles para estudiar y desarrollar nuevos
farmacos para el tratamiento del cancer, pre-
vio a usar modelos animales. No obstante, es-
tudiarlos no es tan sencillo, y esto es debido a
la limitante que presentan algunas herramien-
tas 0 equipos para analizar estructuras en tres
dimensiones, aun cuando su tamano no sea
mayor a algunos milimetros. Ahi es donde en-
tra la microscopia de hoja de luz, la cual nos
ha permitido superar numerosas limitaciones,
como aumentar la penetracidén de la luz en la
muestra, captar imagenes con mayor veloci-
dad y provocar menos fototoxicidad, e ilumi-
nar la muestra desde diferentes angulos.

Un ejemplo de como estos esferoides y la
microscopia de hoja de luz se utilizan en la in-
vestigacion es el siguiente. En un estudio pu-
blicado en 2025, a las y los investigadores les
interesaba entender cdmo los diferentes tipos
de células que forman un tumor interactian
entre ellas, y a su vez, como las células del tu-
mor interactian con las células no tumorales.
Con esta idea en mente, usaron varias lineas
celulares de diferentes tipos de cancer, asi
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como, otros tipos de células no tumorales que
participan en el desarrollo tumoral. Tifieron las
células con moléculas fluorescentes que libe-
raron luz captada en diferentes rangos del es-
pectro visible, y analizaron la composicion del
esferoide a nivel celular con la microscopia de
hoja de luz. Tal y como se muestra en la figura,
este tipo de microscopio permitié determinar a
nivel celular la composicién del esferoide, de-
terminada por colores para cada tipo de célula:
tumorales (rojo) y no tumorales (gris y verde), y
luego permitié hacer una reconstruccion tridi-
mensional de la muestra (A), mostrando como
se alteraba la formacion de la estructura cuan-
do afadieron algun farmaco anticancerigeno
(A+) conforme pasaban los dias.

De estructuras multicelulares senci-
llas a 6rganos y tumores completos

La microscopia de hoja de luz no solo se li-
mita a poder adquiririmagenes de alta resolucién
de estructuras celulares complejas como los es-
feroides. Como segunda instancia, tiene la bon-
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Figura 4. Muestras de cerebro de ratdon y tumor escaneados por microscopia de hoja de luz. A) Cerebro completo de ratén que
expresa una proteina verde fluorescente. B) Tumor compuesto por células fluorescentes (cian) obtenido de un raton infiltrado con
células humanas (morado). Tomado y modificado de Di Giovanna et al., Nature, 2019.

dad de capturar imagenes de érganos pequefos
completos, asi como muestras de tumores gene-
rados en algunos modelos animales, como rato-
nes. De manera tradicional, las muestras de teji-
dos y tumores son cortadas en rebanadas muy
delgadas, de un rango de grosor aproximado de
5 micrémetros, hasta aproximadamente 0.5 mi-
limetros. Estas rebanadas evitan que podamos
estudiar el tumor completo, haciendo que solo
se pueda estudiar una porcién limitada de una
muestra de tumor. No obstante, la microscopia
de hoja de luz permite observar el tumor comple-
to, sin necesidad de cortarlo, siempre y cuando
su tamaifo no sea mayor a unos cuantos milime-
tros, de esta manera, podemos obtener detalles
a nivel celular del tumor completo, o de algun ce-
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rebro obtenido de un raton, por ejemplo.

En el laboratorio, realizamos un proyecto
donde inyectamos células del sistema inmune
humano a ratones, con el objetivo de que estas
acabaran con un tumor que se indujo de forma
artificial. Como parte de los resultados, evalua-
mos la capacidad de que las células humanas
llegaran al tumor. En la figura pueden observar
como hay zonas del tumor (cian) repletas de
estas células (magenta).

De lo sencillo a lo complejo, esca-
neando peces y ratones completos

Por si escanear 6rganos pequefios com-

Vol. 8, No. 3, noviembre 2026-febrero 2027

Licenciamiento bajo el cual se publican los contenidos: CC BY-NC-ND 4.0




Omm

Figura 5. Escaneo completo de un cuerpo de raton a través
de microscopia de hoja de luz. Distribucion de una proteina
implicada en el sistema nervioso central a través de todo
el cuerpo de un ratdn. Tomado y modificado de Mai et al.,
Nature, 2023.
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pletos o tumores les pareciera poco, las nuevas
metodologias empleadas han permitido usar la
microscopia de hoja de luz para poder obtener
imagenes de organismos completos. Dentro de
los modelos de estudio mas utilizados en la cien-
cia se encuentran el pez cebra y, por supuesto,
los ratones. Inicialmente, debido a su morfolo-
gia y tamafo, los peces cebra eran los organis-
mos por excelencia para estudiar con esta téc-
nica. Sin embargo, en los Ultimos afios se han
desarrollado protocolos que permiten escanear
ratones completos sin necesidad de separar o
disectar érganos, no obstante, el trabajo con
estas muestras requiere un paso adicional, que
es la aclaracion del tejido, para que haya una
completa iluminacién. En la figura se muestra un
gradiente de colores que en su conjunto indica
la presencia de una proteina implicada en el sis-
tema nervioso del raton.

Como podran ver, la microscopia de hoja
de luz nos permite seguir explorando un mun-
do microscépico a gran resolucion que existe
dentro del mundo macroscépico. Desde analizar
muestras diminutas, como los esferoides, has-
ta poder escanear especimenes completos del
tamano de un raton. Consideramos que es una
herramienta sumamente poderosa con potencial
de aplicacién en diferentes ambitos, como la bio-
medicina, permitiendo ir mas alla de los limites y
barreras a los que se enfrentan otras técnicas.
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