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PRESENTACIÓN 

El desafío de estudiar e investigar, luego de tantos años de carrera, es 

semejante a volver a nacer. Es un proceso lento y algunas veces doloroso, que 

empieza donde no hay nada y debe ser llenado y fertilizado día a día, aprendiendo 

no solo de libros y de literatura publicada en revistas, sino que también de cada 

colega (senior o principiante) con los que interactuamos cada día.  

Las técnicas de imagen complementarias al diagnóstico clínico han abierto un 

impresionante campo de ayuda a mejorar la calidad asistencial y al mismo tiempo una 

nueva frontera en investigación con potenciales cambios en la forma de estudiar a 

nuestros pacientes de una manera más rápida y eficiente.  

Este estudio ha sido desarrollado desde una idea inicial de aprender las 

técnicas de diagnóstico por imagen innovadoras en dermatología y se ha 

transformado paulatinamente en el desarrollo de nuevas versiones de esas mismas 

tecnologías, el descubrimiento de nuevas indicaciones y, al mismo tiempo, ampliando 

su incorporación y conocimiento en otras especialidades médico-quirúrgicas. 

En este trabajo de investigación revisamos la evidencia existente en las 

versiones tecnológicas previas de las principales técnicas de microscopía diagnóstica 

en dermatología, in vivo y ex vivo. Por otro lado, presentamos los estudios originales 

que realizamos en el campo de la dermatología en estas áreas diagnósticas, que han 

ayudado a generar nueva evidencia en cuanto al diagnóstico in vivo y ex vivo de los 

tumores. Así mismo, mostramos los estudios realizados en otras especialidades, 

destacando la aplicación de las nuevas tecnologías diagnósticas en patología general. 



RESUMEN 

Se llevó a cabo una investigación sobre la utilidad de dos novedosas técnicas de 

imagen, la tomografía de coherencia óptica de campo lineal (TCO-CL) y la 

microscopía confocal ex vivo (MCev), en el diagnóstico de tumores cutáneos.  

El objetivo fue describir las características morfológicas de las lesiones tumorales 

cutáneas mediante TCO-CL y MCev, y relacionarlas con las estructuras observadas en 

dermatoscopia, microscopía confocal de reflectancia (MCR) e histología convencional. 

Se detallaron los hallazgos morfológicos y citológicos de las lesiones melanocíticas 

observadas en TCO-CL, y se estableció una correlación entre los elementos 

dermatoscópicos y las estructuras identificadas en esta técnica. Asimismo, se 

describieron criterios diagnósticos y se desarrollaron algoritmos de inteligencia 

artificial para la diferenciación de lesiones (como el campo de cancerización) con 

TCO-CL. 

En el caso de MCev, se logró mejorar la calidad de visualización de los nidos de 

carcinoma basocelular mediante la implementación de un nuevo protocolo de tinción. 

Además, se diseñó un dispositivo y se estableció un protocolo estandarizado para la 

obtención de muestras en MCev, contribuyendo así a una mayor eficacia en el 

proceso. Se evaluó la precisión diagnóstica de MCev en biopsias de lesiones 

equívocas y se describieron las características diagnósticas de diferentes tumores 

cutáneos utilizando MCev de cuarta generación. También se desarrolló un algoritmo 

de inteligencia artificial para la visualización de imágenes escaneadas en MCev. 



Además de estos avances específicos, se llevaron a cabo comparaciones entre MCev 

y la tinción de H&E en patología general, ampliando así el alcance del estudio a otros 

campos de la medicina. 



ABSTRACT 

An investigation was conducted on the utility of Lineal Confocal Optical Coherence 

Tomography (LC-OCT) and ex vivo confocal microscopy (evCM), two novel imaging 

techniques, in the diagnosis of skin tumors, establishing correlations between 

morphological characteristics and findings in dermoscopy, Reflectance confocal 

microscopy (RCM), and conventional histology. 

The objective was to describe the morphological characteristics of cutaneous tumor 

lesions using LC-OCT and evCM, and to relate these findings to those obtained in 

dermoscopy, MCR, and conventional histology. 

The morphological and cytological findings of melanocytic lesions observed in LC-

OCT were detailed, establishing connections between dermoscopic elements and the 

morphological and cytological structures identified in this technique. Likewise, 

diagnostic criteria were described, and artificial intelligence algorithms were 

developed for the differentiation of lesions in LC-OCT. 

In the case of evCM, the visualization quality of basal cell carcinoma nests was 

improved by implementing a new staining protocol. Additionally, a device was 

designed, and a standardized protocol was established for obtaining samples in 

evCM, thus contributing to a greater efficiency in the process. The diagnostic accuracy 

of evCM in biopsies of equivocal lesions was evaluated, and the diagnostic 

characteristics of different skin tumors using fourth generation evCM were described. 

An artificial intelligence algorithm was also developed for the visualization of scanned 

images in evCM. In addition to these specific advancements, comparisons between 

evCM and H&E staining in general pathology were conducted, expanding the scope 

of the study to other fields of medicine. 
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ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 

3D  3 dimensiones 
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I. INTRODUCCIÓN

Uno de los objetivos principales del médico es realizar un diagnóstico preciso, 

en el tiempo oportuno que permita la estrategia terapéutica más adecuada en cada 

enfermedad y considerando las características y preferencias del paciente. Para lograr 

el primer objetivo, el diagnóstico correcto, es fundamental en primer lugar, una 

anamnesis completa y detallada. El médico debe ser capaz de obtener detalles 

precisos y “pistas indirectas” que, conectados en orden cronológico, nos guiaran 

hasta una hipótesis diagnóstica. Como complemento a la anamnesis, recogeremos 

preciosas evidencias realizando un examen físico de piel, mucosas y faneras 

(tratándose de dermatología).  Este nos afirmará o alejará de las primeras hipótesis 

planteadas y muchas veces nos proporcionará claves diagnósticas no referidas por el 

paciente (y algunas veces incluso negadas por este mismo paciente), orientándonos 

hacia un diagnóstico más preciso. A menudo “la piel habla” lo que al paciente no 

menciona, o el médico no pregunta, o simplemente confirma lo anteriormente 

sospechado en la anamnesis.  

Sin embargo, con frecuencia, la anamnesis y el examen cutáneo directo aún 

son insuficientes para un diagnóstico certero y es necesario recurrir a maniobras 

semiológicas y/o diagnósticas llamadas complementarias. 

En este sentido, diversas tecnologías diagnósticas han sido desarrolladas en 

los últimos años en dermatología, tanto sean in vivo como ex vivo. Algunas, permiten 

la visualización de estructuras de la superficie cutánea, sabiendo que estas se 

correlacionan claramente con las mismas estructuras ex vivo en las preparaciones 

histológicas.  En otros casos, las técnicas de imagen permiten una visualización con 

mayor resolución, permitiendo el reconocimiento de estructuras a nivel celular.  



La dermatoscopia es una de las técnicas diagnósticas complementarias más 

efectivas utilizadas en dermatología. Múltiples estudios han demostrado la evidencia 

de su aplicación tanto en patología tumoral, como inflamatoria o infecciosa.1,2 Es una 

herramienta no invasiva de imagen que permite reconocer estructuras cutáneas de 

pigmento, vasculares y otras siendo de indiscutible ayuda diagnóstica.3 Esta técnica 

se ha convertido en una herramienta indispensable en nuestro diagnóstico junto al 

examen físico. 

Sin embargo, existen lesiones cutáneas dudosas o mal delimitadas en el 

examen dermatoscópico. En esos casos, es necesario para obtener un diagnóstico in 

vivo recurrir a otras técnicas, como la microscopia confocal in vivo (MCR), la 

tomografía de coherencia óptica confocal de campo lineal (TCO-CL), la tomografía 

de coherencia óptica (TCO) o la ecografía cutánea (EC), entre otras. Cada una de estas 

técnicas presenta ventajas y también limitaciones, y muchas veces se complementan 

entre sí.4,5 

Además de mejorar la precisión diagnóstica, las técnicas de imagen no 

invasivas también han demostrado su aplicabilidad clínica asistiendo en el mapeo de 

lesiones para definir la extensión de lesiones de bordes imprecisos (como en caso de 

los tumores recurrentes), o de extensión subclínica (como en la definición de los 

bordes del lentigo maligno o de otros tumores sin pigmento antes de la cirugía). 

También son un complemento fundamental en la estadificación, ayudando en la 

evaluación del compromiso de estructuras nobles en profundidad, además de en la 

identificación de eventuales metástasis cutáneas o linfáticas (regionales). Finalmente, 

son de gran utilidad en la monitorización de los tratamientos dermatológicos 

quirúrgicos o de otro tipo, ya que permiten la evaluación del tejido, facilitando la 



comparación objetiva y reproducible de los hallazgos antes y después de su 

tratamiento.  

Estos métodos no pretenden sustituir el diagnóstico histológico convencional. 

A pesar de todos estos recursos, cuando no es posible obtener con total seguridad 

un diagnóstico de certeza, se deberá realizar una biopsia incisional o excisional de la 

lesión para su estudio histológico y molecular.  En estos casos, especialmente en el 

caso de los tumores, se requiere la exéresis completa de la lesión y es de gran ayuda 

conocer si el tejido extirpado ha sido suficiente para evitar su recidiva (control de 

márgenes).  

Para analizar estos tejidos, la única técnica diagnóstica disponible en el pasado 

fue el estudio histológico. Desde el inicio del estudio, hace más de 100 años, se ha 

realizado mediante fijación del tejido con formaldehido durante horas o días, ulterior 

inclusión en parafina y finalmente, realizando cortes de 5 a 10 micras que 

posteriormente se tiñen con hematoxilina & eosina u otras tinciones específicas, para 

la visualización en el microscopio.  En aquellos casos donde es necesario un 

diagnóstico rápido, las muestras se congelan a bajas temperaturas (aproximadamente 

-25ªC) en un criostato, y se realizan cortes en congelado para su posterior tinción y 

evaluación morfológica. La inmediatez diagnóstica se requiere, sobretodo, en el 

campo de la patología quirúrgica.   

Sin embargo, desde hace menos de 20 años, se han desarrollado nuevas 

formas de obtener imágenes histológicas. Estas técnicas, permiten el análisis 

inmediato de los tejidos extirpados (ex vivo) en pocos minutos. En lugar de la 

preparación del tejido con cortes histológicos en láminas de vidrio, se obtienen 

imágenes de los tejidos reproducidas en una pantalla de ordenador, utilizando un 

microscopio confocal. Esta técnica es llamada microscopía confocal ex vivo (MCev).6,7 



En este trabajo, mostraremos de forma más detallada algunas de estas técnicas 

y sus aplicaciones diagnósticas, sobretodo de las que permiten resolución celular 

tanto in vivo como ex vivo. Discutiremos la evidencia previa y la compararemos, 

posteriormente, con nuestro aporte en el desarrollo y utilización de dos de estas 

técnicas:  TCO-CL y MCev.   

 



I.1. TÉCNICAS DE DIAGNÓSTICO IN VIVO 

 

I.1.1. Dermatoscopia 

 

La dermatoscopia (también llamada de microscopia de epiluminiscencia, 

dermoscopia),8,9 es una técnica de magnificación y visualización de estructuras 

presentes en la superficie cutánea, de mucosas o de faneras, que utiliza un dispositivo 

llamado dermatoscopio. (Figura 1) Éste, tiene una lente de aumento que varía, de 

acuerdo con el dispositivo empleado, entre 10 x y 40 x y una fuente de luz polarizada 

o no polarizada. 

 

Técnicamente, de acuerdo con el tipo de luz utilizada, podemos realizar dos 

tipos de dermatoscopia (visualización de estructuras): la dermatoscopia de contacto 

con aplicación de líquido de inmersión o la dermatoscopia de polarización cruzada 

que utiliza una luz polarizada y un filtro de polarización cruzada. Ambos consiguen 

evitar la reflexión y refracción de la capa córnea para visualizar estructuras más 

profundas. Las dos son similares, pero no idénticas y la utilización de ambas técnicas 

es complementaria. Algunos dispositivos, ofrecen la opción de visualización de ambas 

luces, polarizada o no polarizada, de acuerdo con las estructuras que quieran ser 

observadas.  

 

Por otro lado, los dermatoscopios actuales se han incorporado de tal forma a 

la práctica clínica diaria, que algunos de estos aparatos pueden integrarse a los 

dispositivos móviles, permitiendo el registro fotográfico instantáneo. Estas pueden 

ser enviadas a teleconsulta o ser almacenadas para realizar un estudio comparativo 

posterior. (Figura 1B) 

 



 

 

                                       B  

 

Figura 1. Dermatoscopios. A. Ejemplo de uno de los diferentes tipos de dermatoscopio de 

mano; B. Dermatoscopio acoplado a teléfono móvil. (Fuente: Dermlite www.dermlite.com) 

 

La visualización de estructuras en dermatoscopia se realiza gracias a la 

presencia de cromóforos. El principal es la melanina que ofrecerá, por el efecto 

Tyndall, un color distinto según la profundidad: negro en capa córnea, marrón en 

epidermis y unión dermoepidérmica, gris en dermis papilar y azul en dermis reticular. 

El segundo cromóforo  es la hemoglobina que variará su color dependiendo si es 

sangre arterial o venosa, el tamaño del vaso, la profundidad y si está coagulado dando 

tonalidades de rojo vivo a pardo, violeta o incluso azul o negro. Otros cromóforos de 

la piel son la queratina (color blanco, amarillento o marronáceo), los lípidos (colores 

amarillos o naranjas), el hierro de la hemosiderina (tonalidades verdes) o el colágeno 

(blanco).   

 

Con el dermatoscopio, podemos visualizar directamente estructuras de la 

epidermis, unión dermoepidérmica y dermis superficial de una forma accesible y no 

invasiva. Éstas tienen una muy buena correlación con estructuras anatómicas que 

pueden observarse en la histopatología, permitiendo una mejora en la precisión 

 
 
 
 
                    

 
      A



diagnóstica y en la toma de decisiones en diferentes lesiones y/o patologías de la 

piel. 

 

De esta forma, para cada estructura dermatoscópica visualizada, existe una o 

varias correlaciones a nivel histopatológico. Ésto no solo permite inferir el diagnóstico 

(muchas veces sin necesidad de biopsia), sino que también nos orienta a elegir el 

mejor sector para biopsiar. Tal es el grado de correlación, que ya hay diversos 

estudios en los que la utilización de la dermatoscopia en el laboratorio de 

histopatología mejora la inclusión de lesiones. 1,10,11 

 

A lo largo del tiempo se han descrito diferentes criterios dermatoscópicos y se 

han desarrollado distintos métodos o algoritmos diagnósticos. La aproximación 

diagnóstica suele realizarse en dos etapas para definir primero si la lesión es 

melanocítica o no. Si la lesión tiene criterios de lesión melanocítica se aplican distintos 

algoritmos o métodos diagnósticos.11,12 Algunos ejemplos de estos métodos son: el 

análisis de “patrones”, la regla del “ABCD”, el método de “Menzies”, el de “7-point 

checklist” (Argenziano), entre otros.  A pesar de todos estos métodos, los 

dermatoscopistas expertos utilizan, de una forma casi intuitiva, el método de 

patrones, siendo capaces de diagnosticar lesiones en aproximadamente un segundo. 

12-17 En él se analiza la lesión globalmente en cuanto al patrón global (simetría o 

asimetría en color y estructuras), colores presentes (marrón, rojo, blanco, azul, negro) 

y patrón global (homogéneo, reticular, globular, combinaciones de dos, 

multicomponente o inespecífico). Posteriormente, si es necesario, se analiza en 

detalle las distintas estructuras y su distribución. (Figura 2)  

 

Se han descrito diferentes patrones dermatoscópicos para la gran mayoría de 

tumores cutáneos (melanocíticos y no melanocíticos).  Un ejemplo de patrones 



dermatoscópicos encontrados en el tumor más frecuente a nivel mundial, el 

carcinoma basocelular, son la presencia de “hojas de arce”, “ruedas de carro”, 

“glóbulos azul-grises”, “nidos ovoides azul-grisáceos”, “ulceración”, “telangiectasias 

arborescentes”, entre otros.3,9 (Figura 3) En lesiones melanocíticas, estos criterios 

diagnósticos pueden variar de acuerdo con la localización corporal.  En topografías 

especiales, como por ejemplo la cara, las palmas, las plantas y las mucosas, otros 

criterios dermatoscópicos específicos han sido descritos.15-17 En lesiones melanocíticas 

faciales, uno de los principales criterios diagnósticos para el diagnóstico de 

melanoma temprano, es la presencia de “puntos” que se van agregando en el área 

peri-folicular. (Figura 2)3,14 

 

 Diferentes metanálisis y revisiones han mostrado que la dermatoscopia, 

dependiendo de la experiencia del observador,18-19 ha mejorado la sensibilidad 

diagnóstica para melanoma en más de 25%, comparada con el ojo desnudo.  Con 

relación a otros tumores malignos cutáneos, como el carcinoma basocelular, 

metanálisis han mostrado una sensibilidad de 91.2% y especificidad del 95% con el 

uso de la dermatoscopia.20 Además, cuando ésta ha sido comparada al ojo desnudo, 

la sensibilidad aumentó de 66.9% a 85% (P = 0.0001) y la especificidad de 97.2% a 

98.2% (P = 0.006).20 La sensibilidad, al igual que en lesiones melanocíticas, aumentó 

en observadores expertos comparados con inexpertos.14,20   

 

Los primeros estudios se enfocaron en diferenciar las lesiones melanocíticas 

benignas de las malignas. Sin embargo, en la actualidad es utilizada no solamente en 

todos los tipos de patología tumoral cutánea, si no que, además, en patologías 

inflamatorias, infecciosas o cualquier otro tipo de dolencia cutánea.21 

 



Por su pequeño tamaño, precio y practicidad, esta técnica ha revolucionado el 

ámbito de la dermatología, transformándose en un complemento imprescindible 

durante el examen físico del paciente dermatológico.1 La dermatoscopia digital se 

incorpora en muchos de los dispositivos innovadores de microscopía no invasiva de 

la piel para "navegar" y localizar las áreas de la lesión exploradas y finalmente 

combinar la información diagnóstica obtenida con estos dispositivos. 

 

 

 

Figura 2. Dermatoscopia de lentigo maligno facial incipiente.  Presencia de puntos marrones 

perifoliculares, caracterizado por puntos que se disponen alrededor de las aberturas 

foliculares (fecha amarilla) en una mácula marrón. Los márgenes de este tumor son difíciles 

de determinar con esta técnica. (Fuente: Dra. Cristina Carrera) 

 

 



 

 

Figura 3. Dermatoscopia de carcinoma basocelular. A. Esquema de los principales patrones 

dermatoscópicos encontrados en un carcinoma basocelular. (Adaptado de Malvehy et al., 

2006);9 B. Dermatoscopia de carcinoma basocelular con patrones como “nidos ovoides azul-

grises”, “glóbulos azul-gises”, “ruedas de carro”, entre otros. (Fuente: Dra. Javiera Pérez-

Anker) 



I.1.2 Microscopia confocal in vivo 

 

Esta técnica de imagen no invasiva, llamada microscopía de reflectancia 

confocal in vivo, permite la visualización de tejidos con una resolución aún mayor que 

la de la dermatoscopia. Por medio de este dispositivo, podemos visualizar la 

epidermis, la unión dermoepidérmica y la dermis papilar con resolución celular, en 

tiempo real.22 (Figura 4) 

 

El microscopio confocal amplifica el área examinada mediante un sistema de 

lentes (incluyendo un divisor de haz) que aumentan y direccionan la luz reflejada de 

un láser de diodo de 830 nm. El láser es emitido por el dispositivo y reflejado por la 

piel, que regresa a través de un divisor de rayo y golpea el detector. Esta luz reflejada 

pasa por un diafragma de muy pequeño diámetro, resultando en la visualización 

instantánea del tejido en un punto en foco (confocal). Tanto la fuente de luz, como el 

punto iluminado en la piel, como la apertura del detector, están en planos focales 

ópticamente conjugados (interconectados confocalmente). (Figura 4) 

 

La resolución a nivel celular es de 0,5 μm a 1,0 μm lateralmente y de 4 μm a 5 

μm en profundidad. Las imágenes se reproducen en una escala del gris siendo las 

estructuras con más reflectividad de color blanco y la ausencia de reflectividad de 

color negro. La mayor reflectividad se produce por la melanina, seguido por los 

gránulos de queratina, algunas organelas citoplasmáticas, el colágeno que contrastan 

con la ausencia de reflectividad en el agua. Sin embargo, una limitación de la 

microscopia confocal in vivo, es que la penetración del láser en profundidad alcanza 

la dermis papilar (aproximadamente entre 200 μm y 250 μm).22,23 La imagen final 

(“mosaico”) que es obtenida por algunos confocales, se debe a la unión de imágenes 

individuales ("frame by frame”), que se van agregando horizontalmente, uno al lado 



de otro, hasta componer la imagen final.  Cada “imagen individual” varía entre 500 

μm a 750 μm, dependiendo del dispositivo utilizado. (Figura 5) Recientemente se ha 

desarrollado un algoritmo que permite la fusión de imágenes de video para producir 

una imagen de mayores dimensiones en un video mosaico.23  

 

Existen actualmente dos tipos de microscopios confocales in vivo 

comercializados para el uso en pacientes, y ambos pertenecen a la misma empresa: 

el VIVASCOPE (VS) 1500® y el Vivascope (VS) 3000®. El mecanismo de obtención de 

las imágenes es el mismo (láser de reflectancia de 830 μm, con resolución óptica 

horizontal de < 1,25 μm y vertical de < 5,0 μm, en el centro de la imagen). La diferencia 

principal entre ambos está en el cabezal para obtención de imágenes. Uno de ellos 

presenta un cabezal que se fija a la piel mediante un adhesivo desechable y realiza un 

escaneo automático (VS 1500), mientras que el otro presenta un cabezal libre y el 

escaneo se realiza de manera manual por el operador (VS 3000). Este último, es más 

apropiado para explorar localizaciones específicas, como facial, mucosas o acrales. El 

VS 3000 adquiere imágenes individuales de superficie igual a 750 μm x 750 μm y no 

tiene límites respecto al tamaño del área a escanear puesto que depende del 

operador. El VS 1500, en cambio, adquiere imágenes de 500 μm x 500 μm pero realiza 

un barrido en superficie que abarca un área cuadrangular máxima de 8.0 mm x 8.0 

mm componiendo así un mosaico de superficie mayor compuesto por las diferentes 

imágenes individuales. A diferencia del V3000 el equipo V1500 con fijación en la piel 

incorpora una cámara de dermatoscopia adicional para navegar y correlacionar las 

estructuras diagnósticas de ambas técnicas. Ambos equipos de MCR tienen la misma 

resolución óptica de 1024 x 1024 píxels y la pantalla de visualización de las imágenes 

escaneadas, es táctil de 23” (1920 x 1080 de resolución). (Figura 5) 

 



La 4ª generación de estos aparatos ha incorporado la tecnología de 

“streapping”. Por medio de ésta, la imagen se obtiene en tiras verticales que incluye 

el total del eje vertical del plano a medida que avanza por el eje horizontal. En esta 

nueva generación, la obtención de imágenes se realiza de manera vertical y no 

horizontal como previamente. Como resultado obtenemos una adquisición de 

imágenes con mayor rapidez y con desaparición del artefacto creado en la unión entre 

las imágenes de imagen que conforman el mosaico (imagen final). (Figura 5).23  

                                          

 

Figura 4. A. Microscopio confocal in vivo: visualización instantánea de la piel con resolución 

celular; B. VIVASCOPE 1500 y 3000®; C. Mecanismo de funcionamiento del confocal. (Fuente: 

VivaScope www.vivascope.de) 

 

 



Figura 5. Formación de “mosaicos”, comparación en tiempo real. Izquierda: 3ª generación. 

La imagen es formada “imagen por imagen”, por la unión “horizontal” de una imagen con la 

siguiente. Derecha: 4ª generación. La imagen es más rápida y se genera una imagen lineal 

vertical. El mosaico final resultante es más homogéneo, sin el artefacto creado por las uniones 

entre las imágenes individuales (Fuente: VivaScope www.vivascope.de) 

 

Las estructuras visualizadas en las imágenes de confocal se correlacionan con 

elementos morfológicos o celulares, vistos en cortes histológicos horizontales. De 

esta forma, se pueden observar imágenes instantáneas, in vivo, de secciones 

horizontales (con resolución celular) de diferentes niveles de la piel. (Figuras 6 y 7) 

 

Múltiples criterios diagnósticos han sido descritos tanto en patologías 

malignas como benignas de la piel. Una de sus aplicaciones más reconocidas ha sido 

en la diferenciación de lesiones melanocíticas dudosas de las malignas. Con esta 

finalidad, se describieron diferentes patrones que pueden ser encontrados en los 

distintos niveles de la piel como, por ejemplo, en epidermis: “epidermis en panal de 

abejas”, “en empedrado”, “epidermis desestructurada”, o hallazgos citológicos 

como la presencia de “células pagetoides”. En dermis, algunos de los criterios 

visualizados son: “papilas dérmicas visibles” (que pueden ser bien o mal delimitadas), 

“nidos dérmicos” (regulares y densos, no homogéneos o cerebriformes), o la 

presencia de “células atípicas” a nivel de unión dermoepidérmica o bien “células 

atípicas nucleadas”. (Figuras 6 y 7)24-28 

 

Con el objetivo de diferenciar lesiones melanocíticas de no melanocíticas y 

nevus atípicos de melanomas tempranos, se ha validado el “algoritmo de dos 

pasos”.29 En el primer paso, la presencia de papilas dérmicas visibles, patrón en 

empedrado, presencia de células pagetoides y de nidos dérmicos, se relacionan con 



lesiones melanocíticas. Con la sospecha de lesión melanocítica, se evalúa el segundo 

paso donde la presencia de células redondas supra basales (pagetoides epidérmicas) 

y de células nucleadas atípicas en la unión dermoepidérmica o dermis se asocian a 

melanoma, y, la presencia de papilas bien delimitadas, con células típicas en la unión 

dermoepidérmica, se ha asociado con nevus melanocítico benigno. (Figura 6) 29 

 

Por otro lado, en otros tumores muy frecuentes, como el carcinoma 

basocelular, se observan criterios como “nidos dérmicos híper refráctiles”, “siluetas 

oscuras”, “empalizada”, “clefting” y “células dendríticas peri tumorales”. (Figura 7) 

Además, es posible la diferenciación entre distintos subtipos tumorales. Los criterios 

como la presencia de nidos tumorales en el carcinoma basocelular en las capas 

superiores de la superficie epidérmica o la polarización de los núcleos (streaming), 

nos permiten inferir la sospecha del subtipo tumoral “superficial”. (Figura 7) 

 



 

 

Figura 6. Correspondencia de técnicas de imagen en lentigo maligno facial. A. Foto clínica; 

B. Dermatoscopia mostrando patrón granular anular gris (fecha amarilla); C. MCR con 

presencia de células dendríticas (flecha azul) a nivel epidérmico y refuerzo perifolicular con 

células nucleadas atípicas (flecha amarilla). (Fuente: Dra. Cristina Carrera) 

 

 



 

 

Figura 7. Correspondencia de técnicas de imagen en carcinoma basocelular. A. 

Dermatoscopia de carcinoma basocelular; B. Microscopia confocal in vivo del mismo 

carcinoma. Los patrones dermatoscópicos de “nidos ovoides azul-grises”, “glóbulos azul-

gises”, “ruedas de carro”, se corresponden con nidos de carcinoma basocelular (C: cuadrado 

amarillo); D. Dermatoscopia de una “hoja de arce” y su correlación exacta con MCR (E); F. 

