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DESCRIPCION
Dispositivos y procedimientos de microscopia de barrido lineal
Ambito técnico de la invencién

La presente descripcion se refiere a dispositivos y procedimientos de microscopia de barrido lineal. Més
concretamente, los dispositivos y procedimientos se basan en la microscopia tomografica de coherencia 6ptica de
barrido lineal.

Estado de la técnica

La tomografia de coherencia éptica u OCT (abreviatura de la expresién anglosajona “Optical Coherence Tomography”)
se basa en la utilizacién de un interferémetro de baja coherencia.

Esta técnica de formacién de imagenes, descrita por ejemplo en D. Huang et al. [Ref.1] permite obtener imagenes
transversales de tejidos con una resolucién axial de unas pocas micras.

Mas concretamente, se conocen técnicas de OCT de barrido.

En una versién de la OCT en el dominio del tiempo (o “Time Domain OCT”), como se describe en la [Ref. 1], un haz
de luz blanca se divide en dos partes, una enfocada sobre el tejido a estudiar y la otra sobre un espejo de referencia.
La luz reflejada (retrodispersada) por el objeto observado se combina con la reflejada por el espejo de referencia y es
detectada por un fotodetector. La interferencia sélo se produce cuando la diferencia de camino éptico es como maximo
del orden de la longitud de coherencia de la radiacion; cambiando la longitud éptica del brazo de referencia del
interferémetro, podemos acceder a diferentes profundidades en el objeto. Se puede construir una imagen
bidimensional o incluso tridimensional utilizando la interferometria (que permite la adquisicion segln la dimensién axial,
es decir, en profundidad) y el barrido (que permite la adquisicién segln una o dos dimensiones laterales). En la OCT
de barrido en el dominio de la frecuencia (o “Frequency Domain OCT"), el brazo de referencia tiene una longitud éptica
fija y la sefial interferométrica se analiza espectralmente. Véase el articulo de A. F. Fercher et al. [Ref. 2]. En la préactica,
la OCT de barrido dificulta la obtencién de resoluciones laterales mejores que unos pocos micrdmetros.

Con el objetivo particular de mejorar la resolucion lateral, el articulo de J. A. |zatt et al. la [Ref. 3] describe una técnica
mejorada que combina la tomografia de coherencia 6ptica y la microscopia confocal. La microscopia confocal reduce
considerablemente el nimero de fotones retrodispersados por zonas de la muestra situadas fuera del volumen de
coherencia y percibidos por el sensor, lo que aumenta la relacién sefial/ruido.

Mas recientemente, el articulo de Y. Chen et al. [Ref. 4] propuso un dispositivo LS-OCM de microscopia tomogréfica
de coherencia 6ptica de barrido lineal. Tal dispositivo se muestra en la Fig. 1.

El dispositivo LS-OCM 100 mostrado en la Fig. 1 comprende un microscopio interferométrico de tipo Linnik 101 con
dos objetivos de microscopio 102, 103 respectivamente en el brazo portaobjetos y en el brazo de referencia del
interferémetro, estando dichos brazos portaobjetos y de referencia separados por un cubo divisor de haz 104. El
dispositivo 100 también incluye una fuente ldser 110, en este ejemplo una fuente ldser de femtosegundo que emite
pulsos de banda espectral ancha (80 nm). La iluminacién lineal de la muestra 10 se obtiene con una disposicién de
una lente cilindrica 111y lentes esféricas 112, 113. La potencia 6ptica en el brazo de referencia esta controlada por un
filtro de densidad neutra 105 y una placa de vidrio 106 esta dispuesta en el brazo portaobjetos para compensar la
dispersién. La luz procedente de los brazos portaobjetos y referencia es recombinada por el cubo divisor de haz 104
y proyectada mediante una lente 121 sobre una camara lineal 122, permitiendo obtener una sefial interferométrica. La
sefial interferométrica se modula accionando sinusoidalmente un espejo de referencia 107 dispuesto en un plano focal
del objetivo del microscopio 103 del brazo de referencia, mediante un transductor piezoeléctrico 108, y se reconstruye
una imagen de una linea de la muestra a partir de una combinacién de cuatro sefiales de interferencia resultantes de
la modulacién.

El dispositivo de microscopia descrito en la Fig. 1 tiene una configuracion de filtrado confocal lineal o unidimensional
(en una direccién); de hecho, la linea de iluminacidén se conjuga 6pticamente con un detector lineal cuya superficie de
deteccién tiene una anchura sustancialmente idéntica a una anchura de la imagen de la linea, lo que da como resultado
el filtrado espacial de una regidén del objeto a observar.

Asi, el dispositivo de microscopia descrito en la Fig. 1 tiene ventajas relacionadas con el filtrado confocal pero permite
aumentar la velocidad de adquisicién en comparacion con la microscopia tomogréfica de coherencia éptica de barrido
descrita en la [Ref. 3] debido a la adquisicién paralela en una linea.

Ademas, en la [Ref. 4], también pueden generarse imagenes frontales de la muestra barriendo la muestra 10 en una
direccién perpendicular a la linea de iluminacién, mediante una etapa de traslacién 109.

Aunque permite la formacion de imagenes delante de la muestra con una resolucién axial, es decir, en la direccién del
eje éptico del objetivo 102 del microscopio, de aproximadamente 3 pym, y una resolucién lateral, es decir, en una
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direccidén contenida en un plano perpendicular al eje 6ptico del objetivo del microscopio, de aproximadamente 2 um,
el dispositivo descrito en [Ref. 4] no es, sin embargo, adecuado para la microscopia de especimenes in vivo, ya que la
muestra tiene que ser desplazada con el fin de obtener imagenes frontales. Ademas, si se previeran, los mecanismos
de barrido de los haces de iluminacién y deteccién aumentarian el tamafio del aparato, lo que se intenta evitar con
vistas a su industrializacién. YU CHEN ET AL: "Real-Time Imaging of Biological Tissues using High Resolution Line-
Scanning Optical Coherence Microscopy",CLEO '07. 2007 CONFERENCE ON LASERS AND ELECTRO-OPTICS 5-
11 MAY 2007 BALTIMORE, MD, USA, OSA, PISCATAWAY, NJ, USA, 6 de mayo de 2007 (2007-05-06), paginas 1-2,
ISBN: 978-1-55752-834-6 también divulga un sistema de microscopia de coherencia 6ptica (OCM) de barrido lineal
basado en un laser Ti:Sapphire de banda ancha y una cdmara CCD de barrido lineal de alta velocidad.

La presente descripcién proporciona dispositivos y procedimientos de microscopia tomografica de coherencia éptica
de barrido lineal para la obtencién de imagenes frontales de una muestra in vivo, con una rapida adquisicién de
imagenes y una pequefia huella del dispositivo.

Sumario de la invencién

En la presente descripcion, el término "comprender” significa lo mismo que "incluir’, "contener”, y es inclusivo o abierto
y no excluye otros elementos no descritos o representados. Ademés, en la presente descripcidn, el término
"aproximadamente" o "sustancialmente" es sinénimo de (significa lo mismo que) un margen de menos y/o més del
10%, por ejemplo el 5%, del valor respectivo.

Segun un primer aspecto, la presente descripcién se refiere a un dispositivo de microscopia tomografica de coherencia
Optica de barrido lineal segun la reivindicacién 1.

En la presente descripcidn, un eje éptico del primer objetivo de microscopio dispuesto en el brazo portaobjetos esta
definido por una linea que pasa por el centro de una pupila de dicho objetivo y es sustancialmente perpendicular al
plano de dicha pupila. Esta linea puede ser una linea discontinua si hay espejos de reenvio u otros elementos
deflectores de la luz en el dispositivo.

Asi, en un espacio dado del dispositivo, una direccién colineal con el eje dptico de dicho primer objetivo de microscopio,
considerada en dicho espacio, se denomina generalmente "direccién axial".

En un espacio dado del dispositivo, una direccién perpendicular al eje 6ptico de dicho primer objetivo de microscopio,
considerada en dicho espacio, se denomina generalmente "direccién lateral".

En la presente descripcion, la "superficie de enfoque” es la superficie formada por la linea de enfoque en el espacio
portaobjetos del primer objetivo del microscopio, durante el barrido de dicha linea. El espacio portaobjetos del primer
objetivo del microscopio se define en esta descripcién como el espacio en el que se encuentra el objeto de estudio en
funcionamiento. La superficie de enfoque es generalmente plana, sustancialmente perpendicular al eje 6ptico del
primer objetivo de microscopio y definida en una regién correspondiente a la profundidad de campo de dicho objetivo
de microscopio.

La "superficie de enfoque" es una superficie, en el espacio portaobjetos, conjugada épticamente con la superficie de
deteccion lineal por el primer objetivo del microscopio y todos los elementos épticos presentes entre el primer objetivo
del microscopio y la superficie de deteccion. El dispositivo se ajusta antes de la toma de imagenes de modo que la
superficie de enfoque coincida sustancialmente con la superficie de enfoque.

La disposicién original del dispositivo de microscopia tomografica de coherencia 6ptica asi descrito, con un dispositivo
de barrido unidireccional de dicha linea de enfoque dispuesto en el brazo portaobjetos del microscopio interferométrico,
aguas arriba de dicho primer objetivo de microscopio, permite formar iméagenes frontales de muestras in vivo,
manteniendo al mismo tiempo una huella reducida para el dispositivo.

El objeto de estudio es, por ejemplo y de forma no limitativa, una regién de piel y se aplica, por ejemplo, al diagnéstico
de diversos tipos y subtipos de cancer de piel, en particular melanomas, carcinomas basocelulares y carcinomas
escamosos, al diagnéstico de patologias inflamatorias y bullosas de la piel, a la evaluacién de diversos parametros
morfoldgicos de la piel sana, al seguimiento de la evolucién de lesiones cutaneas, al examen de los margenes de
exéresis, etc.

