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Uso de la microscopia confocal de
reflectancia en dermatologia

Use of confocal reflectance microscopy in dermatology
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RESUMEN

La microscopia confocal de reflectancia (MCR) es una herramienta de imégenes no invasiva que  Palabras clave:
permite la visualizacion in vivo y en tiempo real de estructuras microscépicas de la epidermis,
unién dermo-epidérmica y dermis superficial con una resolucién cuasi histoldgica. Ha sido uti-
lizada en la evaluacién de lesiones benignas y malignas, demostrando un gran potencial para
aplicaciones en investigacion basica y en dermatologia clinica. En el presente trabajo se revisan = "% TR
conceptos acerca del desarrollo y principios bésicos del funcionamiento de la MCR, asf como de sus ~ dagndstico no invasivo.
aplicaciones en la préctica clinica (Dermatol. Argent., 2011, 17(3): 230-235).
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ABSTRACT

Reflectance confocal microscopy (RCM) is a noninvasive imaging tool that allows in-vivo and real- ~ Keywords:
time visualization of microscopic structures of the epidermis, dermo-epidermal junction and su-

perficial dermis with a quasi-histological resolution. It has been used in the evaluation of benign reﬂectance confoca/
and malignant lesions, showing a great potential for applications in basic research and clinical ~ "<"05C0p, skin cancer,
dermatology. This paper reviews concepts about the development and basic principles of the RCM €7 m_"’””‘?’"“/ e
and its applications in clinical practice (Dermatol. Argent., 2011, 17(3): 230-235). invasive imaging.
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Los avances tecnolégicos de las tltimas décadas han impulsado la investigacién y el desarrollo de herra-
mientas de imagen que provean al médico de informacién que permita mejorar la capacidad diagnés-
tica y que sea ttil en el manejo de los tumores cutdneos.

Consecuentemente, la dermatoscopia (microscopia de epiluminiscencia) fue introducida con éxito en
la exploracién rutinaria de la piel.' La dermatoscopia es una técnica no invasiva de examen in vivo que
utiliza un sistema de magnificacién con luz incidente, que posibilita el estudio detallado de las estruc-
turas de la epidermis, la unién dermo-epidérmica y la dermis superficial no visibles a la exploracién a
ojo desnudo.? Actualmente tres metaandlisis reportan un incremento de la sensibilidad y especificidad
en el diagnéstico dermatoscdpico cercano al 30% respecto de la inspeccién visual.>>

En los dltimos afos, nuevas tecnologfas se han desarrollado con el objeto de mejorar la certeza diag-
néstica y la evaluacién prequirtrgica de los tumores cutdneos.® Estas nuevas tecnologfas incluyen: la
microscopia confocal de reflectancia (MCR), la tomografia de coherencia 6ptica,’” la ecografia de alta
frecuencia,® la resonancia magnética’ y la espectrofotometria."

El uso de la MCR como método no invasivo para la evaluacién en tiempo real de lesiones cutdneas
ofrece el maximo nivel de resolucién. Dicha resolucién se puede definir como cuasi histoldgica, y
alcanza una resolucién lateral inferior a 1 micra y una resolucién vertical de 2 a 5 micras, similar a la
resolucién que se obtiene con la histologia convencional."
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La MCR, al igual que la dermatoscopia, visualiza las lesiones
en un plano horizontal, por lo tanto permite una correlacién
directa con las imdgenes dermatoscdpicas. En la actualidad se
cuenta con un nimero creciente de estudios de correlacién de
microscopia confocal con dermatoscopia ¢ histologia conven-
cional, lo que hace de la MCR una técnica muy il para el
diagndstico y el manejo de los cdnceres de piel.?

En 1957, Marvin Minsky, considerado uno de los padres de
la ciencia de la computacién y cofundador del laboratorio de
inteligencia artificial del Instituto Tecnoldgico de Massachu-
setts, diseAd y patentd lo que serfa el primer microscopio con-
focal.' El instrumento inicial de Minsky escaneaba la pieza ex
vivo a través del microscopio para formar una imagen.

