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Endomicroscopia en Anatomia Patologica. Biopsia optica

Endomicroscopy, new surgical pathology. Optical biopsy

Olga Ferrer-Roca

RESUMEN

Los avances tecnologicos en el campo de la vision
microscopica de las imagenes o la capacidad diagnostica de
una gran variedad de técnicas Opticas, obligan a analizar y re-
ubicar el papel del anatomopatdlogo en la medicina. Ni los
microscopios, ni la tincion, ni el procesado de tejidos son hoy
en dia imprescindibles para diagnosticar una lesion en aque-
llos campos en los que se esta implantado la biopsia optica.
Se hace necesario contar con publicaciones morfoldogicas que
permitan aprender el estandar-oro de acuerdo con la técnica
empleada de estas biopsias in vivo o biopsias Opticas no dis-
ruptivas. Este cometido ha de estar en manos del patdlogo.

El articulo introduce en las técnicas de diagnostico opti-
coy en las técnicas de vision microscopica no invasiva mos-
trando los niveles diagndsticos de cada una.

Palabras clave: Biopsia optica, OCT, superresolucion,
microendoscopia, histoendoscopia, inmunomicroendoscopia.

SUMMARY

Technological advances in optical microscopy and the
diagnostic capacity of a wide variety of optical techniques
call for a reappraisal of the role of the pathologist. Today,
neither microscopes nor tissue staining and processing are
essential for diagnosis. However, in order to set the gold
standard for these techniques, more publications on the
morphology of in vivo biopsies and noninvasive optical
biopsies are needed. This should be the responsibility of
pathologists. The present article introduces the techniques
of optical microscopy and non invasive microscopy and
demonstrates their diagnostic capacity.

Keywords: Optical biopsy, OCT, super-resolution,
microendoscopy, histoendoscopy, immunomicroendoscopy.
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INTRODUCCION

Una biopsia 6ptica (BO) (1) es una forma no invasiva
de diagndstico con un sistema Optico que realiza un anali-
sis del tejido en superficie o en profundidad usando una de
las técnicas siguientes: laser, OCT, infrarrojo, fluorescen-
cia, espectroscopia etc. Es decir, no extrae el tejido del
organismo y diagnostica sin una biopsia intrusiva. Al teji-
do a analizar se accede a través de la superficie del cuerpo,
incluido el analisis de la propia piel, o por via endoscopica.

En Anatomia Patoldgica el «estandar de oro» es la
histologia del tejido sano fijado. En las técnicas de BO
las imagenes se obtienen en tiempo real y van acompa-
fladas de una considerable informacion complementaria
que permite evaluar la enfermedad in vivo, sin que ten-
gamos todavia un estandar oro.

Desde el punto de vista técnico los métodos de biop-
sia Optica se dividen en dos grandes grupos:

a) Métodos basados en imdgenes entre los que se
encuentran todas las imagenes de luz coherente del tipo
de la: OCT o Tomografia de coherencia optica, Imagenes
de coherencia optica (OCI), Imdgenes de holografia

Recibido el 1/3/09. Aceptado el 5/6/09.

digital (DHI), etc. Las de iluminacion estructurada
como la endomicroscopia confocal o las mixtas como la
microscopia foto-acustica o PAM.

En la figura 1 puede observarse el rango de resolu-
cion que alcanzan las técnicas de imagen hoy en dia.

p &

<~°b é <&

100 um |- l
1mmi_ 1um
|l.|ll| 10 um
Temi—
10 em | 150 um
Entire
body |

:m um

Fig. 1: Resolucion espacial (circulos) y penetracion axial (eje Y) de los
sistemas de imagenes medicas. Las aplicaciones luminicas tienen 1-2
ordenes de magnitud superior de resolucion espacial (HR-CT=high
resolution computer tomography, MRI=Magnetic resonance, el resto
de las siglas en el texto).
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b) Métodos no asociados a imdgenes: que incluye la
espectroscopia de los tejidos (fluorescencia, reflectancia,
dispersion fotonica elastica...) con luz coherente o no
coherente. Es decir el analisis espectral del tejido de gran
ayuda en biologia, quimica o fisiologia.

De hecho el término de Biopsia optica se acuii6 para
estos ultimos, que quedan lejos del area de accion de los
anatomopatologos, a pesar de que una de sus finalidades
sea evitar los retardos diagnosticos de malignidad, per-
mitiendo un tratamiento inmediato.

Si utilizamos como definicién de biopsia optica aquella que
utiliza energia optica para obtener informacion de la estructu-
ra y funcion de los tejidos sin ser disruptiva para los mismos,
se encuentra incluida cualquiera de las técnicas no invasivas
de obtencion de imagenes de alta resolucion mediante cortes
opticos.

Esta definicion estd cerca de la competencia de un
anatomopato6logo por su formacion ya que el diagndstico
se basa o bien en las modificaciones de la histologia nor-
mal o en la morfologia de las células y el tejido.