Segln una o mas realizaciones, la fuente de luz de banda espectral ancha comprende un diodo electroluminiscente o
una combinacién de diodos electroluminiscentes, un diodo superluminiscente o una combinacién de diodos
superluminiscentes, una lampara de filamento halégeno, una lampara de arco o una fuente laser de banda espectral
ancha (una fuente de generacién "supercontinuum", por ejemplo). En todos los casos, la anchura espectral (a media
altura) de la fuente sera preferentemente superior o igual a 100 nm; cuanto mayor sea esta anchura espectral, mejor
sera la resolucién axial del dispositivo; la longitud de onda del centro de la banda puede ser visible o en el infrarrojo
cercano; en aplicaciones biolégicas y médicas, se prefiere generalmente el infrarrojo cercano, entre 700 nm y 1500
nm. La fuente puede ser polarizada o no polarizada, espacialmente coherente o incoherente.
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Las fuentes espacialmente coherentes (como laseres o diodos superluminiscentes) pueden ser ventajosas debido a
su mayor luminancia. Ademas, junto con una lente cilindrica, forman la linea de enfoque. Seglin una o mas
realizaciones, dicho microscopio interferométrico es un microscopio Linnik, que comprende ademas un segundo
objetivo de microscopio dispuesto en dicho brazo de referencia, estando dichos brazos de referencia y portaobjetos
separados entre si. Por ejemplo, el primer objetivo del microscopio y el segundo objetivo del microscopio son idénticos,
lo que permite compensar los efectos de la dispersién cromatica entre los dos brazos del interferdmetro.

Segln una o més realizaciones, el brazo de referencia no incluye un objetivo de microscopio. En este caso en
particular, el dispositivo también puede incluir un elemento de compensacion de la dispersiéon cromatica dispuesto en
uno u otro de dichos brazos portaobjetos y de referencia.

Segln una o mas realizaciones, dicho primer objetivo de microscopio y/o dicho segundo objetivo de microscopio,
cuando estan presentes, son objetivos de microscopio de inmersién, es decir, objetivos de microscopio sumergidos en
un medio cuyo indice de refraccidon es sustancialmente igual al indice de refraccién del objeto de estudio.
Segln una o mas realizaciones, dicha superficie reflectante de referencia comprende una superficie configurada para
reflejar aproximadamente el 5% o menos de la luz incidente. Dicha superficie reflectante de referencia comprende, por
ejemplo, una interfaz vidrio/aire de una placa de vidrio (por ejemplo, cuarzo). Por supuesto, también pueden utilizarse
otras superficies reflectantes con coeficientes de reflexién mas elevados, como los espejos.

Seguln una o varias realizaciones, el dispositivo de microscopia comprende también un elemento de atenuacién de
potencia 6ptica, dispuesto en el brazo de referencia, que permite controlar la diferencia de potencia 6ptica de los haces
de luz que se propagan en cada uno de los brazos del microscopio interferométrico. El elemento de atenuacién es,
por ejemplo, un filtro de densidad neutra. Un elemento de compensacién de la dispersién cromética, por ejemplo una
placa de vidrio, puede disponerse entonces en el brazo del objeto para compensar la dispersién introducida por el
elemento de atenuacion.

Segln una o mas realizaciones, un detector con una superficie de deteccién lineal es un detector lineal, por ejemplo
una camara lineal de tipo CCD o CMOS, que comprende una pluralidad de detectores elementales (o "pixeles")
dispuestos a lo largo de una o mas lineas para formar una superficie de detecciéon unidimensional de anchura
determinada. Un detector con una superficie de deteccion lineal también comprende un detector bidimensional en el
que sélo se tienen en cuenta una o varias lineas de pixeles, por ejemplo, sélo se activan electrénicamente una o varias
lineas de pixeles.

Seguln una o més realizaciones, la seleccidn de la luz retrodispersada por dicho objeto y procedente de dicha linea de
enfoque para el filtrado espacial confocal unidimensional se obtiene mediante dicha superficie de deteccién lineal,
conjugada épticamente con dicha linea de enfoque, por ejemplo mediante el primer objetivo del microscopio y una
lente tubular dispuesta aguas abajo del microscopio interferométrico, y cuya anchura se adapta a la anchura de la
imagen de la linea de enfoque en la superficie de deteccion. La superficie de deteccion lineal forma parte, por tanto,
del dispositivo de filtrado espacial confocal unidimensional.

Seguln una o més realizaciones, la seleccidn de la luz retrodispersada por dicho objeto y procedente de dicha linea de
enfoque para el filtrado espacial confocal unidimensional se obtiene mediante un elemento de filtrado espacial, por
ejemplo una ranura, conjugado Spticamente con dicha linea de enfoque por el primer objetivo del microscopio y una
lente tubular dispuesta aguas abajo del microscopio interferométrico. En este ejemplo, las dimensiones del elemento
de filtrado espacial, por ejemplo la anchura de la ranura, se adaptan a la anchura de la imagen de la linea de enfoque
en un plano de dicho elemento de filtrado espacial. El elemento de filtrado espacial esta, por ejemplo, conjugado
Opticamente con la superficie de deteccién del detector.

En ambos casos, respectivamente, la anchura de la superficie de deteccién lineal o de la ranura puede ser inferior a
10 veces, ventajosamente inferior a 5 veces, la anchura de la imagen de la linea de enfoque. Por ejemplo, la anchura
de la superficie de deteccién lineal o de la ranura podria ser sustancialmente igual a la anchura de la imagen de la
linea de enfoque.

Segln una o més realizaciones, el dispositivo de filtrado espacial confocal unidimensional comprende una lente
cilindrica, dispuesta aguas arriba del microscopio interferométrico, y que coopera con la fuente de luz de banda
espectral ancha para formar dicha linea de enfoque en un espacio portaobjetos del primer objetivo del microscopio.
La fuente de luz de banda espectral ancha es, por ejemplo, una fuente de luz espacialmente coherente, por ejemplo,
un laser supercontinuum o un diodo superluminiscente. Tal dispositivo de filtrado espacial confocal unidimensional es
ventajoso porque permite iluminar el objeto a lo largo de una linea con una potencia 6ptica satisfactoria, por ejemplo
del orden de unos pocos milivatios. Sin embargo, el dispositivo de filtrado espacial confocal unidimensional puede
comprender, en otras realizaciones, una abertura lineal dispuesta en un plano épticamente conjugado con un plano
de la fuente, por ejemplo una ranura, y un objetivo aguas arriba del microscopio interferométrico que coopera con
dicho primer objetivo del microscopio para formar dicha linea de enfoque.

Segln una o mas realizaciones, el dispositivo para el barrido unidireccional de la linea de enfoque comprende una
superficie reflectante, por ejemplo un espejo, y medios para hacer girar dicha superficie reflectante segin un eje de
rotacién sustancialmente perpendicular al eje 6ptico del primer objetivo del microscopio.
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El dispositivo de barrido unidireccional para la linea de enfoque esté dispuesto en el brazo portaobjetos, aguas arriba
del primer objetivo del microscopio.

Segln una o més realizaciones, la superficie reflectante del dispositivo de barrido estd épticamente conjugada con
una pupila de entrada del primer objetivo del microscopio para limitar cualquier efecto de vifieteado.

Segun otras realizaciones, la superficie reflectante del dispositivo de barrido estd simplemente dispuesta cerca de
dicho primer objetivo de microscopio para limitar el posible vifieteado del haz de iluminacién en la pupila de entrada
del primer objetivo de microscopio y para limitar el vifieteado de la luz retrodispersada por el objeto. En particular, no
se introduce ningln elemento éptico para la conjugacion éptica de la superficie reflectante del dispositivo de barrido y
la pupila de entrada del primer objetivo del microscopio, lo que contribuye a que el dispositivo sea mas compacto.

Seguln una o més realizaciones, la unidad de procesamiento comprende una o mas entidades fisicas, por ejemplo uno
0 més ordenadores. Cuando en la presente descripcién se haga referencia a etapas de calculo o procesamiento para
la implementacién de etapas del procedimiento en particular, se entiende que cada etapa de calculo o procesamiento
puede implementarse mediante software, hardware, firmware, microcédigo o cualquier combinacién adecuada de
estas tecnologias. Cuando se utiliza software, cada etapa de calculo o procesamiento puede implementarse mediante
instrucciones de programa informético o cédigo de software. Estas instrucciones pueden almacenarse o transmitirse
a un medio de almacenamiento legible por la unidad de procesamiento y/o ejecutarse por la unidad de procesamiento
para implementar estas etapas de célculo o procesamiento. En una o mas realizaciones, la unidad de procesamiento
esta conectada a una pantalla y/o interfaz para interactuar con un usuario.

Segln una o més realizaciones, se genera una imagen tomografica unidimensional a partir de una pluralidad de
imagenes interferométricas unidimensionales determinando una dispersién de valores entre imagenes sucesivas de
dicha pluralidad de imégenes. La dispersiébn se determina en la pluralidad de imagenes interferométricas
unidimensionales sucesivas en paralelo para cada punto. Por ejemplo, la determinacién de dicha imagen tomogréfica
unidimensional comprende el célculo de la varianza de dicha pluralidad de imagenes interferométricas
unidimensionales sucesivas. Segln una o mas realizaciones, dicha pluralidad de imagenes interferométricas
unidimensionales comprende entre 2y 20, ventajosamente entre 2y 10, imagenes interferométricas unidimensionales.

Segln una o mas realizaciones, la unidad de procesamiento esté configurada para :

e producir una pluralidad de imagenes tomograficas unidimensionales de dicho objeto, cada una de dichas
imagenes tomograficas unidimensionales producidas a partir de una pluralidad de imagenes interferométricas
unidimensionales adquiridas por dicho detector para diferentes posiciones de dicha linea de enfoque durante
dicho barrido unidireccional; y

e producir dicha imagen tomografica bidimensional frontal de dicho objeto a partir de una pluralidad de dichas
imagenes tomogréaficas unidimensionales.

