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Resumen

La microscopia laser confocal es una técnica microscopica que se puede aplicar
in vivo para conseguir imagenes de alta resolucién de tejidos gruesos por medio
de muestras que emiten fluorescencia o reflejan la luz, y foramenes
estenopeicos con los que se obtiene unicamente un haz emitido desde un punto
focal. Desde su disefio por Minsky en 1955 ha evolucionado de forma que se
han desarrollado distintos tipos de microscopio confocal, asi como aplicaciones
en varias areas, como a nivel endoscépico constituyendo la endomicroscopia
laser confocal (CLE) ampliamente aplicada en diversas areas como digestivo.

En este trabajo se pretende determinar y revisar las aplicaciones actuales de
CLE in vivo en varios campos de la urologia por medio de un conjunto de
busquedas bibliograficas realizadas en PubMed. De las mismas se concluye
que la CLE permite estudiar de forma eficaz y segura los margenes quirurgicos
y la integridad del paquete vasculonervioso en prostatectomias radicales. Asi
como también, tanto a nivel vesical como del tracto urinario superior, se han
establecido una serie de criterios para el diagndstico y gradacion de los tumores
uroteliales, y su posible aplicacion en la decision del manejo de estas lesiones.
Finalmente, a pesar de no hallarse estudios in vivo en cuanto a patologia renal,
se plantea su aplicacion en la evaluacion de masas renales sodlidas
descubiertas de forma incidental y posibles implicaciones futuras en la patologia
litiasica.
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1. Introduccion

1.1.Técnica

La microscopia confocal es una técnica con la que es posible adquirir imagenes
de alta resolucion de tejidos gruesos y estudiar muestras in vivo, a diferencia de
la microscopia convencional, que requiere cortes finos de muestras
previamente fijadas o congeladas (1,2).

Este hecho es debido a que, mientras que en la microscopia convencional se
ilumina y visualiza toda la muestra simultaneamente recibiendo iluminacion de
otras partes ademas de la del punto focal de la lente produciéndose una
borrosidad que disminuye la resolucion de la imagen, la confocal rechaza esa
luz permitiendo obtener imagenes de alta calidad con mayor contraste y detalle,
ademas de posibilitar la reconstruccion de imagenes tridimensionales (1,2).

Para su correcto funcionamiento requiere epiluminacion, es decir, que las
muestras emitan fluorescencia o reflejen la luz. A su vez, para filtrar la luz, el
microscopio confocal emite un haz que se enfoca a través del objetivo en un
punto determinado y recoge, por el mismo objetivo, la luz reflejada pasando por
un agujero estenopeico o diafragma (o pinhole, en inglés) que consiste en una
ranura por la que solo permite acceder de la luz emitida desde el punto focal
deseado (2).

Una vez ha pasado por el agujero estenopeico, la luz emitida desde la muestra
es detectada gracias a un detector fotomultiplicador que multiplica la corriente
que produce la luz, facilitando la deteccion de fotones individuales y moléculas
fluorescentes aunque se encuentren en bajas cantidades (1,3). Entonces, solo
se obtienen imagenes de un unico punto durante el escaneo confocal, asi que
este punto debe moverse sobre la muestra (concretamente en los ejes x, y) con
el fin de poder recopilar los datos necesarios que son enviados a un ordenador
que compila todas las imagenes puntuales para obtener una imagen completa
(1,2).
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Imagen 1. Extraida de Elliot AD (1): estructura y funcionamiento de un
microscopio de escaneo laser confocal.

El disefio del microscopio confocal fue ideado por Marvin Minsky en 1955 y
patentado en 1957 mientras estudiaba como obtener imagenes de las
conexiones entre las neuronas cuando descubri6 que podia mejorar la
resolucidon de las imagenes iluminando unicamente una pequefa seccidn de la
muestra y escaneandola punto por punto. De forma que, el primer microscopio
confocal estaba compuesto por una lampara con un diafragma delante para
reducir la dispersion de la luz de excitacion, la lente del objetivo, otro diafragma
(para rechazar la luz de fuera del plano focal) frente al detector fotomultiplicador
y una pantalla de radar antigua (1,4). A pesar de las ventajas que ofrecia esta
nueva técnica no fue tan ampliamente recibida en su momento como cabria
esperar debido a que requeria de tecnologias que estaban subdesarrolladas o
aun no se habian inventado (como los laseres, que se desarrollaron en la
década de 1960) y no existia una necesidad por parte de la comunidad
cientifica para su uso. El interés sobre esta técnica crecio tras el desarrollo del
uso de los anticuerpos marcados con fluorescencia para marcar diferentes
proteinas de interés, momento en que empezaron a necesitar una forma de
obtener imagenes de mayor calidad de muestras gruesas (4).

El primer microscopio laser confocal moderno fue desarrollado por Brad Amos y
John White en la Universidad de Cambridge. Este microscopio contaba con un
laser de iones argon como fuente de luz que se escaneaba a través del campo
de vision del objetivo de la imagen mediante dos galvandmetros, uno para el eje
X y otro para el y, de esta forma redujeron las vibraciones y mejoraron la
precision y velocidad (4).



En la actualidad los microscopios confocales cuentan, ademas de con los
elementos basicos del microscopio de Minsky (diafragma, lente objetivo,
detectores), con espejos de escaneo rapido, filtros para la seleccion de longitud
de onda e iluminacién laser como fuente de luz. En cuanto a esto ultimo, cada
vez se usan mas laseres de diodo, de fibra y de estado sélido por su mayor
uniformidad y estabilidad ademas de emitir una amplia gama de longitudes de
onda y menos calor, aunque los laseres de gas se siguen empleando (1).

1.2.Tipos

Debido a que la imagen se obtiene desplazando el punto de iluminacién por la
muestra, se han ido desarrollando diferentes estrategias para ello, por lo que
existen varios tipos de microscopia confocal a parte de la original que escanea
un punto cada vez, como la de disco giratorio y la hibrida (1).

La microscopia laser confocal utiliza un laser como fuente de iluminacién que se
barre por la muestra. Este laser es dirigido hacia una serie de espejos que
permiten que el haz realice un barrido en las direcciones x e y de un unico
campo de visidn que se va desplazando por la muestra para producir la imagen
de un corte (1). Este proceso se puede ir repitiendo cambiando el punto focal
para recopilar imagenes de diversos cortes que permiten reconstruir una
imagen tridimensional (1). La mayoria de estos microscopios permiten ajustar el
tamano del diafragma para adecuar el grosor de la seccion Optica, seleccionar
la zona de interés a estudiar y acomodar tanto tejidos vivos como fijos (1).
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Imagen 2. Obtenida con Biorender: microscopio de escaneo laser confocal.