Correlación histológica (carcinoma basocelular superficial) de la misma estructura 

dermatoscópica. Los criterios de MCR observados son “islas/nidos tumorales blanco 

brillantes” (flecha azul), la “hendidura peri-tumoral” (flecha amarilla) y la “empalizada 

periférica” (flecha verde). (Fuente: Dra. Javiera Pérez-Anker, Dra. Puig y Dr. Josep Malvehy) 



En patología inflamatoria, distintos estudios describen los patrones asociados a otros 

diagnósticos como en el eccema y la psoriasis.30’ 

 

En el campo de las lesiones melanocíticas, los estudios han alcanzado tasas de 

sensibilidad de 98.15% y especificidad del 98.89%.31-38 En un estudio reciente 

prospectivo, multicéntrico, liderado por el grupo de la Universidad de Módena, Italia, 

se incluyeron más de 3000 lesiones dermatoscópicamente dudosas, que fueron 

randomizadas en dos grupos, con y sin el uso de la MCR. Los autores demostraron 

que, mediante el uso de la MCR, el número de biopsias realizadas disminuyó a la 

mitad en las lesiones con un diagnóstico equívoco, con un aumento significativo de 

la precisión diagnóstica en las lesiones benignas respecto a la dermatoscopia. Por 

otro lado, se demostró que las lesiones melanocíticas con atipia, que se 

recomendaron controlar después de la MCR, y que fueron extirpados posteriormente 

en un control con un diagnóstico de malignidad, eran melanomas “finos”, con un 

Breslow menor que respecto al grupo sin confocal (MCR: SD 0.19, rango 0.24, 0-0.8 

mm de Breslow en promedio, vs NO MCR: SD 0.15, rango 0.22, 0-0.8 mm de Breslow 

en promedio, con un p value de 0.02).39 

 

Con respecto al cáncer cutáneo no melanoma, la sensibilidad ronda casi el 

100% en algunas series en el diagnóstico de carcinoma basocelular.33, 40 Sin embargo, 

los tumores queratinizantes pueden ser menos accesibles a su visualización con esta 

técnica cuando presentan gran hiperqueratosis, debido a que la señal de la escama 

interfiere en la visualización de estructuras en profundidad. 33  

 

Este dispositivo, no sólo es un complemento necesario para mejorar la 

capacidad diagnóstica y el reconocimiento de áreas dudosas, si no que, además, 



ayuda en la delimitación de márgenes pre operatorios, en la monitorización de 

tratamientos y en el diagnóstico de lesiones complejas como el melanoma 

amelanótico.5 Su uso en el diagnóstico diferencial de lesiones dermatoscópicamente 

equivocas, ha cambiado significativamente el diagnóstico no invasivo en 

dermatología, aportando evidencia histológica de forma instantánea, evitando 

exéresis innecesaria de estas lesiones.  

 

 



I.1.3 Tomografía de coherencia óptica confocal de campo lineal (TCO-CL)

El principio físico que se aplica a las técnicas de imagen diagnósticas establece

que cuanto mayor la capacidad de penetración de fuentes de luz en el tejido, menor 

resolución de estructuras es observada. 

Con la necesidad de lograr un dispositivo que logre mayor visualización 

morfológica en profundidad que la MCR, sin perder resolución celular, aparece la 

tomografía de coherencia óptica de campo lineal. Esta técnica une conceptos y 

tecnología de microscopia confocal in vivo (como los filtros espaciales) y de 

tomografía de coherencia óptica (como la interferometría). Así siendo, se logra que 

dos fuentes de luz diferentes, que pasan por dos objetivos (a diferencia del confocal,

con solo una fuente de luz y un solo objetivo), penetren en los tejidos de forma vertical 

y en oblicuo, respectivamente. Esto proporciona no solo una mayor visualización de 

estructuras profundas, sino que también la obtención de imágenes en 3 dimensiones 

(3D) en tiempo real. La penetración en profundidad alcanza las 450 μm de estructuras 

morfológicas, conservando la resolución celular hasta una profundidad de ± 350 μm.

41,42 (Figura 8)



 

 

Figura 8. Tomografía de coherencia óptica confocal de campo lineal. A. DeepLive®; B. 

Mecanismo de captura de imágenes. A diferencia del confocal, hay dos fuentes de luz y dos 

objetivos que conducen la fuente de luz.   (Fuente: Damae-medical https://damae-

medical.com). Tecnología inventada por Pr. Arnaud Dubois (CNRS, IOGS, UPSUD), licenciado 

exclusivamente para DAMAE Medical, fundada en septiembre de 2014)41,42 

 

Este dispositivo presenta tres grandes ventajas: la imagen dermatoscópica 

integrada (por primera vez, se identifica el punto exacto de la imagen dermatoscópica 

que está siendo escaneado, con las imágenes de TCO-CL, en tres dimensiones); la 

piel es observada en cortes verticales con resolución celular y, por último, la formación 

de cubos de piel escaneada en 3 D, que mantienen resolución celular.  (Figura 9) 

 

La imagen vertical tiene un área de 1.2 mm x 0.4 mm, con resolución óptica de 

1.3 μm x 1.1 μm. La imagen horizontal, es de 1.2 mm x 0.5 mm (mayor que cada 

“imagen individual (frame)” del microscopio confocal, pero inferior a los mosaicos de 

8x8 mm de la MCR), con resolución óptica de 1.3 μm x 1.3 μm. El cubo de 3D, es 

comprendido por la unión de las otros dos secciones vertical y horizontal. (Figura 9) 



 
 
 
 
 
 
 
 

                                                      

 

 

 

Figura 9. Tomografía de coherencia óptica confocal de campo lineal. Rango de resolución y 

de penetración. Estructuras cutáneas observadas en vertical, horizontal y en 3D, con la 

correlación dermatoscópica a nivel celular.  (Fuente: Damae-medical https://damae-

medical.com). Tecnología inventada por Pr. Arnaud Dubois (CNRS, IOGS, UPSUD), licenciado 

exclusivamente para DAMAE Medical, fundada en septiembre de 2014)41,42 

 

El mecanismo de obtención de las imágenes es semejante al de la microscopía 

confocal de reflectancia. La fuente de luz refleja en los tejidos que, por su índice de 

reflectancia natural, brillarán con más o menos intensidad.  

 



En el momento actual, esta tecnología se encuentra patentada (inventada por 

el Dr. Arnau Dubois), por lo que aún no existen otros dispositivos en el mercado con 

semejantes características. Mediante la formación de un consorcio europeo de 

investigación entre Italia, Bélgica, Francia y España, y también de otros grupos a nivel 

internacional, se han realizado diferentes estudios en distintos tipos de tumores y de 

patologías cutáneas en los últimos años. 43,44 

 

Aun no se han descrito algoritmos diagnósticos para guiar el diagnóstico de 

diferentes tumores con esta técnica. Sin embargo, se han descrito los criterios 

diagnósticos para algunos de ellos, como, por ejemplo, el carcinoma basocelular.45,46 

Los criterios más frecuentemente encontrados por los autores fueron: la presencia de 

“lóbulos”, “vasos sanguíneos” y “células pequeñas y brillantes en la epidermis o en 

la periferia de los lóbulos” (que pueden corresponder a células dendríticas). El subtipo 

superficial se asoció a la presencia de “lóbulos hemisféricos unidos a la epidermis”; 

el nodular, con “lóbulos grandes, hemisféricos, sin conexión con la epidermis” y, por 

último, el subtipo infiltrante, con “glóbulos ramificados”, rodeados por estroma.45 

(Figuras 10 y 11) 

 



         

 

Figura 10. Correlación dermatoscópica con TCO-CL. A. Esquema de los principales patrones 

dermatoscópicos encontrados en un carcinoma basocelular. (Adaptado de Malvehy et al., 

2006);9 B. La coloración varía de acuerdo con la profundidad de las estructuras. (Adaptado de 

Malvehy et al., 2006);9 C. Cada estructura vista en dermatoscopia tiene una precisa correlación 

morfológica tanto en vertical, como en horizontal. Asteriscos verdes: “nidos ovoides”. 

Asteriscos azules: “nidos ovoides azul-grises”. Asterisco rojo: nido de carcinoma basocelular 

superficial. (Fuente: Javiera Pérez-Anker) 

 

Otros autores también han caracterizado el carcinoma basocelular con esta 

tecnología, 46 pero con descripciones morfológicas, más próximas a la histología. De 

esta forma, han encontrado que los carcinomas basocelulares nodulares, presentaban 

“queratinocitos atípicos”, con la “unión dermoepidérmica alterada”, con la presencia 

de “nidos de células tumorales en dermis”, “hendidura peri tumoral”, “aumento de 

vascularización “y la presencia de un “estroma característico”. Los carcinomas 

basocelulares superficiales, presentaban una “epidermis engrosada” por la evidente 



presencia de nidos tumorales conectados a la epidermis. Los carcinomas 

basocelulares infiltrantes, fueron vistos por “nidos alargados hiporefráctiles”, 

rodeados por un denso “estroma brillante”.46 (Figura 11) 

 

En el mismo estudio, la concordancia entre el TCO-CL y la histología entre los 

diferentes subtipos, fue de 90.4% (95% CI 79.0-96.8). Con respecto a la precisión 

diagnóstica, 46 en el caso del diagnóstico de carcinomas basocelulares equívocos con 

la dermatoscopia, la confianza diagnóstica mejoró en un 22% con el uso de la nueva 

tecnología (48% dermatoscopia vs 70% TCO-CL). La sensibilidad fue de 98% y la 

especificidad del 80%, cuando fueron comparados con la histología. La concordancia 

inter observador fue del 95%. Cuando se analizó la combinación de TCO-CL con 

dermatoscopia, la sensibilidad aumentó al 100% y la especificidad al 94.9%.  

 

Esta herramienta, sin duda, ha venido a abrir fronteras respecto a la 

compresión tridimensional de la piel normal y patológica. En los próximos años, más 

estudios permitirán una compresión morfológica totalmente distinta a la actualmente 

descrita.    

 



 
 
 
 
 
 
 
 

                                                      

 
 
 
 
 
 
 
 

                                                      

    

        

 

Figura 11. Tomografía de coherencia óptica confocal de campo lineal de un carcinoma 

basocelular nodular. El mismo tumor visto en las diferentes técnicas de diagnóstico in vivo. 

Cada estructura vista en dermatoscopia tiene una precisa correlación morfológica tanto en 

vertical, como en horizontal y un hallazgo histológico correspondiente. A. MCR de carcinoma 

basocelular; B. Dermatoscopia del mismo tumor; C. Correspondencia histológica; D. TCO-CL 

corte vertical; E. TCO-CL corte horizontal. Las flechas azules indican los nidos de carcinoma 

basocelular y su correspondiente visualización encada técnica. El cuadro amarillo, muestra la 

correspondencia de las mismas estructuras en dermatoscopia y MCR.  (Fuente: Javiera Pérez-

Anker) 

 

 



I.1.4. Tomografía de coherencia óptica (TCO) 

 

La TCO de ha usado para el estudio en oftalmología y otras especialidades 

desde hace décadas. Esta técnica posee una mayor penetración en la piel que la MCR 

y la TCO-CL, permitiendo la visualización morfológica a 1 mm-2 mm en profundidad.  

Existe un equipo con marca CE aprobado por la EMA y la FDA para su uso de 

dermatología (Vivosight DxR; Michaelson diagnostics. UK). Las imágenes escaneadas 

son de 6 mm x 6 mm y se presentan en cortes verticales (sin resolución celular). La 

TCO es una técnica que utiliza una fuente de luz cercana a la infrarroja y en este 

equipo se utiliza una fuente de luz central de 1305 nm de longitud de onda y un 

barrido de un rango de 147 nm. Su alcance en profundidad permite la visualización 

de estructuras morfológicas en dermis en 15 segundos, o en 30 segundos (si además 

se captura la vascularización de los tejidos). Este sistema usa una tecnología con 4 

diferentes haces de luz, cada uno enfocado a diferentes profundidades, que mejora 

la resolución en profundidad. 

 

Este equipo produce 500 cortes transversales (fotogramas) por escaneo, lo que 

le confiere la capacidad de reconstruir los tejidos en 3D. La resolución axial varía entre 

de 3 μm - 15 μm (7.5 μm en profundidad). La imagen final resultante puede ser vista 

tanto en un corte vertical, como en un video continuo, o en 3D (sólo en el modo de 

patrón de vascularización). Tiene una cámara macroscópica integrada que permite la 

correlación clínica instantánea de lo que está siendo escaneado (Figura 12) 

 

Las imágenes son producidas por la refracción de la luz cuando la misma 

contacta con los tejidos de diferentes densidades ópticas, utilizando una técnica 

llamada interferometría,47 midiendo la profundidad de acuerdo con la cantidad de 

disrupción de cada tejido a medida que la fuente de luz pasa por el mismo.47 Cuatro 



haces de luz, donde cada uno se enfoca en una profundidad diferente, brindan no 

sólo una resolución más alta, sino también un aumento en la profundidad de 

penetración de la luz en el tejido (comparados con un sistema de un solo haz). 

 

Dentro de sus principales aplicaciones, se encuentran el diagnóstico y 

monitorización de tratamiento de carcinomas basocelulares,48 y, sobre todo, la 

caracterización de lesiones vascularizadas. Por medio del análisis del patrón de 

vascularización, es posible determinar la persistencia de lesiones o la profundidad de 

estas. (Figura 13) Algunos de los patrones descritos para carcinoma basocelular son:49 

la disminución del espesor epidérmico, la presencia de costras, la ulceración y la 

disminución de los folículos pilosos. Los nidos de carcinoma basocelular son 

observados como un “patrón lobular” y tienen una reflectividad menor que la del área 

perilesional. La hendidura peri tumoral es visualizada como un “halo negro” en la 

periferia del tumor. (Figura 13) 

 

         

 



   

 

 

Figura 12. TCO. A. Dispositivo de TCO comercializado (VivosightR; Michelson Diagnostics 

Limited, UK); B. Mecanismo de acción: el TCO filtra la luz directamente reflejada (flecha azul) 

de la luz dispersa (flecha discontinua roja) formando una imagen; C. Carcinoma basocelular 

nodular. Foto clínica (superior izquierda), patrón vascular (superior derecha) e imagen de TCO 

(inferior). Nido de CBC con reflectividad menor que la periferia (patrón lobular), consumo 

epidérmico (flecha blanca) y hendidura peri tumoral (flechas claras). Alcance de 1 mm en 

profundidad; D. Reconstrucción 3D, con patrón de vascularización. (Fuente: VivoSight 

www.vivosight.com) 

 

Nueve estudios, con un total de 1386 lesiones analizadas, han reportado la 

capacidad diagnóstica para CBC.50   La sensibilidad agrupada encontrada fue de 92.4% 

(95% CI: 0.90 a 0.94, I2=71.7%) y la especificidad del 86.9% (95% CI: 0.84 a 



0.89, I2=89.4%); el VPP y el VPN agrupados fueron, respectivamente, de 6.07 (95% CI: 

3.27 a 11.26, I2=88.9%) y de 0.12 (95% CI: 0.07 a 0.23, I2=80.3%).48 

 

Respecto al diagnóstico de los CEC, tres estudios demostraron una 

sensibilidad agrupada del 92.3% (95% CI: 0.79 a 0.98, I2=71.2%) y una especificidad 

de 99.5% (95% CI: 0.97 a 1.00, I2=0.0%), con un VPP y VPN respectivos de 68.01 (95% 

CI: 17.01 a 272.4, I2=0.0%) y de 0.11 (95% CI: 0.01 a 1.20, I2=82.0%).48 

 

En el diagnóstico de melanoma, se obtuvo una sensibilidad agrupada del 

81.0% (95% CI: 0.66 a 0.91, I2=62.3%) y una especificidad del 93.8% (95% CI: 0.87 a 

0.98, I2=0.0%) (PPV de 11.82 (95% CI: 5.16 a 27.09, I2=3.4%) y NPV de 0.18 (95% CI: 

0.05 a 0.71, I2=54.0%).48 

 

Sin embargo, por la falta de resolución celular,48 esta técnica no ha demostrado 

ser capaz de mejorar la capacidad diagnóstica en lesiones melanocíticas con un 

diagnóstico dermatoscópico dudoso. Tampoco en disminuir el número de estadios 

en la cirugía de Mohs, cuando se aplica en el mapeo prequirúrgico de los márgenes 

tumorales.48  

 

Una de sus mejores aplicaciones, además de en el diagnóstico de CBC, es en 

la monitorización del tratamiento, incluyendo el de lesiones inflamatorias.50 No sólo 

por los hallazgos morfológicos, sino también por la reconstrucción tridimensional del 

patrón vascular, es posible valorar de forma objetiva la actividad del tumor o de la 

patología inflamatoria. (Figura 13) 

 

De una forma global, el uso de esta técnica se ve potenciada cuando es 

combinada con otras técnicas con una resolución celular, como la MCR o TCO-CL.  



   

  

 

Figura 13. Diagnóstico y valoración de respuesta terapéutica a inhibidores de vía Hedgehog 

con técnicas de imagen en CBC recurrente e infiltrante. Izquierda: pré tratamiento. A. Foto 

clínica y dermatoscópica (cuadrado menor), donde es difícil apreciar el remanente tumoral; B. 

MCR. Presencia de “siluetas oscuras” confirmando la presencia de CBC infiltrante; C. TCO. 

Cordones finos tumorales que confirman morfológicamente la persistencia de tumor; D. TCO. 

Patrón vascular compatible con actividad tumoral. Derecha: post tratamiento; A. MCR. Foto 

clínica; B. MCR. Presencia de cicatriz; C. TCO con franca disminución del patrón vascular, sin 

apreciar criterios de carcinoma basocelular remanente.  (Fuente: Dra. Susana Puig) 

 



I. 2. TÉCNICAS DE DIAGNÓSTICO EX VIVO 

 

I. 2.1.  Microscopía confocal ex vivo  

 

La microscopia confocal ex vivo es una técnica de imagen que permite el 

análisis del tejido fresco, inmediatamente después de la extirpación, utilizando un 

microscopio confocal específico para esta función: el microscopio confocal ex vivo. 

Este microscopio confocal, produce una imagen del tejido extirpado en lugar de los 

cortes en parafina o en congelado, utilizados tradicionalmente para el diagnóstico 

histológico, permitiendo un diagnóstico inmediato intraoperatorio.  

 

A diferencia del microscopio confocal in vivo, dos láseres de diodo de 

diferentes longitudes de onda son utilizados para producir las imágenes del tejido: el 

láser de reflectancia y el de fluorescencia (actualmente de 638 ηm y de 488 ηm 

respectivamente).  

 

Sus mecanismos de captura de imagen son semejantes a los del microscopio 

confocal in vivo.  Los dos haces de luz del láser emitidos por el dispositivo se 

concentran en un mismo punto focal interconectado, después de pasar por un 

pequeño diafragma, y de que la luz reflejada por el tejido escaneado regrese y 

alcance el detector, pasando por un sistema de lentes y espejos que concentran los 

haces de luz. 

 

La resolución celular actual es de 1024 x 1024 pixeles, llegando hasta menos 

de 200 micras en profundidad (visualización óptima a 4 micras), con posibilidad de 

magnificación hasta alcanzar los 540 x por zoom digital.  Las imágenes también se 

reproducen en una escala del gris por las diferentes reflectividades de los tejidos, 



tanto en el láser de reflectancia como en el de fluorescencia. Sin embargo, en las 

imágenes obtenidas por el láser de fluorescencia, se aprecia un brillo intenso de los 

tonos de gris, diferente al obtenido por el de reflectancia (siendo este último más 

sutil). La superficie escaneada puede tener un tamaño de hasta 2.5 -3 cms x 2.5-3 cms.  

Se han usado diferentes longitudes de onda y tecnologías a lo largo del tiempo para 

el análisis de los tejidos ex vivo, hasta llegar a la 4ª generación de estos aparatos en 

el año 2018 (posteriormente al inicio de nuestro estudio en esta tesis).   

 

El primer dispositivo usado en el año 2000 fue el VivaScope 2000® (Lucid Inc.) 

que tenía apenas un láser de reflectancia de 1064 ηm, descrito por González S. y 

colaboradores.51,52 Posteriormente, el láser fue sustituido por un dispositivo de 

iluminación de 830 ηm, en el año 2003. Sin embargo, las imágenes obtenidas a partir 

del láser de reflectancia no eran adecuadas para diferenciar las estructuras 

histológicas de forma óptima.  Los tumores no se destacaban fácilmente del estroma 

circundante y las diferentes estructuras presentes en el tejido no podían ser 

reconocidas.52,53 Finalmente, en el año 2009, se introduce por primera vez el uso de 

un segundo láser, el láser de fluorescencia.  Este dispositivo tenía fuentes de luz de 

658 ηm y de 445 ηm, para mejorar el contraste entre los tejidos. En el año siguiente, 

el láser de 445 ηm fue sustituido por uno de 488 ηm, permaneciendo así hasta el año 

2017. A partir del año 2018, la tecnología ha experimentado cambios significativos, lo 

cual es el tema central de nuestra tesis. Uno de los avances destacados ha sido la 

implementación de la tecnología de "streapping", la cual ha posibilitado el escaneo 

simultáneo de tumores utilizando láseres de fluorescencia y de reflectancia. (Figura 

14, Tabla 1) 

 

Otro láser de microscopía confocal utilizado en dermatología es el HistoLog 

scanR MCF®.54 Este dispositivo tiene un solo láser de fluorescencia, de 488 ηm, y 



escanea una superficie mayor, de 8 x 8 cm lo que puede ser una ventaja en el estudio 

rápido de muestras de tumores de mayores dimensiones como en el cáncer de mama. 

Sin embargo, a diferencia del equipo multi-láser, la imagen final es de un único color 

púrpura. No existen estudios que comparen ambas técnicas. 

 

Dispositivo Año Laser Modo Área  Adquisición Objetivo FOV         Tiempo 

VS2000® 2001 1064ηm Reflectancia  Mosaico 10, 20, 30, 60, 

100X 

150-

2000 

μm 

5-6.5 

min 

VS2000® 2003  830 ηm Reflectancia  10x10mm Mosaico 30X 750μm  

VS2500 

Gen2® 

2009 830 ηm 

658 ηm 

445 ηm 

Reflectancia 

Fluorescencia 

Fluorescencia 

16x16mm Mosaico 25X 750μm 9 min 

VS2500 

Gen2® 

2010 830 ηm 

658 ηm 

488 ηm 

Reflectancia 

Fluorescencia 

Fluorescencia 

16x16mm Mosaico 25X 750μm  

VS2500 

Gen3® 

2014  830 ηm 

658 ηm 

488 ηm 

Reflectancia 

Fluorescencia 

Fluorescencia 

20x20mm Mosaico 25X 635μm  

VS2500 

Gen4® 

2018 785 ηm 

488 ηm 

Reflectancia 

Fluorescencia 

25x25mm Líneas 38X 500μm 

 

 

VS2500 

Gen4® 

2020 638 ηm 

488 ηm 

Reflectancia 

Fluorescencia 

25x25mm Líneas 38X 500μm 

 

2-3 min 

 

Tabla 1. Evolución de microscopios confocales Vivascope®. No es hasta la 4ª generación que 

se obtienen imágenes con H&E digital y tecnología de “streapping.” (Adaptado de Pérez-

Anker et al., 2022)55  

 

 

         



, 

 

Figura 14. Primeros prototipos (izquierda) creados por el doctor Milind Rajadhyaksha y 

colaboradores. Primeros dispositivos de uso clínico (derecha) de confocal ex vivo Vivascope®. 

(Fuente: imágenes cedidas por Milind Rajadhyaksha) 

 

  En la MCev, a diferencia del MCR, es necesario utilizar un agente de 

tinción antes de escanear el tejido, para destacar los núcleos y diferenciarlos del 

estroma circundante, facilitando el diagnóstico de las muestras.   En este sentido, se 

han descrito diferentes protocolos de tinción. El ácido acético fue la primera tinción 

utilizada en el pasado por los pioneros en el desarrollo y aplicación clínica de esta 

técnica, el equipo de González S. y colaboradores.53 Desafortunadamente, ésta 

limitaba la visualización de imágenes monocromáticas, especialmente de pequeños 

remanentes tumorales como los micronódulos de CBC.53,56 

 

Con el fin de superar este inconveniente, se ha probado teñir con naranja de 

acridina a una concentración de 1 mmol L, desde la introducción del láser de 

fluorescencia.57 Esta, se utiliza como un agente de contraste fluorescente que penetra 

con afinidad nuclear, marcando selectivamente el ácido nucleico (fluorescencia verde) 



y el ARN (fluorescencia roja), permitiendo que los mismos se destaquen de resto del 

tejido, brillando en el modo de fluorescencia. (Figura 15)57-63 

  

Se han propuesto otras tinciones con el objetivo de lograr una mejor 

visualización de los núcleos: la fluoresceína al 0,4%, azul nilo al 0,2 mg/mL en etanol 

70%, el azul patente al 0,4mg/ml y el azul de metileno a 2 mg/mL, el cloruro de 

aluminio, entre otros. Sus resultados, sin embargo, aún no han superado al de la 

naranja de acridina.54 

 

Una de las principales ventajas de la microscopía confocal ex vivo, es el análisis 

rápido de la morfología celular del tejido extirpado sin ningún procedimiento 

estándar de histopatología convencional previo al procesamiento de la pieza. Ha sido 

aplicada y fundamentalmente descrita para la cirugía de Mohs, sobre todo para los 

carcinomas basocelulares desde 2003.64 Su utilización en cirugía de Mohs ha 

permitido ahorrar al menos 1/3 del tiempo comparado con el Mohs tradicional.62 

 

Se han descrito en distintos trabajos los criterios diagnósticos para algunos 

tumores en el modo de Fluorescencia. En el carcinoma basocelular, se observa la 

presencia de empalizada, hendidura peri tumoral, pleomorfismo nuclear, aumento de 

la relación núcleo/citoplasma y la presencia de estroma peri tumoral.58 (Figura 15) 

 

Posteriormente, se han descrito los hallazgos morfológicos encontrados en 

otros tipos de cáncer de piel como el carcinoma espinocelular y en lesiones 

melanocíticas.54,60 También se ha aplicado para el control de tratamientos no 

quirúrgicos de carcinoma basocelular, para la diferenciación de lesiones orales 

potencialmente malignas, para la diferenciación de tumores no melanocíticos de uñas 



en el intraoperatorio y para describir lesiones inflamatorias, como la infección por virus 

del Herpes.6 

 

Se han reportado tasas de sensibilidad del 88% y de especificidad del 99% en 

cirugía de Mohs, para carcinoma basocelular.54,58,60 Sin embargo, una de las mayores 

dificultades evidenciadas es la diferenciación de pequeños remanentes de tumor con 

estructuras normales de la piel, como la unidad pilosebácea, en colores 

monocromáticos. Otro gran desafío es poder lograr un aplanamiento correcto de la 

muestra a ser escaneada, siendo esta etapa fundamental para lograr la representación 

completa de todo el espécimen y, por lo tanto, un diagnóstico correcto.  

 

Por todas estas aplicaciones en el ámbito de la patología, así como por la 

adecuada representación morfológica de los tejidos, esta técnica de imagen se 

presenta, por primera vez, como una alternativa potencial para el análisis histológico. 

Puede, en un futuro, llegar a ser un método alternativo a los histológicos tradicionales 

realizados en congelado o en parafina en la rutina asistencial.    

 

Por otro lado, en la última generación de dispositivos VS 2500 4G se ha 

conseguido la fusión de imágenes y la tinción digital reproduciendo la tinción 

histológica de H&E. La técnica de fusión de MCeV tiene como objeto facilitar la 

identificación de las características citológicas y arquitecturales de los tejidos y 

mejorar el diagnóstico. Este trabajo de tesis ha permitido desarrollar y en última 

instancia, validar esta tecnología. 

 

 

 

 



 

         

     

Figura 15. Imágenes de carcinoma basocelular con MCeV, obtenida con láser de 

fluorescencia, teñido con naranja de acridina 1 mmol L. Flecha amarilla: Hendidura peri 

tumoral y empalizada periférica. Flecha roja: Islas tumorales. Asterisco rojo: Fluorescencia. 

Triangulo verde: Aumento de relación núcleo citoplasma. A. La hendidura peri tumoral y la 

empalizada periférica son marcadas; B. Isla tumoral bien delimitada, con presencia de 

fluorescencia característica, de diferente intensidad en relación con el estroma; C. Detalles 

de carcinoma basocelular micronodular. Se observa empalizada, hendidura peri tumoral y 

aumento de la relación núcleo-citoplasmática. (Fuente: (A) Javiera Pérez-Anker; (B y C) 

Adaptado de Bennàssar et al., 2013)58 

 



I.3. FUNDAMENTOS DEL ESTUDIO 

 

El desarrollo de estas tecnologías descritas no sólo ha permitido mejorar la 

precisión diagnóstica, si no que, además, ha permitido realizar diagnósticos rápidos 

instantáneos que antaño requerían necesariamente un procesado de laboratorio 

laborioso. Por otro lado, han demostrado ayudar en el mapeo y delimitación de 

lesiones, en la estadificación y en la monitorización, estandarización y comparación 

de los tratamientos.  