En estas realizaciones, no es necesario un desplazamiento de la superficie reflectante de referencia para la adquisicién
de una imagen tomogréfica unidimensional; de hecho, debido al barrido lineal de enfoque, y si la superficie reflectante
del dispositivo de barrido de la linea de enfoque no esté 6pticamente conjugada con la pupila de entrada del primer
objetivo del microscopio, el microscopio interferométrico puede producir una pluralidad de imagenes interferométricas
unidimensionales (o sefiales interferométricas unidimensionales) y el detector puede adquirirlas para una pluralidad
de posiciones sucesivas de la linea de enfoque en el objeto, las imagenes interferométricas de dicha pluralidad de
imagenes interferométricas tienen diferentes estados de interferencia en cada punto correspondientes a diferentes
diferencias de paso entre la luz del brazo de referencia y la luz del brazo del objeto. Una imagen tomografica
unidimensional puede producirse a partir de dicha pluralidad de imagenes interferométricas unidimensionales.

Segln una o mas realizaciones, el dispositivo de microscopia segun el primer aspecto comprende medios para el
desplazamiento unidireccional de dicha superficie reflectante de referencia en una direccion axial.

Segln una o mas realizaciones, la unidad de procesamiento esté configurada para :

e producir una pluralidad de imagenes tomograficas unidimensionales de dicho objeto, siendo producida cada
una de dicha pluralidad de imagenes tomogréficas unidimensionales a partir de una pluralidad de imagenes
interferométricas unidimensionales adquiridas por dicho detector para diferentes posiciones de la superficie
reflectante de referencia; y

e producir dicha imagen tomografica bidimensional frontal de dicho objeto a partir de una pluralidad de dichas
imagenes tomogréaficas unidimensionales.

En estas realizaciones de ejemplo, se produce una imagen tomografica unidimensional a partir de una pluralidad de
imagenes interferométricas unidimensionales adquiridas por dicho detector para diferentes posiciones de la superficie
reflectante de referencia, lo que da lugar a diferentes diferencias de paso entre la luz procedente del brazo de
referencia y la luz procedente del brazo portaobjetos, y por tanto a diferentes estados de interferencia para las
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imagenes interferométricas de dicha pluralidad de imagenes interferométricas unidimensionales. En estos ejemplos,
el desplazamiento de la linea de enfoque durante la produccién de una imagen interferométrica unidimensional es
ventajosamente sustancialmente cero o suficientemente pequefio para no dafiar la imagen tomografica asi producida.

Segln una o mas realizaciones, dichos medios para desplazar dicha superficie reflectante de referencia estéan
configurados para introducir ademas un desplazamiento axial adicional de dicha superficie reflectante de referencia
para compensar un desplazamiento de fase introducido por el dispositivo de barrido de linea de enfoque.

El solicitante ha demostrado que durante el barrido unidireccional de la linea de enfoque para producir una
imagen frontal, la "superficie de coherencia", es decir, la superficie de diferencia de paso cero que es la superficie que
puede observarse realmente, no es estrictamente plana sino que adopta la forma de una superficie parabdlica. Esto
puede dar lugar a una imagen frontal "borrosa". La introduccién de un desplazamiento axial adicional de dicha
superficie reflectante de referencia permite entonces introducir un desplazamiento de fase de compensacién para
obtener una mejor superposicién de la superficie de coherencia y de la superficie de enfoque, y producir una imagen
frontal sustancialmente plana con una nitidez mejorada.

Segln una o més realizaciones, el dispositivo de microscopia segun el primer aspecto comprende ademas una
superficie reflectante de retorno dispuesta en el brazo de referencia y medios para mover dicha superficie reflectante
de retorno en una y/u otra de una direccidén axial y una direccién lateral.

Segln una o mas realizaciones, dicha unidad de procesamiento esta configurada para :

e producir una pluralidad de imagenes tomograficas unidimensionales de dicho objeto, cada una de dichas
imagenes tomograficas unidimensionales producidas a partir de una pluralidad de imagenes interferométricas
unidimensionales adquiridas por dicho detector para diferentes posiciones de dicha superficie reflectante de
retorno; y

e producir dicha imagen tomografica bidimensional frontal de dicho objeto a partir de una pluralidad de dichas
imagenes tomogréaficas unidimensionales.

El desplazamiento de una superficie reflectante de retorno dispuesta en el brazo de referencia del microscopio
interferométrico permite reducir ain mas el tamafio del dispositivo de microscopia, ya que no es necesario desplazar
la superficie reflectante de referencia. Ademés, en particular cuando la superficie reflectante de referencia se encuentra
en un plano focal de un objetivo de microscopio, se limita el riesgo de variacidén de la intensidad luminosa de la luz
procedente del brazo de referencia durante el desplazamiento de dicha superficie reflectante de referencia, ya que
dicha variacién podria ser el resultado de impurezas en la superficie reflectante de referencia y dar lugar a artefactos
en la imagen.

Segln una o0 mas realizaciones, para cada imagen de dicha pluralidad de imagenes tomograficas unidimensionales,
dichos medios para desplazar dicha superficie reflectante de retorno estan configurados para introducir ademas un
desplazamiento adicional de dicha superficie reflectante de retorno para compensar un desplazamiento de fase
introducido por el dispositivo de barrido de linea de enfoque.

Por supuesto, la compensaciéon de un desplazamiento de fase introducido por el dispositivo de barrido de linea de
enfoque también puede obtenerse mediante un desplazamiento axial adicional de dicha superficie reflectante de
referencia, incluso cuando las imagenes tomograficas unidimensionales se producen mediante la adquisicién de una
pluralidad de imagenes interferométricas unidimensionales para diferentes posiciones de dicha superficie reflectante
de referencia. A la inversa, la compensacién de un desplazamiento de fase introducido por el dispositivo de barrido
lineal de enfoque puede obtenerse mediante un desplazamiento adicional de dicha superficie reflectante de referencia,
incluso cuando las imagenes tomograficas unidimensionales se producen adquiriendo una pluralidad de imagenes
interferométricas unidimensionales para diferentes posiciones de la superficie reflectante de referencia.

Segln uno o méas ejemplos de realizacion, el dispositivo de microscopia tomografica segln el primer aspecto
comprende ademas medios para el desplazamiento axial de dicha linea de enfoque, en una direccion paralela a dicho
eje Optico de dicho primer objetivo de microscopio para el desplazamiento de dicha linea de enfoque en profundidad
en el objeto. A continuacién, la superficie de enfoque se desplaza hasta la profundidad del objeto.

Segln una o mas realizaciones, la unidad de procesamiento estd configurada para producir ademéas una imagen
tridimensional de dicho objeto a observar, a partir de una pluralidad de imégenes frontales producidas para diferentes
superficies de enfoque.

Segln una o més realizaciones, dichos medios para desplazar axialmente la linea de enfoque comprenden medios
para desplazar solidariamente un conjunto que comprende dicho primer objetivo de microscopio y dicho divisor de
haz, en una direccién paralela a dicho eje éptico de dicho primer objetivo de microscopio. Esta configuracién es
ventajosa porque permite desplazar simultanea e solidariamente la superficie de coherencia y la superficie de enfoque
durante el barrido axial, minimizando al mismo tiempo el peso a desplazar.

Por supuesto, pueden preverse otros medios de desplazamiento axial de la linea de enfoque.
6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2970710713

Por ejemplo, y de manera no limitativa, dichos medios de desplazamiento axial de la linea de enfoque pueden
comprender medios de desplazamiento solidarios con un conjunto que comprende dicho primer objetivo de
microscopio y dicho dispositivo de barrido unidireccional de la linea de enfoque, o con un conjunto que comprende
dicho primer objetivo de microscopio, dicha superficie reflectante de retorno del brazo de referencia cuando esté
presente, o con un conjunto que comprende todos los elementos de dicho microscopio interferométrico.

En los ejemplos citados anteriormente, puede elegirse un objetivo de microscopio de inmersiéon para dicho primer
objetivo de microscopio y dicho segundo objetivo de microscopio, si esta presente. En estos ejemplos, los movimientos
de la superficie de coherencia y de la superficie de enfoque son interdependientes; adaptando el indice de refraccién
del objeto estudiado al del medio en el que estd sumergido el primer objetivo del microscopio, es posible mantenerlos
confundidos.

Segun otras realizaciones, dichos medios para el desplazamiento axial de la linea de enfoque pueden comprender
medios para el desplazamiento independiente del primer objetivo de microscopio, por una parte, y del conjunto formado
por el segundo objetivo de microscopio, cuando esté presente, con la superficie reflectante de referencia, por otra
parte. Dichos medios para el desplazamiento axial de la linea de enfoque también pueden comprender medios para
el desplazamiento independiente del primer objetivo de microscopio, por una parte, y de una superficie reflectante de
retorno dispuesta en el brazo de referencia, por otra parte.

En estos ejemplos, los movimientos de la superficie de coherencia y de la superficie de enfoque estan desacoplados
y los dos planos pueden moverse en una cantidad diferente para mantenerlos coincidentes.

Segln un segundo aspecto, la presente descripcién se refiere a un procedimiento de microscopia tomografica de
coherencia 6ptica de barrido lineal segun la reivindicaciéon 11. sustancialmente perpendicular a un eje éptico de dicho
primer objetivo de microscopio, por medio de un dispositivo de barrido dispuesto en dicho brazo de objeto aguas arriba
de dicho primer objetivo de microscopio;

e la produccién, mediante una unidad de procesamiento, de al menos una imagen tomografica
bidimensional frontal de dicho objeto a observar, dispuesta en un plano sustancialmente perpendicular a
dicho eje optico del objetivo del microscopio, a partir de una pluralidad de imégenes interferométricas
unidimensionales adquiridas por dicho detector para diferentes posiciones de dicha linea de enfoque durante
dicho barrido unidireccional.