La microscopia confocal de disco giratorio permite un barrido de multiples
puntos con el que la muestra no ha de moverse a través de la iluminacion ya
que utiliza un disco giratorio que tiene pinholes concéntricos situados en la
trayectoria del haz de excitacion con lo que se generan multiples puntos de
excitacion y deteccidn a la vez permitiendo escanear rapidamente un campo de
vision por completo (1).
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Imagen 3. Obtenida con Biorender: microscopio confocal de disco giratorio.

Finalmente, la microscopia hibrida se basa en un enfoque intermedio entre el
barrido de un punto (como el de la microscopia laser confocal) y el multipunto
(como el de la microscopia confocal de disco giratorio) siendo un ejemplo el
llamado swept-field confocal microscope que puede usar tanto diafragmas,
anteriormente comentados, como rendijas que no se mueven si no que son los
galvanometros y los espejos los que permiten que el haz se barra sobre la
muestra (1,4).
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Imagen 4. Obtenida de Castellano M et al. (5): swept-field confocal microscope.

El tipo de microscopia confocal que se va a desarrollar a lo largo de este trabajo
es la primera, de barrido laser, ya que es una de las mas estudiadas en
diferentes ambitos de la medicina, ademas de ser la que permite obtener las
imagenes con mayor resolucion; entre sus aplicaciones destaca la posibilidad
de introducirse a través de endoscopios conformando la endomicroscopia laser
confocal (CLE), con la que se pueden obtener imagenes de forma
intraoperatoria in vivo en varios ambitos.

1.3. Aplicaciones de la microscopia laser confocal

Esta técnica de microscopia permite el estudio de procesos celulares muy
variados como, por ejemplo, la apoptosis, actividades enzimaticas, fagocitosis,
etc., de forma que, en la actualidad, presenta aplicaciones muy diversas en
diferentes areas de la medicina (3).



Al ser una técnica no invasiva, la microscopia laser confocal constituye un
meétodo agil para explorar la cornea en sus estados fisioldgico, patologico y
postquirurgico ademas de permitir analizar capas, nervios, células, presencia de
elementos fungicos, asi como la densidad y profundidad de dichas estructuras
(6). De forma que en oftalmologia se aplica en el diagnéstico de queratitis
infecciosas permitiendo, concretamente, visualizar Acanthamoebas y filamentos
fungicos, siendo en este ultimo caso especialmente util ya que se puede tardar
una serie de dias en obtener los resultados de los cultivos pudiendo llegar a ser
incluso negativos segun a la profundidad a la que se encuentren, por lo que la
deteccion temprana por microscopia confocal posibilita el tratamiento precoz de
la infeccidn (6). Otros usos clinicos en este campo son la medicion de la
profundidad de depdsitos corneales, de la vasculatura del limbo ocular, la
degeneracion macular y de la densidad de células endoteliales ademas de la
evaluacion de la eficacia del tratamiento del ojo seco (estudiando ademas de la
cornea, las glandulas lacrimales, de meibomio y la conjuntiva), asi como
cambios corneales en el Sindrome de Stevens-Johnson y en la necrosis toxico-
epidérmica (6,7). Como se trata de una técnica util para el estudio de la
respuesta celular frente a tratamientos farmacologicos y quirurgicos se emplea,
a su vez, en investigacion, principalmente de cirugia y enfermedades corneales

(5).

En dermatologia es muy utilizada para el diagndstico de lesiones melanociticas,
cancer no melanoma y, también, lesiones inflamatorias benignas (8). En cuanto
al diagnostico de patologias malignas su utilidad radica, principalmente, en la
importancia de detectar de forma temprana estas lesiones, para extirparlas
generando minimas cicatrices, y en su monitorizacion y seguimiento terapéutico
(8). En el diagndstico del melanoma se estima que puede aumentar la
especificidad lo que podria comportar la reduccion de biopsias innecesarias. Sin
embargo, puede hallar subtipos poco frecuentes del melanoma como el
melanoma spitzoide (8). En cuanto al carcinoma de células basales también
presenta una elevada especificidad y sensibilidad, ademas de haberse
estudiado su aplicabilidad como una herramienta complementaria para la
cirugia micrografica de Mohs y la monitorizacion de la respuesta frente a
Imiquimod y crioterapia (8). En la dermatitis de contacto ayuda en la distincion
entre la alérgica y la dermatitis de contacto irritante por medio de la observacion
de una serie de caracteristicas como son la espongiosis epidérmica, la
exocitosis, formacion de vesiculas y ruptura de la capa corneal por irritantes
exdgenos, siendo ésta la mas caracteristica de la dermatitis irritante (8). Otro de
sus usos en este campo es el de la investigacidon en la industria cosmética para
el estudio de la eficacia, tolerabilidad y respuestas fisiologicas y patologicas de
la piel a los productos de aplicacion topica. A su vez, permite investigar los
efectos de tratamientos con laser sobre la piel como, por ejemplo, el del
hemangioma cereza observandose la desaparicion de asas capilares dilatadas.
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Asi mismo, podria ser util en la evaluacidén de alteraciones de la piel
relacionadas con los tatuajes ya que permite visualizar depdsitos
subepidérmicos de granulos de pigmento densos de hasta aproximadamente
3um de tamanio (8).

Como se ha comentado anteriormente, debido a que este tipo de microscopia
utiliza un laser como sefal, esta técnica puede aplicarse a la endoscopia
obteniendo en tiempo real una evaluacion histologica in vivo de superficies
mucosas. Razon por la cual se han realizado muchos estudios sobre la utilidad
de esta técnica en digestivo, para evaluar el tracto gastrointestinal. En dichos
estudios ha demostrado ser una técnica segura, y que con el uso de agentes
fluorescentes, ayuda en la diferenciacion y clasificacion de polipos colorrectales,
estenosis biliares indeterminadas y lesiones quisticas pancreaticas, ademas de
permitir una mayor deteccion de eséfago de Barrett displasico, neoplasias
intraepiteliales gastricas y displasias asociadas a enfermedades inflamatorias
intestinales que los protocolos de deteccion estandar (9).

La microscopia laser confocal se puede aplicar también al estudio de
osteonecrosis y osteorradionecrosis mandibular. En pacientes con osteoartritis
sirve para evaluar cambios morfolégicos de los condrocitos y en la
microestructura cartilaginosa. A su vez, ha facilitado el estudio de la
regeneracion tisular y la evaluacion del estado de lubricacion articular (3).

En lo referente al diagnostico genético ha sido util, junto con la técnica FISH,
para evidenciar genes involucrados en enfermedades hereditarias (3). En
células infectadas por VIH, Aspergillus y herpes virus entre otros, permite
monitorizar procesos de fagocitosis, autofagia y apoptosis (3).

Asi mismo es una técnica aplicada en oncologia para el estudio de neovasos,
permeabilidad celular y las anormalidades estructurales presentes en la
progresion tumoral (3).

1.4. Aplicaciones en urologia

A pesar de no existir un consenso sobre sus indicaciones en urologia, se han
llevado a cabo varios estudios sobre la utilidad de la microscopia laser confocal
en tumores de vejiga y tracto urinario superior, ademas de en prostata y rifion.