 

Estas técnicas, han abierto un campo totalmente nuevo de estudio en 

diferentes áreas de la dermatología y de la patología. Las imágenes morfológicas y 

citológicas han permitido entender procesos de respuesta al tratamiento y patrones 

de “comportamiento” patológico in vivo, antes incomprendidos.   

 

Esta tesis se centra en el estudio de dos de las tecnologías mencionadas: la 

TCO-LC y la MCeV y su correlación con la dermatoscopia, la MCR y la histopatología. 

Por todo esto, se ha hecho necesario ampliar el conocimiento en las últimas 

tecnologías de imagen, investigando nuevas aplicaciones y describiendo los hallazgos 

en patologías aun no descritas. Asimismo, ha sido fundamental aprender a conocer 

sus límites actuales y de proponer soluciones y aplicaciones futuras.   

 



II. HIPÓTESIS 

 

Las técnicas de tomografía de coherencia óptica de campo lineal y de 

microscopía confocal ex vivo son útiles en el diagnóstico de tumores de la piel y las 

características morfológicas encontradas en estas técnicas se correlacionan con los 

hallazgos en dermatoscopia, microscopía confocal de reflectancia e histología 

convencional.    

 

III. OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL  

 

Describir las características morfológicas de lesiones tumorales cutáneas 

(epiteliales y melanocíticas) en tomografía de coherencia óptica de campo lineal y 

microscopía confocal ex vivo y correlacionar estos hallazgos con los encontrados en 

dermatoscopia, microscopía confocal de reflectancia e histología convencional. 

 

 



OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

TCO-CL: 

 

- Describir las principales estructuras morfológicas de las lesiones 

melanocíticas benignas, atípicas y malignas en la TCO-CL y compararlas con 

las encontradas en MCR e histología convencional. 

- Describir los hallazgos dermatoscópicos encontrados en lesiones 

melanocíticas, y correlacionarlos con sus respectivos hallazgos morfológicos en 

la TCO-CL.  

- Describir los criterios diagnósticos de la TCO-CL para el reconocimiento de 

lesiones melanocíticas benignas, atípicas y malignas. 

- Desarrollar un algoritmo de IA para el reconocimiento y diferenciación a nivel 

celular, entre campo de cancerización y queratosis actínicas, en la TCO-CL.  

 

MCev: 

-  Describir un nuevo protocolo de tinción para la MCev y compararlo con los 

ya existentes.  

-   Desarrollar un algoritmo en AI para mejorar la tinción digital en MCev.   

- Diseñar un dispositivo que permita aplanar las muestras que serán 

escaneadas por la MCev, de forma más eficaz. 

-  Desarrollar un protocolo estandarizado de trabajo para obtener imágenes 

reproducibles y de mejor calidad en la MCev. 

 

  

 



IV. MATERIAL Y MÉTODOS, RESULTADOS, PUBLICACIONES  

 

PUBLICACIÓN Nº 1:65  

 

Evaluación morfológica de lesiones melanocíticas con tomografía de coherencia 

óptica de campo lineal en 3 dimensiones: correlación con histología y microscopía 

confocal de reflectancia. Un estudio piloto.  

 

Morphologic evaluation of melanocytic lesions with three-dimensional line-field 

confocal optical coherence tomography: correlation with histopathology and 

reflectance confocal microscopy. A pilot study. 

 

Javiera Pérez-Anker, Susana Puig, Llucia Alos, Adriana García, Beatriz Alejo, Elisa 

Cinotti, Carmen Orte Cano, Linda Tognetti, Clement Lenoir, Jilliana Monnier, Natalia 

Machuca, Paola Castillo, Pau Rosés Gibert, Pietro Rubegni, Mariano Suppa, Jean Luc 

Perrot, Veronique del Marmol, Josep Malvehy.  

 

Clinical and Experimental Dermatology (2022) 47, pp2222-2233.  

 

Factor de impacto: 3.47 

 

Resumen 

Antecedentes: La TCO-CL es una nueva técnica de diagnóstico in vivo que 

proporciona, en tiempo real, imágenes con resolución celular. Alcanza una 

profundidad aproximada de 400 μm, tanto en el plano horizontal, como en el vertical 

y en 3D. Las características morfológicas encontradas en los diferentes subtipos de 



lesiones melanocíticas (benignas, atípicas y malignas) y su correlación con la 

histopatología y la MCR todavía no se han estudiado. 

Objetivos: Describir las características morfológicas de las lesiones melanocíticas en 

TCO-CL y correlacionarlas con los correspondientes hallazgos en la histología (en las 

imágenes verticales) y en MCR (en las imágenes horizontales).   

Métodos: Se tomaron imágenes, in vivo, de lesiones melanocíticas seleccionadas 

benignas, atípicas y de diferentes tipos de melanomas con MCR y TCO-CL, en el 

Hospital Clínic de Barcelona. El área mínima escaneada con MCR fue de 4 mm x 4 mm 

(Vivablocks) y en 4 profundidades (estrato granuloso, suprabasal, unión 

dermoepidérmica y dermis superior). En TCO-CL, se escanearon, como mínimo, 3 

cubos en 3D. Las secciones horizontales, verticales y los cubos 3D de TCO-CL fueron 

comparados con los obtenidos con MCR e histopatología. La comparación entre 

TCO-CL, histología y MCR fue realizada a nivel celular, con una precisión de ~5 μm 

(los mismos núcleos se midieron en X, Y y Z). Las imágenes fueron evaluadas por tres 

observadores con experiencia en MCR e histopatología. 

Resultados: Doce tumores melanocíticos (2 melanomas in situ, 2 melanomas invasivos, 

4 nevus atípicos, 2 nevus intradérmicos, un nevus compuesto y un nevus de la unión) 

fueron incluidos. Se observó una alta correlación entre MCR, histología y TCO-CL en 

cada tumor. Se obtuvieron imágenes en 3D de lesiones melanocíticas, con resolución 

celular, que permitieron, por primera vez, una comprensión de la arquitectura 

tridimensional de las mismas. Se observaron similitudes entre TCO-CL y MCR 

respecto a los criterios diagnósticos previamente descritos en la literatura, tanto en la 

arquitectura (nidos de células melanocíticas, patrón en anillas y patrón en malla), 

cuanto en detalles celulares (como células dendríticas y pagetoides). La principal 

ventaja del diagnóstico por MCR fue la capacidad de producir escaneos más grandes 

de la lesión, usando mosaicos (con una sonda fija) en comparación a la sonda portátil 

del TCO-CL. Respecto a los cortes verticales, las principales características 



morfológicas y citológicas también fueron observadas en TCO-CL y comparadas con 

la histología convencional.  

Conclusiones: La TCO-CL nos permitió la descripción arquitectural y celular de 

diferentes tipos de lesiones melanocíticas en vertical, horizontal y en 3D. Además, 

mostró una alta correlación con la histopatología (cortes verticales) y la MCR 

(secciones horizontales) en lesiones melanocíticas. Los criterios diagnósticos en MCR 

fueron similares a los encontrados en TCO-CL. 

 



 



 

 



 



 



 



 

 



 



 



 



 

 



 



 



PUBLICACIÓN Nº 2:66 

 

Comprendiendo la anatomía de la dermatoscopia de los tumores melanocíticos de la 

piel: correlación in vivo con la tomografía de coherencia óptica de campo lineal. 

 

Understanding anatomy of dermoscopy of melanocytic skin tumors: correlation in vivo 

with line-field optical coherence tomography. 

 

Simone Soglia *, Javiera Pérez-Anker *, Raquel Albero,  LLucia Alos, Veronique Berot, 

Paola Castillo, Elisa Cinotti, Veronique del Marmol, A Fakih, Adriana García, Clement 

Lenoir, Jilliana Monnier, Jean Luc Perrot, Susana Puig, Pietro Rubegni, F Skowron, 

Mariano Suppa, Linda Tognetti, M. Venturini, Josep Malvehy. 

 

J Eur Acad Dermatol Venereol. 2023 Dec 22;00:1-11.doi: 10.1111/jdv.19771. Epub 

ahead of print. PMID: 38131528. 

 

Factor de impacto: 9.228 

 

Resumen: 

Antecedentes: La detección temprana del melanoma es el principal factor que afecta 

su pronóstico y supervivencia. Por esta razón, se han propuesto tecnologías no 

invasivas para obtener un diagnóstico más preciso. 

Recientemente, se ha desarrollado la tomografía de coherencia óptica de campo 

lineal (TCO-CL), que permite ver imágenes in vivo con resolución celular en 3 

dimensiones. Al combinar las ventajas de la TCO convencional y de la microscopía 

confocal de reflectancia, esta herramienta parece ser especialmente adecuada para 

las lesiones melanocíticas. 



Objetivos: El objetivo de este estudio fue identificar y describir la correlación entre 

criterios dermatoscópicos específicos y características de TCO-CL en 3 dimensiones 

en lesiones melanocíticas. 

Métodos: Se adquirieron imágenes dermatoscópicas y de TCO-CL de 126 lesiones 

melanocíticas en tres centros diferentes. Se consideraron los siguientes criterios 

dermatoscópicos: patrón reticular, puntos y glóbulos, áreas sin estructura, velo azul 

blanquecino, estructuras de regresión, red negativa, patrón homogéneo, 

proyecciones, manchas. 

Resultados: Se analizaron 69 (55%) lesiones benignas y 57 (45%) lesiones malignas. Se 

encontró que un patrón reticular regular se asociaba en el 75% de los casos con la 

presencia de crestas alargadas con células pigmentadas a lo largo de la capa basal, 

mientras que un patrón reticular atípico mostraba una organización irregular de las 

crestas con una hiperplasia melanocítica, crestas ensanchadas y fusionadas y nidos 

alargados. Tanto los puntos y glóbulos típicos como los atípicos se asociaron con 

nidos melanocíticos en la dermis o en la unión dermoepidérmica (UDE), así como con 

quistes de queratina/pseudoquistes. Los glóbulos grises correspondían a la presencia 

de células inflamatorias dérmicas que contenían melanina (melanófagos) dentro de 

las papilas. Las áreas sin estructura marrones/negras se correlacionaron con 

alteraciones de la UDE. Observamos las mismas alteraciones de la UDE, pero con la 

presencia de melanófagos dérmicos, en el 36% de los casos de áreas sin estructura 

azules/blancas/grises. Se realizó una descripción de cada correlación TCO-

CL/dermatoscopia. 

Conclusiones: TCO-CL permitió, por primera vez, realizar una correlación in vivo en 3 

dimensiones entre criterios dermatoscópicos y características patológicas de las 

lesiones melanocíticas. 

 

 



 

 

 

 



 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



PUBLICACIÓN Nº3:67  

 

Criterios diagnósticos para lesiones melanocíticas en Tomografía de Coherencia 

Óptica Lineal. 

 

Criteria for melanocytic lesions in LC-OCT. 

 

Javiera Pérez-Anker, Simone Soglia, Clement Lenoir, Raquel Albero, Llucia Alos, 

Adriana García, Beatriz Alejo, Elisa Cinotti, Carmen Orte Cano, Cyril Habougit, 

Christian Dorado Cortes, Luca Pellegrino, Lida Tognetti, Paola Castillo, Pietro 

Rubegni, Mariano Suppa, Jean Luc Perrot, Veronique del Marmol, Susana Puig, J. and 

Josep Malvehy. 

 

J Eur Acad Dermatol Venereol., 2023, Submitted revision January 28, 2024. Under 

review 

 

Factor de impacto: 9.228 

 

Resumen 

Antecedentes: La tomografía de coherencia óptica lineal de campo de línea (TCO-CL) 

es una novedosa herramienta de diagnóstico que permite un alcance en la 

profundidad de la imagen de aproximadamente ~400 μm, y la obtención de un cubo 

tridimensional (3D) con resolución celular. Hasta donde sabemos, solo hay un número 

limitado de artículos que han informado criterios diagnósticos para lesiones 

melanocíticas utilizando esta técnica, y ninguno de ellos ha sido multicéntrico. 

Objetivos: Nuestro objetivo fue establecer los criterios diagnósticos para lesiones 

melanocíticas utilizando TCO-CL e identificar las características arquitectónicas y 

citológicas más significativas asociadas con la malignidad. 



Métodos: Se realizó una evaluación retrospectiva de 80 lesiones melanocíticas 

consecutivas de un conjunto de datos prospectivo y multicéntrico que abarcaba tres 

centros europeos. Se excluyeron las lesiones faciales, acrales y mucosas del estudio. 

Las imágenes dermoscópicas y de TCO-CL fueron evaluadas por consenso de cuatro 

observadores. Se empleó una regresión logística multivariante y se desarrolló un 

modelo de árbol de inteligencia artificial para determinar los criterios más relevantes 

para distinguir nevos benignos del melanoma. Se compararon los dos métodos en 

cuanto a su rendimiento. 

Resultados: Los principales criterios diagnósticos para el melanoma incluyen: la 

detección de >10 células pagetoides en la adquisición 3D, arquitectura epidérmica 

irregular en 3D, desorden en la unión dermoepidérmica (UDE) y hendidura. Los 

factores de riesgo significativos basados en ambos análisis fueron: arquitectura 

epidérmica irregular en 3D, >10 células pagetoides, células dendríticas en la UDE sin 

inflamación subyacente. Nuevos criterios de malignidad encontrados únicamente en 

imágenes verticales: rotura de la UDE y hendidura alrededor de los nidos de 

melanocitos atípicos. Las características exclusivas del melanoma fueron: nidos 

epidérmicos, consumo epidérmico, nidos dérmicos densos con atipia celular. Las 

características protectoras en ausencia de indicadores de malignidad fueron: patrón 

de anillo UDE, patrón en empedrado, crestas alargadas, UDE bien definida y patrón 

en onda (en imagen vertical). 

Conclusiones: Se han establecido una serie de criterios diagnósticos para la 

identificación de lesiones melanocíticas con TCO-CL. La validación de estos criterios 

en la práctica clínica a través de futuros estudios es esencial para establecer aún más 

su utilidad.  



 



 

 



 

 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 

 



 

 



 



 



 

 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 

 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 

 



PUBLICACIÓN Nº 4:68  

 

Hendidura: ¿predictor de malignidad melanocítica? 

 

Clefting: predictor of melanocytic malignancy? 

 

Javiera Pérez-Anker, Simone Soglia, Susana Puig, Raquel Albero, Adriana García, 

Beatriz Alejo, Elisa Cinotti, Carmen Orte Cano, Cyril Habougit, François Skowron, Luca 

Pellegrino, Lida Tognetti, Clement Lenoir, Paola Castillo, Pietro Rubegni, Mariano 

Suppa, Jean Luc Perrot, Veronique del Marmol, * Llucia Alos, *Josep Malvehy. 

 

Br J Dermatol. 2023. Submitted revision March 2024. Under review. 

Factor de impacto: 10.03 

 

Resumen 

Antecedentes: La tomografía de coherencia óptica confocal de campo lineal (TCO-

CL) proporciona imágenes in vivo con resolución celular en lesiones melanocíticas. La 

hendidura alrededor de los nidos de células melanocíticas aún no ha sido descrita en 

técnicas de imagen in vivo como MCR o TCO-CL, ni ha sido asociada con malignidad 

e invasión. 

Objetivos: Nuestro objetivo fue describir la característica "hendidura" que rodea los 

nidos de melanocitos y correlacionarla con la histopatología y la MCR. 

Métodos: Se escanearon con TCO-CL lesiones melanocíticas benignas, atípicas y 

malignas consecutivas, recogidas en el Hospital Clínic de Barcelona, el Hôpital 

Erasme y el Hospital Universitario de Saint-Etienne. Se revisaron las imágenes de 

lesiones corporales y faciales para describir los criterios de estudio. Sólo se 

seleccionaron lesiones con un diagnóstico inequívoco (clínica o histológicamente). 



Resultados: Se halló una hendidura en 36 de las 200 lesiones analizadas. Estuvo 

presente en 28 de los 70 melanomas (40%) y en 8 de las 130 lesiones benignas (6%). 

La razón de probabilidad de malignidad para la presencia de hendidura en una lesión 

melanocítica fue de 10,03 (IC 4,07 – 27,5; p < 0,001). La magnitud de la fisura también 

mostró diferencias significativas: la fisura marcada estuvo presente en 17 de los 70 

melanomas (24 %) y sólo en 2 lesiones benignas (2 %), con un OR 20,22 (IC 4,55 – 186,2; 

p<0,001). No se observaron diferencias en cuanto a la presencia de esta característica 

en diferentes topografías. Este criterio se asoció fuertemente a otras características 

malignas como: el consumo de la epidermis, nidos en la epidermis y disrupción de la 

unión dermoepidérmica. 

Conclusiones: Este estudio demuestra, por primera vez en técnicas de imagen in vivo, 

que este criterio no es un artefacto creado por la preparación de la muestra, sino una 

característica específica relacionada con la malignidad. Además, la hendidura 

marcada aparentemente se asocia con una invasión más profunda de melanoma. 

 

 



 

 

 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 





 



 

 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 

 



PUBLICACIÓN Nº 5:69   

 

Puntuación no invasiva de atipia celular en imágenes de TCO-CL en 3D de tumores 

queratinizantes utilizando Deep Learning 

 

Non invasive scoring of cellular atypia in keratinocyte cancers in 3D LC TCO images 

using Deep Learning 

 

Sébastien Fischman, Javiera Pérez-Anker, Linda Tognetti, Angelo Di Naro, Mariano 

Suppa, Elisa Cinotti, Théo Viel, Jilliana Monnier, Pietro Rubegni, Veronique del 

Marmol, Josep Malvehy, Susana Puig, Arnaud Dubois, Jean Luc Perrot. 

 

Sci Rep. 2022 Jan 10;12(1):481. doi: 10.1038/s41598-021-04395-1  

Factor de impacto: 5.133 

 

Resumen 

Antecedentes: El diagnóstico histopatológico es el “método estándar” para la 

detección del cáncer de piel y se basa en la presencia o ausencia de biomarcadores 

y de atipia celular. Sin embargo, alguno de los inconvenientes es que requiere una 

gran experiencia y mucho tiempo en su ejecución. Además, la noción de atipia o de 

displasia celular usadas para el diagnóstico es muy subjetiva, habiendo poca 

concordancia entre evaluadores reportada en la literatura. Por último, la histología 

requiere la realización de una biopsia, que es un procedimiento invasivo y que además 

obtiene solo una pequeña muestra de la lesión, siendo insuficiente en el contexto de 

grandes campos de cancerización.  

Objetivos: Demonstrar que los criterios de atipia celular se pueden definir y cuantificar 

objetivamente, con métodos in vivo, no invasivos, en 3D. 



Métodos: Entrenar un algoritmo de aprendizaje profundo (AP) para segmentar 

núcleos de queratinocitos (KC) a partir de imágenes 3D de TCO-CL. Para esto, se 

realizaron segmentaciones y se obtuvieron parámetros métricos cuantitativos, 

reproducibles y biológicamente relevantes para describir los núcleos de los KC 

individualmente.  

Resultados: Mostramos que, usando esos parámetros métricos cuantitativos, se 

pudieron derivar definiciones simples y otras más complejas de atipia, para 

discriminar entre pieles sanas y patológicas, logrando puntajes de área bajo la curva 

ROC (AUC) superiores a 0.965, superando en gran medida a los expertos médicos en 

la misma tarea con un ABC de 0,766.  

Conclusiones: En conjunto, nuestro enfoque y hallazgos abren la puerta a un control 

cuantitativo preciso de las lesiones cutáneas y de la evaluación de tratamientos, 

ofreciendo una herramienta no invasiva prometedora para estudios clínicos, 

ayudando a determinar la potencial gravedad de una lesión o incluso para observar 

la evolución de las lesiones precancerosas a cancerosas a lo largo del tiempo. 

 

 



 

 



 

 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 

PUBLICACIÓN Nº 6:70 

 

Caracterización del carcinoma basocelular mediante microscopía confocal ex vivo de 

fusión: un cambio prometedor en la histopatología cutánea. 

Basal cell carcinoma characterization using fusion ex vivo confocal microscopy: a 

promising change in conventional skin histopathology. 

 

Javiera Pérez-Anker, Simone Ribero, Oriol Yélamos, Adriana García-Herrera, Llúcia 

Alos, Beatriz Alejo, Marc Combalia, David Moreno-Ramírez, Josep Malvehy, Susana 

Puig 

 

Br J Dermatol. 2020 Feb;182(2):468-476. doi: 10.1111/bjd.18239. 

Factor de impacto: 9.302 

 

Resumen 

Antecedentes: La MCev trabaja bajo dos modos de visualización, la fluorescencia y la 

reflectancia, lo que permite la visualización de diferentes estructuras en cada láser. El 

láser de fluorescencia (MCF) requiere un agente de contraste y se ha utilizado para el 

análisis de carcinomas basocelulares (CBC) durante la cirugía de Mohs. Por el 

contrario, el láser de reflectancia (MCR) se usa principalmente para el diagnóstico in 

vivo de tumores cutáneos equívocos. Recientemente, se ha desarrollado un nuevo 

microscopio confocal ex vivo más rápido, que utiliza simultáneamente ambos láseres 

(modo de fusión). 

Objetivos: Describir las características del CBC identificadas en los modos de 

reflectancia, fluorescencia y fusión, utilizando este novedoso dispositivo. Determinar 



el mejor modo de identificar las características del CBC. Desarrollar un nuevo 

protocolo de tinción para mejorar la visualización del CBC en los diferentes modos. 

Métodos: Desde septiembre de 2016 hasta junio de 2017, incluimos 

prospectivamente CBCs consecutivos, que fueron extirpados mediante cirugía de 

Mohs en nuestro servicio. Las lesiones se evaluaron usando MCev después de la 

cirugía de Mohs. Las muestras se tiñeron primero con naranja de acridina y luego se 

tiñeron con ácido acético y naranja de acridina para ser comparadas.  

Resultados: Incluimos 78 CBCs (35 infiltrantes, 25 nodulares, 12 micronodulares, 6 

superficiales). La mayoría de las características se visualizaron mejor con el modo de 

fusión, utilizando la doble tinción. También identificamos nuevas características 

MCev, como las células dendríticas y los macrófagos, que no se habían informado 

anteriormente en esta técnica. 

Conclusiones: Nuestros resultados sugieren que las características de los núcleos se 

visualizan mejor en MCF, pero el citoplasma y el estroma circundante se visualizan 

mejor en MCR. Así, la evaluación simultánea de reflectancia y fluorescencia parece ser 

beneficiosa debido a su efecto complementario y la doble tinción permite la 

percepción de estructuras antes no observadas. 

 

 





 



 



 



 



 



 



  



 



Supplementary material  

Supplementary document: 

Optimised Standard Operating Procedure for Dual Staining in Fusion Ex vivo 

Confocal Microscopy (Vivascope 2500 4Gen) 

Supplementary figure 1:  

Schematic diagram of the final optimised protocol proposed for fusion ex vivo 

confocal microscopy. 

Abbreviations: AO, acridine orange, AA, acetic acid; MCF, fluorescence confocal 

microscopy; MCR, reflectance confocal microscopy; s, seconds. 

Supplementary Figure 2. Infiltrating basal cell carcinoma. Digital stain.  

Fig S1. Schematic diagram of the final optimized protocol proposed for fusion ex vivo 

confocal microscopy. 

 

Fig S2. Peritumoral stromal reaction. Stromal differences in distinct lasers and stain 

protocols. Right column acridine orange + acetic acid. Left column: acridine orange. 

(a, a1) Fluorescence confocal microscopy. (b, b1) Reflectance confocal microscopy. (c, 

c1) Fusion confocal microscopy. 

 

Fig S3. Basal cell carcinoma in fusion mode previously processed with acetic acid and 

acridine orange stain protocol. Visualized with digital staining. 

 

Table S1. Detection of different confocal microscopy features using different stains 

and confocal laser modes. 

 



Table S2. P-values for the different laser modes with acridine range + acetic acid. 



Optimised Standard Operating Procedure for Dual Staining in Fusion Ex vivo Confocal 

Microscopy (VivaScope 2500 4Gen) 

1. Excise the tissue from the patient. The fresh specimen can be directly 

processed for confocal microscopy or frozen if needed for Mohs surgery. If 

frozen, thaw the specimen before processing and scanning the sample 

2. Immerse the specimen in 1 mmol L-1 Acridine Orange for 20 seconds 

3. Wash the tissue in saline solution for 20 seconds 

4. Immerse the specimen in acetic acid 50% for 20 seconds 

5. Wash the tissue in saline solution for 20 seconds 

6. Place the specimen in a conventional histopathology slide 

7. Apply two pieces of reusable adhesive putty in each border of the slide 

8. Place a thick coverslip or a clean slide on top of the specimen in order to 

flatten the tissue. The specimen should be in the middle of the two glasses 

and between the two pieces of adhesive putty 

9. Scan the specimen in the ex vivo confocal microscope (VivaScope 2500 4th 

Gen) in fusion mode (with both simultaneous fluorescence and reflectance 

lasers) 

10. Once scanned, if conventional histopathology techniques are necessary, 

the specimen can be placed directly in a container with 10% formalin and 

processed according to clinical practice 

 

 

 

 

 

 



  

  



                                            

 

 

 



 

 

 

 

 

 



PUBLICACIÓN Nº 7:71 

 

Una opción rápida y eficaz para el aplanamiento de tejidos: eficacia y optimización 

del tiempo en microscopia confocal ex vivo. 

 

A fast and effective option for tissue flattening: Optimizing time and efficacy in ex vivo 

confocal microscopy.  

 

Javiera Pérez-Anker, Susana Puig, Josep Malvehy. 

 

J Am Acad Dermatol. 2020 May;82(5):e157-e158. doi: 10.1016/j.jaad.2019.06.041. 

Epub 2019 Jun 28.  

Factor de impacto: 11.527 

 

Resumen 

Antecedentes: Uno de los grandes desafíos en microscopía confocal ex vivo es lograr 

la visualización y representación completa del tejido a ser escaneado. Si el tejido no 

contacta totalmente con el portaobjetos, la pieza no queda 100% representada 

durante el escaneo.  Hasta el momento ningún dispositivo era capaz de lograr esto 

de forma rápida y eficaz. 

Objetivos: Proponer un dispositivo que permita aplanar la pieza de forma rápida y 

eficaz.  

Métodos: Se desarrolló un modelo de dispositivo experimental, mediante imanes 

adheridos a un portaobjeto, complementado con el uso de esponjas, para aplanar las 

piezas a ser escaneadas por microscopía confocal ex vivo. 



Resultados: Las piezas pudieron ser aplanadas rápidamente y el tejido contactó con 

la superficie del portaobjetos, utilizando imanes de diferentes fuerzas y esponjas de 

diferentes densidades, de acuerdo con el tejido a ser escaneado.  

Conclusiones: Se logró demostrar que el dispositivo propuesto era capaz de aplanar 

las piezas a ser escaneadas de forma rápida y eficaz. 
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PUBLICACIÓN Nº 8:73   

 

Seis pasos para la obtención de un escaneo óptimo en microscopía confocal ex vivo.  

 

Six steps to reach optimal scanning in ex vivo confocal microscopy.  

 

Javiera Pérez-Anker, Agustí Toll, Susana Puig, Josep Malvehy. 

 

J Am Acad Dermatol. 2022 Jan;86(1):188-189. doi: 10.1016/j.jaad.2021.01.044. Epub 

2021 Jan 19.  

Factor de impacto: 11.527 

 

Resumen 

Antecedentes: La microscopía confocal ex vivo permite el escaneo de tejido en 

tiempo real, con resolución celular. Sin embargo, no siempre se logran imágenes que 

permitan esta resolución.  

Objetivos: Proponer una secuencia de pasos consecutivos a seguir, para lograr un 

método estandarizado de escaneo de muestras.  

Métodos: Se propusieron 6 pasos a ser realizados: extirpar el tejido de forma 

adecuada, preparar el tejido a ser escaneado, teñir el espécimen de acuerdo con el 

tejido a ser escaneado, aplanar la muestra de forma precisa, encontrar el punto “cero” 

correctamente y ajustar el tono y color apropiados para el escaneo. 