La constante evolucion del microscopio ha conseguido
romper el limite de la resolucion Optica con numerosas
técnicas microscépicas sin especificidad fisica o quimica
basadas en iluminacion estructurada, interferometria u
holografia. Mientras que las técnicas espectroscopicas
como de fluorescencia, infrarroja-IR o Raman, detectan
las caracteristicas fisicas y quimicas de los espécimenes
por lo que algunos las llaman patologia espectral.

Para llegar a las técnicas opticas no lineales con luz
coherente de elevada energia en la que la sefal reflejada
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Fig.2: Segun la ley de Rayleigh, dos objetos son visibles si estan a una
distancia de 0.61 A/NA vy tienen un contraste del 26%, ya que la reso-
lucién lateral depende de la luminosidad y contraste del objeto.

! MEM = Micro maquinas electronicas.
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no esta relacionada con la que entra (dobla la frecuencia
incidente) y nos da informacion sobre la estructura o
interaccidon intermolecular. Por eso estos sistemas reci-
ben el nombre de microscopios quimicos y permiten
detectar cambios moleculares en superficie (SH o segun-
do armonico y la SG o generacion de sumas de frecuen-
cias) o en la orientacion y distribucion molecular (THG
o generacion del tercer harmonico, el CARS o dispersion
coherente Raman anti-Stokes y el TPEF o la fluorescen-
cia de dos fotones y TTEF o de tres fotones).

Todas ellas se han miniaturizado utilizando nuevos
materiales y MEM's, y se han introducido en los siste-
mas de endoscopia convirtiéndolos en micro-endosco-
pios morfologicos o quimicos.

Al permitir el analisis de los tejidos in vivo, tienen
una enorme proyeccion en Genodmica, Protedomica y
Metabolomica e influyen directamente en cirugia, tele-
medicina, diagnostico de cancer, terapias personalizadas
y enfermedades cardiovasculares (2).

SUPER-RESOLUCION

En este articulo vamos a estudiar las técnicas ligadas a
la Biopsia Optica en su sentido amplio (espectrales y de
imagenes) haciendo especial mencion a las basadas en ima-
genes en su mayoria en el campo de la super-resolucion.

Por lo general las imagenes de BO son imagenes con
una resolucion Optica superior a la feoria de Abbe cuyo
limite viene impuesto por A/2NA e igualmente superior a
la ley de Rayleigh 0.61*A/NA que considera que dos pun-
tos pueden resolverse si el centro de la funcién de disper-
sion-PSF (point spread function) de uno cae dentro del
primer cero (first zero) de la PSF centrada en el segundo
punto, siempre que ambos puntos tengan un contraste
superior al 26% ya que la resolucion lateral depende de la
luminosidad y del contraste del objeto (fig. 2).

Un sistema alcanza el nivel de super-resolucion cuan-
do ve objetos que estan por encima de este limite y por
lo tanto:

La férmula de la super-resolucion N es tal que A/2NNA sea
el limite posible de resolucién, siendo N*resolucién M/2NA.

La resolucion optica del sistema se ve limitado por la
técnica de muestreo y captura de la imagen. En las cama-
ras CCD, la ley de Rayleigh debe adaptarse a la teoria del
muestreo de Nyquist, de forma que para poder distinguir
un objeto, este debe estar separado entre 2,3 a 3 veces el
aumento del microscopio (M) por la resolucién oOptica
del sistema Optico (Ad ) dividido por el tamafio del pixel
de la camara (Ax)

Ad*M/Ax=23-3



O lo que es lo mismo el limite de resolucion espacial
debe muestrearse como minimo con dos pixeles. A este
efecto se afiade el tamafio del pixel (el mas pequeiio en
chips de 2/3» es 2,7 pu (3) y que las camaras mono-chip
para obtener el color realizan una integracion de los pixe-
les sensibles al color (RGB) con lo que la densidad de
muestreo se reduce (fig. 3).

Igualmente el uso de la teoria de la informacion es
decir el analisis de imagen y reconocimiento de patrones
contribuye a la capacidad de deteccion de una imagen
llevandola al limite de super-resolucion. Desde la dismi-
nucion del ruido de los aparatos de captura con el pro-
mediado de imagenes, pasando por el contraste adapta-
tivo, en que se detectan los bordes y luego se le aplican
funciones ponderadas para disminuir la informaciéon de
la region interna, hasta llegar a la técnica TSOM (Trough
focus scanning optical microscope) (4) en la que pode-
mos tener 3 nm de resolucion.

TECNICAS

A continuacién estudiaremos las tecnologias que nos
permiten una biopsia Optica. Las diferenciamos en
microscopia o espectroscopia segun se utilicen a nivel
morfoldgico o espectrografico.

Los sistemas mas populares de super-resolucion,
especialmente la fluorescencia, utilizan una iluminacion
estructurada, como la del microscopio confocal con un
punto luminoso en el limite de la difraccion optica. Otros
como el de dos fotones o imagenes del tercer arménico
usan sistemas Opticos no lineales con puntos luminosos
todavia mas pequenos. La proyeccion de las bandas de
interferencia en un objeto es otro de los métodos. Y por
ultimo las aplicaciones mas sofisticadas correlacionan la
imagen obtenida con la esperada en técnicas hologrdfi-
cas y de procesado de imagen, en las que cuando ambas
imagenes son muy parecidas las diferencias son de una
alta resolucion (tabla 1).