La microscopia laser confocal aplicada a la endoscopia se esta estudiando para
Su uso en cancer vesical y lesiones malignas de las vias urinarias altas, ya que
proporciona imagenes a nivel celular que podrian usarse para la clasificacion
intraoperatoria de los tejidos; su principal problema radica en que carece de la
penetracidon necesaria para poder evaluar con precision la profundidad de la
lesion (10). En cuanto a las neoplasias vesicales, como la CLE es capaz de
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distinguir entre microestructuras y células individuales, posibilita la deteccién y
gradacion de carcinomas uroteliales, ademas de la evaluacion de la eficacia de
su tratamiento por medio de resecciones transuretrales (11). De la misma
manera, se plantea su uso en la evaluacion de neoplasias del tracto urinario
superior por medio de la ureteroscopia obteniendo informacion complementaria
a la de las biopsias, ya que permite identificar el grado del tumor con una alta
correlacion con el analisis histopatologico final. Es por este motivo que la
endomicroscopia confocal es recomendada por la European Association of
Urology para el manejo conservador del carcinoma del tracto urinario superior
(12).

A nivel renal la utilidad de la microscopia confocal no ha sido muy estudiada,
pero podria aplicarse para diferenciar entre tejido canceroso y tejido sano (13).
Finalmente, en el estudio de la prostata, concretamente para la deteccidén de
cancer prostatico, la microscopia laser confocal ha demostrado un rendimiento
diagnostico comparable al de la histopatologia convencional (14).

2. Objetivos

El principal objetivo de este trabajo consiste en realizar una busqueda
bibliografica sistematica para revisar las aplicaciones actuales de la microscopia
laser confocal en la urologia, ademas de explorar posibles nuevas indicaciones.

Concretamente, se pretende actualizar la informacion existente sobre la
aplicacidn de esta microscopia in vivo, es decir, intraoperatoriamente, en una
serie de areas como son la patologia prostatica, la vesical, neoplasias del tracto
urinario superior, litiasis y tumores renales.

3. Material y métodos

Para el desarrollo de este trabajo se han llevado a cabo una serie de
busquedas en PubMed aplicandoles el filtro para explorar selectivamente las
aplicaciones sobre tejido vivo que nos permite esta tecnologia con la opcion de
“‘Advanced Search Builder” usando los descriptores buscados en la pagina
https://decs.bvsalud.org/en/ (DeCS), introducidos como “MeSH Terms” vy
enlazados con operadores booleanos de la siguiente manera:

e ("Microscopy, Confocal"[Mesh]) AND ("Prostate"[Mesh]): 79 articulos, de
los que tras leer su titulo y abstract se seleccionaron 26 articulos, de los
cuales, después de leer el apartado de materiales y métodos, finalmente
se escogen 4 relacionados con sus aplicaciones in vivo.
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e ("Microscopy, Confocal"[Mesh]) AND (("Urinary Bladder"[Mesh]) OR
("Urinary Bladder Neoplasms"[Mesh])): 194 articulos, de los que tras leer
su titulo y abstract se seleccionaron 44 articulos que, tras leerlos, se
reducen a 18.

e (("Microscopy, Confocal"[Mesh]) OR (“Confocal Laser Endomicroscopy”))
AND (“Upper Urinary Tract”): 19 articulos, de los que se seleccionan 11.

e Para la patologia renal se realizan dos busquedas: ("Microscopy,
Confocal'[Mesh]) AND  (("Nephrolithiasis"[Mesh]) OR  ("Kidney
Calculi"[Mesh])) con 8 articulos y ("Microscopy, Confocal"[MeSH]) AND
("Carcinoma, Renal Cell"[MeSH]) con 38 resultados. Se incluye
unicamente un estudio que evalua el uso de CLE en masas renales ex
vivo (15), ya que ninguno aborda el uso de la microscopia con focal in
vivo en la patologia renal.

Debido a que los resultados son relativamente escasos, las revisiones
sistematicas publicadas han sido incluidas en los resultados.

4. Resultados

Se recopilan los datos obtenidos de los articulos que se han seleccionado de
las distintas busquedas en las siguientes tablas segun el campo en que se haya
estudiado la aplicacion endoscépica de la microscopia confocal.

4.1.Prostata

Autor Numero de Posibles aplicaciones descritas
casos
Lopez A et | 105 Identificacion de las estructuras prostaticas y periprostaticas.
al. (16). secuencias,

15 pacientes. Permite identificar el paquete vasculonervioso,
Controlar los margenes quirdrgicos.
En un futuro, con la incorporacion de marcadores

moleculares o estimuladores nerviosos podria estimarse la
respuesta fisiolégica de los nervios de forma intraoperatoria.

Van Riel | 2 pacientes. Obtencion de imagenes del tejido prostatico in vivo en el
LAMJG et al. momento de realizacion de biopsias de forma segura.

(17).
Se plantean mejoras para poder utilizar esta técnica con el
fin de obtener “biopsias 6pticas” en un futuro.

Panarello D | 16 fotografias | Se diferencian tejidos intra y extraprostaticos.
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etal. (18).

139 video clips
237 fotografias
15 pacientes.

Evalta el rendimiento diagnostico de la CLE para obtener
margenes quirdrgicos negativos durante la prostatectomia
radical.

Eissa A et al. | Revision Es viable y segura la aplicacién de CLE intraoperatoria en la
(19). bibliografica. prostatectomia radical.
Permite identificar puntos anatémicos vy estructurales
importantes.
4.2. Vejiga
Autor Numero de Posibles aplicaciones descritas
casos
Lerner SP, | Revision Informacién histopatoldgica en tiempo real.
Goh A (20). | sistematica.
Diferenciacién del urotelio normal del neoplasico.
Mejor estudio de lesiones sospechosas.
Ahorro de biopsias innecesarias.
Fritzsche C | 1. Deteccion de huevos de esquistosoma.
et al. (21).
Sonn GA et | 27. Diferenciacion de urotelio normal vs neoplasia (bajo y alto
al. (22). grado).
Lee J et al. | 119 lesiones Diagnéstico y gradacién de los tumores in vivo.
(23). 75 pacientes.

Diferenciacion CIS vs inflamacion vesical.

Efecto terapéutico: en tumores T1 de alto grado ha
demostrado un periodo libre de recurrencia mayor.

Wiesner C et
al. (24).

18 pacientes.

Visualizacion patrones de crecimiento tumoral como una
relacion nucleo/citoplasma alterada, la estratificacion del
tejido pseudopapilar y neoangiogénesis.

Discriminacion entre la arquitectura nuclear y subnuclear de
tejido vesical sano y tejido neoplasico.

Rundstedt F- | Revision Obtencion de imagenes microscopicas in situ en tiempo real

C von, | sistematica. de la arquitectura de la superficie.