Resultados: Se escanearon tejidos con el método sugerido y las muestras lograron su 

adecuada representación, obteniendo imágenes de forma rápida, estandarizada y 

con resolución celular.  



Conclusiones: Se demostró que, siguiendo la secuencia propuesta, se pudo lograr un 

método estandarizado de escaneo de tejidos con microscopía confocal ex vivo. 

 



 



 

PUBLICACIÓN Nº 9.74 

Precisión diagnóstica de microscopia confocal ex vivo con tinción digital en el 

diagnóstico del carcinoma escamoso mediante biopsias.   

Diagnostic accuracy of ex vivo confocal microscopy with digital stain for squamous cell 

carcinoma in skin biopsies 

 

Nelson Lobos-Guede, Carlos Toloza Salech, Raquel Albero-González, Paola Castillo, 

Shirley Zamora, Edgard Larotta, Llucia Alós, Adriana García, Simone Soglia, Agusti 

Toll, Susana Puig, Josep Malvehy and Javiera Pérez-Anker 

 

Eur Acad Dermatol Venereol. 2024. Under Review. 

Factor de impacto: 9.228 

 

Resumen 

 

Antecedentes: La microscopía confocal ex vivo permite el examen del tejido recién 

extirpado peri operatoriamente y proporciona imágenes rápidas de alta resolución 

comparables a la histopatología convencional. 

Objetivos: Evaluar la precisión diagnóstica del diagnóstico de carcinoma de células 

escamosas cutáneas (CSCC) y describir algunas de sus características diagnósticas 

histológicas críticas en biopsias recién extirpadas con un nuevo método de 

microscopía confocal ex vivo en modo de fusión (MCFu) utilizando tinción digital. 

Métodos: Se biopsiaron tumores cutáneos consecutivos sospechosos de CSCC por 

examen clínico y dermoscópico y se analizaron con MCFu. Las características 

diagnósticas más representativas se compararon con su imagen correspondiente de 



hematoxilina y eosina (H&E) en parafina convencional. Las imágenes fueron evaluadas 

por dos patólogos sin experiencia previa en MCFu y por un cirujano de Mohs con más 

de cinco años de experiencia en MCFu. Se evaluó la precisión diagnóstica de los 

mosaicos de MCFu, tanto diagnóstica como de cada característica de H&E presente. 

Resultados: Se incluyeron 59 CSCC confirmados histológicamente con 223 mosaicos 

de 41 pacientes y 55 mosaicos de 7 lesiones benignas/premalignas confirmadas 

histológicamente en 16 pacientes. La precisión diagnóstica del CSCC por parte de los 

patólogos y el cirujano de Mohs fue respectivamente: Sensibilidad (SE) 91%/96%, 

Especificidad (SP) 85%/94%, Valor Predictivo Positivo (PPV) 95%/98% y Valor Predictivo 

Negativo (NPV) 75%/89%. Las características diagnósticas de H&E también tuvieron 

una alta SE y SP con un valor de p <0,05 en todas ellas. Otras variables, como la 

desmoplasia, la disqueratosis y las figuras mitóticas, tuvieron una correlación 

deficiente con los hallazgos histopatológicos. 

Conclusiones: Los mosaicos de MCFu mostraron un rendimiento similar al de H&E en 

el diagnóstico de CSCC, capturando eficazmente la mayoría de las características 

diagnósticas clave. Además, los patólogos sin experiencia lograron una fuerte 

concordancia con los diagnósticos de histología convencional. 



 



 

 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 



 

 

 



 

 

 



 

 



 

 



 

 



 



 



 

 

 



 

 



 



 





 









 



 







 



 



 







 



 



 



 

 



 





 

 

 

 



PUBLICACIÓN Nº 10:75  

 

Tinción digital de microscopía confocal utilizando “aprendizaje profundo” 

 

Digitally Stained Confocal Microscopy through Deep Learning 

 

Marc Combalia, Javiera Pérez-Anker, Adriana García-Herrera, Llúcia Alos, Verónica 

Vilaplana, Ferran Marqués, Susana Puig, Josep Malvehy  

 

Proceedings of the 2nd International Conference on Medical Imaging with Deep 

Learning, PMLR 102:121-129, 2019.  

 

Resumen 

Antecedentes: Los especialistas han utilizado el microscopio confocal ex vivo para 

identificar carcinomas basocelulares con una sensibilidad del 96.6% y una 

especificidad del 89.2%. Sin embargo, esta tecnología aún ha tardado a establecerse 

en la práctica clínica diaria por las dificultades de interpretación diagnóstica de las 

imágenes por algunos patólogos.  

Objetivos: Proponer un método que permita visualizar las imágenes obtenidas por el 

microscopio confocal ex vivo de una forma más parecida a las obtenidas con la tinción 

convencional de H&E.  

Métodos: Se utilizó de forma combinada el método de “aprendizaje profundo” y de 

“técnicas de visualización de ordenador” para mejorar las imágenes proporcionadas 

por el microscopio confocal. Se utilizó una “red adversaria generativa” para generar 

imágenes más parecidas a la H&E tradicional, habiendo previamente eliminado el 

“ruido” (despeckling) de las imágenes de microscopía confocal ex vivo (láser de 

reflectancia), mediante una red neuronal totalmente convolucional en combinación 



con una conexión residual. La tinción artificial se utilizó mediante una “consistencia 

de ciclo de redes adversarias generativas”(CycleGAN), aplicando “generadores” 

(ResNet) y “discriminadores” (PatchNet), que mapean la imagen en dos sentidos, para 

transferir el color de la forma más parecida posible al H&E. 

Resultados: 11 muestras de imágenes de confocal ex vivo, que fueron obtenidas con 

una resolución de 0.75 μm/px y un output de más de 10000 x 10000 pixeles para cada 

laser (reflectancia y fluorescencia). Un total de 7031 imágenes histológicas que fueron 

previamente transformadas a la escala de gris, para que fueran más semejantes a las 

del confocal. Finalmente, fueron evaluados los resultados del análisis de 1748 

imágenes histológicas y de 949 imágenes de microscopia confocal de reflectancia. Se 

entrenó la red neuronal inicialmente en parches de 256 x 256 pixeles y luego se 

aumentó a 512 x 512, de manera que la arquitectura pudiera ir siendo aprendidas por 

el algoritmo. Las imágenes propuestas fueron evaluadas por dos patólogas expertas 

(LLA/AG), que confirmaron que las imágenes obtenidas eran iguales a las obtenidas 

en su análisis de rutina. La arquitectura entrenada con imágenes del láser de 

reflectancia con ruido, tuvo más dificultades para aprender la tinción digital y produjo 

artefactos, además de eliminar algunos núcleos presentes en las imágenes de 

confocal. 

Conclusiones: Se demostró que, aplicando el algoritmo propuesto, las imágenes 

finales obtenidas tenían menos ruido y eran mejor visualizadas. Por otro lado, se pudo 

mejorar la tinción artificial, produciendo imágenes finales resultantes más parecidas a 

la H&E convencional. Son necesarios más estudios para validar estos resultados.  

 

 

 



 



 

 

 



 

 

 













 

 



V. DISCUSIÓN 

En esta tesis, nuestro objetivo fue expandir el conocimiento y evaluar la 

relevancia clínica de dos técnicas novedosas de imagen. Como principales resultados, 

hemos descrito criterios diagnósticos de lesiones tumorales cutáneas tanto in vivo, 

como ex vivo. De forma relevante, pudimos contribuir al desarrollo de la 4ª generación 

de MCev y del dispositivo de TCO-CL.   

 

IN VIVO 

 

V.1. Estructuras morfológicas de las lesiones melanocíticas en TCO-CL. 

 

V.1.1. Principales diferencias entre dispositivos. 

 

Debido a la robusta evidencia del uso del MCR en lesiones melanocíticas,32,36,38 

por sus tasas de sensibilidad del 98.15% y de especificidad del 98.89%, es fundamental 

comparar cualquier nueva técnica de microscopía in vivo con el “patrón de 

referencia”, la MCR. Por lo tanto, confrontamos las imágenes obtenidas en los cortes 

horizontales de TCO-CL y MCR, en el espectro de las lesiones melanocíticas atípicas, 

benignas y malignas más comunes y evaluamos las semejanzas, las diferencias y las 

limitaciones de cada técnica.  

 

Comprendimos que, en la MCR, cada imagen de corte horizontal se realiza 

cada 3 micras de espesor en profundidad (con resolución axial de < 5 μm, lateral de 

1 μm (semejante a H&E) y ∼ 250 μm de penetrancia en profundidad), mientras que las 

de TCO-CL, se obtienen de una en una micra (esta última, con una resolución axial de 

1.2 μm y lateral de 1.3 μm – con campo de visión de 1.2 mm y ∼ 400 μm de penetrancia 

en profundidad). En consecuencia, se observa una mejor visualización de estructuras 



citológicas como las células dendríticas en MCR, ya que casi toda la extensión de 

estas queda representada en el espesor de 3 micras. Por otro lado, en TCO-CL, la 

visualización de las células dendríticas solo se logró ver completamente a medida que 

navegamos en los cortes horizontales o verticales, cada 3 micras.  A pesar de esto, 

comprendimos ahora que estas células en TCO-CL se ven con gran precisión respecto 

a su proyección tridimensional real dentro de la epidermis, y que los “cortes más 

gruesos” facilitan la visualización de las estructuras citológicas.  

 

 Por otro lado, la imagen resultante del punto “focal” que concentra los haces 

de luz láser, permite una imagen más nítida (más “en foco”) respecto a la imagen 

proporcionada por el TCO-CL, que está compuesta de la unión de una imagen de 

confocal con una de TCO (para lograr la visualización en un plano en 3D). Esta 

característica también resulta en que la imagen de MCR presenta mayor contraste 

entre las estructuras visualizadas. Sin embargo, al combinar TCO, el TCO-CL logra 

mayor penetración en la piel, conservando resolución celular en sectores ya no 

alcanzados por la MCR.  

 

Otra desventaja observada del TCO-CL respecto al MCR, es que, en esta 

última, somos capaces de ver imágenes de “Vivablocks” (VS 1500), anteriormente 

mencionados. Los mismos, siendo imágenes de hasta 8 x 8 mm, permiten ver un gran 

porcentaje de lesiones melanocítica en su totalidad, facilitando el análisis de 

estructuras macroscópicas y microscópicas. De esta manera, se analizan los rasgos 

macroscópicos globales de la lesión estudiada, para luego realizar una aproximación 

en los sectores más relevantes, y visualizar detalles celulares (el o los sectores de 

mayor atipia en el contexto global de la lesión). Los “Vivablocks” son un apoyo 

fundamental en el estudio de lesiones melanocíticas dudosas, una de las más 

relevantes aplicaciones de la microscopía confocal in vivo.   



 

Sin embargo, cuándo comparamos el TCO-CL al confocal de mano (VS 3000), 

el primer dispositivo tiene la inédita ventaja de la visualización de los cortes en vertical 

con resolución celular. Esta característica es, sin duda, una gran ventaja en el 

momento de identificar características morfológicas y citológicas de malignidad 

como, por ejemplo, la invasión perifolicular en el caso de lentigo maligno. También 

permite diferenciar campo de cancerización de queratosis actínicas, o de carcinomas 

escamosos avanzados. Posibilita ver la integridad de la unión dermoepidérmica 

(UDE), el ascenso pagetoide en lesiones melanocíticas malignas y la diferenciación 

entre la inflamación subepidérmica (con abundantes células dendríticas y 

macrófagos), de la verdadera disrupción de la UDE en el caso de una neoplasia 

maligna. Esta característica es también de fundamental aplicación en la diferenciación 

de lesiones faciales equívocas. 

 

Otro dispositivo que nos permite ver la piel con cortes verticales es el TCO. La 

gran ventaja de este dispositivo es el tamaño de la pieza que puede ser estudiada y 

que son capturadas imágenes en 2D y 3D. La TCO dinámica (con angiografía), 

posibilita ver el patrón de vascularización en 3D. La penetración alcanza los ∼ 2 mm. 

Sin embargo, por la mayor penetrancia de la fuente de luz en el tejido, posee menor 

resolución celular (resolución estructural a 1310 μm a 1.5 mm y de 1700 μm a 1.8 mm). 

A pesar de poder visualizar la unión dermo epidérmica, la resolución de los cambios 

arquitecturales se aprecia considerablemente mejor en TCO-CL (aunque en un campo 

mucho menor). Por otro lado, la comprensión y observación de fenómenos citológicos 

(como el ascenso de células pagetoides) no pueden ser valorados en TCO. Por este 

motivo, el TCO no fue comparado con las otras dos técnicas antes mencionadas, que 

si proporcionan definición celular. (Figura 16 y Tabla 2) 

 



Se han publicado estudios con nuevos dispositivos, integrando en una misma 

sonda la MCR y la TCO, que combina las ventajas de los dos métodos, pero hasta el 

momento no existe ningún equipo comercializado.76 

                     

 

Figura 16. Imagen de piel normal con TCO (superior) y TCO-CL (inferior).  El cuadrado rojo 

muestra la diferencia de campo de visión entre las técnicas, así como la resolución celular. En 

la TCO, la UDE se encuentra sutilmente visible, aunque es consistentemente más visible en la 

imagen de TCO-CL (inferior). De la misma manera, las células epidérmicas y las bandas de 

colágeno son claramente visibles en la imagen inferior, aunque el campo de visión es mucho 

mayor en el superior. (Fuente: Javiera Pérez-Anker) 

 



                        

Tabla 2. Principales diferencias entre los dispositivos.  (Adaptado y modificado de Davis et al., 

2019)77  

 

V.1.2. Estructuras morfológicas de las lesiones melanocíticas en TCO-CL y su 

comparación con MCR e histología. 

 

Comparamos los hallazgos arquitecturales y citológicos ente TCO-CL y MCR 

en cortes horizontales, y TCO-CL y H&E en cortes verticales. Analizamos la definición 

y la resolución celular de estas técnicas, por ser fundamentales para el diagnóstico de 

lesiones melanocíticas equívocas. Además, analizamos estos criterios por primera vez 

en tres dimensiones espaciales. Los criterios diagnósticos descritos en el caso de la 

MCR fueron evaluados en 3 niveles: epidermis, unión dermo epidérmica y dermis 

superficial para ser comparados con la TCO-CL. 

 



De acuerdo con nuestro conocimiento, hasta la fecha en que esta tesis está 

siendo escrita, no existen otros estudios que comparen las estructuras arquitecturales 

y citológicas tumorales entre TCO-CL y MCR.  

 

De una forma global, cada estructura citológica se observó más nítida, con más 

brillo y con más contraste en MCR que en TCO-CL. Sin embargo, todas las estructuras 

vistas en MCR pudieron también ser observadas en TCO-CL. Arquitecturalmente, 

prácticamente no fueron encontradas diferencias entre ambas técnicas, salvo que con 

TCO-CL pudieron observarse cambios arquitecturales y citológicos a mayor 

profundidad. Otra diferencia es que, en el MCR, no pudieron ser evaluados los 

criterios en el plano vertical de forma similar a la histopatología convencional, ni 

tampoco en 3D con resolución celular con ninguna otra técnica. (Figura 17) 

 

Diferencias en cortes horizontales 

 

- En la MCR, el contraste de melanina fue más evidente que en TCO-CL y el 

tamaño de la lesión escaneada fue de 8 mm a diferencia del TCO-CL que fue 

de 1.5 mm. Esto permitió que sólo una superficie de 1.5 mm pudo ser 

comparada en ambas técnicas, causando una limitación en la comparación de 

la totalidad de la lesión.  

- En el TCO-CL, sin embargo, por ser una técnica que incluye principios de TCO, 

fuimos capaces de evidenciar resolución celular hasta casi 350  μm de 

profundidad en comparación con el MCR, cuya resolución celular ideal se 

encontró hasta un máximo de 200  μm. 

- Los detalles nucleares fueron igualmente observados en ambas técnicas (a 

profundidades de hasta 200 μm), aunque en MCR estos se observaron más 

brillantes y con mayor contraste. 



- La forma real de las células dendríticas y su distribución espacial fue mejor 

comprendida en TCO-CL, pudiendo, en algunas secciones epidérmicas, 

visualizarse los gránulos de melanina en las dendritas, aunque eran más difíciles 

de ser diferenciadas del estroma. Por otro lado, el contraste evidenciado en el 

MCR y los cortes cada 3 μm, permitieron la visualización mucho más clara y 

evidente de estas estructuras en MCR en la sección horizontal. 

- Los patrones diagnósticos en epidermis de MCR (panal de abejas, empedrado, 

desestructuración epidérmica, células pagetoides, atipia celular (células 

redondeadas, dendríticas y pleomorfas) y "visualización de núcleos", se 

encontraron en ambas técnicas, con resoluciones muy semejantes.  

- A nivel de la UDE en horizontal, la presencia de papilas dérmicas (bien o mal 

definidas, fusionadas o no), de nidos (densos, heterogéneos o cerebriformes), 

de células atípicas (aisladas o en sábana), fueron igualmente observados en 

MCR y TCO-CL. La correlación entre lesiones malignas, atípicas y benignas 

siempre fue concordante en ambas técnicas.  

- En la dermis papilar, la presencia de nidos, células atípicas, vasos, inflamación 

y macrófagos, fueron mejor observados en TCO-CL que en MCR.  

 

Diferencias en cortes verticales 

 

- Se observaron semejanzas arquitecturales entre la patología convencional con 

H&E y las secciones verticales de la TCO-CL. A pesar de la variación de colores 

(escalas que variaron entre el blanco, gris y negro en TCO-CL), a grandes 

rasgos, las estructuras morfológicas y citológicas fueron comparables.  



- Se observaron en el caso de tumores con paraqueratosis pigmentada en TCO-

CL la presencia de células con núcleos en la córnea (como áreas hiper 

refráctiles alargadas) 

- Las capas de la epidermis pudieron ser reconocidas y fue fácilmente 

identificable cuando la arquitectura y citología normal epidérmica se había 

modificado por la invasión neoplásica maligna a este nivel.  

- Se demostró la visualización en TCO-CL de las células dendríticas 

melanocíticas tumorales, sin necesidad de tinciones especiales.  

- Los nidos de células melanocíticas (típicos y atípicos) fueron reconocidos y la 

celularidad de éstos (típica y atípica).  

- Los folículos pilosos, infundíbulos y los quistes se visualizaron fácilmente en 

TCO-CL.  

- La zona de grenz se reconocía también en TCO-CL, en los nevus benignos.  

- Un hallazgo destacado ha sido observar la UDE con una resolución adecuada, 

en cortes verticales. La integridad de esta estructura se observaba en lesiones 

benignas y, al contrario, la disrupción se observó en el caso de tumores 

malignos en TCO-CL.  

- El alargamiento de las crestas papilares, así como la fusión de ellas, y la 

presencia de nidos en las crestas también pudo ser observado.  

- Sin embargo, la resolución de detalles nucleares, como mitosis o la 

visualización de nucléolos, no fue posible con TCO-CL.  

- Esto también ocurrió con los desmosomas, que no pudieron ser reconocidos 

en TCO-CL.  

 

Cortes en 3 D 

 



- En relación con la distribución espacial arquitectural y celular tumoral debe 

destacarse el resultado de nuestro estudio. Por primera vez, fuimos capaces de 

observar la arquitectura en 3D de la epidermis, UDE y de la dermis superficial 

con resolución celular. Además, la disposición de los nidos de células 

melanocíticas benignas y malignas, y de las células atípicas y dendríticas, fue 

comprendida en el espacio tridimensional de la piel.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figura 17. Nevus atípico. Comparación entre TCO-CL, MCR e histopatología. 

A. Imagen dermatoscópica (Vivacam®) que incluye el área seleccionada para comparar entre 

MCR, TCO-CL e histopatología. B. Imagen dermatoscópica (cámara dermatoscópica 

integrada en DeepLive® TCO-CL) que muestra en detalle el área seleccionada a ser 

comparada. C. Mosaico MCR Vivablock® que incluye el área seleccionada. D. Imagen de 

cubo 3D TCO-CL del área seleccionada. E. Imagen vertical TCO-CL del área seleccionada. F. 

Imagen histopatológica (H&E) correspondiente. G. Imagen horizontal TCO-CL. H. Imagen 

MCR correspondiente. I. Descripción histopatológica completa (H&E) de la lesión. 

Puntos de referencia y triángulos amarillos: guías macroscópicas para seleccionar con 

precisión la misma zona a comparar en dermatoscopia y MCR. Rectángulo azul: área 

seleccionada para comparar TCO-CL y MCR. Línea azul: ubicación del plano horizontal 

(representado en g) sobre el plano vertical correspondiente (representado en e). Línea roja: 

ubicación del plano vertical (representado en E) sobre el plano horizontal correspondiente 

(representado en G). Flechas naranjas: nido de melanocitos atípicos. Círculos rojos: 

pseudoquistes. Cuadrados verdes: aberturas foliculares. Triángulos rojos: células dendríticas. 

(Adaptado de Pérez-Anker et al., 2022)65 

 

 



En 2018, Dubois y colaboradores llevaron a cabo estudios iniciales utilizando 

TCO-CL y describieron algunos hallazgos encontrados en imágenes de cortes 

verticales de un melanoma invasor. Observaron un desorden arquitectural de la 

epidermis, consumo epidérmico, disrupción de la unión dermoepidérmica, así como 

nidos de melanocitos atípicos y ascenso pagetoide de las células melanocíticas. Estas 

características se correlacionaron con los hallazgos histopatológicos. En nuestro 

estudio, encontramos las mismas características en las muestras de melanomas. Sin 

embargo, los autores no describieron hallazgos citológicos ni otras características, 

como la presencia de nidos intraepidérmicos. Tampoco se estudió la correlación con 

MCR, ni se describieron las características morfológicas y citológicas en cortes 

horizontales o en 3D. No se describieron hallazgos en lesiones benignas o atípicas. 

 

Posteriormente, se describieron criterios estructurales específicos en nevus 

intradérmicos detectados mediante TCO-CL. (Figuras 18 y 19)78 Los autores 

observaron un patrón "ondulado" compuesto por líneas hiper e hipo refráctiles en la 

dermis papilar y reticular, que corresponden a cordones/nidos de melanocitos y 

bandas de colágeno entre ellos. Además, se observó una delimitación clara de la 

unión dermoepidérmica, un adelgazamiento de la dermis papilar debido a la 

proliferación melanocítica en dermis y la ausencia de células atípicas en la 

epidermis/dermis. La caracterización de este patrón de benignidad ha permitido 

diferenciar nevus intradérmicos de lesiones clínicamente dudosas. (Figuras 18 y 19) En 

nuestra muestra, encontramos las mismas características en los nevus intradérmicos. 

 



        

 

Figura 18. Imagen de una lesión discretamente pigmentada, marrón, palpable y adquirida en 

una paciente de 54 años, en la zona malar derecha. Imagen clínica (parte superior). 

Dermatoscopia con un patrón en empedrado marrón y vasos polimorfos que obligan al 

diagnóstico diferencial de un melanoma. Imagen de OCT-CL que confirma el diagnóstico de 

nevus dérmico, tanto en cortes verticales como en horizontales. La ausencia de atipia se 

evidencia por la presencia de nidos bien delimitados compuestos por nevocitos monomorfos, 

redondeados, bien delimitados, sin atipia. El cuadrado azul dentro del círculo amarillo 

muestra el área escaneada con TCO-CL. (Fuente: Javiera Pérez-Anker) 

 

 

 

 



 

 

Figura 19. Nevus dérmico. (a): Clínica; (b) dermatoscopia; (c)(e)(f) tomografía de coherencia 

óptica de campo lineal e histología (d). Patrón típico de ondas pequeñas incluido en tres 

estructuras lobulillares más grandes mal definidas (c, estrellas amarillas) correspondientes a 

la masa de múltiples nidos melanocíticos en histopatología (d) y que contienen células 

redondeadas brillantes correlacionadas con la presencia de melanocitos altamente 

pigmentados (flechas amarillas). Las líneas brillantes son más fáciles de visualizar en el modo 

tridimensional (e, f). (Adaptado de Lenoir et al., 2021)78  

 

Después de la publicación de nuestro estudio, se ha encontrado una 

correlación significativa entre las imágenes obtenidas mediante TCO-CL y los 

hallazgos histopatológicos en informes descriptivos de un  caso en lesiones como el 

lentigo maligno (donde se observaron células atípicas y dendríticas peri foliculares) y 

los nevus de Spitz (donde, en el plano horizontal, se observaron nidos de melanocitos 

adyacentes a la unión dermoepidérmica y, en las imágenes verticales, nidos de 

melanocitos en la unión dermoepidérmica y melanófagos en la dermis papilar).79-82 

  

Además, se ha explorado el uso de TCO-CL en 9 lesiones pigmentadas genitales, 

donde se han identificado características distintivas en melanosis dérmica benigna, 

un nevus genital y un melanoma invasivo.  



 

Sin embargo, ninguno de estos estudios describió otras lesiones melanocíticas 

ni comparó los hallazgos con la MCR. Tampoco se mencionaron los hallazgos 

obtenidos en cortes horizontales y en 3D. 

 

Por otra parte, nuestro grupo ha demostrado previamente la correlación entre 

las imágenes de cortes horizontales de la tinción H&E y las imágenes horizontales de 

la MCR.83 En este estudio, se recopilaron un total de 44 tumores cutáneos, que 

incluyeron 19 lesiones melanocíticas (nueve nevos compuestos, cinco nevos junturales 

y cinco nevos intradérmicos), 12 carcinomas basocelulares y 13 queratosis seborreicas. 

Las características de la MCR que mostraron una concordancia estadísticamente 

significativa con las secciones horizontales histopatológicas fueron: el patrón de panal 

de abejas preservado y visible, la UDE bien definida, pequeñas partículas brillantes, 

nidos dérmicos, islas tumorales y siluetas oscuras, hendidura peri tumoral, haces de 

colágeno, haces de colágeno engrosados y atipia citológica. (Figura 20) 

 



         

Figura 20. Imagen comparativa en melanocíticas. (a) Dermatoscopia (10×) de un nevo 

juncional con patrón de red regular y glóbulos periféricos. (b) MCR (5 × 5 mm) en la UDE que 

muestra el patrón en anillo, el patrón típico de malla y nidos homogéneos. (c) Representación 

del cuadrado rojo (1,5 × 1,5 mm) que exhibe las mismas características. (d) Histopatología en 

vista horizontal (200×) revelando el patrón de malla típico constituido por la fusión de 

agregados de pequeñas células melanocíticas que llevan al agrandamiento discreto de la red. 

Es posible individualizar algunos nidos dentro de los espacios interpapilares. (e) 

Dermatoscopia (10×) de un nevo juncional banal con patrón reticular y algunos glóbulos en 

la periferia (casi invisibles). (f) MCR (5,5 × 5,5 mm) en la UDE que muestra el patrón en anillo y 

el patrón típico de malla con nidos homogéneos en la periferia. (g) Representación de un 

cuadrado rojo (1,5 × 1,5 mm) que exhibe la fusión de agregados de pequeñas células 

melanocíticas formando el patrón de malla y los nidos homogéneos en la periferia. (h) 

Histopatología en vista horizontal (200×) que muestra los nidos de células melanocíticas en la 

periferia y los agregados de células melanocíticas dentro de los espacios interpapilares 

formando el patrón de malla típico. (i) Dermatoscopia de un nevo intradérmico papilomatoso 

con patrón globular y pseudoquistes. (j) RCM (7 × 7 mm) en la UDE que muestra los 



pseudoquistes y nidos de células melanocíticas en las papilas. (k) Representación de un 

cuadrado rojo (1 × 1 mm) que muestra células melanocíticas brillantes densas y dispersas 

dentro de las papilas y un pseudoquiste con una intensa luminosidad en el centro. (l) 

Histopatología (100×) que exhibe depósitos redondos de queratina laminar dentro de la 

epidermis y la presencia de proliferación de nidos que agrandan las papilas.  (Adaptado de  

Perino et.al.,2023)83 



V.2. Correlación de los hallazgos dermatoscópicos en las lesiones melanocíticas en 

TCO-CL.  

