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La microscopia confocal de
reflectancia como herramienta
diagnostica en Dermatologia

RESUMEN

La microscopia confocal de reflectancia es un método diagnéstico
innovador por medio del que puede hacerse una evaluacién in vivo,
con resolucién cuasihistolégica de los estratos mds superficiales de la
piel. Este procedimiento nos permite obtener imagenes en tiempo real
incluso de procesos dindmicos, como el flujo de eritrocitos en capilares
cutdneos. Su mayor importancia la ha tomado en la diferenciacion de
lesiones melanociticas con alto potencial de malignidad y en el ambito
de la investigacion.

Palabras clave: microscopia confocal de reflectancia, diagnéstico,
tiempo real, lesiones melanociticas.

Reflectance confocal microscopy as a
diagnostic tool in Dermatology

ABSTRACT

Reflectance confocal microscopy is an innovative diagnostic method by
which it is possible to make an in vivo evaluation of the most superficial
layers of the skin with quasi histological resolution. This procedure allows
obtaining real-time imaging of dynamic processes, such as erythrocytes
flux in cutaneous capillaries. Its greatest importance has been taken in
the differentiation of melanocytic lesions with high malignant potential
and in the field of research.

Key words: reflectance confocal microscopy, diagnosis, real time, me-
lanocytic lesions.
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ANTECEDENTES

En los Gltimos afios el diagndstico en Derma-
tologia ha tenido un impulso importante. El
desarrollo de los sistemas de dermatoscopia
ha permitido diferenciar enfermedades que
antes no era posible sin una biopsia de piel.
En la actualidad, por medio de la microscopia
confocal de reflectancia, la tecnologia permite
realizar lo que hasta el momento se ha nom-
brado “biopsia virtual”," debido a que pueden
obtenerse imagenes en tiempo real, mediante
un procedimiento no invasivo de la epidermis
y la dermis superficial con una resolucién muy
parecida a la de la histologia convencional, sélo
que en escala de grises.

Historia de la microscopia confocal

En 1957, Marvin Minsky,? cientifico estadouni-
dense, conocido como el padre de la inteligencia
artificial y por sus estudios en las redes neu-
ronales, desarrollé y patenté un microscopio
que le permitia ver diferentes capas de tejido,
inicialmente conocido como microscopio de
barrido confocal, y fue (til solamente para eva-
luar muestras ex vivo. En 1968, el cientifico ruso
Mojmir Petran y colaboradores publicaron sus
estudios del microscopio confocal en tandem,
utilizado para estudiar el cerebro y la retina aun
ex vivo.**

En los siguientes 20 afios esta técnica no fue muy
apreciada debido a que los sistemas de cémputo
de la época que se usaban para la visualizacién
de las imdagenes no tenian la resolucién tridi-
mensional ni el tamafio compacto como las que
tenemos ahora.

A principios del decenio de 1990, con la
introduccion del ldser como fuente de luz, co-
menzaron a registrarse las primeras imagenes
ultraestructurales de la piel. En 1995, Rajadhyak-
sha y su grupo realizaron los primeros estudios

combinando longitudes de onda diferentes,
logrando imdgenes a diferentes niveles de la
epidermis y la dermis; también describieron a la
melanina con alta capacidad de refraccién que
genera un fuerte contraste de las estructuras que
la contienen.® En un segundo trabajo se eviden-
ci6 la alta correlacién entre la histologia normal
y las imagenes encontradas por la microscopia
confocal.®

Principios bésicos de la microscopia confocal
de reflectancia

En la microscopia convencional se ilumina y
se visualiza una seccién de tejido completa.
Aunque la parte focal del objetivo recibe la
iluminaciéon mds intensa, también hay ilumina-
cién de otras partes fuera del plano de foco que
generan un velo de visién borrosa.

La microscopia confocal utiliza un laser diodo
como fuente de luz coherente y monocromdtica
que penetra la piel y es enfocada por el objetivo
del microscopio en un pequefio punto dentro
del tejido, que puede ser tan pequefio como el
mismo didmetro del haz de luz, cercano a las
5 micras.

El mismo objetivo condensa la luz reflejada
(reflectancia) por el tejido y la proyecta a través
de un pequeno agujero o ranura “pinhole” sin
ninguna pérdida. En cambio, la luz dispersada
por los puntos que se encuentran fuera del
plano de la imagen es atenuada o bloqueada
completamente. De esta manera se obtiene una
imagen de alto contraste y definicién de un pun-
to en el plano focal a la vez, sin que haya una
contribucion significativa de las regiones que se
encuentran fuera del plano de foco.