Lerner SP

(25). Discriminacion tejido sano vs neoplasico y gradacion de los
mismos.

Zlatev DV et | Revision Permite realizar biopsias o6pticas in vivo obteniendo

al. (26). sistémica. imagenes de alta resolucion similares a la histopatologia.
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Diferencia el grado tumoral.

Raharija, Revision Detecta carcinoma in situ (CIS).
PAR et al. | sistémica.
(27). Diferencia el grado tumoral.
Chang TC et | 31  muestras | Se proponen criterios diagnésticos de carcinoma vesical.
al. (28). vesicales.
Se aborda la concordancia interobservador.
Liem EIML | 66 muestras Diferencia el grado tumoral.
et al. (29). 62 pacientes.
Se renuevan los criterios para el diagnostico del tumor
vesical.
Se plantean posibles usos futuros: confirmar la radicalidad
quirurgica de la RTU o la presencia de musculo detrusor en
el tejido resecado, realizar vigilancia activa en pacientes con
neoplasias de bajo riesgo, uso combinado con otras
técnicas.
Wu J et al. | 21 pacientes. Obtencion de informacion histopatologica in vivo.
(30).
Deteccidn de caracteristicas celulares que permiten
determinar el grado de la neoplasia.
Permite explorar las caracteristicas del leiomioma.
Liu J-J et al. | Revisién Visualizacion de morfologia celular y microarquitectura de
(31). sistémica. lesiones sospechosas in vivo.
Diferencia el grado tumoral.
Wu J et al. | 302 lesiones. Diferencia el grado tumoral.
(11).
Permite confirmar si la RTU ha sido radical.
Reduce recurrencias.
Naya Y et al. | 7 pacientes. Visualizacion de nucleos celulares en carcinoma urotelial
(32). vesical de forma segura por medio del uso de acrinol.
Tang Y et al. | 15 pacientes. Deteccidn asequible y portétil de estructuras subcelulares del
(33). urotelio vesical asi como de caracteristicas diagnésticas de

lesiones benignas y malignas.

Lucas M et
al. (34).

140000
fotogramas 72
lesiones

53 pacientes.

Identificacion y estratificacion adecuada de lesiones
vesicales in vivo por medio de la incorporaciéon de un método
de clasificacién asistido por ordenador.

Se proponen usos futuros: escanear el lecho de la lesién tras
RTU para confirmar su radicalidad, podria extrapolarse el
método de clasificacion al carcinoma urotelial del tracto
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urinario superior.

Adams W et | 67 pacientes. La sonda de 2,6 mm es mas adecuada para el estudio

al. (35). histopatolégico del tracto urinario debido a la mejor
resolucion de la morfologia celular que ofrece.

Chen SP, | Revisién Detecta parametros fisiologicos en tiempo real como el flujo

Liao JC (36). | sistémica. sanguineo.

Permite establecer criterios diagnésticos de tumor vesical.

Visualiza la muscular propia tras reseccién tumoral.

4.3. Tracto urinario superior

Autor Numero de Posibles aplicaciones descritas
casos
Chen SP, | Revision Visualizacion de urotelio sano y carcinoma papilar de tracto
Liao JC (36). | bibliografica. urinario superior (TUS) in vivo.
Identificacion de las caracteristicas del carcinoma papilar de
TUS.
Balafia J et | Revisién Proporciona, en tiempo real, informacion citolégica de
al. (12). bibliografica. neoplasias del TUS.
Criterios diagndsticos de carcinoma urotelial de TUS.
Determinacion del grado tumoral.
Manejo conservador del carcinoma del TUS.
Freund JE et | 53 casos Gradacion de carcinoma urotelial.
al. (37). 36 pacientes.
Se confirma la validez en carcinoma de TUS de los criterios
usados en carcinoma vesical.
Se proponen como criterios diagnésticos mas adecuados la
organizacion celular, morfologia y cohesividad celular.
Se plantea un sistema de puntuacion basado en las
caracteristicas de los criterios.
Bus MTJ et | Revisién Obtiene imagenes de alta resolucion de la estructura celular
al. (38). bibliografica. en tiempo real.
Villa L et al. | 11 pacientes. Deteccidn de caracteristicas de tejido sano y de carcinomas
(39). de alto y bajo grado.
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Se propone su uso para determinar zonas a biopsiar y
realizar fotoablaciéon con laser en un mismo tiempo
quirurgico.

Puede ayudar en la toma de decisiones referentes al manejo
(conservador vs quirurgico).

Territo A et | Revision Obtencion en tiempo real de imagenes microscopicas.
al. (40). bibliografica.
Diferenciacion entre urotelio normal y carcinoma.
Bui D et al. | 14 pacientes. Obtencion por medio de la sonda de 0.85mm de imagenes
(41). microscopicas en tiempo real y deteccion de caracteristicas
del carcinoma urotelial.
Potencial complemento la biopsia ureteroscopica, ablacion
endoscopica y seguimiento del carcinoma urotelial de TUS.
Baard J et Revision Aporta informacion histopatolégica y sobre el grado de
al. (42). Bibliografica. lesiones en tiempo real.

En un futuro podria sustituir las biopsias invasivas y evaluar
la integridad del tratamiento conservador del carcinoma
urotelial de TUS.

Sanguedolce

47 pacientes.

Mejora el manejo endoscopico del carcinoma urotelial del

F et al. (43). TUS.
Evalta dinamicamente la morfologia celular y arquitectura
lesional.
Fojecki G et | Revision Permite determinar el grado de lesiones neoplasicas de TUS.
al. (44). bibliografica.
Brunckhorst | Revisién Permite diferenciar entre tumores de alto y bajo grado.
O et al, (10). | bibliografica.

4.4 Patologia renal

Autor Numero de Posibles aplicaciones descritas
casos
Su L-M et | 20. Distingue caracteristicas de la microarquitectura y morfologia
al. (15). celular del tejido sano y tumoral.

Permitiria realizar biopsias Opticas diagnésticas en tiempo
real para decidir el manejo a llevar a cabo.
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5. Discusion

El principal uso de la microscopia laser confocal de forma intraoperatoria se
realiza por medio de su aplicacién en la endoscopia recibiendo el nombre de
endomicroscopia laser confocal (CLE). EI endomicroscopio confocal que se
utiliza en urologia se llama Cellvizio y es un sistema basado en sondas que van
desde 0,85mm (cuya resolucion espacial es de 3,5um, su profundidad de
penetracion de 50um y su campo de vision de 320um) a 2,6mm (cuya
resolucion espacial es de 1um, su profundidad de penetracion de 60um y su
campo de vision de 240um), usando fluoresceina como agente de contraste que
se puede administrar por via intravesical o intravenosa (19).