 

Debido a que la dermatoscopia es una técnica que ha revolucionado y 

cambiado la forma de analizar los pacientes dermatológicos, por toda la consistente 

evidencia generada, resultaba necesario describir de forma sistemática las principales 

estructuras dermatoscópicas en TCO-CL. Al comprender que los hallazgos 

morfológicos y citológicos de la MCR y de la H&E se correlacionaron con los de la 

TCO-CL, y de que somos capaces de observar las lesiones en 3D con esta tecnología, 

fue necesario comprender mejor las estructuras dermatoscópicas diagnósticas de las 

lesiones melanocíticas. (Figuras 21 y 22) 

      

Figura 21. Melanoma. Izquierda (3D); centro (dermatoscopia); Derecha (TCO-CL en corte 

vertical (superior) y horizontal (inferior).  Las estructuras y células son visualizadas, en tiempo 

real in vivo en 3D. El color negro corresponde a el color en capas superficiales de la piel, 

mientras que los diferentes tonos de marrón se correlacionan con el pigmento en diferentes 

partes de la epidermis. Por otro lado, el color azul corresponde a pigmento profundo, 

subepidérmico. Las estructuras vasculares pueden observarse en tiempo real. (Fuente: Javiera 

Pérez-Anker) (Esquema superior derecho, adaptado de Malvehy et al., 2006)9  



 

 

 

Figura 22. Nevus melanocíticos: Visualización de Estructuras Dermatoscópicas en 2D y 3D con 

Comparación de MCR. En el panel superior horizontal, se aprecia el patrón reticular. En esta 

estructura, el patrón de anillas (que se corresponde a la red) observado en MCR se relaciona 

directamente con el mismo patrón en TCO-CL, ofreciendo una resolución superior a una 

mayor profundidad. Asimismo, se distingue una trama simétrica y uniforme en 3D de este 

patrón. En el segundo panel horizontal, se presenta el nevus compuesto, donde se pueden 

apreciar los nidos ubicados entre las anillas. En términos dermatoscópicos, estos nidos se 

asocian a glóbulos relacionados con el patrón reticular. En el panel inferior horizontal, se 

visualizan nidos simétricos y redondeados de considerable tamaño en ambas técnicas, lo cual 

concuerda con el patrón dermatoscópico globular. Además, se destaca la identificación 

precisa del vaso en coma en la representación 3D. (Fuente: Javiera Pérez-Anker) 

 

 

 

 



En una muestra de 126 lesiones melanocíticas (57 malignas), con 

representación de nevus de la unión, nevus compuestos, nevus dérmicos, nevus 

atípicos, nevus congénito, nevus de Spitz/Reed, hiperplasias melanocíticas, 

melanomas in situ y melanomas invasivos, se analizaron sus criterios dermatoscópicos.  

 

Los patrones estudiados fueron:   patrón reticular (regular o atípico), puntos y 

glóbulos (típicos o atípicos/asimétricos), áreas sin estructura (negras/marrones o 

blancas/azules/grises), velo azul blanquecino, estructuras de regresión (similares a 

cicatrices o azul-gris), red negativa, patrón homogéneo (azul, blanco/amarillo/rojo), 

líneas (proyecciones lineales o bulbosas), manchas, estructuras blancas, líneas blancas 

y rosetas, y puntos azules. Estos criterios dermatoscópicos se compararon con los 

hallazgos de TCO-CL en términos de la organización arquitectónica tridimensional y 

de detalles celulares (que incluían el tamaño, la morfología, la atipia y la distribución 

de melanocitos, queratinocitos y de células inflamatorias). 

 

Por primera vez, se pudo observar cada criterio dermatoscópico en 3D e in 

vivo, mediante una imagen similar a la histología en corte vertical, sin los artefactos 

derivados del procesamiento y la fijación de las muestras. Se lograron visualizar, en 

proyecciones histológicas verticales tridimensionales, características como la forma 

de la UDE, la dimensión, forma y distribución de los nidos melanocíticos y los patrones 

vasculares, con la ayuda de sistemas de reconstrucción de inteligencia artificial. Hasta 

el momento de escribir esta tesis, no existen otros estudios semejantes.  

 

 Estructuras observadas:  

 

- Patrón Reticular: Se relacionó con prolongaciones epidérmicas, asociadas con 

lesiones benignas y malignas. Se observó que un patrón reticular irregular se 



correlacionó con desórdenes arquitecturales de las crestas epidérmicas, 

ensanchadas o unidas entre sí.   

 

- Patrón Globular: Aunque se describe que los patrones globulares 

corresponden a nidos melanocíticos en la UDE, se observaron nidos ubicados 

tanto en la punta de las crestas dérmicas como dentro de las papilas dérmicas. 

También se notó que algunos glóbulos clínicamente similares en 

dermatoscopia tenían contrapartes en TCO-CL correspondientes a quistes 

queratinocitos o pseudoquistes, lo que requiere más estudios para su 

comprensión. 

 

- Glóbulos Grises: Los glóbulos grises, especialmente en el melanoma, se 

caracterizaron por la presencia de melanófagos en la dermis. Estos 

melanófagos grandes parecen corresponder directamente a algunos 

pequeños puntos grises. 

 

- Líneas en Dermatoscopia: proyecciones lineales o bulbosas en la periferia de 

la lesión. Correspondieron a nidos de melanocitos pigmentados en la UDE. Sin 

embargo, se encontró que en el 75% de los casos con TCO-CL, no se 

observaban nidos melanocíticos claros en estas proyecciones lineales, sino la 

presencia de células dendríticas en la capa basal y una organización irregular 

de las crestas dérmicas. 

 

- Áreas sin Estructura: se relacionaron con aplanamiento de las crestas dérmicas 

o una disminución en la concentración de melanina. En TCO-CL, se observó 

que la UDE estaba interrumpida o irreconocible en la mayoría de los casos, lo 



que fue crucial para la diferenciación entre benignidad y malignidad en estas 

áreas. 

 

- Manchas: Las manchas se debieron a la retención de melanina en la epidermis 

o a la paraqueratosis, con o sin células dendríticas.  

 

- Patrón Homogéneo: se evidenciaron nidos profundos de melanocitos o la 

presencia de un “patrón de olas”, una presentación típica de las lesiones con 

un componente intradérmico. (Figuras 18 y19)78 

 

- Áreas de Regresión: Se observaron puntos azul-grisáceos o áreas blancas 

similares a cicatrices, que correspondieron a melanina en la dermis o 

fibroplasia. Estos criterios se observaron en melanomas y lesiones benignas, y 

su interpretación requiere análisis conjunto con otros criterios. 

 

- Color Blanco: El color blanco se asoció con el colágeno, y se observó que las 

áreas de regresión tipo cicatriz mostraban fibroplasia en TCO-CL, caracterizada 

por líneas dérmicas densas y brillantes. 

 

- Velo Azul Blanquecino: Se observóuna epidermis delgada o ulcerada en 

algunas lesiones, así como la presencia de "hendiduras" entre los nidos de 

melanocitos y la epidermis o el estroma circundante. 

 

- Red Negativa: consistieron en nidos compactos de melanocitos o melanófagos 

entre los nidos alargados, con elongación de los procesos interpapilares. 

 

- Rosetas: Se observaron inclusiones de queratina en la epidermis en TCO-CL, 

lo que difiere de estudios previos que las asociaban a hiperqueratosis 



infundibular. Se requieren más estudios para comprender estas estructuras 

blanco-brillantes. 

Además de los criterios arquitectónicos previamente mencionados, el análisis 

de TCO-CL reveló la presencia de células dendríticas y pagetoides en un 89% de los 

casos de melanoma y en un 36% de las lesiones benignas (OR=14.6 [IC del 95%: 5.28; 

47.64], p<0.001*). Estos datos no se incluyeron en la sección de resultados debido a 

que no explican directamente un patrón dermatoscópico específico, y se requerirán 

estudios adicionales para abordar este aspecto en detalle. 

 

Las imágenes tridimensionales obtenidas mediante TCO-CL, proporcionaron una 

visión más detallada de las estructuras dermatoscópicas, permitiendo identificar 

detalles adicionales y establecer relaciones espaciales entre dichas estructuras. Esta 

mayor comprensión facilitará la selección del lugar óptimo para la captura de 

imágenes in vivo, tanto en TCO-CL como en otras técnicas, enfocándose en las áreas 

de mayor agresividad e invasión. Además, permitirá una identificación más precisa de 

la ubicación adecuada para llevar a cabo una biopsia o guiar el corte histológico, lo 

que podría tener un impacto significativo en la detección temprana y el manejo 

adecuado de los melanomas. 

 

 

V.3. Criterios diagnósticos de las lesiones melanocíticas en tomografía de coherencia 

óptica  

Una vez que identificamos los principales hallazgos morfológicas 

arquitecturales y citológicos en lesiones melanocíticas, se hizo necesario establecer 

sus criterios diagnósticos en TCO-CL e identificar las características más significativas 

asociadas con la malignidad. 



Nuestros resultados revelaron criterios arquitectónicos y citológicos 

fundamentales para distinguir los nevos del melanoma, tanto en patrones 

arquitecturales como citológicos en epidermis, unión dermoepidérmica y dermis en 

3D. Algunos de ellos fueron vistos por primera vez en nuestro estudio, y solo pudieron 

ser visualizados en las imágenes verticales de TCO-CL.  

Criterios diagnósticos:  

- Criterios de malignidad:  

o Más de 10 células pagetoides e irregularidad en la arquitectura 

epidérmica. 

o Disrupción de la unión dermoepidérmica (en ausencia de inflamación 

debajo de la unión. (Figura 23) Solo visto en cortes verticales. 

o Formación de hendidura alrededor de los nidos de células atípicas. 

Fundamentalmente visto en cortes verticales. 

o Nidos de melanocitos epidérmicos sin conexión dérmica. Solo visto en 

cortes verticales. 

o Consumo epidérmico. Solo visto en cortes verticales. 

 

- Criterios de benignidad:   

o patrón de anillas y patrón en empedrado 

o Patrón en “olas”. Solo visto en cortes verticales. 

 

- Los criterios protectores deben observarse en todas partes de la lesión, en 

ausencia de criterios malignos, para certificar benignidad. El patrón en olas, 

por ejemplo, puede asociarse a otros criterios de malignidad, sospechándose 

de un melanoma sobre nevus. 

 



- > 10   células pagetoides + células dendríticas en la UDE en ausencia de 

inflamación, es indicativa de melanoma. Por otro lado, la presencia de 

inflamación y la ausencia de células pagetoides son características de 

condiciones benignas, incluso si se visualizan células atípicas en la UDE o en la 

epidermis. (Figura 24) 

 

Un estudio previo realizados en un único centro por Schuh y colaboradores,79 

analizó imágenes de 84 lesiones melanocíticas (aunque solo 36 también se evaluaron 

con MCR). Se encontró que el rendimiento diagnóstico de TCO-CL no fue inferior al 

de MCR en la identificación de melanomas en comparación con todos los tipos de 

nevos (típicos y atípicos), con una sensibilidad del 93% para ambos métodos y una 

especificidad del 95% para MCR y del 100% para TCO-CL. Además, el estudio sugirió 

que los criterios más significativos para diagnosticar melanoma con TCO-CL eran un 

patrón irregular en forma de panal de abejas, la presencia de células pagetoides y la 

ausencia de nidos dérmicos, todos ellos indicativos de malignidad. 

En contraste, nuestro estudio ha sido realizado también de forma 

retrospectiva, pero con una base de imágenes que se adquirió prospectivamente, 

multicéntrica, con evaluadores de 3 países (Italia, Bélgica y España). Por otro lado, 

balanceamos el número de lesiones melanocíticas benignas, atípicas y malignas 

(habiendo realizado una selección previa con dermatoscopia), para garantizar una 

proporción balanceada de lesiones inciertas (más de la mitad), y mismo número de 

lesiones típicas y claramente atípicas. Por lo tanto, nuestro enfoque metodológico 

mejoró la confiabilidad al asegurar cobertura completa de las lesiones, incluyendo 

criterios adicionales, y excluyendo lesiones faciales, acrales y mucosas con criterios 

específicos. 

Además, los hallazgos de TCO-CL se alinearon con características citológicas y 

arquitectónicas demostradas en estudios previos de MCR.46,84-87 La arquitectura 



irregular de la epidermis favoreció la malignidad (OR 0.37 en TCO-CL vs. 0.30 en MCR), 

mientras que patrones asociados previamente a benignidad (panal de abejas regular 

y en empedrado) también se indicaron benignidad en TCO-CL. En la epidermis, la 

presencia de células pagetoides redondas y dendríticas (3 o más en MCR y 10 o más 

en LC-OCT), también favorecieron la malignidad. (Figura 23) 

Por lo tanto, el TCO-CL puede complementar a la MCR, proporcionando 

información adicional, como la capacidad de obtención de imágenes verticales en 

TCO-CL. Sin embargo, nuestro enfoque podría tener la limitación de omitir áreas 

importantes de lesiones al no poder realizar Vivablocks, lo que podría resultar en una 

representación menos completa y posibles imprecisiones en el diagnóstico. Para 

abordar este desafío, proponemos un algoritmo de adquisición de imágenes que 

previene la pérdida de visualización de áreas críticas para un diagnóstico preciso. 

(Figura 25) 

El primer paso es obtener una imagen dermatoscópica que sirve como base 

para representar todas las áreas destinadas al escaneo 3D. El objetivo principal es 

abarcar toda la lesión a través de una vista vertical (mediante videos), identificando 

características relacionadas con malignidad en esta perspectiva, determinando las 

áreas más representativas para un escaneo 3D. La dermatoscopia es una herramienta 

globalmente reconocida en dermatología, y nuestra investigación previa ha 

establecido una correlación entre la dermatoscopia y TCO-CL para lesiones 

melanocíticas. Posteriormente, la revisión de las regiones escaneadas que 

permanecen guardadas en la imagen dermatoscópica inicial, proporciona 

información crítica para garantizar que no se haya pasado por alto ninguna área 

diagnóstica significativa durante el proceso de escaneo,  



         

Figura 23. Criterios diagnósticos en lesiones melanocíticas asociados a malignidad y a 

benignidad. Columna derecha, benignidad, izquierda, malignidad. La presencia de más de 

10 células pagetoides (triangulo rojo), con epidermis desestructurada (circulo amarrillo), la 

disrupción de la unión dermoepidérmica (triangulo blanco), en ausencia de inflamación, y la 

hendidura alrededor de los nidos (triangulo amarillo) han sido fuertemente asociados a 

malignidad. Por el contrario, una epidermis con células típicas (circulo azul), regular (circulo 

verde), y un patrón en anillas (triangulo azul) o en olas (triangulo verde), se asoció a 

benignidad, en la ausencia de criterios de malignidad. (Adaptado de Pérez-Anker et. al., 2024, 

en revisión)67 



Figura 24. La identificación de más de diez células pagetoides, junto con la presencia de 

células dendríticas en la unión dermoepidérmica en ausencia de inflamación, es indicativa de 

melanoma. Por otro lado, la presencia de inflamación y la ausencia de células atípicas en la 

unión dermoepidérmica son características de condiciones benignas, incluso si se visualizan 

más de diez células pagetoides en la epidermis. (Adaptado de Pérez-Anker et. al., 2024, en 

revisión) 67

Figura 25. Flujo de adquisición de TCO-CL para lesiones melanocíticas. 1. Encuentra la 

imagen de dermatoscopia más importante. 2. Cubre toda la lesión con el video vertical. 3. 

Realiza una adquisición en 3D en las áreas más atípicas según los hallazgos de dermatoscopia 

y el video. (Adaptado de Pérez-Anker et. al., 2024, en revisión) 67



V.4. Presencia de "hendidura peritumoral " como marcador de malignidad. 

 

En este estudio, hemos ampliado, por primera vez hasta dónde llega nuestro 

conocimiento, el criterio de “hendidura” en técnicas de imágenes in vivo para 

lesiones melanocíticas. Además, demostramos que este criterio es un predictor 

confiable de malignidad por sí solo, ya que se observa en el 24% de los melanomas, 

y solo en el 2% de las lesiones benignas. Su capacidad predictiva es aún más sólida 

cuando se combina con otros criterios diagnósticos de malignidad en lesiones 

melanocíticas, como, por ejemplo, el compromiso de la epidermis (arquitectura 

irregular o adelgazamiento). 

 

En 2005, Markus Braun-Falco et al.88 describieron esta característica histológica 

por primera vez como un marcador diagnóstico para el melanoma. Definieron la fisura 

como una "separación entre la epidermis y las células melanocíticas subyacentes en 

la unión dermoepidérmica, con una longitud de al menos 0.3 mm". La fisura se 

observó en el 24% de los 503 melanomas que analizaron, en concordancia con 

nuestros resultados (fisura importante visualizada en el 24% de los melanomas). 

Además, la fisura se observó en <1% (9 de 939) de las lesiones melanocíticas benignas 

incluidas, como en nuestro estudio, en el que fue del 2%. Comparando ambos 

conjuntos de datos, esos autores tenían representado el 26% de las lesiones benignas, 

mientras que nosotros teníamos el 35% de lesiones benignas atípicas. 

 

Este criterio también es un indicio importante en cuanto al grado de invasión 

de la lesión. Se observó una fisura marcada en el 34% de los melanomas invasivos y 

en el 14% de los melanomas in situ. Esta asociación con el grado de invasión, ya se 

informó en histología en 2007 por Walters et al.,89 quienes mostraron que el 



compromiso de la epidermis era un criterio confiable para diferenciar los melanomas 

de los nevos displásicos y, además, que se asociaba con un aumento en el grosor de 

Breslow y la ulceración. Además, los autores explicaron que la fisura era un criterio 

complementario al compromiso de la epidermis, lo que ayudaba en la identificación 

de melanomas invasivos. La correlación de la presencia de esta característica con 

otros rasgos diagnósticos morfológicos y citológicos de malignidad, hasta donde 

llega nuestro conocimiento, no se ha descrito antes. 

 

Markus Braun-Falco et al.88 también describieron diferentes tipos de fisuras, 

como las lineales, de nido único y de nidos múltiples, pero no las relacionaron con 

melanomas más superficiales o invasivos. Observaron una ligera predilección por la 

localización en la espalda de los melanomas que presentaban esta característica y una 

prevalencia ligeramente mayor en el tipo de melanoma de extensión superficial y en 

los tumores con un grosor de Breslow entre 1 y 2 mm. Nosotros no encontramos 

diferencias significativas en cuanto a la ubicación y la presencia de esta característica. 

 

En 2012, AbdullGaffar et al.90 también describieron una lista de neoplasias 

cutáneas en las que se observaba esta característica, pero no la encontraron en su 

serie de 4 melanomas. Sin embargo, la observaron en un 3% de los nevos 

melanocíticos analizados (de un total de 93 nevos melanocíticos analizados), lo que 

concuerda con nuestros resultados de fisura marcada. 

 

Por todas estas razones, parece que la fisura es un criterio interesante que 

podría proporcionar información relacionada con el diagnóstico (como demostramos 

en el estudio anterior), el grado de invasión y el pronóstico de la lesión. 

 



En la técnica de TCO-CL, fue fácilmente reconocible y visible en secciones 

verticales en la periferia de los nidos melanocíticos atípicos debido a la visualización 

clara del espacio, similar a las láminas de histología, y/o dentro de la piel (en la 

epidermis alterada), con melanocitos atípicos en esta área. En las mismas lesiones, 

fue más difícil visualizar la fisura en la MCR, probablemente porque este criterio se 

identifica más fácilmente en la vista vertical y también mostró un mejor contraste en 

TCO-CL a la misma profundidad. Sabemos que estos resultados son preliminares y ya 

estamos realizando estudios adicionales para comparar detalladamente ambas 

técnicas.  

 

Algunas lesiones no se biopsiaron debido a su dermoscopia claramente 

benigna, y 4 de ellas presentaron esta característica. Por lo tanto, no es posible 

determinar si algún otro fenómeno podría confundirse con la fisura. Al revisar estos 

casos, en uno de ellos que tenía una fisura marcada en una lesión claramente benigna, 

observamos una posible presencia de una estructura vascular de gran calibre 

alrededor de un nido, que probablemente se interpretó como fisura. No se 

observaron otros criterios malignos en el resto de las imágenes de ese mismo caso.  

 

La composición de la hendidura se investigó mediante tinción con Alcian blue, 

y no se encontraron depósitos de mucina. Aunque su origen exacto sigue siendo 

incierto, la fisura parece estar relacionada con el diagnóstico, la invasión y el 

pronóstico de las lesiones melanocíticas. Estudios adicionales se están realizando con 

marcadores específicos, que nos podrán indicar si este criterio se correlaciona con 

enzimas proteolíticas asociadas a invasión.  

 

V.5. Aplicaciones de la inteligencia artificial en el estudio campo de cancerización 

cutáneo en TCO-CL.   



 

Además de otras aplicaciones de esta tecnología, como en diagnóstico de 

carcinoma basocelular,45,46,91-96carcinoma escamoso,91,97-,100 entre otros,78,84,91,92,101-107  en 

estudios recientes se ha sugerido el potencial de la aplicación de algoritmos de 

inteligencia artificial en el análisis de imágenes de TCO-CL.98 Sin embargo, hasta la 

fecha no se han realizado estudios semejantes con TCO-CL al que se incluye en esta 

tesis, validando los algoritmos entre observadores humanos y la IA en el llamado 

campo de cancerización y queratosis actínicas.  

 

En nuestro estudio, aplicamos modelos de aprendizaje profundo para 

segmentar núcleos en imágenes 3D de TCO-CL, en un tiempo de aproximadamente 

3 minutos (una tarea imposible para los humanos) en un procedimiento totalmente 

automatizado (Tabla 3). 

 

Trece criterios nucleares y celulares de atipia, fueron analizados en 185 

imágenes 3D (Volumen, compacidad y relación de volumen sobre compacidad de los 

núcleos; número de células vecinas; distancia promedio de centro a centro celular 

(entre células vecinas); distancia promedio del borde a borde celular (entre las células 

vecinas); relación de distancia promedio del borde de la célula sobre distancia del 

centro; volumen promedio de las células vecinas; compacidad promedio de las 

células vecinas; desviación estándar del volumen de las células vecinas; desviación 

estándar de la compacidad de las células vecinas; relación de volumen de las células 

vecinas; relación de compacidad de las células vecinas). (Figura 26) 

 

En general, de forma estadísticamente significativa, las células patológicas 

presentaban núcleos de mayor tamaño, de forma más variable y menos esférica. 

Además, las distancias entre los núcleos eran notablemente mayores en las células 



patológicas. El algoritmo fue capaz de diferenciar entre campo de cancerización y 

queratosis actínica, logrando puntuaciones en la curva ROC (AUC) superiores a 0,965, 

superando, en gran medida, a los expertos médicos, con un AUC de 0.766.80 (Tabla 

3). 

 

La definición de atipia celular o displasia presenta un desafío considerable, 

dado que estos conceptos se fundamentan en la experiencia de los patólogos 

analizando criterios diagnósticos que no son criterios cuantitativos complejos como 

los preestablecidos en este estudio. Además, existe una variabilidad reconocida 

incluso entre profesionales técnicos. Por tal razón, es posible que el modelo de 

aprendizaje automático haya demostrado un desempeño superior en comparación 

con los métodos basados en criterios diagnósticos histológicos. (Figuras 26 y 27) 

 

Por todo esto, una definición basada en reglas de atipia puede potencialmente 

ayudar a cuantificar la atipia con una mejor precisión que con los métodos actuales. 

Con un enfoque basado en definiciones celulares y nucleares, los patólogos podrían 

discriminar la atipia de una forma más precisa. Además, como una continuación 

natural de este estudio, podría considerarse una discriminación más precisa entre 

distintos subtipos de atipia, lo que podría ser de gran valor en el diagnóstico y la 

evaluación de la efectividad de tratamientos. 

 

Las posibilidades de aplicabilidad clínica de estos resultados no se limitan 

únicamente a lesiones queratinocíticas, sino que también tienen el potencial de 

identificar cambios sutiles en lesiones melanocíticas y en otros tipos de tumores. 

 

 

 



MMétrica DDescripción UUnidad 

Volumen del núcleo  Volumen de los poliedros estrellados detectados por el modelo StarDist. mm³ 

Compacidad del núcleo  Una puntuación que captura cuán cercano a una esfera perfecta es el núcleo detectado. Calcula el área de una esfera 

perfecta con el mismo volumen que los núcleos detectados y lo divide por el área real del poliedro. Un valor cercano 

a 1 indica que el núcleo está muy cerca de ser una esfera, mientras que un valor más bajo indica un núcleo con una 

forma más plana. 

Ninguna 

Relación volumen sobre compacidad Relación entre volumen y compacidad. mm³ 

Número de vecinos  Dentro del grafo de Voronoi, este es el número de bordes para el nodo. Esto representa el número de vecinos 

adyacentes para la célula considerada. 

Ninguna 

Distancia promedio de centro a centro de los vecinos  Distancia promedio a los vecinos de la célula, desde el centro hasta el centro. Esto también es un indicador del 

diámetro total de la célula, ya que la distancia entre dos células adyacentes es la suma de sus radios, y lo calculamos 

sobre varios vecinos en todas las direcciones. 

μm 

Distancia promedio del borde a los vecinos  Distancia promedio a los vecinos, desde el borde del núcleo hasta el borde del núcleo del vecino. Esto es un indicador 

del grosor del citoplasma. 

μm 

Relación de distancia promedio del borde sobre distancia del 

centro 

Representa la relación del volumen ocupado por el núcleo en la célula entera. Un valor pequeño indica un núcleo 

comparativamente grande en comparación con el citoplasma. 

Ninguna 

Volumen promedio de los vecinos  Representa el volumen promedio de las células circundantes. mm³ 

Compacidad promedio de los vecinos  Representa la compacidad promedio de las células circundantes. Ninguna 

Desviación estándar del volumen de los vecinos Mide las diferencias en tamaños de las células vecinas. μm 

Desviación estándar de la compacidad de los vecinos  Mide las diferencias en compacidad de las células vecinas. Ninguna 

Relación de volumen de los vecinos  Relación del volumen del núcleo con el volumen promedio de sus vecinos. Ninguna 

Relación de compacidad de los vecinos  Relación de la compacidad del núcleo con la compacidad promedio de sus vecinos. Ninguna 

 

Tabla 3. Criterios celulares utilizados para el entrenamiento del algoritmo en el campo de 

cancerización cutáneo. Cada uno de estos 13 parámetros representa una medida obtenida 

para diferenciar, a nivel celular, las diferencias entre campo de cancerización y queratosis 

actínica. (Adaptado de Fischman, et al., 2022)69  

 

 

 

 



 

 

Figura 26. Visualización global de cada criterio, en piel normal, campo de cancerización, 

queratosis actínica y carcinoma escamoso in situ.  Dos tipos de escores fueron confrontados, 

mostrando concordancia entre los resultados. Los algoritmos de IA fueron capaces de 

discriminar diferencias citológicas entre piel normal, campo de cancerización, queratosis 

actínica y carcinoma escamoso in situ, de forma estadísticamente significativa, en las variables 

indicadas. (Adaptado de Fischman, et al., 2022) 69   

 



 

 

Figura 27. Diferenciación, por el algoritmo de IA, entre campo de cancerización y queratosis 

actínica. Panel superior:  queratosis actínica. Panel inferior: campo de cancerización. Nótese 

las diferencias en el sector derecho, mucho más visibles por IA entre campo de cancerización 

y queratosis actínica. Dermatoscópicamente, sin embargo (izquierda de la figura), ambas 

lesiones tienen diferencias sutiles, casi imposibles de diferenciar entre ambas condiciones.  

(Adaptado de Fischman, et al., 2022) 69   

 

V.6. Limitaciones y otras aplicaciones de la TCO-CL.  

 

Resolución axial limitada: La resolución axial de la TCO-CL está determinada 

por la longitud de coherencia de la fuente de luz utilizada. Aunque se ha mejorado 

significativamente en comparación con las técnicas de TCO convencionales, aún 

puede ser limitada en comparación con otras técnicas de imagen de alta resolución, 

como la microscopía confocal o la microscopía de excitación de dos fotones.108-110 

 



Profundidad de penetración limitada: Aunque la TCO-CL puede proporcionar 

imágenes en secciones transversales de tejidos en profundidad, la penetración en 

tejidos biológicos puede verse limitada por la dispersión y absorción de la luz. Esto 

puede dificultar la visualización de estructuras más profundas y la obtención de 

imágenes de alta calidad en tejidos densos. 