Segln una o mas realizaciones, la produccién de dicha al menos una imagen tomografica bidimensional frontal
de dicho objeto comprende:

e producir una pluralidad de imagenes tomograficas unidimensionales de dicho objeto, cada una de dichas
imagenes tomograficas unidimensionales producidas a partir de una pluralidad de imagenes interferométricas
unidimensionales adquiridas por dicho detector para diferentes posiciones de dicha linea de enfoque durante
dicho barrido unidireccional; y

e producir dicha imagen tomografica bidimensional frontal de dicho objeto a partir de una pluralidad de dichas
imagenes tomogréaficas unidimensionales.

Segln una o mas realizaciones, la produccién de dicha al menos una imagen tomografica bidimensional frontal
de dicho objeto comprende:

e producir una pluralidad de imagenes tomograficas unidimensionales de dicho objeto, siendo producida cada
una de dicha pluralidad de imagenes tomogréficas unidimensionales a partir de una pluralidad de imagenes
interferométricas unidimensionales adquiridas por dicho detector para diferentes posiciones de la superficie
reflectante de referencia o para diferentes posiciones de una superficie reflectante de retorno dispuesta en el
brazo de referencia; y

e producir dicha imagen tomografica bidimensional frontal de dicho objeto a partir de una pluralidad de dichas
imagenes tomogréaficas unidimensionales.

Segln una o mas realizaciones, el procedimiento comprende ademas, para cada imagen de dicha pluralidad de
imagenes tomograficas unidimensionales, la introduccién de un desplazamiento axial adicional de dicha superficie
reflectante de referencia o la introduccién de un desplazamiento adicional de dicha superficie reflectante de retorno,
para compensar un desplazamiento de fase introducido por el dispositivo de barrido de la linea de enfoque.

Segln una o mas realizaciones, el procedimiento comprende ademas:

e el desplazamiento axial de dicha linea de enfoque en profundidad en el objeto, en una direccién paralela a
dicho eje 6ptico de dicho primer objetivo de microscopio;
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e la producciéon de una imagen tridimensional de dicho objeto a observar, a partir de una pluralidad de
imagenes frontales producidas para diferentes profundidades de la linea de enfoque.

Breve descripcion de las figuras

Otras ventajas y caracteristicas de la invencién resultaran evidentes a partir de la descripcién, ilustrada por las
siguientes figuras:

la [Fig. 1], ya descrita, muestra un diagrama que ilustra un dispositivo de microscopia tomografica de
coherencia 6ptica de barrido lineal (LS-OCM) de un objeto, conocido en el estado de la técnica;

la [Fig. 2] muestra un diagrama que ilustra un ejemplo de un dispositivo de microscopia tomogréafica de
coherencia 6ptica de barrido lineal segun la presente descripcién;

la [Fig. 3A] ilustra, en una primera vista, el funcionamiento de los medios de filtrado espacial confocal
unidimensional en un dispositivo de microscopia tomografica de coherencia éptica de barrido lineal, segun
un ejemplo de la presente descripcién;

la [Fig. 3B] muestra medios de filtrado espacial confocal unidimensional como los ilustrados en la Fig. 3A, en
una segunda vista;

la [Fig. 4A] muestra un diagrama que ilustra un ejemplo de un dispositivo de microscopia tomografica de
coherencia 6ptica de barrido lineal segun la presente descripcién;

la [Fig. 4B] muestra un diagrama que ilustra un ejemplo de un dispositivo de microscopia tomografica de
coherencia 6ptica de barrido lineal segun la presente descripcién;

la [Fig. 4C] muestra un diagrama que ilustra un ejemplo de un dispositivo de microscopia tomografica de
coherencia 6ptica de barrido lineal segun la presente descripcién;

la [Fig. 5A] muestra un diagrama que ilustra, a modo de ejemplo, el barrido unidireccional de la linea de
enfoque en funcién del tiempo;

la [Fig. 5B] muestra un diagrama que ilustra, a modo de ejemplo, una seccién transversal de la superficie de
coherencia cuando la linea de enfoque se desplaza lateralmente a lo largo del barrido mostrado en la Fig. 5A
y la superficie de coherencia cuando la linea de enfoque se desplaza lateralmente a lo largo del barrido
mostrado en la Fig. 5A, con compensacién mediante una variacién de la posicién axial de la superficie
reflectante de referencia, también mostrada en la Fig. 5B ;

la [Fig. 5C] muestra un diagrama que ilustra, a modo de ejemplo, una seccién transversal de la superficie de
coherencia cuando la linea de enfoque se desplaza lateralmente a lo largo del barrido mostrado en la Fig. 5A
y la superficie de coherencia cuando la linea de enfoque se desplaza lateralmente a lo largo del barrido
mostrado en la Fig. 5A, con compensacidén escalonada mediante una variaciéon de la posicién axial de la
superficie reflectante de referencia, también mostrada en la Fig. 5C;

la [Fig. 6A] muestra un diagrama que ilustra, a modo de ejemplo, la superficie de coherencia en un ejemplo
de un dispositivo de microscopia tomografica de coherencia 6ptica de barrido lineal segun la presente
descripcién, sin compensacion;

la [Fig. 6B] muestra un diagrama que ilustra, a modo de ejemplo, la superficie de coherencia en un ejemplo
de un dispositivo de microscopia tomografica de coherencia 6ptica de barrido lineal segun la presente
descripcién, con compensacion;

la [Fig. 7] muestra imégenes de una muestra obtenidas mediante un ejemplo del procedimiento segln la
presente descripcion, con y sin compensacion.

Descripcion detallada de la invencién

En la siguiente descripcién detallada, se exponen muchos detalles especificos para proporcionar una comprension
méas completa de la presente descripcion. Sin embargo, sera evidente para el experto en la materia que la presente
descripcion puede aplicarse sin estos detalles especificos. En otros casos, no se han descrito en detalle caracteristicas
bien conocidas para no complicar innecesariamente la descripcién.

En las figuras, los elementos no se muestran a escala para una mejor visibilidad.

La Fig. 2 muestra un diagrama que ilustra un ejemplo de un dispositivo de microscopia tomografica de coherencia
Optica de barrido lineal segln la presente descripcién.
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El dispositivo de microscopia tomografica 200 mostrado en la Fig. 2 comprende una fuente de luz de banda espectral
ancha 210, un detector 222 con una superficie de deteccion lineal 223, por ejemplo una camara lineal de tipo CCD o
CMOS, una unidad de procesamiento 240 configurada en particular para procesar las sefiales procedentes del detector
222 y un microscopio interferométrico 201.

El microscopio interferométrico 201 comprende, en particular, un brazo de referencia en cuyo extremo esta dispuesta
una superficie reflectante de referencia 207, un brazo portaobjetos configurado para recibir un objeto que se va a
representar 10, un divisor de haz 204 que acopla los brazos portaobjetos y de referencia a la fuente de luz 210 y al
detector, y al menos un primer objetivo de microscopio 202 dispuesto en dicho brazo portaobjetos. El microscopio
interferométrico es, por ejemplo, un microscopio de tipo Linnik, como se muestra en la Fig. 2, con un segundo objetivo
de microscopio 203 idéntico al primer objetivo de microscopio 202, dispuesto en el brazo de referencia y en cuyo plano
focal se encuentra la superficie reflectante de referencia 207. En el ejemplo mostrado en la Fig. 2, los objetivos de
microscopio 202, 203 son objetivos de inmersién, sumergidos en un liquido de indice 205, 206, es decir, un liquido
cuyo indice de refraccion se adapta al indice de refraccién del objeto 10. El microscopio interferométrico 201 también
puede comprender, de manera conocida, un elemento de atenuacion de la potencia éptica (no representado) dispuesto
en el brazo portaobjetos y/o un elemento de compensacion de la dispersién cromatica (no representado) dispuesto en
uno u otro de dichos brazos portaobjetos y de referencia.

El dispositivo de microscopia tomografica 200 comprende también un dispositivo de filtrado espacial confocal
unidimensional, que comprende en particular una lente cilindrica 212. El dispositivo de filtrado confocal esta
configurado para cooperar con la fuente de luz para iluminar el objeto 10 a lo largo de una linea de enfoque situada
en un espacio portaobjetos del primer objetivo del microscopio (aqui el "espacio portaobjetos " se define desde el
punto de vista de la formacién de imagenes, es decir, el espacio del objetivo del microscopio en el que, en
funcionamiento, se encuentra el objeto de estudio). También esta configurado para seleccionar la luz retrodispersada
por el objeto y procedente de dicha linea de enfoque para formar una imagen unidimensional de la linea de enfoque
en la superficie de deteccidn 223. Los ejemplos de dispositivos de filtrado espacial confocal unidimensional se
describirdn con més detalle en referencia a las Figs. 3Ay 3B.

En el ejemplo de la Fig. 2, el eje éptico del primer objetivo de microscopio 202, definido por una linea que pasa por el
centro de una pupila del objetivo y es sustancialmente perpendicular al plano de dicha pupila, esta referenciado por
un eje z en el espacio portaobjetos 10. Los ejes x e y corresponden, en el ejemplo de la Fig. 2, a dos direcciones
laterales en el espacio portaobjetos 10, es decir, dos direcciones ortogonales entre si y perpendiculares al eje éptico
z del primer objetivo 202 del microscopio. En el espacio de la superficie reflectante de referencia, z; indica la direccién
axial, es decir, la direccién colineal con el eje 6ptico del primer objetivo del microscopio, considerado en este espacio,
Y X, ¥r, las direcciones laterales.

En un microscopio interferométrico de un dispositivo segun la presente descripcién, debido a la pequefia longitud de
coherencia temporal de la fuente de banda espectral ancha, la interferencia entre la luz reflejada por la superficie
reflectante de referencia 207 y la retrodispersada por el objeto 10 sélo se produce cuando las trayectorias épticas en
los brazos del objeto y de referencia son iguales, con una tolerancia igual a la longitud de coherencia de la fuente.