El uso de este sistema en patologia prostatica ha sido estudiado por varios
autores que coinciden en que se trata de una técnica con la que es posible
obtener imagenes in vivo de alta resolucién semejantes a las obtenidas por
medio de la histopatologia, con lo que posibilitan diferenciar los tejidos
prostaticos y periprostaticos permitiendo evaluar en tiempo real los margenes
quirurgicos en las prostatectomias radicales (16,19). Este procedimiento,
utilizado para el tratamiento del cancer prostatico, puede conllevar
consecuencias como la disfuncion eréctil o0 margenes quirurgicos positivos, asi
como también el control y la recuperacion de la funcion urinaria. Es por ello que
Lopez A et al. (16) propusieron evaluar si el uso de CLE en las prostatectomias
radicales asistidas robdticamente mejoraban los resultados quirurgicos.
Obtuvieron imagenes del paquete vasculonervioso in vivo por CLE de 15
pacientes antes y después de la diseccidn con conservacion del nervio. Las
caracteristicas confocales del paquete vasculonervioso que se visualizaron
consistian en unas lineas oscuras delgadas paralelas que corresponden a fibras
axonales, rodeadas por células oscuras (adipocitos) e intercaladas por
estructuras por las que se veian fluir eritrocitos (vasos) (16).

0 pm . 20 pm 20 pm

Imagen 5. Extraida de Lopez A et al. (16): axones vistos por medio de la sonda
de 0.85mm (A), el resto de imagenes fueron obtenidas por medio de la sonda
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de 2.6mm, nervios visualizados antes de la diseccion del paquete
vasculonervioso (B) y después (C y D). Imagen de CLE ex vivo del paquete
vasculonervioso intacto (F). Imagen panoramica del paquete vasculonervioso
generada de imagenes obtenidas in vivo con CLE (G).

Gracias a la determinacion de estas caracteristicas de forma intraoperatoria se
obtienen unos mejores resultados en cuanto a la conservacion de los nervios ya
que se puede mapear la ubicacidn del paquete vasculonervioso y visualizarlo
tras la diseccion. Aun asi, la visualizacion de nervios intactos no tiene porqué
significar que estos sean funcionales y, de hecho, actualmente se desconocen
los efectos funcionales a largo plazo del uso de CLE. Se plantea la posibilidad
de integrar en un futuro la CLE con marcadores moleculares o estimuladores
nerviosos para obtener informacidn sobre los resultados intraoperatorios en
términos de funcion nerviosa (16). Teoricamente, la identificacion mejorada de
estas estructuras permitira disminuir las tasas de disfuncion eréctil asociadas al
procedimiento quirurgico de la prostatectomia radical.

Van Riel L et al. (17) plantean el uso de la endomicroscopia laser confocal en la
realizacion de biopsias de préstata para el mapeo transperineal en pacientes en
que se sospecha un cancer prostatico por medio de la CLE a través de aguja.
Esta técnica consiste en utilizar sondas que se pueden pasar a través de agujas
de 19G para visualizar la estructura celular de un area de interés, permitiendo
obtener imagenes a nivel microscépico actuando a modo de biopsia optica. Tras
estudiar la factibilidad de esta técnica en dos pacientes a los que se les iban a
realizar biopsias de mapeo transperineal guiadas por ecografia se concluy6 que
era posible obtener imagenes del tejido prostatico in vivo en el momento de
realizacion de biopsias de forma segura. Sin embargo, se determiné que dichas
imagenes no presentaban ningun valor diagndstico debido a que no se
visualizaban con facilidad estructuras prostaticas por la presencia de sangre,
artefactos de movimiento y poco tiempo de contacto con el tejido de interés, por
lo que los autores expresan que por el momento no permite identificar
adecuadamente el tejido prostatico. Frente a lo que se plantea la posibilidad de
usar una sonda orientada hacia adelante con un canal de lavado y un plano
focal mas alejado de la punta para que la sangre se acumule quede fuera del
foco (17).
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Imagen 6. Extraidas de Van Riel L et al. (17): tejido prostatico de paciente con
cancer prostatico de Gleason 4+3 por medio de CLE en aguja (A), esquema de
la obtencion de imagenes con guia ecografica transrectal (B), imagen de
eritrocitos por sangrado (C).

Para poder identificar y comparar las estructuras sanas y patoldgicas mostradas
a través de CLE durante la prostatectomia radical Panarello D et al. (18)
crearon un atlas basandose en el uso de CLE en muestras ex vivo y
comparandolas con cortes teflidos con hematoxilina-eosina para
correlacionarlos con las imagenes patologicas que se utilizaban hasta la fecha.
A pesar de que no se trate de un estudio realizado in vivo se incluye en este
trabajo por su importancia a la hora de establecer una base en la cual se
fundamenta el uso de CLE in vivo en la actualidad, ya que ha permitido evaluar
el rendimiento diagnostico de esta técnica para obtener margenes quirurgicos
negativos durante la prostatectomia radical. Concluyeron que la CLE permitia
distinguir entre glandulas benignas y malignas ya que las células de estas
ultimas captan fluoresceina en el interior de su citoplasma a diferencia de las
benignas, que no lo hacen. Asi mismo, es dificil distinguir un grado 3 de
Gleason de una glandula prostatica normal fijandose unicamente en la
morfologia ya que en ambos casos se observan glandulas individuales, bien
definidas y de varios tamafios (18).

Imagen 7. Extraida de Panarello D et al. (18): glandula prostatica normal
(izquierda) y tumoral (derecha) vistas con CLE ex vivo.
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El érgano uroldgico en el que mas se ha estudiado el uso de CLE es la vejiga y,
como en la prostata, se ha demostrado que permite obtener imagenes
microscopicas de alta resolucion con informacion histopatoldgica y fisiologica in
vivo y en tiempo real. Pudiéndose emplear como complemento de la cistoscopia
convencional para concentrarse en areas de sospecha, confirmar
anormalidades microscoépicas y reducir el numero de biopsias innecesarias
(11,20,25,30,31,36).

Como ya se ha comentado, existen varias sondas de CLE y Winifred A et al.
(35) comparan el uso de la de 2,6mm con la de 1,4mm (de uso reciente) en
pacientes que se someten a reseccion de cancer vesical concluyendo que la
sonda de 2,6mm es mas adecuada para el estudio histopatolégico del tracto
urinario (y la que se utiliza de forma mayoritaria en los estudios incluidos en
este trabajo) debido a la mejor resolucion de la morfologia celular que ofrece,
mientras que la de 1,4mm presenta un mayor campo de visidbn, mejor
visualizacion de la microestructura y es compatible con la cistoscopia flexible
pero su calidad de imagen es inferior para el diagndstico histoldgico.

La patologia en la que mas se ha practicado esta técnica ha sido la tumoral.
Aun asi, también se ha aplicado en un caso ya diagnosticado de
esquistosomiasis urinaria en el que se demostré que permitia visualizar huevos
de Schistosoma haematobium en urotelio humano in vivo con lo que podria
servir para el diagndstico de dicha patologia en casos en que los métodos
estandar de diagnostico (muestras de heces y orina, deteccion de los huevos en
biopsia) no fueran adecuados por presentar baja tasa de eliminacion de huevos,
invasividad de la técnica o una area limitada de examinacion (21).