En 1968, Petran disefié un microscopio confocal en tindem
para realizar secciones dpticas de tejido en tiempo real.”” Los
experimentos iniciales en microscopia confocal eran realiza-
dos ex vivo y se utilizaban ldmparas de mercurio.

La tecnologia no fue aplicada en tejidos vivos hasta los afios
80, con los adelantos en fuentes de luz, escdneres y tecno-
logia computarizada. A comienzos de la década del 90 se
inicié6 la investigacién en la visualizacién iz vivo de la ul-
traestructura de piel humana.'s

En 1995, Rajadhyaksha y colaboradores' disefiaron un mi-
croscopio confocal con fuente de luz ldser, lo que aportaba
un alto poder de iluminacién y longitudes de onda de ma-
yor penetracion, lo que hizo que se consiguiese una mejor
capacidad de imagen. Asimismo, reportaron que la mela-
nina provefa un fuerte contraste, y sugirieron, ya en aquel
momento, que la microscopia confocal se presentaba a los
dermatélogos como una herramienta diagnéstica instantd-
nea y completamente no invasiva en comparacién con la
histologia convencional.

Hacia finales de los afios 90, este mismo grupo de trabajo
reportd avances en instrumentacién y metodologia en mi-
croscopia confocal, un rango dptimo de pardmetros, imdge-
nes mejoradas de la piel humana normal y correlacién de las
imégenes de microscopia confocal con histologfa.!!

La microscopia confocal utiliza un sistema ldser de muy baja
potencia (longitud de onda cercana al espectro infrarrojo), el
cual es enfocado en un determinado punto de la piel o una
lesién en estudio. De forma similar a la ecografia, aunque con
luz en lugar de ultrasonidos, el microscopio confocal detecta
la luz, que es reflejada por un plano microscépico que ocupa-
rfa un grosor inferior a 5 micras, y rechaza la luz que proviene
de todos los demds planos que no estdn en foco (foto 1).
Este haz es dirigido horizontalmente en una cuadricula de 2
dimensiones para obtener secciones microscdpicas.?’

Una limitacién de la MCR es su profundidad, debido a la
limitada penetracién de la luz infrarroja a través de la piel, la
que llega a un méximo de 250 a 350 micras; aun asi, es su-
ficiente para permitir una correcta evaluacién de la epider-
mis, dermis papilar y dermis reticular superficial. También
pueden realizarse ajustes en la distancia focal del haz, lo que
permite que el microscopio realice una serie de planos hori-
zontales alineados verticalmente con un grosor axial de 2 a 5
micras. El grosor de esta seccién axial iz vivo se correlaciona
estrechamente con el grosor axial de los cortes histolégicos
en el estudio anatomopatoldgico.

El contraste en las imdgenes de MCR se basa en las diferen-
cias en la refractilidad de las estructuras tisulares. La melani-
na en el citoplasma o melanosomas es altamente reflectante,
volviendo a las lesiones melanociticas adecuadas para la eva-
luacién con MCR.?#

A diferencia del estudio histolégico, la evaluacién con MCR
preserva la arquitectura natural de los tejidos, incluyendo la
hidratacién celular, la tonicidad y el contraste natural de las
estructuras, y permite la evaluacién detallada en el mismo
tejido a través del tiempo. Cuando se visualiza el tejido en
tiempo real, se pueden observar procesos fisiolégicos dindmi-
cos tales como el flujo sanguineo, el tréfico leucocitario en los
procesos inflamatorios e incluso la trasmigracién leucocitaria
como respuesta del huésped a la presencia del tumor.??

Los equipos de dltima generacién han incorporado una cdma-
ra de dermatoscopia de alta resolucién. Esta cdmara permite
realizar un registro dermatoscépico de la lesién o drea de piel
a evaluar y realizar la exploracién con microscopia confocal
tomando como pardmetro la imagen dermatoscdpica (foto 2).