El corte virtual en el objeto en el que puede producirse interferencia se denomina en esta descripcién "superficie de
coherencia" (o "superficie de diferencia de paso cero"). La superficie de coherencia es la superficie que puede
observarse realmente. La "imagen interferométrica" es la sefial de interferencia resultante de la adquisicién por el
detector de la interferencia formada en la superficie de deteccién. De este modo, cada punto de una imagen
interferométrica tiene un "estado de interferencia" determinado, es decir, una diferencia de paso entre la luz procedente
del objeto y los brazos de referencia para dicho punto que es inferior a la longitud de coherencia. En esta descripcién,
la imagen interferométrica es unidimensional debido a la iluminacién y deteccién confocal lineal. La luz retrodispersada
por el objeto a ambos lados de la superficie de coherencia contribuye a crear un fondo de luz constante en la sefial de
interferencia. Modificando la diferencia de paso entre los dos brazos del microscopio interferométrico, en formas que
se describiran mas adelante, es posible modular los estados de interferencia de los puntos entre imagenes sucesivas.
A continuacién, las imagenes interferométricas unidimensionales adquiridas por el detector se combinan para formar
una imagen tomografica unidimensional.

Varios medios utilizados para modificar la diferencia de velocidad entre los dos brazos del microscopio interferométrico
se describen en particular con referencia a las Figs. 4A, 4B y 4C a continuacién.

En la practica, cuando la diferencia de paso entre imagenes interferométricas unidimensionales sucesivas se genera
de acuerdo con una ley conocida, la imagen tomografica unidimensional puede determinarse a partir de dichas
imagenes interferométricas sobre la base de esta ley.

Por ejemplo, un enfoque sencillo para formar la imagen tomografica unidimensional se basa en el uso de un
procedimiento conocido como interferometria de desplazamiento de fase, que consiste en combinar digitalmente varias
imagenes interferométricas unidimensionales desplazadas de fase. Por ejemplo, pueden combinarse cuatro imagenes
interferométricas unidimensionales correspondientes a posiciones de lineas de enfoque espaciadas A/8n en la
direccién axial, donde A es la longitud de onda central de la luz iluminante en el objeto y n es el indice en el que esta
inmerso el primer objetivo del microscopio. Esto corresponde a un desplazamiento de fase de /2 entre dos imégenes

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2970710713

adyacentes. Si denotamos estas imagenes por E4, Ea, Es, E4, (E1-E3)? + (E2-E4)? corresponde a la amplitud de la sefial
de interferencia -es decir, la amplitud de la imagen reconstruida- y (E+-E3)/(E2-E4) corresponde a la fase de la sefial de
interferencia. Esta fase puede proporcionar informacién distinta de la estructural y tomografica sobre el objeto. Cabe
sefialar que no existe contradiccién entre la nocién de desplazamiento de fase y el hecho, mencionado anteriormente,
de que la linea de enfoque siempre corresponde a una diferencia de camino 6ptico entre el objeto y los brazos de
referencia igual a cero. Esto se debe a que cualquier estructura del objeto susceptible de retrodispersion de la luz no
sélo se observa cuando coincide con la linea de enfoque, sino también antes y después (porque la "puerta" de
coherencia y la introducida por el filtrado confocal tienen una anchura mayor que A). Por lo tanto, existe un desfase
entre las contribuciones de esta estructura a las imagenes adquiridas sucesivamente durante el barrido axial.

Alternativamente, también puede utilizarse un algoritmo adaptado a un desplazamiento de fase sinusoidal entre
imagenes sucesivas. Por ejemplo, una pluralidad de imagenes interferométricas unidimensionales puede procesarse
mediante analisis de Fourier para extraer la envolvente de las franjas de interferencia (la amplitud de la sefial
interferométrica) y eliminar la parte no modulada de la sefial (sefial no interferométrica). Puede obtenerse un
desplazamiento de fase sinusoidal, por ejemplo, pero no exclusivamente, en el caso de que la superficie de referencia
esté modulada sinusoidalmente.

En general, el solicitante ha demostrado que puede generarse una imagen tomogréfica unidimensional a partir de una
pluralidad de imagenes interferométricas unidimensionales determinando la dispersién entre imagenes sucesivas de
dicha pluralidad de imagenes interferométricas unidimensionales. Por lo tanto, no es necesario conocer con precisién
la ley de variacion de la diferencia de paso entre imagenes interferométricas unidimensionales sucesivas. Por ejemplo,
para generar una imagen tomografica unidimensional, se puede calcular la varianza de N imagenes interferométricas
unidimensionales sucesivas, siendo N entre 2 y 20, ventajosamente entre 2 y 10, por ejemplo alrededor de 5.

La fuente de banda espectral ancha 210 comprende, por ejemplo, un laser supercontinuum, siendo la longitud de
coherencia tipicamente entre 1 y 5 pm.

El dispositivo de microscopia tomografica 200 también comprende un dispositivo 235, 237 para el barrido
unidireccional de dicha linea de enfoque, dispuesto en el brazo portaobjetos aguas arriba del primer objetivo de
microscopio 202. El dispositivo de barrido unidireccional comprende, por ejemplo, y sin limitacién, una superficie
reflectante 235 y medios 237 para hacer girar la superficie reflectante segin un eje de rotacién perpendicular al eje
Optico del primer objetivo del microscopio. El dispositivo de barrido consiste, por ejemplo, en un espejo galvanométrico.
El dispositivo de barrido unidireccional de la linea de enfoque esta configurado para explorar la linea de enfoque en
una direccién lateral (denominada y en el ejemplo de la Fig. 2) sustancialmente perpendicular al eje 6ptico z de dicho
primer objetivo de microscopio.

Es entonces posible, segln la presente descripcién, producir, mediante la unidad de procesamiento 240, al menos
una imagen tomogréfica bidimensional frontal del objeto 10, es decir, una imagen tomografica bidimensional dispuesta
en un plano x, y sustancialmente perpendicular al eje éptico del objetivo del microscopio, a partir de una pluralidad de
imagenes interferométricas unidimensionales del objeto adquiridas por el detector para diferentes posiciones de dicha
linea de enfoque durante el barrido unidireccional.

Debido al posicionamiento del dispositivo de barrido unidireccional de la linea de enfoque en el fondo del objeto del
microscopio interferométrico 201, se reduce la huella del dispositivo 200 para la adquisicién de la imagen frontal.

Segun una realizacidn, la superficie reflectante del dispositivo de barrido lineal de enfoque esté 6pticamente conjugada
con la pupila de entrada del primer objetivo de microscopio 202, por ejemplo mediante una lente 6ptica. De este modo
se evita el vifieteado del haz de iluminacién en la pupila de entrada del primer objetivo del microscopio y el vifieteado
de la luz retrodispersada por el objeto. Sin embargo, esta configuraciéon hace mas complejo el montaje y aumenta el
tamafio del aparato. Por lo tanto, es preferible, como se ilustra en la Fig. 2, situar la superficie reflectante del dispositivo
de barrido aguas arriba del primer objetivo de microscopio 202, cerca del primer objetivo de microscopio para limitar
el vifieteado, es decir, lo méas cerca posible de la pupila del objetivo, en funcién de lo que sea accesible a la vista de
las limitaciones mecénicas de la integracidn del dispositivo de barrido.

La unidad de procesamiento 240 est4 generalmente configurada para implementar etapas del procedimiento segln la
presente descripcidn. La unidad de procesamiento 240 puede estar conectada a una pantalla y/o interfaz (no mostrada
en la Fig. 2) para interactuar con un usuario. La unidad de procesamiento también puede comprender medios para
controlar los medios de rotacién 237 de la superficie reflectante y/o medios para controlar otros elementos méviles del
dispositivo de microscopia tomografica segun la presente descripcién.

Las Fig. 3Ay 3B ilustran el filtrado espacial confocal unidimensional en un dispositivo de microscopia tomografica de
coherencia 6ptica de barrido lineal, segin un ejemplo de la presente descripciéon, en dos planos transversales
perpendiculares (respectivamente los planos yz y xz que contienen el eje 6ptico z del objetivo 202 del microscopio).
En estas figuras, sélo se muestran los elementos del dispositivo de microscopia tomografica que son Utiles para
comprender el filtrado espacial confocal unidimensional.
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En este ejemplo, el dispositivo de filtrado espacial confocal unidimensional comprende una lente cilindrica 212,
dispuesta aguas arriba del microscopio interferométrico, que coopera con la fuente de luz de banda ancha para formar
una linea de enfoque 301 en el espacio portaobjetos del primer objetivo 202 del microscopio. Al barrer la linea de
enfoque, ésta se desplaza sobre una superficie de enfoque, sustancialmente coincidente con una superficie de
enfoque. Dicha superficie de enfoque es generalmente plana, sustancialmente coincidente con un plano focal del
primer objetivo de microscopio 202 si el haz incidente sobre dicho primer objetivo de microscopio esté colimado. La
fuente de luz de banda espectral ancha es, por ejemplo, una fuente de luz espacialmente coherente, como un laser
supercontinuum. Este dispositivo de filtrado espacial confocal unidimensional es ventajoso porque permite iluminar el
objeto con una potencia 6ptica satisfactoria.