Imagen 8. Extraida de Fritzsche C et al. (21): visualizacion in vivo por medio de
CLE de huevo de Schistosoma haematobium.
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Debido a su capacidad para distinguir las caracteristicas celulares y, por tanto,
diferenciar entre urotelio sano y tejido neoplasico, permite incluso la gradacion
del tumor (11,25,30,31). Las caracteristicas del urotelio normal y del carcinoma
de alto y bajo grado fueron descritas por primera vez por Sonn GA et al. (22). El
tejido sano se caracteriza por presentar una estructura organizada en que las
células mas superficiales (células sombrilla o paraguas) son de mayor tamafo
que las de capas mas profundas (células intermedias) y una lamina propia con
vasos sanguineos y menor celularidad (22,23,36).

Umbrella Cells Intermediate Cells Lamina Propria

Imagen 9. Extraida de Sonn GA et al. (22): caracteristicas del urotelio vesical
sano por medio de CLE en comparacion con su corte histologico tefiido con
hematoxilina y eosina.

Los tumores papilares de bajo grado son descritos como organizaciones densas
de células cohesivas de pequefo tamafo uniformes que se extienden desde
nucleos fibrovasculares, mientras que los tumores de alto grado se caracterizan
por presentar pleomorfismo, menor cohesion celular y una arquitectura irregular
(22,23,26,27).
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Imagen 10. Extraida de Sonn GA et al. (22): tumor de urotelio vesical de bajo
grado visualizado con CLE (A) y su corte con hematoxilina-eosina
correspondiente (B).

Imagen 11. Extraida de Sonn GA et al. (22): tumor de urotelio vesical de alto
grado en CLE (A) comparado con su corte con hematoxilina-eosina
correspondiente (B).

A su vez, pero en un estudio ex vivo y usando clorhidrato de acriflavina,
Wiesner C et al. (24) describen la visualizacién de patrones de crecimiento
tumoral como una relacion nucleo/citoplasma alterada, estratificacion del tejido
pseudopapilar y neoangiogénesis ademas de discriminar entre los nucleos
celulares de tejido sano y neoplasico, lo cual no es posible con fluoresceina
debido a que no cruza la membrana celular (22). Sin embargo, la acriflavina es
toxica para las mucosas por lo que Yoshio Naya et al. (32) comprobaron que
con el uso de acrinol (un compuesto mas seguro) también se apreciaban los
nucleos celulares de lesiones neoplasicas vesicales durante su reseccion
transuretral.
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Imagen 12. Extraida de Wiesner C et al. (24): epitelio sano en el que se
aprecian nucleos y células organizadas, no se hallan vasos sanguineos.

I Confocal
laser
section

Imagen 13. Extraida de Wiesner C et al. (24): carcinoma urotelial de bajo grado
con nucleos de tamario irregular (flechas).
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I Confocal
laser
section

Imagen 14. Extraida de Wiesner C et al. (24): carcinoma urotelial de alto grado
con nucleos aumentados de tamario asi como el ratio nucleo/citoplasma,
ademas de neoangiogénesis (asteriscos).

En base a las caracteristicas observadas con CLE, Chang et al. (28)
propusieron unos criterios diagnosticos para determinar el grado de carcinoma
urotelial que les permitieron, a su vez, estudiar la concordancia interobservador
con urdlogos con experiencia en CLE, urélogos principiantes en su uso,
patdlogos e investigadores no sanitarios concluyendo que, tras un
entrenamiento interactivo de dos horas, los urélogos principiantes presentaban
una concordancia moderada para diagnosticar neoplasias vesicales con los que
tenian experiencia; estos ultimos demostraron una mayor tasa de éxito en el
diagnodstico que los patdlogos, y comparativamente, mejor diagnostico que con
el uso unicamente de cistoscopia de luz blanca. Dichos criterios se basan en
seis caracteristicas clave (lesidon plana o papilar, organizacién, vascularizacion,
morfologia, cohesién y margenes celulares) y se recogieron en la siguiente
tabla basandose en la clasificacion de tumores vesicales de la OMS de 2014
(11,23,28,30,36):

Lesiones benignas Cancer
Normal . . ) Alto grado
Papiloma Inflamatoria Bajo grado Papilar Cis
Plan.a b Plana Papilar Plana Papilar Papilar Plana
papilar
Arquitectura Organizada Células Organizada,
Organizacion | Organizada 9 ! sueltas en grosor Desorganizada | Desorganizada

grosor normal

lamina propia aumentado
Red capilar Pedunculo Peddnculo Vasos tortuosos
Caracteristicas vasculares en lamina fibrovascular n/a fibrovascular en pedunculo n/a
propia fibrovascular
s A 2 Pequenias, p . A
Morfologia | Monomoérficas | Monomoérficas Monomoérficas Pleomoérficas Pleomoérficas

monomorficas
Caracteristicas Agrupaciones

Cohesion Cohesivas Cohesivas Cohesivas No cohesivas No cohesivas

celulares celulares

No No

Margenes | Diferenciados | Diferenciados | Diferenciados | Diferenciados diferenciados diferenciados |

Traducida de Chang et al. (28).
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Imagen 15. Extraida de Zlatev DV et al. (26): comparacion de la visualizacion
de diferentes lesiones vesicales por medio de cistoscopia de luz blanca, CLE y
tincion de hematoxilina y eosina.

Estos criterios fueron, posteriormente, validados y renovados por Liem et al.
(29), quienes incorporaron el concepto de polaridad celular (que se refiere a la
orientaciéon de células y nudcleos en la misma direccidon) presente en el
carcinoma urotelial de bajo grado (30) y establecieron las caracteristicas de
organizacion, morfologia y margenes celulares como las mas discriminativas,
pudiendo ser incluso suficientes, para establecer el grado de diferenciacion.
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Imagen 16. Caracteristicas incluidas en los criterios por Liem et al. (29):
configuracion papilar (a), polaridad celular (b), células monomorficas cohesivas
y organizadas con bordes celulares distinguibles (c), patron desorganizado con
pleomorfismo celular (d), patron desorganizado no cohesivo con pleomorfismo
celular red capilar (f), nuacleo fibrovascular (g), vaso grande (h).

La CLE puede presentar, a su vez, un efecto terapéutico tras RTU que ha sido
estudiado por Lee J et al. (23) en tumores uroteliales de alto grado en estadio
T1, obteniendo una menor tasa de recurrencia en pacientes en los que se
realiz6 CLE frente a los que no, debido a su mayor exactitud para detectar
neoplasias de alto grado, hecho que conlleva mayor precision para llevar a cabo
una reseccion profunda con mejor control oncolégico. De esta forma, se
mejoran los resultados quirurgicos y se prolonga el periodo de preservacion de
la vejiga. Ademas de reducir la tasa de recurrencia, su uso en RTU, podria
permitir confirmar la radicalidad de la intervencidn y mejorar la calidad del
seguimiento en pacientes con cancer vesical no musculo invasivo (11,23).

