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RESUMEN

Desde el punto de vista de la oncologia digestiva, los avances logrados en esta
area, han superado lo que la endoscopia digestiva podria haber imaginado.

En el hecho , los progresos tecnolégicos de algunas compariias japonesas que han
optimizado esta técnica endoscdpica hasta niveles sorprendentes, como es la
magnificacion y la cromo endoscopia virtual, junto a la Endosonografia Terapéutica
y el doppler; han permitido un avance que pretende armonizar conceptos
endoscopicos-endosonograficos e histologicos.

La aparicion de la “Endomicroscopia-Confocal” , elaborada por una empresa
japonesa, viene a revolucionar aun mas el campo de la endoscopia digestiva,
desconcertando practicamente a muchos gastroenterdlogos desvinculados de la
Inmunopatologia de las mucosas y de la biologia celular de estos tejidos, area de la
medicina que siempre se habia pensado, correspondia a las ciencias basicas.
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Es indudable que la “Endomicroscopia Confocal”, viene a corroborar los intentos de

algunos cientificos japoneses y alemanes que desde hace mas de 20 afios, intentan
demostrar la utilidad de la biologia Celular y Molecular aplicada a la ciencia , basada
en la evidencia.

Para demostrar este concepto deberia remontarme a la primera publicacién que
aparecio6 en la revista Medica de Chile en el afio 1993;en el cual se demostraba la
utilidad.

De la “Citometria de Flujo” en el estudio de los tumores sélidos, para lo cual se
hacia necesario, tomar estas muestras endoscépicas pero no fijarlas en formalina ni
hacerles cortes con micré6tomos; sino que al contrario, la idea era conservarlas en
un medio fisioldgico liquido y luego separarlas con la técnica de separacion celular
mediante pepsina tripsina colagenasa; en un “all night”; situaciéon que luego se
perfecciono, hasta dejarlas en tratamiento enzimatico solo por algunas horas; con
el objetivo de provocar el menor debris Posible.
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Posteriormente se pasaban por Vortex. Y se tefilan con sustancias fluorescentes,
dependiendo de los elementos intracelulares que uno pretendia estudiar.

Fue asi como nace el estudio del ADN celular; el indice de ADN; la ploidia con su
diploidia, triploidia y tetraploidia; mas la fase S y su indice de proliferacion celular.

Estos conceptos remecian el ambiente gastroenterolégico y oncolégico digestivo;
permitiendo a ciertos especialistas descalificar esta técnica incipiente por los
resultados que no siempre se correlacionaban con el tipo de ploidia y el tipo
histoldgico ni la agresividad real del tumor.

Faltaba quizas de contar con un nuevo concepto oncolégico, cual era, el Grado de
diferenciacion bioldgica en los tumores gastricos.

Pues, indudablemente que la Heterogenecidad Celular que podria llegar a tener un
tumor avanzado de grandes dimensiones, era mucho Mayor que un cancer gastrico
precoz con un tamarfio de pocos milimetros.

Esta situacion resulté aun mas dificil de Comprender, cuando aparece el andlisis
metodolégico del andlisis mediante “Citometria de flujo” de tumores gastricos
sélidos pero ahora con un grado de complejidad mayor, pues correspondi6 a
tumores que habian sido fijados en formalina y en los que la técnica de disgregar el
tejido enzimaticamente por vortex y mediante medidas fisicas como el nylon
mesch, era aun mas dificil; por cuanto estas células fijadas en formalina a veces
durante afios, permanecian muchas de ellas con un grado de deshidratacién menor,
requiriendo un nylon mesh; ya no de 40 micrones, sino que de dimensiones
menores; con el objetivo de evitar el mayor debris celular que significaba destruir
las células vecinas a la que estaba bajo estudio fluocitométrico Con esta nueva
técnica, se pretendia provocar un impacto tanto en el ambiente gastroenteroldgico
como también entre los oncélogos y principalmente entre los patélogos.

(Kawaguchi, sept 1993,Rev Médica Chile).

A pesar de que estaba consciente de que era un desafié mayor intentar integrar
conceptos propios de las ciencias basicas en un modelo multiparamétrico que
utilizaba técnicas de digestion enzimaticas, vortex, pipetas, sustancias
fluorescentes especificas; y mas encima la idea de un haz de laser entre 488 a 522
manometros bajo un sistema de espejos que finalmente impactaban a cada una de
estas células que iban pasando en fila india luego de haber sido separadas
mediante las técnicas ya descritas.
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Finalmente se cargaban positivamente o negativamente las células que cumplian
con las condiciones establecidas como de normalidad; y se separaban en 2 tubos
distintos, logrando cuantificar el nUmero de células con caracteristicas de ploidia y
de proliferacion celular determinada.