La seleccién de la luz retrodispersada por el objeto 10 y procedente de dicha linea de enfoque 301 para el filtrado
espacial confocal unidimensional se obtiene ademas en este ejemplo mediante una superficie de deteccidn lineal 323
del detector 322, conjugada épticamente con la linea de enfoque mediante el primer objetivo de microscopio 202 y
una lente tubular 221 dispuesta aguas abajo del microscopio interferométrico. La anchura de la superficie de deteccidn
323 se determina en funcién de la anchura de la imagen de la linea de enfoque en la superficie de deteccién. De este
modo, la superficie de deteccion lineal se comporta como una ranura de filtro de anchura determinada vy, por tanto,
forma parte del dispositivo de filtrado espacial confocal unidimensional. Cabe sefialar que la seleccién de la luz
retrodispersada por el objeto 10 y procedente de dicha linea de enfoque 301 también puede obtenerse mediante una
ranura de filtrado separada de la superficie de deteccién (no mostrada en el ejemplo de las Fig. 3A, 3B), conjugada
Opticamente con la linea de enfoque 301 y la superficie de deteccidén 323.

Asi, en el plano yz (Fig. 3A) perpendicular a la ranura de filtrado formada por la superficie de deteccién 323, sélo la
luz procedente de la regidn del objeto donde la linea de enfoque 301 esta formada por la lente cilindrica 212 y el primer
objetivo de microscopio 202 (haz mostrado como linea continua) es detectada por el detector 222, mientras que la luz
procedente de otras regiones 302, 303 del objeto (haces con lineas de puntos, por ejemplo) es atenuada muy
fuertemente. En un plano paralelo a la ranura de filtrado (plano xz en la Fig. 3B), no se produce tal filtrado.

El filtrado confocal espacial es complementario al filtrado "coherente" resultante de la interferometria de baja longitud
de coherencia con una fuente de banda espectral ancha, cuyo principio se ha descrito anteriormente. En concreto, el
filtrado confocal mejora el rendimiento de las imagenes interferométricas al eliminar el "fondo" producido por la
dispersion de la luz procedente de zonas de la muestra situadas fuera del plano de enfoque y por las reflexiones
parasitas. De este modo, se utiliza todo el rango dindmico del detector para detectar la sefial interferométrica util y se
mejora la relacién sefial/ruido. Ademas, la interferometria -incluso a baja longitud de coherencia- no puede distinguir
entre un fotén balistico procedente de la regién del objeto fotografiada y un fotén procedente de otras regiones del
objeto y que ha recorrido un camino 6ptico de la misma longitud debido a la dispersién. El resultado es una sefial
interferométrica espuria que se aflade a la sefial interferométrica util, creando artefactos en las imagenes y limitando
la profundidad de imagen accesible. En el dispositivo aqui descrito, el filtrado confocal sélo permite el paso de fotones
balisticos, eliminando este fondo.

En comparacién con el filtrado confocal solo, el uso de la deteccidén interferométrica permite una amplificacién
considerable de la sefial Util (en el caso de la microscopia confocal "pura", es la baja relacién sefial/ruido la que limita
la profundidad de adquisicién). En el dispositivo aqui descrito, existe por tanto una sinergia -y no una simple
yuxtaposicién- entre los dos principios implicados: la microscopia por interferometria de longitud de coherencia corta
y la microscopia confocal de ranura.

Las Fig. 4A, 4B y 4C ilustran tres ejemplos de dispositivos de microscopia tomografica para llevar a cabo
procedimientos segun la presente descripcion.

En estos diagramas, sélo se ilustran los elementos del dispositivo necesarios para comprender el procedimiento segin
la presente descripcién. En particular, no se ilustran los medios de iluminacién y el dispositivo de filtrado espacial
confocal ni la unidad de procesamiento. Aunque algunos ejemplos sélo se muestran en algunos de los diagramas, los
diversos procedimientos descritos anteriormente pueden combinarse.

En estas figuras, los elementos idénticos a los ilustrados en el ejemplo de la Fig. 2 se indican con las mismas
referencias y no se describen de nuevo.

La Fig. 4A ilustra un primer ejemplo de un dispositivo en el que el microscopio interferométrico comprende un solo
objetivo de microscopio, a saber, el primer objetivo de microscopio 202. El brazo portaobjetos comprende un elemento
de compensacién de la dispersién cromética (403), por ejemplo una placa de vidrio.

En este ejemplo, la superficie reflectante de referencia 207 es fija.

Cada imagen tomografica unidimensional se produce en este ejemplo a partir de una pluralidad de iméagenes
interferométricas unidimensionales adquiridas por el detector para diferentes posiciones de dicha linea de enfoque
durante el barrido unidireccional. Esto es posible gracias a que la superficie reflectante del escaner de linea de enfoque
no esté 6pticamente conjugada con la pupila de entrada del primer objetivo del microscopio. Asi, para una pluralidad
de diferentes posiciones sucesivas de la linea de enfoque resultantes del barrido de las lineas de observacion, los
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puntos de las sucesivas imagenes interferométricas adquiridas por el detector tienen diferentes estados de
interferencia correspondientes a diferentes diferencias de paso (o desplazamientos de fase) entre la luz del brazo de
referencia y la luz del brazo portaobjetos. A partir de la pluralidad de imagenes interferométricas unidimensionales, es
posible producir una imagen tomografica unidimensional.

En este ejemplo, la ley de variacidén de la diferencia de paso entre dos adquisiciones de imagenes interferométricas
no se conoce de forma tan determinista como cuando, por ejemplo, se desplaza la superficie reflectante de referencia.

Sin embargo, el solicitante ha demostrado que pueden generarse imagenes tomograficas unidimensionales a partir de
una pluralidad de imagenes interferométricas unidimensionales determinando la dispersién entre imagenes sucesivas,
como se ha descrito anteriormente.

La FIG.4B ilustra un segundo ejemplo de dispositivo en el que el microscopio interferométrico es del tipo Linnik y
comprende, ademas del primer objetivo de microscopio 202 en el brazo portaobjetos, un segundo objetivo de
microscopio 203 en el brazo de referencia. Ventajosamente, los dos objetivos del microscopio son idénticos.

En este ejemplo, la superficie reflectante de referencia 207 puede moverse en traslacién en una direccién axial z, por
medio de medios de desplazamiento unidireccionales para la superficie reflectante de referencia, mostrados en la Fig.
4B por una flecha doble 405, comprendiendo estos medios, por ejemplo, un motor piezoeléctrico.

En este ejemplo, cada imagen tomogréfica unidimensional puede producirse a partir de una pluralidad de imagenes
interferométricas unidimensionales adquiridas por el detector para diferentes posiciones de la superficie de referencia
reflectante, dando lugar a diferentes diferencias de recorrido entre la luz procedente del brazo de referencia y la luz
procedente del brazo portaobjetos, y por tanto a diferentes estados de interferencia para las diferentes imagenes
interferométricas unidimensionales. En estos ejemplos, el desplazamiento de la linea de enfoque durante la produccién
de una imagen interferométrica unidimensional es ventajosamente sustancial o suficientemente pequefio para no
degradar la imagen tomogréfica unidimensional asi generada.

La Fig. 4C ilustra de nuevo un ejemplo de dispositivo en el que el microscopio interferométrico es del tipo Linnik.
En este ejemplo, la superficie reflectante de referencia 207 es fija.

En este ejemplo, el microscopio interferométrico comprende una superficie reflectante de retorno 402 dispuesta en el
brazo de referencia y medios 406, 408 para desplazar dicha superficie reflectante de retorno segin una y/u otra de
una direccién axial z; y una direccién lateral (y;, en el ejemplo de la Fig. 4C). Los medios de desplazamiento 406, 408
comprenden, por ejemplo, uno o dos actuadores piezoeléctricos.

Mediante esta disposicion particular, es posible obtener cada imagen tomografica unidimensional a partir de una
pluralidad de imagenes interferométricas unidimensionales adquiridas por el detector para diferentes posiciones de la
superficie reflectante de retorno.

El desplazamiento de la superficie reflectante de retorno 402 permite adquirir una imagen tomografica unidimensional
sin tener que hacer oscilar la superficie de referencia 207. Esto tiene la ventaja, por ejemplo, de limitar el riesgo de
variaciones en la intensidad luminosa de la luz emitida por el brazo de referencia cuando se desplaza la superficie
reflectante de referencia, en particular cuando la superficie de referencia se encuentra en un plano focal del segundo
objetivo 203 del microscopio, como se ilustra en la Fig. 4C, variacién que puede deberse a impurezas en la superficie
reflectante de referencia.

Ademas, al eliminar el desplazamiento de la superficie reflectante de referencia 207, el tamafio del dispositivo puede
limitarse aun mas.

En los ejemplos ilustrados en las Figs. 4A a 4C, el dispositivo de microscopia tomografica comprende ademas medios
para desplazar axialmente la linea de enfoque en una direccién paralela al eje éptico z de dicho primer objetivo 202
de microscopio. Esto implica mover la superficie de enfoque para obtener una pluralidad de iméagenes frontales del
objeto 10, seglin un procedimiento descrito en el presente documento, a diferentes profundidades. A continuacién, se
puede producir una imagen tridimensional del objeto a observar a partir de la pluralidad de imagenes frontales.

Como se ilustra en las Figs. 4A a 4C, los medios para el desplazamiento axial de la linea de enfoque pueden
comprender medios para el desplazamiento solidario de un conjunto 209 que comprende el primer objetivo de
microscopio 202 y el divisor de haz 204, en una direccién paralela al eje éptico z del primer objetivo de microscopio
202. Esta configuracién es ventajosa porque permite desplazar simultanea y solidariamente la superficie de coherencia
y la superficie de enfoque durante el barrido axial, minimizando al mismo tiempo el peso a desplazar. Esto maximiza
la velocidad de movimiento y, por tanto, de adquisicién.

Por supuesto, pueden preverse otros medios de desplazamiento axial de la linea de enfoque, no representados en las
figuras.
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Por ejemplo, y de manera no limitativa, los medios para el desplazamiento axial de la linea de enfoque pueden
comprender medios para el desplazamiento solidario con un conjunto que comprende el primer objetivo de microscopio
202 y el dispositivo de barrido de la linea de enfoque 235, 237 o con un conjunto que comprende el primer objetivo de
microscopio 202 y la superficie de retorno reflectante 402 del brazo de referencia cuando esta presente (Fig. 4C), o
con un conjunto que comprende todos los elementos del microscopio interferométrico 201.