El contraste en las imdgenes de la microscopia
confocal de reflectancia se basa en el indice de
refraccién de los tejidos, que a su vez depende
de sus estructuras quimicas y moleculares. Las
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estructuras con mayor indice de refraccion son
las que se observan mds brillantes en la micros-
copia confocal de reflectancia.

Para crear una imagen de la pieza se realiza un
escaneo rapido y seriado en los planos X-Y, por
lo que los microscopios confocales dan una
imagen en un plano virtual horizontal. A medida
que avanza el escaneo de la pieza, se colecta la
informacion para hacer la reconstruccién de una
imagen punto por punto (un bloque o mosaico
esta constituido por 256 imagenes secuenciales).
De la misma manera, pueden hacerse imagenes
secuenciales en el mismo plano horizontal (X-
Y), pero a diferente profundidad (Z), con lo que
puede definirse la distancia entre cortes desde
5 hasta 120 micras (pila o montén, del inglés
stack).”1°

Si se visualiza el tejido en tiempo real, pueden
observarse procesos fisiolégicos dinamicos,
como el flujo sanguineo o el transito leucoci-
tario.>" Los equipos de ultima generacién han
adaptado una camara de dermatoscopia de
alta resolucién que permite tener un registro
dermatoscépico de la lesion o area de piel a
evaluary realizar la exploracién con microscopia
confocal tomando como pardmetro la imagen
dermatoscépica.’

Caracteristicas de la piel normal

Se ha demostrado la correlacién histolégica de
las imagenes de microscopia confocal de reflec-
tancia con la histologia convencional. Al realizar
un estudio de la piel intacta en tiempo real, la
primera capa de la epidermis que observamos
es el estrato cérneo.®

El estrato corneo, que se encuentra de 0 a 15
micras desde la superficie de la piel, se distingue
por una imagen refractiva muy brillante debido
a la retrodispersion de la luz generada por la
diferencia entre el medio de inmersion y la piel.

Volumen 59, Nim. 2, marzo-abril, 2015

En esta capa observamos a los corneocitos como
estructuras poligonales, grandes (10 a 30 micras)
y anucleadas, rodeadas de los dermatoglifos,
que se observan como surcos lineales oscuros.®

El estrato granuloso se localiza entre 15 y 20
micras bajo la superficie cutanea, aqui obser-
vamos las mismas estructuras poligonales, pero
ahora con estructuras granulares brillantes de
aproximadamente 0.5 a 1 micra en su interior.

El estrato espinoso se distingue por tener una
organizacion que semeja un panal de abejas,
se extiende de 15 a 100 micras y observamos
a los queratinocitos como células de menor
tamafio, 15-20 micras, con citoplasma blanco
brillante y estructura opaca, central y ovalada
que corresponde al nicleo.

Figura 1. Imagen de “mosaico” (reconstruccion virtual
de una imagen panordmica mediante la unién de ima-
genes bdsicas secuenciales) con microscopia confocal
de reflectancia, donde se observa la unién dermoepi-
dérmica con estructuras oscuras semiovaladas (papila
dérmica), que estan muy bien delimitadas por una
hilera de células basales brillantes que se disponen
en forma de anillo (edged papillae). En conjunto, las
papilas dan un aspecto “en panal de abejas”. Cortesia
de los doctores Puig, Malvehy y Carrera.
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Figura 2. Imagen de la unién dermoepidérmica en la
que se observan las estructuras oscuras semiovaladas,
pero en este caso las estructuras brillantes que las ro-
dean no estan bien definidas (unién dermoepidérmica
desestructurada). Se observan dos estructuras brillan-
tes redondeadas que corresponden a células atipicas.
Cortesia de los doctores Puig, Malvehy y Carrera.

Figura 3. Célula dendritica, célula atipica, alargada,
brillante con proyecciones arborizantes. Cortesia de
los doctores Puig, Malvehy y Carrera.