La posibilidad posterior de que estos tubos conteniendo estas células cuantificadas;
con las caracteristicas de normalidad y de no normalidad pudieran ser analizadas
mediante técnicas de PCR hacia mucho mas interesantes este estudio
fluocitométrico; y de alli a sofiar con el uso de la inmunologia para una lectura
inmunoterapica; "era uno de los suefios mas acariciados por todos nuestro grupo
de Japon y de Concepcion.”

(1999, Castillo,Kawaguchi et als. Revista Medica de Chile).

Existian unos cuantos argumentos que impedian validar completamente el estudio
fluocitométrico en tejido fijados; uno de ellos, era el tiempo de transporte entre la
toma de la muestra biopsica en el momento de la fijacion en formalina; el otro era
la concentracion a la cual eran sometidas estas muestras de tejido gastrico. Todas
ellas eran variables que se habrian optimizado, si hubieran sido evaluadas como un
método complementario al andlisis histopatolégico.

En todo caso, la Revista Medica de Chile, tomé la visién de valorar esta proyecciéon
del andlisis fluocitométrico en tejidos sélidos; como un arma fundamental para
apoyar el pronéstico de estas lesiones gastricas.(www.oncoinmun.co.cl)
(www.udec.cl/oncogastro).

Desde esa fecha que el interés personal y del grupo de Citometria de flujo tanto en
Japon como en Concepciodn era el poder lograr una técnica que pudiera simplificar
todo este proceso, haciendo mas facil todo el concepto del estudio citométrico en
tejidos, brindandole con esto un apoyo a todo el resto de las patologias tumorales
tempranas y avanzadas de otros 6érganos, mas alla del tubo
digestivo.(www.oncoinmun.co.cl); hasta que observamos aténitos como el grupo de
Kyushu en Japon, logra que la Revista "Endoscopy" le acepte el 8 de junio del 2006
un estudio in vivo y ex vivo de una tecnologia endoscopica nueva, pero
metodolégicamente ya muy antigua, que permitia la visualizacién in vivo de las
células mediante sustancias fluorescentes, impactadas por un laser.
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Figure 3: Histology (A) compared to Confocal Endomicroscopy (B),
Kiesslich et al,, Clin North &m 2005

Esto no es la cromo-endoscopia tradicional es simplemente la fusion de la
endoscopia con el método de la Citometria de flujo, con imagenes digitalizadas de
las células, que ademas utilizaban la ventaja de la técnica de la magnificacion
endoscopica, sin necesidad de tomar una muestra bidpsica.

De esta manera el grupo de Kyushu emple6 esta técnica en 27 pacientes con
cancer gastrico; observandoles in vivo mediante una sustancia fluorescente,
denominadas acriflavina-(+) fluoresceina de sodio mediante inyeccién endovenosa
El desarrollo de una técnica como esta, en la que se utiliza:

a) La técnica de magnificaciéon endoscoépica, hasta un 100x, lo que permite observar
microvasculatura. En el tracto gastrointestinal (3)

b) El desarrollo reciente de un sistema de libre 6ptica para endomicroscopia
confocal (Optiscan imaging Pty.Lh,Melbourne,Victoria Australia) en la regiéon distal
de un videoendoscopio convencional, o que permite la observacion del tejido a
nivel celular. (24)

¢) La publicacion reciente en la literatura de un sistema de endoscopia Confocal,
utilizando el scanner de un laser en células gastricas in vivo, tratadas previamente
mediante fluoresceina (Fluoview, Tokio, Japén) ( 5,6).

Estos reportes demuestran que la microscopia Confocal utilizando el sistema del
laser, permiten observar imagenes que se corresponden en un 100% con las
iméagenes, en las que se ha utilizado el método tradicional de la tincion mediante la
tincién con hematoxilina-eosinica.
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En éstos trabajos se demuestra ademas la similitud de los estudios endoscépicos
confocales utilizando sustancias fluorescentes con los obtenidos para el analisis
bioldgico celular de la citrometria de flujo.(7,8).

PACIENTES Y METODOS.

El sistema Confocal endoscopico que utiliza este sistema de sustancias
fluorescentes en conjunto con el sistema de argon laser a 488 nm de excitacion y
con una deteccién cercana a las 515 nm; incorporado al set endoscopico; con
emanacion de luz, el cual es normalmente producido por la fluoresceina, es
recapturado dentro del mismo sistema de fibra 6ptica. En resumen las imagenes
confocales fueron recolectadas mediante una velocidad de escaneo de 0.8 por
segundos ( 1024 x 1024 pixeles). a 1.6 x segundo. ( 1024x 512 pixeles).

Los cortes Opticos fueron obtenidos con un grosor de 7 micrones, con una
resolucion lateral de 0.7 micrones; las imagenes confocales fueron generadas
simultaneamente por las imagenes opticas.

EXAMEN IN VIVO DE LA MUCOSA GASTRICA.

Para corroborar el potencial diagnostico del endomicroscopio Confocal, el examen
in-vivo del tracto digestivo alto, se realizé en 9 pacientes; 5 con gastritis y 4 con
cancer gastrico.