El hecho de que la MCR permita obtener informacién his-
toldgica de forma in vivo y no invasiva, la vuelve de gran
aplicacién en la practica clinica.” La MCR ha demostra-
do ser de ayuda en la evaluacién de lesiones melanociticas,
en la gufa de la toma de biopsia en lesiones pigmentadas
complejas, en la demarcacién de tumores con margenes mal
definidos y en la monitorizacién de la respuesta tumoral al
tratamiento no invasivo.*

La melanina provee contraste endégeno en las imdgenes de
MCR de lesiones melanociticas delineando la arquitectura
de la lesién en los diferentes niveles de la piel e iluminando
el citoplasma de las células.”

Debido a que las caracteristicas arquitectdnicas y citoldgicas
son reconocibles, los tumores benignos y malignos pueden
ser contrastados en presencia o ausencia de estas caracte-
risticas.®® De esta forma, pueden reconocerse el grado de
desorden arquitectural,” la presencia de células de distribu-
cién pagetoide,? el tipo de nidos celulares en las lesiones®
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Foto 1. Principios basicos de la microscopia confocal. Un punto de la fuente
de luz se proyecta sobre el tejido y el detector recoge la luz que proviene sélo
desde el punto luminoso que se encuentra en foco.

Foto 2. Microscopio confocal de tltima generacion (Vivascope® 1500).

y otros criterios, lo que evita la extirpacién innecesaria de
lesiones benignas.

Brevemente, los nevos melanociticos se caracterizan por la
presencia de células brillantes, refréctiles y monomorfas,
con nucleo oscuro, y agrupadas en nidos densos®* (foto
3). Por otra parte, las caracteristicas tipicas del melanoma en
MCR incluyen: desorden arquitectural del estrato espinoso
con queratinocitos de bordes mal definidos (de forma focal
o difusa).? Ademds, la atipia citoldgica se reconoce por la

presencia de estructuras dendriticas complejas dentro de la

epidermis' (foto 4).

2. Guia de la toma de biopsia:

En lesiones extensas, la MCR puede localizar las dreas que
muestren atipia celular o arquitectural para elegir la zona
mds adecuada para dirigir la biopsia, lo que permite detectar
los cambios histoldgicos més significativos.”!

Esto es particularmente importante en lesiones localizadas
en dreas cosméticamente sensibles como la cara, en donde el
diagnéstico diferencial incluye el lentigo maligno y el len-
tigo maligno melanoma. El lentigo maligno es una entidad
muy heterogénea y puede presentar aéreas que incluso his-
tolégicamente semejan el lentigo solar, por lo que dirigir la
biopsia a la zona correcta es crucial. La MCR podria mejo-
rar la sensibilidad en el diagnéstico de algunos LMM que
muestren focos tumorales aislados y focos de invasién.*

Es importante tener en cuenta que la mayoria de las biop-
sias son sometidas a cortes limitados antes del examen his-
toldgico, y son posibles errores cuando se trata de lesiones
pigmentadas grandes y complejas, como en el caso del me-
lanoma desarrollado sobre nevus melanocitico, en el que un
pequeno foco de melanoma podria pasar desapercibido.*

3. Demarcacién de los tumores con mérgenes mal
definidos:

La extensién de proliferaciones melanociticas atipicas es
dificil de valorar por inspeccién visual solamente. Estos
procesos habitualmente tienen limites mal definidos, exten-
diéndose a piel clinicamente no afectada, pueden presentar
proliferacién de tipo lentiginosa o incluso carecer de signos
de sospecha clinica, lo que constituye un verdadero desafio
diagndstico y terapéutico. Tal es el caso del lentigo maligno,
que frecuentemente aparece en la piel de la cara, sobre piel
con dano actinico crénico, donde la presencia de importan-
tes estructuras anatomicas limita la posibilidad de conseguir
amplios mdrgenes de extirpacién y conlleva secuelas cosmé-
ticas y/o funcionales.