En los ejemplos citados anteriormente, se elige ventajosamente un objetivo de microscopio de inmersién para el primer
objetivo de microscopio 202 y el segundo objetivo de microscopio 203, si estd presente. En estos ejemplos, los
movimientos de la superficie de coherencia y de la superficie de enfoque son solidarios; la adaptacién del indice de
refraccién del objeto de estudio 10 al del medio en el que estd sumergido el primer objetivo del microscopio permite
mantenerlos confundidos.

Segun otros ejemplos (no representados en las figuras), los medios para el desplazamiento axial de la linea de enfoque
pueden comprender medios para el desplazamiento independiente del primer objetivo de microscopio 202, por una
parte, y del conjunto formado por el segundo objetivo de microscopio 203, cuando esta presente, con la superficie
reflectante de referencia 207, por otra parte. Los medios de desplazamiento axial de la linea de enfoque también
pueden comprender medios de desplazamiento independiente del primer objetivo de microscopio 202, por un lado, y
de la superficie reflectante de retorno 402 dispuesta en el brazo de referencia, por otro (Fig. 4C).

En estos ejemplos, los movimientos de la superficie de coherencia y de la superficie de enfoque estan desacoplados
y los dos planos pueden moverse en una cantidad diferente para mantenerlos coincidentes.

El solicitante ha demostrado ademas que, en particular cuando, como se ilustra en las Fig. 4A a 4C, la superficie
reflectante 235 del dispositivo de barrido unidireccional de la linea de enfoque no esta épticamente conjugada con la
pupila de entrada del objetivo 202 del microscopio, puede introducirse una diferencia de paso (o desplazamiento de
fase) durante el barrido, dando lugar a una deformacién de la superficie de diferencia de paso cero (superficie de
coherencia) con respecto a una superficie perfectamente plana. Como resultado, la imagen frontal formada no puede
ser perfectamente nitida en todo el campo, porque la superficie de enfoque es plana y no tiene una gran profundidad
de campo debido al uso de objetivos con una gran apertura numérica (normalmente entre 0,3y 0,8).

Con el fin de compensar el desplazamiento de fase introducido por el dispositivo de barrido de la linea de enfoque y
hacer coincidir la superficie de coherencia y la superficie de enfoque, el procedimiento de microscopia segln la
presente descripcién puede comprender ademas, para cada imagen de la pluralidad de imagenes tomograficas
unidimensionales, la introduccién de un desplazamiento axial adicional de la superficie reflectante de referencia 207
(Fig. 2) o de dicha superficie reflectante de referencia 402 (Fig. 4C).

Las Fig. 5A a 5C son diagramas que muestran, por ejemplo, el barrido unidireccional de la linea de enfoque en funcién
del tiempo (Fig. 5A), y diagramas (Figs. 5B, 5C) que muestran, en dos ejemplos, secciones transversales de la
superficie de coherencia cuando la linea de enfoque se desplaza lateralmente segun el barrido mostrado en la Fig.
5A, con o sin compensacién.

Las Fig. 6A'y 6B muestran diagramas que ilustran los planos de coherencia (610) y enfoque (612) en la muestra, con
y sin compensacion. En el ejemplo de las Fig. 6A, 6B, la superficie reflectante de referencia 207 esta desplazada, pero
el efecto deseado seria el mismo si la superficie reflectante de retorno estuviera desplazada.

Més concretamente, en el ejemplo de la Fig. 5B, la superficie de coherencia, cuando la linea de enfoque se desplaza
lateralmente segln el barrido ilustrado en la Fig. 5A, esta representada por la curva 510. La posicién de la diferencia
de paso cero se representa a 100 pm de profundidad para una posicidén de la linea de enfoque y=0. Como se muestra
en la Fig. 5B, la superficie de coherencia es sustancialmente parabdlica cuando no se aplica ningln desplazamiento
de fase de compensacién. Con compensacion, por ejemplo mediante una variacién de la posicién axial de la superficie
reflectante de referencia representada en la Fig. 5B por la curva 512, la superficie de coherencia, ilustrada por la curva
514, es sustancialmente plana y coincide con la superficie de enfoque.

Como se muestra en las Figs. 6A, 6B, la superficie reflectante de referencia 207 se controla dindmicamente, por
ejemplo mediante un transductor piezoeléctrico 405, para introducir un desplazamiento de fase durante el movimiento
del espejo de barrido 235 que permite mantener la posicién de la diferencia de recorrido cero del interferémetro a nivel
del objeto (curva 610) en un plano 612 sustancialmente perpendicular al eje 6ptico del objetivo de microscopio 202.
Figs. 6A, 6B representan en particular tres posiciones (1, 2, 3) del espejo de barrido, asociadas a tres posiciones de
la superficie de referencia para la correccion de la planitud de la superficie de coherencia (superficie de diferencia nula
de velocidad de desplazamiento).

El transductor piezoeléctrico 405 puede seguir una ley cuya frecuencia es igual a la del espejo de barrido 235, y cuya
amplitud y forma se calibran segun la amplitud y forma de la desviacién de la posicién de diferencia de recorrido cero
con respecto al plano perpendicular al eje 6ptico de la lente objeto, en funcién de la posicién de la linea de enfoque.
Esta desviacién puede evaluarse previamente para aplicar una ley adecuada al transductor piezoeléctrico. Esta
desviacion es independiente de la muestra, y depende Unicamente de la posicién del espejo de barrido 235 con
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respecto al objetivo del microscopio 202. Una vez determinada la ley adaptada, teérica o empiricamente, ya no es
necesario ajustarla.

Como se ilustra en la Fig. 5C, para simplificar el accionamiento y el ajuste del transductor piezoeléctrico 207, también
es posible introducir un desplazamiento de fase 520 que varia paso a paso (accionamiento por pasos del transductor
piezoeléctrico), con varios puntos de funcionamiento durante el movimiento del espejo de barrido 237. Estos puntos
de funcionamiento se eligen de forma que la sonda interferométrica se mantenga en un paralelepipedo 524 cuya altura
(segun el eje 6ptico del objetivo 202 del microscopio) se considere aceptable desde el punto de vista de la nitidez de
la imagen (por tanto, en relacién con la profundidad de campo del objetivo del microscopio).

La Fig. 7 representa una imagen in vivo 710 de una muestra, obtenida mediante un ejemplo de procedimiento segun
la presente descripcion, sin compensacién. La imagen 710 se obtiene con una muestra formada a partir del dorso de
la mano de un hombre de 25 afios, sobre un campo de 1,2 x 1,2™2, con un barrido del espejo de barrido 237 a una
frecuencia de 7 Hz.

En las regiones 712 y 714 de la imagen 710, se puede ver el stratum granulosum (con células), y en la regién 716, se
puede ver el stratum corneum (sin células), aunque estas capas estén fisicamente a diferentes profundidades. Esta
imagen ilustra claramente que la superficie de coherencia, que es la superficie que puede observarse realmente, no
es necesariamente perfectamente plana.

La compensacién permite aislar estas regiones.

De este modo, las imagenes 720 y 730 corresponden a iméagenes del mismo campo, obtenidas con compensacion
para hacer coincidir la superficie de coherencia con la superficie de enfoque a dos profundidades respectivamente.
Las dos zonas fotografiadas son el stratum corneum 720 y el stratum granulosum 730.

La compensacidn se obtiene haciendo oscilar la superficie de referencia (placa de vidrio) a 7 Hz, segin una ley similar
a la mostrada en la Fig. 5B (512). Las imagenes tomograficas unidimensionales se obtienen afiadiendo una oscilacién
sinusoidal de alta frecuencia (10 kHz) a la sefial de compensacion.

Aunque se describe mediante un cierto nimero de realizaciones, el procedimiento y el dispositivo para microscopia
tomografica de coherencia 6ptica de barrido lineal segun la presente descripcibén comprende diversas variantes,
modificaciones y mejoras que serén evidentes para el experto en la materia, siempre que estas variantes,
modificaciones o mejoras se deriven de las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES
1. Dispositivo (200) de microscopia tomogréafica de coherencia 6ptica de barrido lineal, que comprende:

una fuente de luz de banda espectral ancha (210);

un detector (222) con una superficie de deteccién lineal (223);

un microscopio interferométrico (201) que comprende un brazo de referencia en cuyo extremo esta dispuesta
una superficie reflectante de referencia (207), un brazo portaobjetos configurado para recibir un objeto del
que se desea obtener una imagen (10), un divisor de haz (204) que acopla dichos brazos portaobjetos y de
referencia a dicha fuente de luz y a dicho detector, y al menos un primer objetivo de microscopio (202)
dispuesto en dicho brazo portaobjetos;

un dispositivo de filtrado espacial confocal unidimensional (212, 223) configurado para cooperar con dicha
fuente de luz para iluminar dicho objeto a lo largo de una linea de enfoque situada en un espacio portaobjetos
de dicho primer objetivo de microscopio, y configurado para seleccionar la luz retrodispersada por dicho
objeto y procedente de dicha linea de enfoque para formar una imagen unidimensional de dicha linea de
enfoque en la superficie de deteccion;

un dispositivo de barrido unidireccional (235, 237) de dicha linea de enfoque que comprende una superficie
reflectante y medios para hacer girar la superficie reflectante segln un eje de rotaciéon sustancialmente
perpendicular a un eje 6ptico (z) del primer objetivo de microscopio, estando dicha superficie reflectante
dispuesta en dicho brazo portaobjetos, aguas arriba de dicho primer objetivo de microscopio, de modo que
el brazo portaobjetos no comprende ningln elemento &ptico para la conjugacién éptica de la superficie
reflectante con una pupila de entrada del primer objetivo de microscopio, estando configurado el dispositivo
de barrido unidireccional para un barrido de la linea de enfoque segln una direccién lateral (y)
sustancialmente perpendicular al eje 6ptico (z) de dicho primer objetivo de microscopio;

una unidad de procesamiento (240) configurada para producir al menos una imagen tomografica
bidimensional frontal de dicho objeto a observar, dispuesta en un plano (x, y) sustancialmente perpendicular
a dicho eje éptico del objetivo del microscopio, a partir de una pluralidad de imagenes interferométricas
unidimensionales del objeto producidas por el microscopio interferométrico para diferentes posiciones de
dicha linea de enfoque durante dicho barrido unidireccional y adquiridas por dicho detector.