 

Artefactos de movimiento: La TCO-CL es sensible a los artefactos de 

movimiento, ya que los cambios en la posición o movimiento del objeto o del sistema 

de adquisición pueden causar distorsiones en la imagen. Esto puede ser 

especialmente problemático en aplicaciones clínicas donde el movimiento del 

paciente, como el movimiento ocular en imágenes de párpado, o del tórax durante la 

respiración, pueden afectar la calidad y la profundidad de la imagen. Un factor que 

contribuye a eso es el dispositivo de mano, que aún es muy pesado y poco práctico 

en áreas anatómicas complejas como en la región facial.  

 

Dependencia del índice de refracción: La TCO-CL asume un índice de 

refracción “constante” en los tejidos. Sin embargo, no todos los tejidos tienen el 

mismo índice de refracción (como un melanoma amelanótico), o, por momentos, la 

imagen puede verse afectada (con variación del índice de refracción), como en un 

tejido inflamado.  

Limitaciones en la visualización de estructuras transparentes: La TCO-CL puede 

tener dificultades para visualizar estructuras transparentes o mínimamente 

refractarias, ya que la técnica se basa en la detección de cambios en la intensidad de 

la luz reflejada o dispersada.  

 

Todas estas limitaciones pueden influir en la capacidad de la TCO-CL para 

visualizar y analizar ciertas estructuras y procesos en tejidos biológicos. Sin embargo, 



a pesar de estas limitaciones, la TCO-CL sigue siendo una técnica de imagen valiosa 

y pensamos que cada vez será más utilizada en diversas aplicaciones clínicas y de 

investigación.  

 

 

 



EX VIVO 

 

V.7. Caracterización del carcinoma basocelular en microscopía confocal ex vivo. 

V.7.1. Principales diferencias entre los dispositivos de microscopía confocal ex vivo. 

 

En la introducción, se menciona que hasta el año 2016 existía una gran 

variación en los dispositivos y las longitudes de onda de los láseres utilizados. Los 

colores de las imágenes obtenidas tenían una escala limitada de blancos, grises y 

negros. Esta limitación en la representación de colores dificultaba la interpretación de 

las imágenes adquiridas y fue uno de los factores que obstaculizó la adopción 

generalizada de la técnica. 

 

Otro motivo fue que, con los equipos utilizados en ese momento, la 

adquisición de imágenes se realizaba con fotografías individuales, con dimensiones 

de 0.75-1 mm (1000 píxeles) x 0.75-1 mm (1000 píxeles). Estas imágenes individuales 

se unían para formar un Videomosaico, obteniendo así una vista panorámica de la 

muestra. Sin embargo, este proceso ralentizaba el escaneo, generando una limitación 

en términos de eficiencia y velocidad de diagnóstico. 

 

Además, el proceso de obtención del Videomosaico generaba artefactos con 

solapamientos artificiales o áreas en las que se perdía parte de la imagen. Estos 

artefactos se debían a pequeñas inconsistencias o desplazamientos entre las 

imágenes individuales, o errores en el punto de foco de la profundidad óptima de 

escaneo, lo que a veces resultaba en distorsiones en la imagen final. Esto a veces 

dificultaba la interpretación de la imagen y la precisión del análisis. Las Figuras 5 y 15 

ilustran visualmente estas limitaciones. 



A partir del 2016, nuestros orientadores de tesis participaron en un proyecto 

de investigación financiado por el programa FP7 de la Unión Europea, en el marco 

del programa Diagnoptics. Dentro de este proyecto, se desarrolló un nuevo equipo 

de MCeV que permitía un escaneo de imágenes mucho más rápido. (Figura 28) Este 

nuevo sistema utilizaba la técnica de "streapping", desarrollada en 2009 pero que aún 

no se había utilizado clínicamente. Con esta tecnología, se lograba escanear de 

manera simultánea con ambos láseres de fluorescencia y reflectancia, lo que permitía 

obtener imágenes de "microscopia confocal de fusión" (MCFu) de una forma mucho 

más rápida y sin las limitaciones explicadas anteriormente. (Figura 29) 

 

Mediante un software integrado al sistema confocal, las imágenes obtenidas 

por el láser de reflectancia y el de fluorescencia se combinaban de inmediato. (Figura 

29) Este avance, no solo permitió obtener imágenes de tejido fresco escaneado en un 

tiempo de 1 a 3 minutos, sino que también ofreció la posibilidad de visualizar la 

imagen fusionada de ambos láseres (MCFu) o de cada imagen por separado (MCR o 

MCF). Las imágenes se presentan en color verde para la fluorescencia y en escala de 

grises para la reflectancia. La morfología celular en estas imágenes era muy similar a 

la observada en la histología convencional, y gracias a esta nueva tecnología, los 

detalles celulares eran más evidentes comparado con la tecnología anterior de MCeV. 

 

En el año 2018, se introduce la 4ª generación de MCev, incorporando dos 

láseres de MCR 758 ηm y de MCF de 488 ηm. A través del uso de un software 

específico,110 se logró un cambio en la representación de los colores en las imágenes. 

El color gris, que antes se utilizaba en la reflectancia, se cambió a un tono rosado 

cuando se utilizaba el láser de MCR. Por otro lado, el gris brillante de la MCF se 

transformó en un tono violeta.  Este cambio en la representación de colores se basó 

en el algoritmo descrito por Gareau et al. en el año 2009.110 (Figuras 30 a 32) Estas 



mejoras permitieron obtener imágenes inmediatas con una tinción virtual muy similar 

y comparable a las imágenes reales obtenidas mediante la técnica de tinción 

Hematoxilina y Eosina, ampliamente utilizada en histología. Estos avances se han 

acompañado de la aplicación de esta técnica en diversos campos de la medicina y la 

investigación. (Figuras 30 a 32) 

 

Las Figuras 29 a 32 muestran ejemplos visuales de estas imágenes obtenidas 

mediante la técnica MCFu, donde se pueden apreciar los detalles celulares y la 

morfología en color verde (MCF) y escala de grises (MCR) y, posteriormente, la tinción 

digital. Estas diferencias fueron ampliamente detalladas en otros estudios. 

 

Posteriormente, en el año 2020, se decidió realizar un cambio en el láser 

utilizado en la MCev. En lugar de utilizar un láser de 785 nm, se optó por utilizar un 

láser de 638 nm. Esta modificación tuvo como objetivo mejorar aún más la calidad de 

las imágenes obtenidas. 

 

En los próximos apartados, se hará referencia a la evidencia descrita en el 

pasado y se comparará con los estudios realizados, teniendo en cuenta los diferentes 

dispositivos utilizados. Los dispositivos anteriores a 2016 se mencionan en la literatura 

como "microsopía confocal de reflectancia"(MCR) o "microscopía confocal de 

fluorescencia "(MCF), mientras que los dispositivos del período 2016-2018 se 

denominarán como "prototipos", y, a partir del año 2018, la técnica que utiliza los 

dispositivos actuales de la cuarta generación de MCeV, se denomina "microscopía 

confocal de fusión" (MCFu). Esta distinción permitirá hacer una comparación 

adecuada entre los diferentes estudios y dispositivos utilizados. (Figura 32) 

 

 



 

 

 

Figura 24. Prototipo de nueva versión de confocal ex vivo. Proyecto Diagnoptics. 

Tecnología de “streapping” y fusión de ambos láseres en una sola imagen.  (Fuente: 

Javiera Pérez-Anker). 

 

     

 

 

 

 

Figura 28. Representación del videomosaico ("strip mapping") y comparación con la 

composición de la técnica a partir de imágenes individuales ("frame by frame") (izquierda). 

Prototipo de MCFu desarrollado en el proyecto Diagnoptics: (a) dispositivo de 

posicionamiento del tejido y escaneo; (b) Espación de Pc, pantalla y "joystick" para 

navegación. (Fuente: Dr. Josep Malvehy) 

 

 

 



 

Figura 29. Carcinoma basocelular nodular. Magnificación 4x. Imagen obtenida con prototipo 

de 4ª generación de microscopio ex vivo. Tecnología de “streapping” y fusión de ambos 

láseres en una sola imagen. Tinción: ácido acético y naranja de acridina.  A. Fluorescencia. B. 

Reflectancia. C. Fusión. D. Hematoxilina y Eosina. (Adaptado de Pérez-Anker J, et al.,2020).111  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Cuarta generación de microscopio confocal. A la izquierda de la imagen unidad de 

posicionamiento y escaneo de la muestra con láseres y ópticas y motores del microscopio; a 

la derecha de la imagen aparecen la pantalla y el joystick de navegación. En la imagen a la 

izquierda se observa la imagen de fusión con tinción digital de H&E de un carcinoma 

basocelular. En la pantalla a la derecha se observa la imagen de la pieza de tejido y el recuadro 

que corresponde al área seleccionada por el operador para escanear; en la parte inferior 

derecha de la pantalla menús de software para calibración y modos de laser (Fluorescencia; 

reflectancia y imagen de fusión). (Fuente: VivaScope www.vivascope.de) 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figura 31. Carcinoma basocelular nodular. 4ª generación de microscopio confocal. A. 

Fluorescencia. B. Dermatoscopia de este tumor. C. Reflectancia. D. Fusión. E. Tinción 

hematoxilina y eosina digital. Observamos la imagen del mismo tumor en los diferentes 

modos de visualización. En el modo de fluorescencia (A), las islas tumorales destacan del resto 

del estroma, que es muy poco visualizado. En el modo de reflectancia, aunque con la tinción 

de ácido acético y naranja de acridina los nidos se destacan, el estroma es más evidente (C), 

observándose claramente el tejido adyacente al tumor. La unión de ambos láseres (D), 

permite la observación de lo mejor de ambas técnicas e, incluso, gracias al doble método de 

tinción, los núcleos destacan aún más que en el modo de fluorescencia solo (A). Esto permite 

que, cuando se realiza el cambio de modo a H&E digital (E), la imagen se asemeje mucho a 

la H&E real. (Adaptado de Pérez-Anker J, et al.,2020).111  

 

 

 



 

               

Figura 32. Imagen de carcinoma basocelular nodular y focos superficiales. Figura 

representativa de este subtipo tumoral mostrando la progresión de las diferentes tecnologías 

de microscopio confocal ex vivo. 2001: en los primeros dispositivos era necesario escanear la 

muestra dos veces para obtener imágenes en reflectancia (izquierda) y fluorescencia 

(derecha). Las imágenes eran vistas en negro, gris y blanco. Cada fotografía individual 

(cuadrado) era combinada en un videomosaico; 2016: Con el prototipo del proyecto 

“Diagnoptics”, aparece por primera vez la imagen de fusión (unión de láseres de 

fluorescencia y reflectancia). Los colores pasan a verse en gris y verde. Con la novedosa 

tecnología de “streapping”, no se observan las uniones de los submosaicos; 2018: Nace la 4ª 

generación de confocales ex vivo. Los colores simulan la hematoxilina y eosina tradicional, se 

introduce la tecnología de streapping y el escaneo es mucho más rápido que en el caso de 

los dispositivos previos. (Fuente: Javiera Pérez-Anker y VivaScope www.vivascope.de) 

 

 



V.7.2. Diferencias entre tinciones en el carcinoma basocelular. 

 

Como mencionamos anteriormente, en la literatura anterior al año 2016, la 

tinción más utilizada en MCev era el naranja de Acridina 0.01 mM en el modo de MCF. 

57-63 Esta tinción se destacaba por resaltar los núcleos de las células, lo que facilitaba 

el diagnóstico de condiciones como el carcinoma basocelular. Dado que se requerían 

aproximadamente de 8 a 10 minutos para escanear una muestra en cada tipo de láser, 

obtener las dos imágenes correspondientes a ambos láseres llevaría casi 20 minutos, 

lo mismo que un promedio de corte en congelado en un criostato y su tinción. Por 

esta razón, se abandonó prácticamente por completo el láser de MCR que se 

consideraba que no aportaba información relevante al diagnóstico, duplicando el 

tiempo de adquisición, y los estudios se centraron en el láser de MCF. (Figura 33) 

 

Por otro lado, el hecho de proporcionar imágenes en escala de grises (desde 

blanco hasta negro) dificultaba su correcta apreciación, especialmente en el campo 

de la patología general, a pesar de reproducir los aspectos arquitecturales y algunos 

citológicos similares a la histología convencional. Además, esto dificultaba que los 

nuevos usuarios de esta tecnología pudieran efectuar diagnósticos basados 

únicamente en imágenes de MCev sin una extensa capacitación previa. (Figuras 33 y 

34) 

 

Por todo esto, la aplicación principal de esta técnica, durante muchos años, fue 

prácticamente de forma exclusiva en la cirugía de Mohs utilizando mayormente el 

láser de MCF. 

 



 

Figura 33. Imagen de carcinoma basocelular superficial, teñido con naranja de acridina y ácido 

acético, y su correspondiente imagen en hematoxilina y eosina. A. Láser de reflectancia; B. 

Láser de fluorescencia; C. Hematoxilina y eosina. Diferentes aspectos del tumor y del estroma 

son observados en cada tipo de láser. El mismo tumor debe ser escaneado nuevamente para 

ser apreciado en otro láser (Adaptado de Pérez-Anker et al.,2022).55  



 

 

Figura 34. Imagen de carcinoma basocelular nodular obtenida con MCR (superior), teñido con 

ácido acético y. naranja de acridina y su correspondiente imagen en hematoxilina y eosina 

(inferior). Cada cuadrado que compone un mosaico tiene 1 x 1 mm. Detalles de la imagen 

global pueden perderse por la unión visible de los cuadrados (Adaptado de Pérez-Anker et 

al.,2022).55  

 



Por este motivo, han sido propuestas diferentes alternativas de tinción, como 

el cloruro de aluminio (en MCR), el ácido cítrico (MCR y MCF), el azul de metileno, el 

azul de toluidina (ambos en MCR y MCF), la fluoresceína, el azul Nilo (MCF) y el azul 

patente V (MCF).54 Sin embargo, hasta el momento no se habían llevado a cabo 

estudios sistemáticos para comparar estas tinciones en la misma muestra y determinar 

si proporcionan imágenes estables y de mejor calidad que las obtenidas con naranja 

de acridina.  

 

En los primeros trabajos de MCev realizados por el Dr. Salvador González64 y 

sus colaboradores, utilizando ácido acético al 5% y MCR, no lograron el objetivo de 

realzar los núcleos con esta tinción. Por el contrario, los mismos autores describen en 

sus trabajos que con esta tinción se obtuvieron imágenes donde los detalles del 

estroma fueron realzados. 

 

Esta interesante observación nos condujo al desarrollo del trabajo de nuestra 

tesis de máster en esta universidad,112 estudiando las diferencias observadas en 

ambos láseres (MCR y MCF), con la combinación de ácido acético y naranja de 

acridina. La doble tinción mejoró la visualización de detalles del estroma, como las 

bandas de colágeno o la reacción estromal peri tumoral.112  

 

Por este motivo, en nuestro primer estudio de MCev (en el contexto de esta 

tesis doctoral), evaluamos la combinación de ácido acético y naranja de acridina y la 

comparamos con la tinción más utilizada en la literatura hasta ese momento, el 

Naranja de Acridina, en una serie prospectiva de carcinomas basocelulares.70,111 

 

Al emplear el protocolo de doble tinción, observamos que se lograba un 

contraste más definido entre los tejidos tumorales y el estroma circundante, 



principalmente respecto a la visualización de los núcleos, generando un aspecto 

morfológico semejante a la formalización de tejidos. La concentración del acético al 

50% (una concentración mayor que la anteriormente publicada que era del 2%), no 

dañó el tejido, de forma a interferir en las imágenes histológicas finales. (Figuras 33 a 

36) 

 

Por otro lado, el proceso de doble tinción no supuso un tiempo significativo 

adicional ya que, con los nuevos equipos, este es mucho menor que el anteriormente 

descrito por Bennàssar y colaboradores. (Figura 15)58,62 

 

Un aspecto interesante, es que la naranja de acridina puede presentar 

limitaciones en la tinción de los núcleos en ciertos casos, especialmente en tumores 

muy compactos con una alta densidad nuclear. En estas situaciones, presenta 

dificultades para penetrar en los núcleos y, por lo tanto, su capacidad para realzar las 

estructuras nucleares se ve comprometida. (Figura 35) En tales casos, la combinación 

de diferentes agentes de tinción, como el ácido acético, puede ser especialmente útil.  

 

En el curso de nuestras investigaciones, hemos observado que, al aplicar ácido 

acético durante solo 1 segundo, en lugar de los habituales 20 segundos, antes del 

segundo agente de tinción y seguirlo con alcohol al 95% durante 20 segundos, 

logramos descomprimir los tejidos de manera efectiva, lo que facilita una mayor 

penetración de la naranja de acridina en los núcleos tumorales. En ocasiones, es 

necesario repetir este proceso. (Figuras 36 y 37)  

 

Es por este motivo que, posteriormente a esta publicación invertimos el orden 

del proceso de tinción y comenzamos a aplicar primero ácido acético 50% (por apenas 

un segundo), luego alcohol 95% (20 segundos) y, por último, naranja de Acridina (20 



segundos). Este cambio en el protocolo casi eliminó por completo el número de casos 

donde la tinción no teñía los núcleos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Carcinoma basocelular nodular. Magnificación 10x. A: Microscopia confocal de fusión (láser 

de fluorescencia y de reflectancia, simultáneos). Derecha: naranja de acridina y ácido acético. Izquierda: 

naranja de acridina. La penetración del naranja de acridina en tumores muy compactos es escasa y no 

siempre los núcleos son fácilmente reconocidos.  (Fuente: Javiera Pérez-Anker). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 36. Carcinoma basocelular nodular. Magnificación 10x. A: Microscopia confocal de 

reflectancia. Derecha: naranja de acridina. Izquierda: ácido acético y naranja de acridina. 

Utilizando una tinción que permita la fijación del tejido, como el ácido acético, los núcleos de 

las estructuras son realzados. Los núcleos de la reacción peri tumoral también son 

visualizados. (Adaptado de Pérez-Anker et al.,2022).55  

 

 

Figura 37. Carcinoma basocelular nodular. Magnificación 10x. A: MCFu (láser de MCF y MCR, 

simultáneos). Derecha: naranja de acridina y ácido acético. Izquierda: naranja de acridina. Las 

estructuras tumorales y del estroma son realzadas con el uso de la doble tinción. La imagen 

final es más parecida morfológicamente a la de hematoxilina y eosina. (Fuente: Javiera Pérez-

Anker) 



Después de nuestro estudio, se han propuesto otras combinaciones de 

tinciones, en reportes de casos, como el uso de naranja de acridina con el bromuro 

de etidio,113 proporcionando una imagen de gran interés en 3 colores, siendo muy 

específica para CBC. Sin embargo, se ha observado que esta última tinción tiene 

ciertas limitaciones que dificultan introducción en el diagnóstico clínico.114 Aunque el 

bromuro de etidio muestra una afinidad por el carcinoma basocelular es importante 

tener en cuenta que esta sustancia tiene mayor potencial cancerígeno que el 

mencionado para el naranja de acridina, según la comparación realizada de la ficha 

técnica de ambos productos. Su manipulación requiere de protocolos más estrictos 

de seguridad y manipulación,114 como campanas de extracción de flujos incluso para 

su almacenamiento y el uso de doble guante, lo que limita algo más su uso 

generalizado en la práctica clínica y en estudios de investigación. A pesar de que el 

naranja de acridina también tiene afinidad nuclear, en su protocolo de manipulación 

no está descrita la necesidad de la utilización de campana de extracción de flujo ni 

doble guante. En general, el bromuro de etidio puede ser preferiblemente utilizado 

en situaciones donde se necesita mayor sensibilidad y menor cantidad de colorante, 

pero siempre siguiendo las normas de seguridad adecuadas.  

 

Hasta el momento no se ha realizado un estudio sobre el uso de esta 

combinación de tinciones en otros tipos de tumores y su eficacia y aplicabilidad en 

diferentes tumores aún no ha sido completamente investigada y comprendida. 

 

Aunque ambos tiñen ácidos nucleicos, nombramos algunas diferencias clave 

entre ambas tinciones:114 

-Mecanismo de tinción: El bromuro de etidio se une al ADN y al ARN por 

intercalación, lo que significa que se inserta entre las bases nitrogenadas de las 

cadenas de ácidos nucleicos. La naranja de acridina se une de manera similar por 



intercalación en las cadenas de ADN y ARN, permitiendo la emisión de fluorescencia 

cuando se ilumina con luz ultravioleta (UV). 

- Espectro de Emisión: El bromuro de etidio emite fluorescencia roja cuando 

se ilumina con luz UV y la naranja de acridina emite fluorescencia naranja cuando se 

expone a la luz UV. 

- Sensibilidad: El bromuro de etidio es menos sensible que la naranja de 

acridina, lo que significa que se necesita una mayor cantidad de bromuro de etidio 

para obtener una señal de fluorescencia detectable en geles de agarosa o 

poliacrilamida. La naranja de acridina: Es más sensible y requiere menos cantidad para 

obtener una señal de fluorescencia fuerte. 

- Toxicidad: El bromuro de etidio es conocido por ser carcinogénico y 

mutagénico, por lo que se debe manipular con precaución en un entorno de 

laboratorio y cumplir con las normas de seguridad. La naranja de acridina también es 

un compuesto químico que requiere precaución, aunque es menos tóxica que el 

bromuro de etidio, según sus fichas técnicas. 

 

Recientemente Sahu y colaboradores115 han investigado PARPi-FL, un agente 

de contraste fluorescente exógeno dirigido al polímero de poli (adenosina difosfato 

ribosa) polimerasa (PARP1) nuclear, en tejidos in vivo (usando MCR) y ex vivo (usando 

MCev) y demostraron que mejoraron el diagnóstico no invasivo de los CBCs. PARP1 

demostró una expresión consistentemente más alta de PARP1 en todos los subtipos 

de CBC que en las estructuras normales de la piel. En su muestra, el 90% de los CBC 

presentaron tinción homogénea de PARP1, especialmente en los subtipos 

superficiales e infiltrantes. Se observó cierta expresión heterogénea de PARP1 en 

algunos CBC nodulares (menos del 10%), específicamente en las variantes con 

cambios nodulares quísticos y diferenciación escamosa, en tejido in vivo. Por otro 

lado, en tejidos ex vivo, la sensibilidad diagnóstica aumentó con el uso de este 



contraste conjugado con un fluoróforo, principalmente en el modo de MCeV de 

fluorescencia. Sin embargo, en este trabajo, no fue así con el modo de láser de 

reflectancia. Aunque los autores postulan que pueda ser por la variabilidad anatómica 

del tejido, nuestra opinión es que la tinción nuclear específica para el láser de 

fluorescencia no es igualmente captada por el de reflectancia. Efectivamente, en las 

fotografías de la publicación de este trabajo no se observa la misma calidad de la 

tinción en ambos láseres. Debido al alto costo y a la necesidad de realizar secciones 

finas para el análisis de esta tinción en MCeV, esta técnica podría ser un excelente 

medio de contraste para diferenciar el CBC de otros tumores en muestras ex vivo, 

similar a una técnica de inmunohistoquímica específica para CBC.115 (Figura 38) 

 

Otros marcadores de inmunohistoquímica han sido propuestos para MCev 

tumoral: anticuerpos S-100, melan-A y anti-Ver-EP4, conjugados con FITC;  

NPs10@D1_ICR_Alexa647_DOTAGA Fe3+ (MCF);54,116-118 En enfermedades 

inflamatorias de la piel se han descrito resultados con: anticuerpos IgG y C3 

(conjugados con fluorescencia) para pénfigo vulgar (MCR y MCF), IgG, IgM, IgA, C3 y 

fibrinógeno (MCR y MCF) para vasculitis cutánea, el anticuerpo anti-fibrinógeno 

marcado con FITC para liquen plano (MCF).54,116  

 

Por otro lado, Cinotti y colaboradores6 también han demostrado que la MCF 

puede detectar los efectos citopáticos virales del Herpes Simplex Virus (HSV) 1, 

incubando las muestras por 20 minutos con anticuerpos monoclonales anti-HSV-1 y 

anti-HSV-2 (MCF). También probaron el modo de reflectancia mostró queratinocitos 

acantolíticos grandes, y erosión, lo que sugiere una infección por HSV-1.6 

 



Estos resultados confirman que la combinación de tinciones es una alternativa 

para mejorar la visualización y la interpretación de las imágenes de MCev en 

dermatología y otros campos de la patología. 

No obstante, es importante destacar que se requieren estudios adicionales 

para validar y optimizar los protocolos de tinción, así como compararlas entre sí y con 

otros métodos de tinción existentes. Estudios multicéntricos de estandarización son 

necesarios.  Es posible que, en un futuro, podamos utilizar tinciones específicas para 

diferentes tejidos.  

 

        

 

Figura 38. Protocolo de actuación de PARPi-FL. Izquierda: PARPi-FL en MCeV. La sensibilidad 

diagnóstica aumentó con el uso de este contraste conjugado con un fluoróforo, 

principalmente en el modo de MCeV de fluorescencia. Derecha: Resultados con la misma 

tinción en piel normal y CBC. PARP1 demostró una expresión consistentemente más alta de 

PARP1 en todos los subtipos de CBC que en las estructuras normales de la piel. 90% de los 

CBC presentaron tinción homogénea de PARP1. (Adaptado de Aditi Sahu, et.al., 2022)115 

 

 



V.7.3. Diferencias entre láseres en el carcinoma basocelular. Criterios diagnósticos. 

 

Considerando que la mayoría de los estudios previos sobre el CBC se 

centraban en la MCF, este trabajo propuso analizar las diferencias entre el uso de 

láseres MCF y MCR en la MCFu, utilizando la doble tinción anteriormente 

mencionada. Confirmamos que criterios diagnósticos ya existentes en FCM también 

podían ser aplicados en la MCFu, además de añadir nuevos criterios diagnósticos.70  

 

Fueron analizados y comparados en los diferentes láseres: siluetas oscuras, 

células dendríticas, células grandes y brillantes, células tumorales luminosas, 

presencia de fluorescencia, empalizada, hendidura peri-tumoral, reacción estromal 

peri-tumoral, bandas de colágeno engrosadas peritumorales, islas tumorales bien 

definidas, núcleos aglomerados, pleomorfismo nuclear y aumento de la relación 

núcleo/citoplasma. 58,62,112(Figuras 39 a 43) 

 

Como era de esperar, cada uno de estos criterios se observó con mayor 

claridad en la MCFu, que combina los láseres de fluorescencia y reflectancia, 

permitiendo apreciar las características distintivas de ambos tipos de láser en una sola 

imagen. Algunas estructuras, como los núcleos aglomerados, el pleomorfismo nuclear 

y el aumento de la relación núcleo/citoplasma, se resaltaron más con el láser de 

fluorescencia debido al contraste proporcionado por la tinción de naranja de acridina. 

Aunque esta tinción no permite visualizar detalles nucleares como el nucléolo, 

permite diferenciar claramente los aglomerados de núcleos de otras estructuras. 

 



            

 

Figura 39. Carcinoma basocelular infiltrante. Magnificación 10x. A, A1: Láser fluorescencia; B, 

B1: Láser reflectancia. C, C1: Fusión.  Izquierda: naranja de acridina. Derecha: ácido acético y 

naranja de acridina. La reacción estromal y las siluetas oscuras son vistas diferentemente con 

la doble tinción. (Adaptado de Pérez-Anker et al., 2020)70  



 

La reacción estromal peri-tumoral, que también resalta las células inflamatorias 

circundantes al tumor, se visualizó más claramente con el láser de reflectancia. 

Asimismo, las bandas de colágeno engrosadas peri tumorales, las células dendríticas 

y los macrófagos. (Figuras 39- 43) Las reacciones estromales varían según el subtipo 

histológico observado. En los subtipos infiltrantes, la reacción estromal tiende a ser 

más densa y compacta, mientras que, en el subtipo superficial, la reacción estromal 

es más laxa.54 

 

Al comparar los modos de fluorescencia y reflectancia con la tinción doble, la 

fluorescencia mejoró la visualización de las islas de tumor brillantes, mientras que la 

reflectancia fue más adecuada para identificar el resto de los criterios.  