La capa basal, la mds profunda de la epidermis,
se encuentra entre 50 y 100 micras de la su-
perficie de la piel; se distingue por células atn

Dermatologia

Figura 4. Células pagetoides. Imagen de epidermis
con células grandes redondeadas, con citoplasma
brillante y ndcleo excéntrico oscuro (flechas). A. Mo-
saico (imagen panordmica, 1.5 x 1.5 mm). B. Imagen
basica (imagen a detalle, 500 x 500 pm). Cortesia de
los doctores Puig, Malvehy y Carrera.

mas pequefas, de aproximadamente 7 micras,
pero de manera uniforme. Por la existencia de
gran cantidad de melanina en su interior, es la
capa con mayor indice refractivo. Aqui inicia la
unién dermoepidérmica que se distingue por
estructuras oscuras semiovaladas (papila dérmi-
ca) que pueden tener un capilar central y estan
muy bien delimitadas por una hilera de células
basales brillantes que se disponen en forma de
anillo (edged papillae).

La dermis papilar y reticular se encuentra a pro-
fundidades de 100 a 350 micras y se distingue por
estructuras fibrilares elongadas, brillantes y sin
componente celular que corresponden afibras de
colageno; asimismo, se pueden ver pequefios va-
sos sanguineos, foliculos pilosos y acrosiringios.'

Aplicaciones clinicas

La microscopia confocal de reflectancia re-
presenta el principio de una nueva era para la
Dermatologia. Numerosos estudios han sefialado
las principales caracteristicas confocales que se
observan en distintas enfermedades cutdneas, ya
sea tumorales o inflamatorias, con buena corre-
lacién con ciertos patrones dermatoscépicos, asi
como con el examen histolégico.™*"
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Delimitacion de margenes tumorales

En el dambito de la enfermedad oncoldgica,
la importancia de la microscopia confocal de
reflectancia radica en la determinacién de los
margenes quirtrgicos. Los limites tumorales se
determinan antes de la intervencién quirdrgica
en lesiones con margenes clinicos escasamente
definidos, en los que el tratamiento ideal es la
escision de los mismos con margenes libres
verificados histolégicamente; es el caso del
lentigo maligno, melanoma amelénico o ciertos
carcinomas mal definidos localizados en la cara
cercanos a estructuras vitales.'*'8

La deteccién temprana de tumor residual y la
distincién entre cicatriz y tumor residual son
otras aplicaciones de esta tecnologia en onco-
logia cutanea."

Evaluacién secundaria de lesiones melanociticas

Sin lugar a duda, aqui es donde la microscopia
confocal de reflectancia ha tenido un mayor
efecto; debido a que la melanina produce un
fuerte contraste, los melanocitos son facilmen-
te identificables. La dermatoscopia permite
clasificar de manera mas precisa las lesiones
melanociticas?®?? y la microscopia confocal de
reflectancia corrobora las caracteristicas norma-
les y la existencia de enfermedad de las lesiones
pigmentadas.

Los melanomas tipicamente se distinguen por
tener células atipicas, polimorfas con proyeccio-
nes arborizantes y “estructuras dendriformes”.
Las células con atipia se pueden encontrar en
las capas mas superficiales de la epidermis, re-
presentando migracién pagetoide. En la unién
dermoepidérmica encontramos a estas células
atipicas formando nidos. Otras de las caracteristi-
cas importantes son: alteracién de la arquitectura
normal (pérdida del patrén “en panal de abejas”
o empedrado de los queratinocitos) y pérdida
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de la definicion de las papilas dérmicas (non
edged-papillae). De acuerdo con las alteraciones
encontradas en cada lesion, se han generado al-
goritmos para aumentar la precision en lesiones
que representan un reto diagnostico.%23-26

Respuesta al tratamiento

Asimismo, el uso creciente de tratamientos no
invasivos contra el cdncer cutdneo no melanoma
ha provocado mayor interés en la aplicacion de
la microscopia confocal de reflectancia. Es el
caso de los nuevos esquemas de tratamiento con
terapia fotodindmica o con imiquimod que ya
fueron aprobados por la Direccién de Alimentos
y Farmacos de Estados Unidos; otros atin estan en
investigacion, como la ablacién del carcinoma
basocelular nodular en etapas tempranas con
laser Er:-YAG, en los que también hacia falta
un método de comprobacién no invasivo de la
efectividad del tratamiento.? 8

Sin duda, la microscopia confocal de reflectancia
es una herramienta que estd ayudando a evolu-
cionar el proceso diagnéstico en la Dermatologia
y se vislumbra que serd una herramienta diaria
de trabajo, por lo menos en los principales hos-
pitales o servicios de atencién dermatolégica
integral. Se espera que durante el curso del ano
2015 se tenga el primer microscopio confocal de
reflectancia en México, destinado al diagndstico
e investigacion en Dermatologia.
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