Ademas del carcinoma urotelial, se ha estudiado en otras lesiones como el
leiomioma vesical, tumor mesenquimal benigno, que a la observacion con CLE
presenta aglomeraciones de células gris oscuro fusiformes y homogéneas con
bordes bien definidos (30).
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Imagen 17. Extraida de Wu J et al. (30): visualizacion de leiomioma en
cistoscopia, CLE y tincién de hematoxilina eosina.

A pesar de todas sus ventajas, la CLE sigue siendo una técnica cara, lo cual
puede limitar su aplicacion. Es por ello que Tang Y et al. (33) estudian el uso de
un nuevo y mas asequible microendoscopio confocal de alta resolucién (el
confocal HRME) con tincion de proflavina; éste se diferencia de CLE, que al no
ser una técnica basada en escaneo laser sino en iluminaciéon LED con un
proyector de luz programado digitalmente, se obtienen también imagenes en
tiempo real de las caracteristicas subcelulares del urotelio vesical, con un coste
menor.

A. Mild chronic inflammation B. Cystitis cystica C. Acute inflammation
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Imagen 18. Extraida de Tang Y et al. (33): visualizacion de lesiones benignas
con HRME (fila inferior) en comparacion con cistoscopia de luz blanca (fila
superior).

A. Low-grade papillary B. Low-grade papillary C. High-grade urothelial
urothelial carcinoma urothelial carcinoma carcinoma

D. Adenocarcinoma

Imagen 19. Extraida de Tang Y et al. (33): imagenes de lesiones tumorales
vesicales obtenidas con HRME (segunda fila) y comparadas con la cistoscopia
de luz blanca (primera fila) y su corte histolégico (tercera fila). Las flechas
senalan agrupaciones nucleares confinadas por tallos fibrovasculares.

Aunque presente una alta concordancia con la histopatologia, el estudio de las
lesiones por CLE actual no deja de ser subjetivo y dependiente del observador.
La factibilidad de una diferenciacion tumoral automatizada ha sido estudiada por
Lucas M et al. (34) por medio de un método de clasificacion asistido por
ordenador obteniendo buenos resultados en la distincion de lesiones benignas o
malignas, asi como lesiones papilares de alto y bajo grado.
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Imagen 20. Extraida de Lucas M et al. (34): se presentan imagenes obtenidas
por CLE de las cuales las de la izquierda no contienen mucosa vesical por lo
que se consideraron no informativas por el sistema a diferencia de las otras
cuatro.

Otras limitaciones a nivel del uso vesical de la CLE son la visualizacién de un
campo pequeio con penetracion limitada (20), la necesidad de establecer un
contacto perpendicular con el tejido a estudiar con el uso de cistoscopio rigido
(22,31), lo cual puede resultar imposible en lesiones situadas en la pared
vesical anterior (hecho que podria solucionarse por medio del uso de sondas
de 1,4mm que caben en el cistoscopio flexible), y la dificultad para diferenciar
lesiones inflamatorias de carcinoma in situ (CIS) lo que condiciona falsos
positivos para malignidad (30,31).

En un futuro, la CLE podria utilizarse para determinar el grado de las lesiones
previo a ablacién con laser para realizar esta técnica con seguridad sobre
tumores de bajo grado, reduciendo los costes y el tiempo de espera para la
cirugia. Ademas de aplicarse tras RTU para determinar su radicalidad o la
presencia de musculo detrusor en el tejido resecado, asi como realizar
vigilancia activa en pacientes con neoplasias de bajo riesgo en que no se
estime realizar cirugia (29). Por tanto, perfeccionaria el estadiaje y control
oncologico de la enfermedad tumoral en vejiga, pudiendo mejorar el pronéstico
de la enfermedad.

A nivel del tracto urinario superior (TUS) la CLE también ha demostrado ser util

para obtener informacion histopatoldgica en tiempo real tanto del urotelio sano
como patoldgico, permitiendo estudiar la superficie de las lesiones sospechosas
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por medio de una sonda de 0.85mm (12,36,38,40,44). De forma que posibilita la
identificacion de caracteristicas morfologicas celulares y arquitectura tanto del
tejido normal, asi como de los carcinomas uroteliales in situ, de alto y bajo
grado que son histologicamente indistinguibles de los de vejiga
(10,12,36,37,42). De esta manera, en tejido sano se observan células
poligonales superficiales monomorficas de mayor tamafio que las células
situadas mas profundamente dispuestas de forma organizada, mientras en el
carcinoma de bajo grado las células siguen apreciandose monomorficas y
organizadas pero apifadas en una estructura papilar alrededor de un nucleo
fibrovascular. Esta organizacion se pierde en las neoplasias de alto grado en las
que se hallan células pleomorficas sin cohesion y vasos sanguineos
distorsionados en los nucleos fibrovasculares. Este pleomorfismo celular asi
como la arquitectura desestructurada y la aglomeracion celular se describe, a
su vez, en el CIS, sin embargo no se observa un nucleo fibrovascular
(12,39,41). De este modo se establece su utilidad no solo para determinar la
existencia de tejido neoplasico si no también, el grado del mismo (44).

# Cellvizio'

Imagen 21. Extraida de Villa L et al. (39): tejido sano, células paraguas (A) y
células intermedias (B).

Imagen 22. Extraida de Villa L et al. (39): tumor urotelial de bajo grado.
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Imagen 23. Extraida de Villa L et al. (39): tumor urotelial de alto grado.

En base a estas caracteristicas se propone la posibilidad de constituir unos
criterios para el diagnostico de carcinoma urotelial de vias urinarias altas siendo
estos los mismos a los propuestos para el carcinoma vesical, confirmada su
aplicabilidad para el TUS por Freund J et al (37); a pesar de que su apariencia
difiere de la del vesical ,ya que esta influida por el uso de una sonda menor con
resolucidn reducida, un campo de vision mas pequefio y una mayor profundidad
del plano focal, de forma que no se pudieron incluir los criterios de margenes y
polaridad celular. A su vez, formulan una serie de sistemas de puntuacion
variando los criterios en que se basan, siendo el mas sensible y especifico
aquel basado en la organizacion, morfologia y cohesion celular para determinar
el grado de las lesiones, asignando 3 puntos a las caracteristicas de alto grado
(37).

En vista de su potencial, varios estudios sugieren que supone una mejora en el
manejo endoscopico del carcinoma urotelial del TUS ya que podria permitir
tomar decisiones in situ, en el mismo tiempo quirurgico en que se diagnostica,
sobre el tipo de tratamiento a llevar a cabo: quirurgico (nefroureterectomia, en
tumores de alto grado) o conservador (ablacion con laser, en tumores de bajo
grado) (12,39,43).