 

Por otro lado, observamos que, a pesar de la doble tinción, la presencia de 

células dendríticas sigue siendo más frecuentemente visualizada solo con el láser de 

reflectancia. Por otro lado, el criterio de siluetas oscuras fue mejor visto en 

reflectancia, solo con una tinción. Esto se debe a que cuando se aplicaba la doble 

tinción, como ya hemos mencionado, estas últimas pasaban a ser islas tumorales 

brillantes. Esto ha demostrado que, efectivamente, las siluetas oscuras corresponden 

a nidos de carcinoma basocelular infiltrante que invade en forma de cordones. 

(Figuras 39 y 43)  

 

Después de nuestro estudio, Hartmann y colaboradores119 propusieron que, 

utilizando la tecnología previa de MCev con FCM, era posible realizar un diagnóstico 

de CBC basado en 3 criterios: la presencia de masas tumorales, empalizada y clefting, 

obteniendo una alta sensibilidad diagnóstica del 98% y una especificidad del 95%, 

con un valor predictivo positivo del 92% y un valor predictivo negativo del 99%.  



Es importante mencionar que, en muchos estudios de reproducibilidad 

diagnóstica del CBC en MCev, las islas tumorales a menudo se confunden con los 

folículos pilosos o los conductos de glándulas sudoríparas,58-60 lo que subraya la 

importancia de incluir criterios como los núcleos aglomerados y la reacción estromal 

peritumoral para diferenciar eficazmente un CBC de otras estructuras en la MCev y, a 

su vez, ayudar a distinguir entre los subtipos tumorales. Por lo tanto, proponemos el 

uso de “la regla de los 5 criterios" para el diagnóstico de CBC en MCev (masas 

tumorales con núcleos aglomerados, empalizada, clefting y reacción estromal 

peritumoral). 

 

 

 



                    

 

Figura 40. Carcinoma basocelular infiltrante. Prototipo Diagnoptics. Láser de florescencia.  

Tinción: Naranja de acridina. Magnificación 4x. Las masas tumorales con núcleos 

aglomerados, empalizada y clefting (flecha roja) se destacan de la reacción estromal realzan 

y estructuras circundantes por la unión selectiva de la tinción al núcleo (flecha azul). Son menos 

visibles las bandas de colágeno engrosadas peri tumorales con este láser (flecha azul). 

(Fuente: Javiera Pérez-Anker).  

 

Respecto a las células dendríticas (que corresponden a células de Langerhans 

cargadas de pigmento y a melanocitos, conforme observamos en la figura 44), se 

destaca que su núcleo y su citoplasma no se tiñen con el naranja de 

acridina.70,112Aunque no podemos explicar el motivo de este fenómeno, es posible 



que exista alguna característica específica en las células dendríticas que evita la unión 

del naranja de acridina. Es interesante destacar que las células dendríticas son 

evidentes en los basocelulares pigmentados incluso sin la realización de tinciones 

adicionales en MCev, lo que añade un criterio útil para el diagnóstico de este subtipo 

de carcinoma basocelular. 

 

Las diferencias entre las estructuras visualizadas en los láseres de MCF y MCR, 

también pudieron ser observadas por otros autores no solo en el carcinoma 

basocelular, sino también en lesiones melanocíticas, carcinomas escamosos y otros 

tumores, utilizando el modo de láser de fluorescencia o de reflectancia. En cada uno 

de ellos, a semejanza de nuestro estudio, ambos láseres se complementaban para 

proporcionar diferentes detalles morfológicos.120-122 

 

 

 

 



 

 

Figura 41. Carcinoma basocelular micronodular. Criterios diagnósticos. Magnificación 10x. A. 

Láser fluorescencia; B. Láser reflectancia. C. Fusión.  Tinción naranja de acridina y ácido 

acético. Nidos bien delimitados de carcinoma basocelular presentando empalizada, 

hendidura peri-tumoral, núcleos aglomerados, pleomorfismo nuclear, aumento de la relación 

núcleo/citoplasmática (fecha roja), reacción estromal peri-tumoral, bandas de colágeno 

engrosadas peritumorales (flecha amarilla). Las células dendríticas no son visualizadas en el 

modo de iluminación de láser de fluorescencia (flecha azul). (Fuente: Javiera Pérez-Anker). 

 



                                   

                       

Figura 42. Carcinoma basocelular nodular. Criterios diagnósticos. Magnificación 10x. A. Láser 

fluorescencia; B. Láser reflectancia. C. Fusión.  Tinción naranja de acridina y ácido acético. 

Nidos bien delimitados de carcinoma basocelular presentando empalizada, hendidura peri-

tumoral, núcleos aglomerados, pleomorfismo nuclear, aumento de la relación 

núcleo/citoplasmática (fecha roja), reacción estromal peri-tumoral, bandas de colágeno 

engrosadas peritumorales (flecha amarilla). Las células dendríticas no son vistas en el láser de 

fluorescencia (flecha azul). (Fuente: Javiera Pérez-Anker). 



 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

Figura 43. Carcinoma basocelular infiltrante. Tinción naranja de acridina y ácido acético. 

Criterios diagnósticos. Magnificación 10x. A. Láser fluorescencia; B. Láser reflectancia. C. 

Fusión. D. Tinción de H&E en histología convencional.  En la figura se observan los nidos bien 

delimitados del carcinoma basocelular presentando empalizada, hendidura peri-tumoral, 

núcleos aglomerados, pleomorfismo nuclear, aumento de la relación núcleo/citoplasmática 

(fecha roja), reacción estromal peri-tumoral, bandas de colágeno engrosadas peritumorales 

(flecha amarilla). Los núcleos y la reacción estromal son mucho mejor visualizados con la doble 

tinción. (Adaptado de Pérez-Anker et.al., 2020)70  

 



                  

                       

Figura 44. Carcinoma basocelular pigmentado. Visualización de células dendríticas (células de 

Langerhans y melanocitos). Superior:  Ambas magnificaciones a 10x. Centro. Dermatoscopia. 

Tinción histológica de CD1, tiñendo selectivamente las células dendríticas y melan A, tiñendo 

melanocitos presentes en los nidos de CBC. Ambas, son fácilmente vistas con el láser de 

reflectancia, tanto in vivo como ex vivo. Agregar el ácido acético en la tinción de ex vivo ayuda 

a la visualización de estructuras en este láser, no siendo vistas en el láser de fluorescencia.  

Inferior:  A. Detalle de células dendríticas visualizada con MCR. B. Detalle de células 

dendríticas visualizada con MCev, con el láser de reflectáncia (Fuente: Javiera Pérez-Anker). 



V.7.4. Estandarización del método de obtención de imágenes en MCFu.  

El procesamiento adecuado del tejido antes de la adquisición de imágenes 

confocales es crucial para obtener resultados de buena calidad y evitar posibles falsos 

negativos. La correcta preparación del tejido incluye tanto el método de tinción 

adecuado, como la correcta adaptación y colocación del tejido en la lámina.  

 

Los estudios publicados en MCeV en diversos centros presentan una 

significativa variabilidad en cuanto al tipo de muestras, dispositivos, técnicas y 

terminología utilizada. Ante la necesidad de estandarizar este procedimiento, y la falta 

de estudios en la literatura en este sentido, esta tesis propone un protocolo integral 

que abarca desde la preparación de las muestras hasta la tinción, el escaneado y el 

control de calidad. Estos protocolos dieron lugar a diversas publicaciones.  

 

El enfoque estandarizado tiene como objetivo no solo mejorar la calidad de las 

imágenes, sino también establecer un protocolo uniforme que garantice la 

confiabilidad y la comparabilidad de los resultados de forma multicéntrica.55,71-73,111 

 

El proceso de obtención de las imágenes tiene distintas etapas:  

1-Preparación y tinción de las muestras;  

2-Colocación y aplanamiento de la muestra;  

3-Obtención de las imágenes. 

 

Explicamos previamente que el proceso de tinción publicado anteriormente 

(Figura 45), ha sido modificado con la finalidad de obtener imágenes aún más 

parecidas morfológicamente a la del H&E convencional.70 

 



Una vez teñida, se coloca la pieza en un portaobjetos y se procede al escaneo. 

Estos pasos se explicarán detalladamente en los apartados siguientes, con los 

estudios complementarios realizados.71-73 

 

Finalmente, en aquellos casos en los que sea necesario obtener una evaluación 

más detallada o para confirmar los hallazgos, se puede remitir la pieza a estudio 

histológico convencional, o para realización de técnicas de inmunohistoquímica. 

(Figura 41) 

              

Figura 45.  Propuesta de método estandarizado de trabajo. (Adaptado de Pérez-Anker 

et.al,2020)70 



V.8. Aplanamiento de la muestra en microscopía confocal ex vivo. 

 

Una vez que la muestra ha sido sometida al proceso de tinción, es crucial 

garantizar un contacto uniforme y completo del tejido con el portaobjetos. Esto es 

fundamental para asegurar la representatividad integral de la muestra. Cualquier 

espacio o irregularidad entre el tejido y el portaobjetos puede dar lugar a la omisión 

de esa zona en la imagen final. Esta consideración adquiere una relevancia especial 

en situaciones como el control de márgenes en la cirugía de Mohs o en la cirugía 

tumoral, dado que la falta de visualización de una región puede conllevar a resultados 

de falsos negativos en la evaluación de los márgenes quirúrgicos.  

 

Esta dificultad ha sido observada y reportada por varios investigadores, y es 

una de las principales razones detrás de los falsos negativos en tumores como el 

carcinoma basocelular superficial o el carcinoma escamoso in situ 

 

Asimismo, cualquier sustancia que se interponga entre el tejido y el 

portaobjetos, como sangre o tinta, puede afectar la calidad de la imagen o incluso 

impedir la visualización del tejido en esa zona específica. Por lo tanto, es necesario 

asegurarse de eliminar cualquier material no deseado antes de realizar la adquisición 

de imágenes. (Figura 46 y 47) 

 

Por otro lado, durante el proceso de fijación y preparación de las muestras ex 

vivo, es posible que se produzca una contracción o distorsión de la epidermis y/o 

dermis, como también pérdida de fluidez, lo que puede dificultar el escaneo por 

exceso de rigidez.  

 



Además, al escanear muestras de piel, a diferencia de otros tejidos, nos 

enfrentamos a diversas densidades de tejido en una sola muestra. Esto requiere la 

aplicación de presión externa en la muestra para asegurar que toda la superficie a 

escanear mantenga contacto con el vidrio. (Figuras 48 a 50) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



          

                        

 

Figura 46.  Varias muestras pueden ser escaneadas de forma simultánea. Sin embargo, si la 

epidermis no está totalmente representada, podemos encontrar falsos negativos. Flecha roja: 

epidermis no visualizada, en este caso, debido al acumulo de sangre. (Fuente: Javiera Pérez-

Anker). 



 

                       

Figura 47.  Si el tejido no contacta 100% con la superficie del vidrio, espacios vacíos residuales 

no permiten diferenciar la presencia o ausencia del tumor, dando lugar a posibles falsos 

negativos. Por lo tanto, es fundamental aplicar presión para lograr un contacto perfecto entre 

el tejido y el vidrio. (Adaptado de Pérez-Anker, et. al.,2022)73 

 

Diferentes y complejos métodos de apoyo habían sido utilizados sin resultados 

adecuados,123 para intentar lograr la adaptación perfecta del tejido. Sin un dispositivo 

adecuado, toda la rapidez de la tecnología era enlentecida por el proceso de la 

preparación de la muestra. (Figuras 48 y 49) 

 



 

         

 

Figura 48.  Diferentes métodos utilizados para aplanar la muestra. La presión externa es 

importante para lograr la perfecta adaptación del tejido al vidrio (Fuente: imágenes cedidas 

por Milind Rajadhyaksha). 

 

                                      

 

Figura 49.  Diferentes métodos utilizados para aplanar la muestra. En este dispositivo 

diferentes tornillos especialmente diseñados encajan en un portaobjetos para intentar lograr 

la presión externa necesaria. (Adaptado de Cinotti et al.,2017)123  

 



El desarrollo y patentado del dispositivo de "aplanamiento de la pieza"71,72 

para mejorar la técnica de contacto del tejido con el cubreobjetos es un avance 

significativo en la optimización de la adquisición de imágenes en MCev. Este 

dispositivo, denominado "flattening device", utiliza imanes de diferentes tamaños y 

fuerzas magnéticas, junto con esponjas de diferentes tamaños e intensidades para 

adaptarse a una variedad de muestras con diferentes características.71,72 (Figura 50) 

 

La utilización de estos imanes y esponjas permite aplicar una presión adecuada 

sobre la muestra, asegurando un contacto uniforme entre el tejido y el cubreobjetos. 

Esto es especialmente importante en muestras que varían desde citologías, punción 

por aguja fina, hasta grandes piezas de tejido mamario. Ajustando la combinación de 

imanes y esponjas según las necesidades de cada muestra, se logra un aplanamiento 

óptimo y homogéneo del tejido sobre el cubreobjetos, facilitando la estandarización. 

 

Posteriormente a nuestro estudio, Sendín y colaboradores124 han propuesto 

una sumatoria de las capas escaneadas para lograr la representatividad de toda la 

epidermis. Sin embargo, además de ser un proceso lento (ya que es necesario unir 

varios mosiacos para obtener la muestra adecuada, las imágenes obtenidas no logran 

un parecido con la H&E convencional, perdiéndose la definición de los detalles 

nucleares. 124 (Figura 51) 

 



Figura 50.  Imanes con distinta potencia y esponjas de diferentes densidades se combinan 

para lograr un contacto perfecto entre el tejido y el vidrio. (Adaptado de Pérez-Anker, Pérez-

Anker et al.,2019)71,72

Figura 51. Capas de escaneo a diferentes profundidades se van superponiendo de manera a 

intentar obtener la representación de toda la epidermis. (Adaptado de Sendín-Martín et 

al.,2022)124



V.9. Nuevo protocolo estandarizado de trabajo en MCev. 

 

A pesar de los esfuerzos para lograr una estandarización (tinción y 

aplanamiento), el protocolo estandarizado de trabajo propuesto por nosotros 

anteriormente70 no logró ser eficaz para que los diferentes centros del mundo 

obtuvieran imágenes homogéneas. Observábamos frecuentemente errores en la 

metodología y, por consiguiente, subóptima calidad de muestras, no comparables 

entre los diferentes centros.  

 

Con ese objetivo, describimos 6 pasos para lograr un escaneo adecuado en 

MCev:73 (Figuras 52 y 53) 

 

1. Extirpar adecuadamente el tejido: Es fundamental realizar una correcta 

extracción del tejido de interés, asegurando su integridad y preservación 

para el posterior escaneo. Se deben tomar las precauciones necesarias para 

evitar daños o deformaciones en el tejido durante este proceso. Sobre 

todo, es fundamental que el tejido extirpado tenga un espesor homogéneo 

en toda la muestra (tratándose de piel). En caso de tumores de piel, 

sugerimos el uso del bisturí doble: este permite un espesor homogéneo de 

toda la epidermis extirpada, independientemente del entrenamiento del 

cirujano. Por otro lado, si la muestra no es homogénea, es preciso aplicar 

una doble esponja (para aumentar la presión sobre la lámina) o, adaptar y 

recortar una esponja hasta lograr una perfecta adaptación.  

 

2. Preparar el tejido para ser escaneado: Antes del escaneo, es necesario 

preparar el tejido eliminando cualquier resto de sangre u otros 



contaminantes que puedan afectar la calidad de las imágenes. En el caso 

de cirugías de Mohs, también se pueden aplicar tinciones para orientar 

adecuadamente la pieza durante el escaneo, pero estas deben aplicarse en 

la parte superior del tejido y nuca en la superficie de apoyo con la lámina, 

ya que esta interfiere con la calidad de la imagen final. El espray de ácido 

acético al 50% (o sumergir la pieza durante un segundo en este medio, 

facilita la realización de este paso).  

 

3. Aplicar protocolos de tinción: Dependiendo de los objetivos del estudio, 

se deben aplicar los protocolos de tinción adecuados para realzar las 

estructuras de interés. Esto puede incluir el uso de agentes de tinción 

específicos que resalten ciertos componentes celulares o estructuras del 

tejido. 

 

4. Aplanar la pieza de forma adecuada: Utilizando el dispositivo de 

"aplanamiento de la pieza" descrito previamente, se debe asegurar un 

contacto uniforme y completo del tejido con el cubreobjetos. Esto garantiza 

que todas las áreas del tejido sean escaneadas y evita la falta de 

visualización de zonas que no estén en contacto con el cubreobjetos. 

 

5. Encontrar el punto "cero": El punto "cero" hace referencia al punto de 

inicio del escaneo en el tejido. Es necesario encontrar este punto exacto 

para asegurar un escaneo sistemático y completo de toda el área de interés. 

Esto se logra mediante el ajuste de la posición del escáner confocal en 



relación con el tejido. Un punto cero inadecuado imposibilita el 

reconocimiento de estructuras nucleares.  

 

6. Ajustar la intensidad y el color de los láseres: Es importante ajustar 

adecuadamente la intensidad y el color de los láseres utilizados en el 

escaneo. Esto permitirá obtener imágenes de buena calidad, con contraste 

óptimo y sin distorsiones en la representación de las estructuras celulares y 

tisulares. Un exceso de tinción borra los detalles celulares y, por el contrario, 

la falta de esta no permite el reconocimiento de la citología. 

 

Al seguir estos 6 pasos de manera consecutiva, incluso una persona sin 

experiencia previa en el escaneo con microscopía confocal ex vivo podrá obtener 

imágenes de alta calidad, estandarizadas, que puedan ser interpretadas 

correctamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

     

 

Figura 52.  Técnicas aplicadas para que el tejido contacte con la superficie del vidrio. A. Bisturí 

de doble hoja. B. Posicionar la epidermis mediante el uso de pinzas. C. Realizar un “stack” 

profundizar el escaneo en el tejido. D. Apoyar esponjas cortadas especialmente para el tejido 

extirpado. (Adaptado de Pérez-Anker et.al., 2022)73  

 



           

Figura 53. Encontrando el “punto cero”. 4ª generación de microscopio confocal. Tinción con 

ácido acético y naranja de acridina. Encontrar este punto (fila superior) y ajustar los tonos de 

la imagen (fila inferior), son parte de las claves de un correcto escaneo. (Fuente: Javiera Pérez-

Anker). 

 

V.10. Precisión diagnóstica de la microscopía confocal ex vivo en el diagnóstico del 

carcinoma escamoso.   

 

La ausencia de investigaciones previas sobre criterios diagnósticos para el CEC 

cutáneo mediante MCev con la nueva generación de MCFu, así como la falta de 

estudios de precisión diagnóstica en lesiones ambiguas, ha motivado la realización 

de este estudio.74,125 

 

Para diagnosticar este tipo de tumor, resulta absolutamente necesario que la 

epidermis esté completamente representada en las imágenes obtenidas mediante 

MCev; de lo contrario, no sería posible visualizar los criterios diagnósticos necesarios. 

 



Con respecto a la precisión diagnóstica del patólogo y el cirujano de Mohs fue, 

respectivamente: Sensibilidad 91%/96% y Especificidad (SP) 85%/94%, con un Valor 

Predictivo Positivo de 95% y Valor Predictivo Negativo de 75%/89%. Las características 

diagnósticas observadas en las muestras de H&E (queratinización, puentes 

intercelulares, pleomorfismo nuclear, inflamación estromal, paraqueratosis, pérdida 

de la capa granular y bordes infiltrantes, variante invasiva o in situ) también mostraron 

una alta sensibilidad y especificidad, con un valor de p <0.001 en todos los casos. 

Otras variables, como desmoplasia, disqueratosis y figuras mitóticas, mostraron una 

correlación deficiente con los hallazgos histopatológico.  

 

Observamos que las alteraciones de la queratinización en la epidermis, la 

paraqueratosis, la disqueratosis, la pérdida de la granulosa, la presencia de puentes 

intercelulares, el pleomorfismo celular, la presencia de mitosis, los bordes infiltrantes 

y la presencia de reacción estromal peri tumoral son claramente distinguidas en la 

MCFu, inclusive por observadores inexpertos.  

 

Sin embargo, para un observador con poca experiencia en microscopia 

confocal ex vivo, la desmoplasia y las células disqueratósicas no fueron fácilmente 

reconocidas debido al cambio de coloración respecto a la hematoxilina y eosina en 

parafina (como luego discutiremos). (Figura 54) Así mismo, las figuras de mitosis 

requieren una curva de aprendizaje para ser observadas. (Figura 54 a 57) 

 



 

Figura 54. Diferencias en la visualización de un CEC bien diferenciado (biopsia por punch). 

Imagen de la derecha, H&E. Imagen de la izquierda, MCFu. (a) y (b), vista macroscópica; (c) y 

(d), 4x; (e) y (f), representación celular. Asterisco negro, queratinización; círculo rojo, displasia; 

asterisco verde, paraqueratosis; asterisco amarillo, desmoplasia; triángulo azul, bordes 

infiltrativos; triángulo marrón, pérdida de la capa granulosa; círculo amarillo, pleomorfismo; 

triángulo verde, inflamación estromal. A pesar de que las estructuras morfológicas tienen una 

fuerte correlación, los colores pueden variar significativamente. (Adaptado de Lobos-Guedes 

et al., under review 2024)74 

 

 



                                           

                

Figura 55. Variaciones en la visualización de un CEC bien diferenciado en una biopsia por 

afeitado. En la imagen de la derecha, se utiliza tinción H&E, mientras que, en la imagen de la 

izquierda, se emplea MCFu. Las características clave se indican de la siguiente manera: 

asterisco negro: queratinización; asterisco marrón: puentes intercelulares; círculo rojo: 

displasia; asterisco verde: paraqueratosis; triángulo azul: bordes infiltrativos; triángulo marrón: 

pérdida de la capa granular; triángulo amarillo: figuras mitóticas; círculo amarillo: 

pleomorfismo; triángulo negro: células dendríticas. Las subfiguras (a) y (b) ofrecen detalles 

celulares, mientras que las subfiguras (c) y (d) ofrecen una vista macroscópica. (Adaptado de 

Lobos-Guede et al., under review 2024)74 



   

 

 

Figura 56. Se destacan las diferencias en la visualización de una biopsia de punch de un SCC 

acantolítico. Imagen izquierda, MCFu (a). Imagen derecha, H&E (b). Círculo rojo, displasia; 

asterisco amarillo, desmoplasia; triángulo azul, bordes infiltrativos; triángulo marrón, pérdida 

de la capa granular; triángulo amarillo, figuras mitóticas; círculo amarillo, pleomorfismo. 

(Adaptado de Lobos-Guede et al., under review 2024)74 

 

 



       

 

Figura 57. SCC infiltrante. Asterisco marrón, puentes intercelulares; círculo rojo, displasia; 

asterisco amarillo, desmoplasia; triángulo amarillo, figuras mitóticas; círculo amarillo, 

pleomorfismo; triángulo verde, inflamación estromal. (Adaptado de Lobos-Guede et al., 

under review 2024)74 

 

Estudios previos habían utilizado tecnologías anteriores, y analizado las 

estructuras mediante MCF o MCR, ya sea por separado o combinadas, pero sin la 

nueva modalidad de fusión con tinción digital y sin la inclusión de muestras de 

lesiones equívocas dermatoscópicamente para establecer su precisión 

diagnóstica.122,126 

 

Algunas de las características del CEC que previamente se habían descrito 

utilizaban términos descriptivos similares a los empleados en entornos histológicos, 

mientras que otros se limitaban a descripciones morfológicas sin utilizar técnicas de 

tinción digital. Entre estos términos se incluyen: erosión/ulceración, hiperqueratosis, 

paraqueratosis, desorganización arquitectural, presencia de células redondas y 



brillantes en la epidermis, células redondas y brillantes en la dermis, estructuras en 

forma de nido en la dermis, perlas de queratina e infiltrado inflamatorio peritumoral 

(Figura 58).122 Además, se evaluaron estos criterios en relación con el grado de invasión 

o diferenciación. La erosión se asoció más frecuentemente con la ausencia de 

diferenciación, mientras que las perlas de queratina estuvieron más presentes en los 

CEC bien diferenciados (Tabla 4). 122 

 

                                  

Figura 58.  Ejemplos de patrones estudiados por Hartmann y colaboradores en 

microscopía confocal ex vivo. (A) CEC in situ, (B) CEC invasor, (C) erosión/ ulceración (fleche 

amarilla), (D) hiperqueratosis (fleche verde), (E) paraqueratosis (fleche roja), (F) 

desorganización arquitectural (fleche naranja), (G) células redondas y brillantes en la 

epidermis (flecha violeta), (H) células redondas y brillantes en la dermis (flecha turquesa), (I) 

estructuras en forma de nido en la dermis (flecha rosa), (J) Perlas de queratina (flecha azul), (K) 

Infiltrado inflamatorio peritumoral (flecha marrón). (Adaptado de: Hartmann et al., 2018)122  



 

 

 

Tabla 4. Diferencias entre critérios diagnósticos estudiados y el grado de 

diferenciación de CEC. *La diferencia entre Carcinoma Invasivo y Carcinoma in situ fue 

significativa (<.05) en el análisis de χ2.**La diferencia entre Pobremente Diferenciado y Otro 

Carcinoma Invasivo fue significativa (<.05) en el análisis de χ2. (Adaptado de: Hartmann et al., 

2018)122 

 

En otro estudio, Longo y colaboradores126 estudiaron las siguientes 

características utilizando apenas el láser de fluorescencia y tiñendo con naranja de 

acridina: presencia de fluorescencia, silueta del tumor, perlas de queratina (es decir, 

círculos concéntricas de escamas queratinizadas de bajo brillo fluorescente), 

pleomorfismo nuclear (es decir, variación en el tamaño, forma y fluorescencia de los 

queratinocitos) y formación de queratina (es decir, escamas fluorescentes en el estrato 

córneo y la dermis papilar). Se relacionaron estas características con el grado de 

diferenciación y se verificó la correlación de positividad o negatividad de márgenes 

Patrón 
de 
Microsco
pía 
Confocal 
Ex Vivo 

Erosión/
Ulcera 
(%) 

Hiperqu
eratosis 
(%) 

Paraker
atosis 
(%) 

Desord
en 
Arquite
ctónico 
(%) 

Células 
Brillantes 
o 
Punteadas 
en la 
Epidermis 
(%) 

Células 
Brillantes 
o 
Punteadas 
en la 
Dermis (%) 

Estructura
s en 
Forma de 
Nido en la 
Dermis (%) 

Perlas de 
Queratina 
(%) 

Infiltrado 
Inflamatori
o 
Peritumor
al (%) 

Carcinom
a in situ 
(%) 

36.7 76.7 66.7 73.3 90.0 0 0 0 0 

Carcinom
a 
Invasivo 
(%) 

64.8 97.2 97.2 100.0 91.7 90.3 86.1 68.1 88.9 

Valor P .009* .001* . 000* .000* .787 .000* .000* .000* 000* 

Bien o 
Moderad
amente 
Diferenci
ado (%) 

46.8 97.9 97.9 100.0 91.7 85.4 83.3 87.5 83.3 

Pobreme
nte 
Diferenci
ado o 
Indiferen
ciado (%) 

100.0 95.8 95.8 100.0 91.7 100.0 91.7 29.2 100.0 

Valor P .000* .488 .488  .906 .003** .383 .000** .013 



en cirugía de Mohs. Encontrándose un falso positivo y un falso negativo en su muestra 

de 13 tumores y 47 mosaicos.  Se observó una silueta tumoral poco definida, con 

escasez o ausencia de perlas de queratina y un marcado pleomorfismo nuclear en 

tumores poco diferenciados.126 (Figura 59) 

         

Figura 59. A, El mosaico de microscopía confocal de fluorescencia revela una silueta bien 

definida de un carcinoma de células escamosas cutáneas con una demarcación nítida y áreas 

altamente fluorescentes (barra de escala ¼ 750 μm). B, Imágenes histopatológicas 

correspondientes que muestran un tumor bien diferenciado. C, Detalle del tumor que 

muestra perlas de queratina (flechas rojas; barra de escala ¼ 150 μm). D, La evaluación 

histológica revela la presencia de varias perlas de queratina (flechas rojas). E, La visión general 

de la microscopía confocal de fluorescencia del tumor revela una silueta del tumor poco 

definida con un área altamente fluorescente en la parte superior y una fluorescencia menor 

en la parte más profunda del tejido correspondiente a la zona infiltrante (barra de escala ¼ 

750 μm). F, La imagen histopatológica correspondiente muestra un tumor poco diferenciado 

con lenguas epiteliales irregulares. G, Se pueden detectar pocas perlas de queratina (flecha 

roja) junto con cordones infiltrantes de queratinocitos poco diferenciados (flecha azul; barra 

de escala ¼ 150 μm). H, La imagen histopatológica muestra un tumor poco diferenciado con 

pocas perlas de queratina (flecha roja) y cordones infiltrantes (flecha azul). (Adaptado de 

Longo et al.,2015)126 



Por otro lado, un estudio previo evaluó la eficacia diagnóstica del CEC en 

cirugía de Mohs,127 utilizando la tecnología previa, teñido únicamente con ácido 

acético al 5%, evaluados con el láser de reflectancia, en 20 pacientes. Cuatro 

observadores independientes recibieron instrucciones estandarizadas sobre las 

características diagnósticas de la microscopía confocal del CEC. Posteriormente, cada 

observador evaluó 120 imágenes confocales de extirpaciones frescas de CEC o piel 

normal, obtenidas mediante MCev. Fueron estudiadas la morfología general, la 

ubicación, el tamaño, la forma del área tumoral, núcleos densamente distribuidos y 

organizados de forma irregular, además de atipia nuclear. En general, se logró una 

sensibilidad del 95% y una especificidad del 96.25% por parte de los cuatro 

observadores (valor predictivo positivo del 96.25%, valor predictivo negativo del 

95.23%).127 

 

Solo una publicación anterior128 describió las características histológicas en 

CEC oral (CECo) utilizando la cuarta generación de MCev. En esta, se analizaron 38 

CECo invasivos de 35 pacientes, y se describieron: pleomorfismo celular y nuclear, 

anisocitosis, queratinización, hipercromasia nuclear y figuras mitóticas atípicas, así 

como la presencia de necrosis e inflamación mixta. Además, los autores asociaron 

estas características con diferentes grados de diferenciación tumoral. En este estudio, 

no se compararon las imágenes con la H&E convencional correspondiente, ni 

tampoco se estudió la eficacia diagnóstica. Apenas se verificó la presencia de 

determinadas características diagnósticas y la relación con el grado de invasión.  La 

queratinización fue el criterio que se asoció a CEC bien diferenciado y la atipia nuclear 

a baja diferenciación.128 (Figura 60) 

 

                    



                        

                

Figura 60. Mosaico CEC oral escaneado con MCev, con fluorescencia confocal, X2.5, teñido 

con naranja de acridina.  