2. Dispositivo de microscopia segln la reivindicacién 1, en el que dicha unidad de procesamiento esta configurada
para:

producir una pluralidad de imagenes tomograficas unidimensionales de dicho objeto, siendo cada imagen de
dicha pluralidad de iméagenes tomograficas unidimensionales producida a partir de una pluralidad de
imagenes interferométricas unidimensionales adquiridas por dicho detector para diferentes posiciones de
dicha linea de enfoque durante dicho barrido unidireccional; y

producir dicha imagen tomogréfica bidimensional frontal de dicho objeto a partir de dicha pluralidad de
imagenes tomogréaficas unidimensionales.

3. Dispositivo de microscopia segun la reivindicacién 1, que comprende ademas:

medios (401) para el desplazamiento unidireccional de dicha superficie reflectante de referencia seglin una
direccién axial (z;); y en el que
dicha unidad de procesamiento esta configurada para:

producir una pluralidad de imagenes tomograficas unidimensionales de dicho objeto, siendo producida
cada imagen de dicha pluralidad de imagenes tomograficas unidimensionales a partir de una pluralidad
de iméagenes interferométricas unidimensionales adquiridas por dicho detector para diferentes
posiciones de la superficie reflectante de referencia; y

producir dicha imagen tomografica bidimensional frontal de dicho objeto a partir de dicha pluralidad de
imagenes tomogréaficas unidimensionales.

4. Dispositivo de microscopia segln la reivindicacién 3, en el que:

para cada imagen de dicha pluralidad de imagenes tomograficas unidimensionales, dichos medios para desplazar
dicha superficie reflectante de referencia estan configurados para introducir ademas un desplazamiento axial adicional
de dicha superficie reflectante de referencia que permite compensar un desplazamiento de fase introducido por el
dispositivo de barrido de la linea de enfoque.

5. Dispositivo de microscopia segun la reivindicacién 1, que comprende ademas:

una superficie reflectante de retorno (402) dispuesta en el brazo de referencia y medios para desplazar (406, 408)
dicha superficie reflectante de retorno seglin una cualquiera de una direccién axial (z;) y una direccidn lateral (y);

y en el que:

dicha unidad de procesamiento esta configurada para:

producir una pluralidad de imagenes tomograficas unidimensionales de dicho objeto, siendo cada imagen de
dicha pluralidad de iméagenes tomograficas unidimensionales producida a partir de una pluralidad de
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imagenes interferométricas unidimensionales adquiridas por dicho detector para diferentes posiciones de
dicha superficie reflectante de retorno; y

producir dicha imagen tomogréfica bidimensional frontal de dicho objeto a partir de dicha pluralidad de
imagenes tomogréaficas unidimensionales.

6. Dispositivo de microscopia seguln la reivindicacién 5, en el que:

para cada imagen de dicha pluralidad de imagenes tomograficas unidimensionales, dichos medios para desplazar
dicha superficie reflectante de retorno estan configurados para introducir ademas un desplazamiento adicional de
dicha superficie reflectante de retorno que permite compensar un desplazamiento de fase introducido por el dispositivo
de barrido de linea de enfoque.

7. Dispositivo de microscopia segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas un
dispositivo de compensaciéon de la dispersién cromética (403) dispuesto en uno cualquiera de dichos brazos
portaobjetos y de referencia.

8. Dispositivo de microscopia segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho microscopio
interferométrico es un microscopio Linnik, que comprende ademas un segundo objetivo de microscopio (203),
dispuesto en dicho brazo de referencia, estando dichos brazos de referencia y portaobjetos separados entre si.

9. Dispositivo de microscopia segln una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas:

medios para desplazar axialmente dicha linea de enfoque segln una direccién paralela a dicho eje éptico de
dicho primer objetivo de microscopio para desplazar dicha linea de enfoque en profundidad en el objeto; y en
el que:

la unidad de procesamiento estd configurada para producir ademés una imagen tridimensional de dicho
objeto a observar, a partir de una pluralidad de imagenes frontales producidas para diferentes profundidades
de la linea de enfoque.

10. Dispositivo de microscopia segln la reivindicacién 9, en el que:
dichos medios de desplazamiento axial de la linea de enfoque comprenden medios (208) de desplazamiento solidario
de un conjunto (209) que comprende dicho primer objetivo de microscopio y dicho divisor de haz, en una direccién
paralela a dicho eje éptico de dicho primer objetivo de microscopio.

11. Procedimiento de microscopia tomografica de coherencia 6ptica de barrido lineal, que comprende:

formar un haz de iluminacién mediante una fuente de luz de banda espectral ancha (210);

dividir el haz de iluminacién, por medio de un divisor de haz (204), en una primera fraccién de luz y una
segunda fraccidn de luz, enviandose dicha primera fraccién de luz a un brazo de referencia en cuyo extremo
se dispone una superficie reflectante de referencia (207), envidndose dicha segunda fraccién de luz a un
brazo portaobjetos que recibe un objeto del que se desea formar una imagen (10);

enfocar dicha segunda fraccidén de luz, por medio de un primer objetivo de microscopio (202) dispuesto en
dicho brazo portaobjetos y que coopera con un dispositivo de filtrado espacial confocal, con el fin de iluminar
dicho objeto del que se desea formar una imagen a lo largo de una linea de enfoque situada en un espacio
portaobjetos de dicho objetivo de microscopio;

seleccionar, mediante dicho dispositivo de filtrado espacial confocal, la luz retrodispersada por el objeto y
procedente de dicha linea de enfoque para formar una imagen unidimensional de dicha linea de enfoque en
una superficie de deteccidn lineal (223) de un detector (222);

combinar, mediante dicho divisor de haz, la luz retrodispersada por el objeto asi seleccionado y la luz
resultante de la reflexiéon de dicha primera fraccién de luz por la superficie reflectante del brazo de referencia,
para generar una imagen interferométrica unidimensional;

barrido unidireccional de dicha linea de enfoque en una direccién lateral (y) sustancialmente perpendicular a
un eje éptico (z) de dicho primer objetivo de microscopio, mediante un dispositivo de barrido (235, 237) que
comprende una superficie reflectante y medios para hacer girar la superficie reflectante segin un eje de
rotacién sustancialmente perpendicular a dicho eje 6ptico del primer objetivo de microscopio, estando dicha
superficie reflectante dispuesta en dicho brazo portaobjetos aguas arriba de dicho primer objetivo de
microscopio, de manera que el brazo portaobjetos no comprende ningln elemento éptico para la conjugacién
Optica de la superficie reflectante con una pupila de entrada del primer objetivo de microscopio;

producir, mediante una unidad de procesamiento (240), al menos una imagen tomografica
bidimensional frontal de dicho objeto a observar, dispuesta en un plano (x, y) sustancialmente perpendicular
a dicho eje éptico del objetivo del microscopio, a partir de una pluralidad de imagenes interferométricas
unidimensionales adquiridas por dicho detector para diferentes posiciones de dicha linea de enfoque durante
dicho barrido unidireccional.

12. Procedimiento de microscopia segln la reivindicacién 11, en el que la produccién de dicha al menos una imagen
tomografica bidimensional frontal de dicho objeto comprende:
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producir una pluralidad de imagenes tomogréficas unidimensionales de dicho objeto, estando cada imagen
de dicha pluralidad de imagenes tomograficas unidimensionales producida a partir de una pluralidad de
imagenes interferométricas unidimensionales adquiridas por dicho detector para diferentes posiciones de
dicha linea de enfoque durante dicho barrido unidireccional; y

producir dicha imagen tomogréfica bidimensional frontal de dicho objeto a partir de dicha pluralidad de
imagenes tomogréaficas unidimensionales.

13. Procedimiento de microscopia segln la reivindicacién 11, en el que la produccién de dicha al menos una imagen
tomografica bidimensional frontal de dicho objeto comprende:

producir una pluralidad de imagenes tomograficas unidimensionales de dicho objeto, produciéndose cada
imagen de dicha pluralidad de imagenes tomograficas unidimensionales a partir de una pluralidad de
imagenes interferométricas unidimensionales adquiridas por dicho detector para diferentes posiciones de la
superficie reflectante de referencia (207) o para diferentes posiciones de una superficie reflectante de retorno
(402) dispuesta en el brazo de referencia; y

producir dicha imagen tomogréfica bidimensional frontal de dicho objeto a partir de dicha pluralidad de
imagenes tomogréaficas unidimensionales.

14. Procedimiento de microscopia segln la reivindicacién 13, que comprende ademés:
para cada imagen de dicha pluralidad de imagenes tomogréficas unidimensionales, introducir un desplazamiento axial
adicional de dicha superficie reflectante de referencia o de dicha superficie reflectante de retorno, para compensar un
desplazamiento de fase introducido por el dispositivo de barrido de la linea de enfoque.

15. Procedimiento de microscopia segln una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, que comprende ademas:

el desplazamiento axial de dicha linea de enfoque en profundidad en el objeto, en una direccién paralela a
dicho eje 6ptico de dicho primer objetivo de microscopio;

la produccién de una imagen tridimensional de dicho objeto a observar, a partir de una pluralidad de
imagenes frontales producidas para diferentes profundidades de la linea de enfoque.
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