El consentimiento informado fue obtenido de todos los pacientes.

El endomicroscopio Confocal flexible ( Entiendase un endoscopio con atributos
especiales) fue introducido en el eséfago y estbmago de todos los pacientes.

La fluoresceina de sodio ( 5 ml de una solucion estéril al 10%) fue inyectada por via
endovenosa y controlada por una angiografia . ( 0.5 grs/ 5 ml)

Después de algunos minutos de inyectada la fluoresceina esta fue impregnando la
pared gastrica y la mucosa .

En cada imagen el endomicroscopio Confocal fue colocado en un contacto cercano
con la superficie mucosa, luego de tefiir con la sustancia fluorescente de contraste.
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MEDICION DE AREA NUCLEAR.

El area nuclear fue medida usando un procesador de imagenes ( Un software. NIH
Scion Image.1.61. Scion Corp ; http://www.scioncorp.com/).

Utilizando un analizar de particulas automatico se logré medir el area nuclear (+-
desviacion estandar), utilizando mas de 100 areas correspondientes a ndcleos
celulares en cada caso.

Las diferencias en el area nuclear, obtenidas estadisticamente entre mucosa normal
y cancerosa fue evaluada utilizando la Técnica de Student.

Una posibilidad menor a 0.05 fue considerada estadisticamente significativa.
RESULTADOS:

La gran diferencia entre una evaluacidon microscépica de un corte histolégico
tradicional y uno obtenido por esta imagen Confocal, es que en el 1° caso uno
puede observar el corte seccionado verticalmente en la imagen Confocal, la seccion
es transversal paralela a la superficie del tejido.

El cancer gastrico evaluado celularmente se logré obtener en un 80%, tomando
como gold Standard la histologia.

Ademas se evaluaron parametros citolégicos (como cambios en el tamafio y forma
del ndcleo, perdida de la polaridad y prominencia del nucleolo)

Ademas se evaluaron los cambios estructurales. (Engrosamiento de las glandulas,
irregularidad de las mismas, glandulas back to back ), lo que mejoro aun mas el
sistema de diagnoéstico.

Para este estudio se le solicité a un endoscopista de experiencia y a un patélogo
experto en patologia digestiva que evaluaran estos resultados, lograndose en
ambos casos una sensibilidad de 92, 6 % para el endoscopista y de 88.8% para el
patélogo (observando la imagen Confocal), y una especificidad de un 100% para
ambos especialistas.
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Fluorescein revela la arquitectura mucosal donde la Arciflavina ayuda a desenmascarar al Helicobacter
Pylori el cual se adhiere a la superficie mucosal o o dentro de las glandulas gastricas. (contrast agent:
Acriflavine hydrochloride 0.05%, 15ml and Fluorescein 10%, 5ml)

Magnificacion x 1,000identifica al H. Pylori con su forma caracteristica y la presencia de flagelos
(contrast agent: Fluorescein 10%, 5ml)
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DISCUSION.

La imagen Confocal no es una alternativa a la histologia; es simplemente un
complemento, que se hace en el momento del diagndéstico endoscépico; y en el
cual, la correcciéon de un corte vertical para evaluar profundidad de invasion en la
pared y la invasién ganglionar; se puede completar perfectamente con un

endosonégrafo radial; lo cual transforma al procedimiento endoscépico en un
examen muy completo del tipo de tumor ; mientras se espera el resultado definitivo
del patélogo.

Cabe hacer notar su relevancia en aquellos casos en los cuales se desafia toda la
habilidad del patdlogo en una biopsia rapida; pudiendo complementarse
previamente por un método de diagnostico como este.

Resumimos, que la imagen Confocal tiene ademas la gran ventaja sobre la
Citometria de flujo convencional; que sabemos exactamente las células que
estamos evaluando; complementado con una imagen horizontal que permite
imaginarse el tejido superficial de la mucosa con una profundidad de hasta 250
micrones desde la superficie.

De todas maneras, insisto en que el gold Standard es la histologia, con la Unica
diferencia que ahora el endoscopista podra tener mayores argumentos al sostener
Reuniones Anatomoclinicas en las que existen dudas acerca del origen de la
muestra y la relacién estructural con el tejido vecino, tanto en el corte vertical
como en el transversal.

La endomicroscopia Confocal de la mucosa del tracto gastrointestinal, permite
describir el analisis morfolégico de las imagenes obtenidas mediante la
microendoscopia de fluorescencia. (9).

En relacion al tipo histolégico, la diferenciacion del ndcleo y su correlacion con el
ADN vy su ploidia demuestra que es absolutamente compatible con los estudios de
ploidia obtenidas mediante la Citometria de flujo tradicional. (10).

La administracion endovenosa de sustancias fluorescentes mejora notablemente el
diagnostico pero debemos tener cuidado de utilizar productos biolégicamente no
toxicos (11), como la acrofilavina o la fluoresceina de sodio.
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