(a)–(d) Ejemplos de características morfológicas de CEC oral con MCev. Muestras teñidas con 

naranja de acridina: pérdida de adhesión celular, pleomorfismo y anisocitosis celulares, 

aumento de la relación núcleo citoplasma, hipercromatismo nuclear, nucléolos prominentes, 

necrosis, mitosis anormales y aumentadas, y queratinización. X 4.5. 

(Adaptado de Shavlokhova et al.,2021)128 

 



Sin embargo, debe recordarse que la tinción digital es una aproximación a la 

tinción H&E que pretende facilitar la interpretación de las imágenes a aquellos 

patólogos que no están familiarizados con las imágenes en escala de grises o de 

fluorescencia en verde. En la tinción digital de la MCFu los colores no siempre 

corresponden a los mismos que se observan en la tinción de H&E.  

 

En la piel normal, por ejemplo, somos capaces de distinguir en la MCFu los 

núcleos y nucléolos, así como todas las capas epidérmicas. Sin embargo, la elastosis 

solar no siempre aparecerá de color violeta en la tinción digital a pesar de que 

morfológicamente se muestra la substitución de las fibras normales en la dermis. 

(Figura 61) 54,70,129  

 

              

Figura 61. Piel normal. 4ª generación de microscopio confocal. Teñido con ácido acético y 

naranja de acridina. Flecha verde: Epidermis. Flecha azul: elastosis solar. Flecha roja: infiltrado 

inflamatorio. (Adaptado de Malvehy et al., 2020)54 



En el carcinoma escamoso, los colores que se muestran en diferentes tonos de 

azul en la tinción con H&E a menudo aparecen en tonalidades de rosa en la técnica 

de MCev. La paraqueratosis presenta una variabilidad tonal, manifestándose en tonos 

tanto rosados como azules. Esta variación de colores, aún no completamente 

comprendida en los criterios diagnósticos principales de este tumor, puede dificultar 

su reconocimiento para el ojo no entrenado en la visualización digital de H&E. Tabla 

5.74,125 (Figuras 62 a 67) 

 

CCaracterística HH&E digital HH&E 

Paraqueratosis Identificable en baja magnificación  Identificable en baja magnificación  

Pérdida de la granulosa Identificable en baja magnificación Identificable en baja magnificación 

Queratinización Varios grados de queratinización Varios grados de queratinización 

Puentes intercelulares Observados en alta magnificación Aparente 

Disqueratosis Queratinización prematura visible 

en mediana-alta magnificación 

Queratinización prematura visible 

en baja-mediana magnificación 

Pleomorfismo Grados variables de diferenciación Grados variables de diferenciación 

Mitosis Fácil de detectar en alta 

magnificación 

Fácil de detectar en alta 

magnificación 

Células dendríticas Identificable en baja magnificación Solo identificable con tinciones 

especiales 

Bordes Identificables Identificables 

Reacción estromal Identificables Identificables 

Desmoplasia Difícil de identificar Fibrosis reactiva del estroma 

fácilmente identificable 

 

Tabla 5. Diferencias encontradas entre las imágenes de hematoxilina y eosina en parafina y 

las de tinción digital de microscopía confocal ex vivo en el diagnóstico de carcinoma 

escamoso 4ª generación de microscopio confocal. Tinción comparada con ácido acético y 

naranja de acridina. (Adaptado de Pérez-Anker et al., 2021)125 



                       

 

 

Figura 62. Detalle de la histología convencional (imagen de la izquierda) y de MCFu en un 

carcinoma escamoso. Los trastornos de la queratinización en la epidermis, la disqueratosis, la 

pérdida de la granulosa, el pleomorfismo celular, la presencia de mitosis, los bordes 

infiltrantes y la presencia de reacción estromal peri tumoral son en ambos casos.  Se aprecian 

las diferencias en la tinción y los colores de ambas preparaciones de hematoxilina y eosina en 

parafina y las de tinción digital obtenida con MCeV de 4ª generación con ácido acético y 

naranja de acridina. (Adaptado de Pérez-Anker et al., 2021)125 

 

 



                    

 

 

Figura 63. Diferencias encontradas entre las imágenes de hematoxilina y eosina en parafina 

(izquierda) y las de tinción digital de microscopía confocal ex vivo en el diagnóstico de 

carcinoma escamoso 4ª generación de microscopio confocal (derecha). Tinción comparada 

con ácido acético y naranja de acridina. Los trastornos de la queratinización en la epidermis, 

la paraqueratosis, la disqueratosis, la pérdida de la granulosa, el pleomorfismo celular, la 

presencia de mitosis, los bordes infiltrantes y la presencia de reacción estromal peri tumoral 

son observados en ambos casos. Las células dendríticas inflamatorias son evidentes sin 

tinciones especiales en la MCFu, adquiriendo el color rosado. Adaptado de Pérez-Anker J. et 

al., 2021) 125  



                       

 

 

Figura 64. Diferencias encontradas entre las imágenes de hematoxilina y eosina en parafina y 

las de tinción digital de microscopía confocal ex vivo en el diagnóstico de carcinoma 

escamoso 4ª generación de microscopio confocal. Tinción comparada con ácido acético y 

naranja de acridina. Queratoacantoma. Imagen de macroscopia. (Adaptado de Pérez-Anker 

et al., 2021)125  

 



 

 

Figura 65. Carcinoma de Bowen. Foto clínica (A) y dermatoscópica (B y C). Comparación entre 

las imágenes obtenidas con confocal ex vivo (4ª generación de microscopio confocal. Tinción 

con ácido acético y naranja de acridina) (D) y hematoxilina y eosina (E). La acantosis 

psoriasiforme, la pérdida de la granulosa, el pleomorfismo celular, la presencia de mitosis, los 

bordes infiltrantes y la presencia de reacción estromal peri tumoral son claramente vistas. 

(Adaptado de Malvehy et al., 2020) 54  

 



        

 

Figura 66. CEC bien diferenciado. Imagen de MCFu obtenida con un equipo de MCeV de 4ª 

generación de microscopio confocal. Tinción realizada con ácido acético y naranja de 

acridina. Los trastornos de la queratinización en la epidermis, la paraqueratosis, la 

disqueratosis, la pérdida de la granulosa, la presencia de puentes intercelulares, las perlas 

córneas, el pleomorfismo celular, la presencia de mitosis, los bordes infiltrantes y la presencia 

de reacción estromal peri tumoral son claramente vistas. Flecha amarilla: infiltración de CEC 

hacia dermis; Flecha azul: perlas de queratina. (Adaptado de Malvehy et al., 2020) 54  

 

 



 

Figura 67. Alteraciones morfológicas y citológicas en un CEC. 4ª generación de microscopio 

confocal. Tinción con ácido acético y naranja de acridina. Flecha amarilla: paraqueratosis; 

flecha negra: hiperqueratosis; flecha gris: infiltrado inflamatorio peri tumoral; flecha azul: 

arquitectura irregular de la epidermis; flecha roja: pleomorfismo nuclear; flecha verde: 

puentes intercelulares; flecha violeta: disqueratosis.  (Adaptado de Malvehy et al., 2020) 54  

 

En otros tumores, como en los diferentes subtipos de carcinoma basocelular, 

las características morfológicas como las islas tumorales bien delimitadas, con 

empalizada periférica y hendidura peri tumoral son distinguidas al igual que en la 

histología convencional. De la misma forma, las características citológicas y 

estromales se mantienen. Los carcinomas basocelulares superficiales, presentan un 

estroma más laxo, con abundantes células de infiltrado inflamatorio. Por otro lado, en 

los carcinomas basocelulares nodulares, se observan bandas de colágeno rodeando 



claramente cada nido tumoral y en los infiltrantes, el estroma es denso, fibroplásico, 

casi acelular. Sin embargo, a pesar de estas características morfológicas semejantes, 

los colores del tumor tampoco son siempre equivalentes a la H&E convencional. 54,55 

(Figura 68) 

 

 

Figura 68. Diferentes subtipos de carcinoma basocelular. 4ª generación de microscopio 

confocal. Teñido con ácido acético y naranja de acridina. Flechas: diferentes tipos de 

carcinoma basocelular y su reacción estroma correspondiente. A: Superficial. B: Infiltrante. C: 

Nodular. D: Micronodular. (Adaptado de Malvehy et al., 2020) 54,55 

 

 Este fenómeno no ocurre con el DFSP (Figuras 69 y 70), donde los colores se 

asemejan de forma considerable a los encontrados en la H&E convencional.  

 



    

Figura 69. DFSP con MCev. Panel superior derecho, macro:  H&E. Superior izquierdo: MCev: 

El aplanamiento de la epidermis se evidencia en ambas técnicas; Panel medio: Invasión a 

grasa subcutánea del DFSP evidenciado en MCev, caracterizada por celularidad fusiforme, 

monomorfa; Panel inferior derecho: dermatoscopia; panel inferior izquierdo: imagen clínica. 



 

Figura 70. Dermatofibrosarcoma protuberans.  4ª generación de microscopio confocal. 

Tinción comparada con ácido acético y naranja de acridina. (a) Células fusiformes densas y 

uniformes, con núcleos grandes y alargados, con un bajo grado de variabilidad celular y poca 

atipia citológica, apreciadas en tinción digital de MCFu; (b) Los mismos detalles se observan 

con MCFu, sin la tinción digital;(c) Láser de reflectancia: se aprecia mejor la disposición linear 

de los agregados tumorales; (d) Láser de fluorescencia: los núcleos son mejor observados, 

pero se pierden detalles del estroma; (e) H&E de este tumor. (Adaptado de Malvehy et al., 

2020) 54 

 

 

 

 



V.11.  Algoritmo de inteligencia artificial para mejorar la tinción digital de las imágenes 

de la microscopía confocal ex vivo. 

 

A pesar de los notables avances en tecnología y mejoras en la visualización de 

imágenes, sigue siendo esencial recibir capacitación en la técnica de MCev para 

garantizar la precisión en los diagnósticos. Esto se debe a las variaciones en la 

visualización de ciertos tejidos que aún existen, como ha sido anteriormente 

explicado. 

 

Por otro lado, la aplicación de técnicas de IA para mejorar las imágenes 

digitales y así poder reproducir con más fidelidad una tinción semejante a la de H&E 

(como de cortes procesados con parafina), eliminaría la necesidad de entrenamientos 

específicos en imágenes de MCev.  

 

En este trabajo de tesis, se incluyen colaboraciones con otros grupos de 

trabajo que participan en el desarrollo de IA.  Es importante destacar que, hasta la 

fecha de este escrito, no se ha llevado a cabo ningún estudio similar a los que se 

abordan en esta propuesta. 

 

Por medio de técnicas de aprendizaje profundo, se logró describir un 

algoritmo que permite retirar el ruido de las imágenes para luego obtener una imagen 

final mejorada casi idéntica a la H&E convencional, con respecto al color y los detalles 

celulares. 75,130 (Figura 71)  

 

Sin embargo, al trabajar con algoritmos de inteligencia artificial, es 

fundamental analizar posibles sesgos en los resultados. Existe un riesgo inherente de 

que los algoritmos produzcan "alucinaciones" con el objetivo de mejorar la calidad 



de la imagen, introduciendo información en la imagen que no se corresponde con el 

tejido. Por lo que se requieren más estudios para validar nuestro trabajo preliminar, 

incluyendo una gran cantidad de imágenes de alta calidad y correctamente teñidas 

con H&E, para entrenar al algoritmo de manera precisa. 

 

En un primer estudio de validación, en un 20% de las veces, los observadores 

no fueron capaces de diferenciar entre ambas tinciones. (Figura 72) 

 

En próximos estudios, implementaremos nuevos mecanismos de validación y 

verificación, con el apoyo de más expertos, para evaluar la calidad de los resultados 

producidos por el algoritmo. A pesar de aun ser un estudio preliminar, el desarrollo 

de este algoritmo ha abierto una prometedora línea de investigación, con potencial 

aplicación en dermatopatología y patología general.  

 

 

 

 



 

 

Figura 71.  Mediante Deep Learning, los colores de los tejidos escaneados pueden ser 

modificados. Fila superior: colores de confocal ex vivo 4ª generación, de un tejido escaneado 

de forma inadecuada. Fila del medio: Colores modificados por algoritmos de Deep Learning 

que permitieron un aspecto mucho más real, y parecido con la tinción de hematoxilina y 

eosina (fila inferior).   (Adaptado de Combalia M. et al., 2019).75 

 



      

Figura 72. Poster presentado en 9th Digital Pathology & AI Congress, Junio 22 & 23, 

NY, USA. Por primera vez, se ha intentado validar el mecanismo de tinción digital on 

observadores independientes. En un 20% de las veces, los observadores no fueron 

capaces de distinguir entre ambas lesiones.  



 

Con respecto al diagnóstico inmediato con inteligencia artificial, Combalia y 

colaboradores130 demostraron que, por medio de IA con aprendizaje profundo, 

también eran capaces de, no solo mejorar la tinción digital para que fuera más fiel a 

los cortes histológicos en parafina, sino que también obtener diagnósticos 

instantáneos en esta tinción. (Figuras 73 y 74)  

 

 

 

 

Figura 73.  Diagnóstico de carcinoma basocelular mediante Deep Learning. El algoritmo 

propuesto pudo diferenciar entre la presencia de tumor, del resto de estructuras normales. 

(Adaptado de Combalia M et al., 2021)130 

 

 

 



 

 

Figura 74.  Diagnóstico de carcinoma basocelular mediante Deep Learning. EL Proceso de 

diagnóstico aplicado se ha basado en la diferenciación de estructuras macroscópicas. 

(Adaptado de Combalia M et al., 2021)130 

 

Un estudio previo donde se estudió el diagnóstico de CEC,131 aplicando IA sin 

una tinción mejorada, otro grupo de investigación que solo consideró las imágenes 

macroscópicas se encontró con el hecho de que el algoritmo interpretaba como 

tumorales, sectores que en realidad correspondían a glándulas sebáceas. (Figura 75) 

 

               

 Figura 75.  El algoritmo de inteligencia artificial en carcinomas escamosos ha detectado como 

tumor, la presencia de glándulas sebáceas. (Adaptado de Ruini  et al., 2021)131 

  



Otro estudio semejante a este ha sido recientemente propuesto para CBC,132 

pero, en este caso, 3 modelos fueron comparados (muestra de solo MCev, muestra 

de solo H&E y combinados). El algoritmo de aprendizaje profundo, entrenado con el 

conjunto de datos, MCev logró una precisión diagnóstica del 92%, que fue 

comparable a la precisión del modelo H&E del 93%. El área bajo la curva AUC-ROC 

fue de 0,94 para el modelo entrenado con MCEV, 0,95 para el modelo entrenado con 

H&E y 0,94 para el modelo entrenado con la combinación de ambos. Esto indica que 

el algoritmo tuvo buen desempeño en distinguir el CCB de las muestras negativas en 

las imágenes MCEV. 

 

Con la realización de más estudios de validación y el desarrollo de nuevos 

algoritmos, es posible que, en el futuro, podamos aplicar directamente estos 

algoritmos a dispositivos de MCev, lo que nos permitiría una aproximación 

diagnóstica casi inmediata.  

 

V.12. Fortalezas y limitaciones de la MCev 

 

Mediante la realización de estos estudios adicionales, hemos examinado la 

robustez y la aplicabilidad de estos métodos en el ámbito de la patología general. 

Esto implicó confirmar que los procedimientos utilizados, anteriormente descritos, 

funcionan de manera consistente y producen resultados confiables en diferentes tipos 

de muestras y condiciones. Si bien existen diferencias significativas entre los 

diferentes campos de la medicina, también hay conceptos y principios fundamentales 

que pueden ser transferidos y aplicados de manera efectiva.  

 



Si bien nuestros resultados son alentadores es importante destacar que se 

deben realizar estudios adicionales para respaldar aún más la efectividad y 

confiabilidad de nuestras investigaciones. 

 

La implementación del diagnóstico instantáneo mediante MCev tiene un 

impacto clínico significativo en varios aspectos de la atención médica, permitiendo 

establecer conductas inmediatas, evitando consultas posteriores y la dilatación del 

tratamiento. Esto no solo ahorra tiempo, sino que también reduce los costos 

asociados con visitas y pruebas repetidas. Además, evita la incomodidad y la ansiedad 

causadas por la incertidumbre del diagnóstico y la espera prolongada. 

 

Los laboratorios de anatomía patológica también experimentan un cambio 

significativo con la implementación de esta tecnología. Al eliminar la necesidad de 

procesar muestras y realizar análisis posteriores, se reducen los costos y el tiempo 

necesario para generar informes patológicos. Esto puede tener un impacto positivo 

en la capacidad del laboratorio para manejar un mayor volumen de muestras y reducir 

las listas de espera, lo que beneficia a los pacientes y a los médicos que dependen 

de los resultados patológicos para el manejo clínico. Permite, además, el uso de 

menos material fungible, evitando daños segundarios al medio ambiente por el 

excesivo descarte de materiales contaminantes.  

 

A pesar de las enormes ventajas del análisis inmediato de una muestra por 

MCev, y de la definición celular que permite ver detalladamente estructuras nucleares, 

esta técnica también presenta algunas limitaciones: 

 

- Limitación de la profundidad de penetración: La microscopía confocal utiliza 

una técnica de escaneo punto por punto, lo que significa que sólo se puede 



obtener información de la capa superficial de la muestra. La luz se enfoca en 

un punto específico y, debido a la dispersión y absorción de la luz en los tejidos, 

la profundidad de penetración está limitada a unos pocos cientos de 

micrómetros. Esto puede ser insuficiente para examinar estructuras más 

profundas en la muestra. 

- Artefactos de la muestra: Al analizar muestras ex vivo, pueden ocurrir cambios 

y alteraciones en la muestra debido a la manipulación, la fijación o la 

preparación de la muestra. Estos artefactos pueden afectar la calidad de la 

imagen y distorsionar la información obtenida. 

- Artefactos en la obtención de la muestra: pequeñas variaciones en la 

intensidad de los láseres y la profundidad de escaneo pueden afectar la calidad 

de las imágenes. La estandarización de la técnica y la capacitación adecuada 

del técnico son fundamentales para minimizar estos artefactos y obtener 

muestras de alta calidad para su correcta interpretación. 

- Necesidad de marcadores y tinciones: En muchos casos, en el estudio 

histológico para resaltar estructuras específicas en la muestra, se requiere el 

uso de marcadores fluorescentes o de tinciones específicas que se unan a 

ciertos componentes celulares. Es posible producir tinciones específicas 

celulares (nucleares o citoplasmáticas) para MCeV. Para su aplicación en la 

práctica clínica, estas tinciones específicas deberán estandarizarse y permitir 

un análisis rápido de las muestras.  

 

- Ausencia de dinámica in vivo: Al examinar muestras ex-vivo del organismo, no 

se puede observar el tejido in vivo en tiempo real y el componente vascular y 

la interacción de los componentes celulares. Al igual que la histopatología 

convencional, la microscopía confocal ex vivo proporciona una imagen estática 

de la muestra en un momento específico, lo que limita la capacidad de estudiar 



procesos dinámicos y en tiempo real tridimensional. Las células a menudo 

interactúan con su entorno y con otras células vecinas, y estas interacciones son 

importantes para comprender la función y el comportamiento celular (p.e.el 

tráfico leucocitario endotelial o transendotelial).  

 

En resumen, la aplicación de diversas tecnologías de imagen en un único tumor 

muestra las diferentes perspectivas de cada técnica. (Figura 76) Ilustramos cómo un 

carcinoma basocelular puede presentarse de manera notablemente diferente según 

la técnica in vivo utilizada. Además, cada una de estas técnicas proporciona 

información complementaria y valiosa para el abordaje clínico del paciente en la 

práctica médica.50  

 

 

 

 

 

 

 



Figura 76. Resumen de técnicas de imagen más utilizadas en dermatología. Imagen 

macroscópica del mismo CBC en cada una de ellas: Dermatoscopia, TCO-CL, MCR, OCT, 

Ecografía, Ecografía con elastografía. Las técnicas se complementan entre sí, aportando 

diferentes detalles macroscópicos y microscópicos. (Adaptado de Soglia et al., 2022)50



V.13. Perspectivas futuras 

 

- Validar la capacidad diagnóstica del MCev y del TCO-CL y la 

reproducibilidad de los criterios diagnósticos de patología para MCev y TCO-

CL, en patología inflamatoria y tumoral. 

 

- Evaluar la repercusión asistencial, así como la sensibilidad y 

especificidad diagnóstica del MCev durante 7 años en cirugía de Mohs. 

(Figuras 81 y 82) 

 

 - Realizar estudios multicéntricos de ambas técnicas, con muestras 

estandarizadas (con la misma calidad en todos los centros), de manera a 

evaluar resultados basados en muestras iguales.  

 

- Validar los algoritmos de inteligencia artificial. Confrontar máquinas 

con especialistas, en ambas técnicas.   

 

- Mejorar la colaboración interdisciplinaria en ambas técnicas, tal como 

lo hemos hecho previamente en áreas como nefrología, gastroenterología y 

patología mamaria.133-137. (Figuras 79 a 85) 

 

- Desarrollo de nuevos protocolos de tinción específicos para diferentes 

tejidos y muestras en MCev y proponer tinción con IA en TCO-CL. 

 

 

 



Figura 77. Imagen de una cirugía de Mohs realizada con MCev. La positividad de la imagen 

escaneada – cuadrado verde (derecha), se corresponde exactamente con la imagen 

macroscópica (izquierda), permitiendo una correlación precisa en el caso de positividad de 

márgenes. Corresponde a 1X de H&E. (Fuente: Javiera Pérez-Anker)

           

Figura 78.  Carcinoma basocelular infiltrante. Cirugía de Mohs de 7 etapas, realizada en una 

hora y 35 minutos, incluyendo la reconstrucción mediante colgajo de avance. La aplicación de 

esta técnica al lado del paciente permite una inmediatez en el diagnóstico. El carcinoma 

basocelular micronodular puede también ser evidenciado en la periferia de los anejos. Flecha 

verde. (Corresponde a 4X de H&E. Fuente: Javiera Pérez-Anker).



                          

Figura 79. MCev de un glomérulo normal (círculo rojo). Arteria interlobulillar (triangulo rojo) y 

arteriola normal (flecha roja). 400X. (a) MCR; (b) MCFu; (c) MCFu con tinción digital; (e) H&E 

correspondiente.  (Adaptado de Villarreal et al., 2020)133  

 

                            

Figura 80. Primer estudio comparativo entre técnicas. (a) Lesiones crónicas pueden ser 

evaluadas (flecha roja); (b) Ejemplos de atrofia tubular (asterisco rojo), asociada a fibrosis 

intersticial; Comparación con tinción de Masson (d); (e)fibrosis peri glomerular /asterisco rojo) 

y glomeruloesclerosis global (círculo rojo). 200X. (Adaptado de Villarreal et al., 2020) 133    



 

 

 

Figura 81. Muscularis propia diagnosticando una perforación durante una endoscopia. El 

diagnóstico inmediato ha permitido la reparación del defecto. 20X. (Adaptado de: Pérez-

Anker et al., 2020) 135 

 

 

 

Figura 82. Mucosa normal de colon. Izquierda: microscopia confocal ex vivo. Derecha: 

hematoxilina y eosina. (Adaptado de: Guerrero et al., 2021)136  



 

                     

 

Figura 83. Displasia de bajo grado de colon. Izquierda: microscopia confocal ex vivo. Derecha: 

hematoxilina y eosina. Los detalles celulares se correlacionan de forma adecuada en ambas 

técnicas. 100X. (Adaptado de: Guerrero et al., 2021)136 

 

                    

 

Figura 84. Displasia de alto grado de colon. Izquierda: microscopia confocal ex vivo. Derecha: 

hematoxilina y eosina. El desorden arquitectural y citológico se mantiene en ambas técnicas. 

100X. (Adaptado de: Guerrero et al., 2021)136 



 

 

 

Figura 85. Vista macroscópica (superior) y microscópica (inferior) de un carcinoma ductal 

infiltrante de mama. Las células tumorales invaden el tejido mamario en forma de cordones. 

(Fuente: Javiera Pérez-Anker) 



VI. CONCLUSIONES  

1. Se estableció una correlación entre criterios morfológicos y citológicos en 

lesiones melanocíticas, utilizando diversas técnicas de imagen, incluyendo 

tomografía de coherencia óptica de campo lineal, microscopía confocal de 

reflectancia e histología convencional. 

 

2. Logramos la visualización tridimensional de criterios dermatoscópicos en 

lesiones melanocíticas mediante tomografía de coherencia óptica de 

campo lineal, proporcionando una mejor comprensión de las estructuras 

morfológicas y citológicas. 

 

3. Identificamos criterios diagnósticos, tanto estructurales como citológicos, 

que permiten diferenciar entre lesiones melanocíticas benignas, atípicas y 

malignas, destacando la importancia de la presencia de una "hendidura" 

como indicador de malignidad e invasión en profundidad. 

 

4. Se desarrollaron algoritmos de inteligencia artificial para la diferenciación 

entre campo de cancerización y queratosis actínica, utilizando tomografía 

de coherencia óptica de campo lineal. 

 

5. Propusimos un nuevo protocolo de tinción en microscopía confocal ex vivo 

que mejora la visualización de nidos de carcinoma basocelular y 

proporciona una mejor caracterización de este tipo de tumor, junto con la 

identificación de nuevos criterios diagnósticos. 

 



6. Patentamos un dispositivo que facilita el aplanamiento de muestras previo 

al escaneo en microscopía confocal ex vivo, junto con un protocolo 

estandarizado para la obtención sistematizada y homogénea de muestras. 

 

7. Evaluamos la precisión diagnóstica de la microscopía confocal ex vivo en 

biopsias de lesiones equívocas de carcinoma escamoso. Comparamos los 

criterios diagnósticos con los encontrados en histología convencional.  

 

8. Se desarrolló un algoritmo de inteligencia artificial que permite visualizar 

las imágenes escaneadas en colores similares a la histología convencional, 

lo que facilita la interpretación de los resultados. 
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