A pesar de requerir un periodo de aprendizaje, coste elevado, artefactos por
movimiento, profundidad de penetracidon que no permite determinar si existe
invasion muscular, ni posibilita la deteccion de los subtipos histologicos asi
como, al igual que en la vejiga, presenta mayor dificultad para interpretar
lesiones planas (12,42), con el tiempo, se habla de la posibilidad de que CLE
sustituya las biopsias invasivas asi como se utilice para evaluar la integridad del
tratamiento conservador y en su seguimiento, para lo que la European
Association of Urology ya la considera como una herramienta recomendada,
posibilitando la deteccidn de recurrencias tempranas (12,36,41,42).
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En lo que respecta a la patologia renal, actualmente, no existen estudios sobre
el uso de CLE in vivo en litiasis renal ni patologia tumoral. Sin embargo, se
plantea su utilizacidon para realizar biopsias Opticas de pequefias masas renales
sdlidas, cuya deteccién incidental se encuentra en aumento, de forma que se
puedan diferenciar aquellas que requieran un tratamiento agresivo de las que
sean subsidiarias de vigilancia. Para ello Su L-M et al. (15) evaluan imagenes
de tumores renales humanos ex vivo obtenidas por medio de CLE
comparandolas con la histopatologia estandar, concluyendo que permite
diferenciar entre tejido tumoral y sano, asi como distinguir los componentes de
este ultimo (tubulos, glomérulos, sistema colector), de forma que estas
imagenes pueden constituir la linea de partida de investigaciones futuras. No
obstante, el tejido peritumoral (como el parénquima normal, la grasa
suprayacente o pseudocapsula) interfiere en la profundidad de la imagen
dificultando la visualizacién de las caracteristicas del tejido neoplasico.

"--~» -

A. Clear Cell RCC_ ‘

# Cellvizio

Imagen 24. Extraida de Su L-M et al. (15): imagen de carcinomas renales con
CLE ex vivo comparadas con su corte histoldgico.

Tampoco se descarta su aplicacion futura en patologia no neoplasica ya que, a
pesar de no hallarse informacion referenciada en la literatura in vivo, la
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visualizacion de la microestructura renal ex vivo podria permitir el estudio de
varias patologias nefrolégicas y urolégicas como, por ejemplo, la litiasis renal en
la que podria permitir esclarecer mecanismos de formacién no tan conocidos.
Para el reconocimiento de las estructuras renales microscopicas la microscopia
laser confocal se basa en la identificacion de patrones del citoesqueleto de
actina con un marcador fluorescente (45).

Imagen 25. Extraida de Kumaran GK et al. (45): visualizacion de los patrones
de actina de la corteza renal por medio de microscopia laser confocal. G:
glomérulos, PT: tubulos proximales, DT: tubulos distales, CD: conductos
colectores.
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Imagen 26. Extraida de Kumaran GK et al. (45): visualizacion del citoesqueleto
de un glomérulo, capsula de Bowman, tubulos proximales, distal y conducto
colector. Los nucleos celulares se hacen visibles por medio del marcador DAPI.
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Imagen 27. Extraida de Kumaran GK et al. (45): visualizacion de conductos
colectores por medio de distinfos marcadores y fusion de imagenes (la tercera
columna es una fusion de las anteriores).
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Imagen 28. Extraida de Kumaran GK et al. (45): identificacion de la transicion
entre las zonas interna y externa de la médula renal.
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Imagen 29. Extraida de Kumaran GK et al. (45): visualizacion de conductos
colectores y segmentos finos del asa de Henle en la médula.
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Imagen 30. Extraida de Kumaran GK et al. (45): secciones de los diferentes
tubulos.

6. Conclusion

La CLE es una técnica que permite, por medio de varias sondas y
administracion de fluoresceina endovenosa (o intravesical en el caso de la
urologia), aplicar la tecnologia de la microscopia laser confocal en la
endoscopia in vivo siendo ya ampliamente utilizada en otras areas como
digestivo y pudiendo presentar multiples aplicaciones clinicas en urologia que
se encuentran, actualmente, en estudio.

En prostata se ha constatado su uso eficaz y seguro en el estudio de margenes
quirargicos y de conservacion del paquete vasculonervioso en las
prostatectomias radicales asistidas por robot gracias a su capacidad para
discernir tejidos prostaticos y periprostaticos ademas de sanos y patologicos.
Asi mismo se plantea la posibilidad de estudiar mejoras en este método, como
la incorporacion de marcadores moleculares o estimuladores nerviosos, y
nuevos usos, como en la biopsia por medio de la CLE a través de agujas, de
cara a un futuro.

A nivel vesical se ha estudiado su uso principalmente en carcinoma vesical para
el que se han propuesto un conjunto de criterios que permiten diagnosticar y
determinar el grado de la lesion con lo que se puede orientar el manejo
terapéutico y reducir las recurrencias. A su vez, ha demostrado su utilidad en la
deteccion de huevos de esquistosoma, asi como de las caracteristicas del
leiomioma y del lecho quirurgico tras RTU pudiendo confirmar su radicalidad.
De igual modo, se estan llevando a cabo investigaciones para mejorar su uso
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por medio de otros contrastes como acrinol, métodos de clasificacion
automatizada asistida por ordenador, sondas de menor calibre y modalidades
mas asequibles econdmicamente.

Debido a su similitud histopatoldgica los criterios para el diagnodstico y gradacion
de los tumores uroteliales vesicales se aplican también en TUS con alguna
modificacion para tener en cuenta la utilizacién de una sonda de menor calibre.
Por medio de esta se ha constatado la capacidad de CLE para identificar y
determinar el grado del carcinoma urotelial en TUS y se propone su uso para el
diagnostico y decisidon de un manejo conservador o0 no en un mismo tiempo
quirurgico, asi como en el seguimiento del mismo.

A pesar de no hallarse literatura sobre la aplicacion de CLE in vivo en patologia
renal se plantea su posible utilidad futura en el diagnostico de masas renales
sélidas. A su vez, la descripcion reciente que se ha conseguido ex vivo en la
microestructura renal abre un campo interesante al estudio de otras patologias
nefroldgicas y uroldgicas no tumorales, como la litiasis renal. Su aplicacién in
vivo podria aclarar mecanismos de formacién no bien conocidos de forma
mucho menos invasiva, que podrian ayudar a su prevencion.

Sin embargo, sigue siendo una técnica con limitaciones debido a su elevado
coste, la subjetividad de su interpretacion, su profundidad que no permite
identificar invasion tumoral de la muscular y la dificultad para diferenciar entre
lesiones planas, entre otras, en los que se puede investigar para reducirlos y
convertirla en una técnica mas factible y asequible.
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