Basados en la evidencia acumulada, la MCR podtfa ser de uti-
lidad para el mapeo de lentigos malignos de gran tamafio o que
poseen mdrgenes dificiles de determinar clinicamente, y de esta
forma delinear de forma no invasiva los mdrgenes tumorales,
ayudando a que las lesiones sean extirpadas completamente en
una primera cirugia, reduciendo las tasas de recurrencias loca-
les y la necesidad de reintervenciones*? (foto 5).
Recientemente se ha demostrado que la MCR podria ser
de utilidad en el examen ex vivo de cdnceres cutdneos no
melanoma durante la cirugfa microgréfica de Mohs sin ne-
cesidad de cortes ni congelacién.’ La MCR también ha sido
utilizada iz vivo durante la cirugfa de Mohs para asistir en
la visualizacién de los mdrgenes de carcinomas basocelulares
y melanomas.
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Foto 3. Nevus melanocitico. Imagen clinica (a). La dermatoscopia (b) muestra un patron reticulado
tipico, sin criterios de malignidad. La MCR muestra una epidermis conservada con presencia de patrdn en
empedrado con células monomorfas suprabasales y ausencia de células atipicas en estratos altos (c). A nivel

™

de la unién dermo-epidérmica se observan papilas dérmicas bien delimitadas sin atipia citoldgica (d).

Foto 4. Melanoma de extension superficial, Clark ll, Breslow 0,7 mm. Imagen clinica (a). La dermatoscopia
muestra una lesion con patron reticulado atipico, proyecciones lineales en periferia y regresion (b). La MCR
revela una epidermis desestructurada con presencia de células atipicas redondas y dendriticas de diferentes
tamarios, compatibles con melanocitos atipicos de distribucion pagetoide (c). A nivel de la union dermo-
epidérmica se observa ausencia de papilas dérmicas bien delimitadas y atipia citoldgica en la capa basal (d).




G. E. Salerni

Foto 5. Cicatriz de extirpacion de lentigo maligno melanoma. Imagen clinica previa (a) en la que se
observa pigmentacion del drea de la cicatriz. Imagen clinica posterior a la evaluacién con MCR (b) con

las dreas a practicar biopsia. Imagen dermatoscépica (c) que muestra discreta pigmentacién de color
marrdn claro sin criterios especificos de malignidad. La MCR (d) revela presencia de células dendriticas en
estratos superiores sugestivas de malignidad.

4. Monitorizacién de la respuesta tumoral al trata-
miento no invasivo:

El estudio histolégico es el gold standard ala hora de evaluar
cambios durante y después del tratamiento. Con el adveni-
miento de terapias no invasivas para el tratamiento de los
tumores cutdneos —como la terapia fotodindmica y el trata-
miento tdpico con imiquimod para uso en el tratamiento de
queratosis actinicas, enfermedad de Bowen y algunos tipos
de carcinomas basocelular—, surge la necesidad del desarro-
llo de tecnologfas no invasivas que permitan confirmar con
certeza clinica la resolucién del proceso sin necesidad de una
biopsia quirtrgica. La MCR ha demostrado ser de utilidad
no sélo en la valoracién de estos procesos, sino también en
la confirmacién de su ulterior desaparicién tras estas moda-
lidades terapéuticas.’

La MCR permite el andlisis repetido de la misma lesién o
la misma zona, lo que posibilita la evaluacién de procesos
dindmicos como los cambios de la arquitectura epidérmica
o infiltrados inflamatorios.*

En conclusién, la MCR representa el inicio de una nueva
era en la dermatologia, especialmente en la dermatologia
oncolégica, al permitir la evaluacién in vivo y en tiempo
real de células y estructuras de la piel con resolucién cuasi
histoldgica. La creciente evidencia en el uso de la MCR en
dermatologfa, especialmente los estudios de correlacion en-

tre MCR e histologfa, hacen de la MCR una herramienta
il en la evaluacién secundaria de lesiones melanociticas
y no melanociticas, en la guia de la toma de biopsias, en la
evaluacién de mdrgenes lesionales pre e intraquirdrgicos y
en la evaluacién de la respuesta a tratamientos no invasivos.
La MCR es actualmente costosa y ain se encuentra en fase
de desarrollo. Con mayores avances tecnoldgicos y la ya en-
caminada validacidn clinica requerida, podrd volverse pric-
tica para la evaluacién de lesiones pigmentadas.
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