A continuacion analizaremos cada una detalladamente.

1. Iluminacion estructurada

Toda molécula excitada tiende a volver a su nivel de
energia de vibracion inicial. Si los fotones que emite son
de la misma energia y longitud de onda tenemos una dis-
persion Rayleigh. La fraccion que al desexcitarse sale
con un estado de vibracion distinta, produce la dispersion
Raman. Si el retorno es a una longitud de onda mayor se
produce el efecto-«Stokes» y si lo hace a una menor un
efecto-«anti-Stokes», predominando siempre el primero.

2 Con barridos de longitudes de onda distintos.
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Fig. 3: Sistema 6ptico 15x con NA de 0,75, y pixel de 2.7 pm de lado.
Imagen Raw (A) y su transformaciéon RGB (B). En la primera es visi-
ble el mosaico 2G-R-B del chip.

Espectroscopia de Fluorescencia

La espectroscopia de fluorescencia determina las
propiedades de un tejido, examinando la intensidad y la
longitud de onda emitida por el objeto fluorescente o
auto-fluorescente mediante excitacion ultravioleta-UV,
cercana al infrarrojo-NIR (640-850 nm) y LIF (Laser
induced fluorescence) compactos o tuneables?.

Estas técnicas concentran fundamentalmente dos
metodologias la LSS (Light scattering spectroscopy)
para imagenes microscopicas y el FastEEM (Fast exci-
tation emission matrix) sobre areas microscopicas
usando fibra dptica. Con ellas se obtienen tres tipos de
informacion TMS (tri-model spectroscopy): la fluores-
cencia intrinseca, la reflectancia y la dispersion elastica
de la luz.

Rev Esp Patol 2009, Vol 42, n.° 3: 167-181 169
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TABLA 1. Resumen de las tecnicas de Superresolucion y Biopsia Optica

TIPO DE TECNICA MICRO/MACROSCOPIA ESPECTROSCOPIA

ILUMINACION ESTRUCTURADA M. Confocal

E.C. (endos. confocal)

E. Fluorescencia
FEEM
E. FTIR

M. Raman E. Raman

SISTEMAS DE INTERFEROMETRIA M. Interferometria
MI2

OCM; ISAM
TD-OCT; UH-OCT
FF-OCT

OFDI

IL.THz ; CWTIS

SEE
FF-OCM
SD-OCT

TDTS

TECNICAS HOLOGRAFICAS DHM
DHI

QH

T. ILUMINACION NO LINEAL M. CARS

M. Confocal CARS
NIVI

DUV

M. OPE; M. TPE
M. MPE

M. SHG

NSOM

s-NSOM

AFM

METODOS HIBRIDOS PAM

TSOM

DOT

1. LSS o espectroscopia de reflexion luminosa, que no
requiere iluminacion estructurada (fig. 4)

Ademas de los sistemas hechos «en casa» hay sistemas
comerciales. Este es el caso del VELscope® (Visual
Enhanced Lesion scope) de LED Dental Inc., para cavidad

Post Acetic

Biue Excitation UV Excitation
Fig. 4: LSS-espectroscopia de reflexion luminosa que muestra un area
LOF (Loss of Fluorescence) sospechosa de malignidad. Sacado de
http://www.genomebc.ca/whatnew_press/upcoming_events/2006/docu
ments/CalumMacAuleyPresentation.pdf
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oral. El PMTI® (Photonic Molecular Tissue Imager) de
Mediscience Technologies que usa UV-320 nm y luz ama-
rilla a 580 nm en la deteccion de cancer (CD-ratiome-
ter™) y el escaneado del virus del papiloma (HPV) en el
cérvix uterino, o el LUMA® (Cervical imaging system) de
MediSpectra Inc, adquirida posteriormente por SprectraS-
cience que utiliza UV y luz visible entre los 360 y 720 nm.

El HSDI™ (HyperSpectral Diagnostic Imaging
System) de STI Medical systems, Hawai, utiliza lo que
ha registrado con el término de Biopsia Virtual (fig. 5),
que es la captura y andlisis automatico por CAD (com-
puter-aid-diagnosis) de la imagen directa, por fluores-
cencia y reflectancia de luz blanca, que clasifica y loca-
liza las zonas por riesgo de malignidad.

Blue LSL
Red HSL

Colposcopic
features

Diagnostic
results

Fig. 5: HSDI-Virtual Biopsy® marcadas HSIL y LSIL. Sacado de
http://www.sti-hawaii.com/research.html




Mas simple es el DySIS™ (Dynamic Spectral Ima-
ging System) de Forth-photonics® que muestra pseudo-
color después de limpiar el area colposcopica con acido
acético diluido (5).

El OncoLIFE® (light-induced fluorescence endosco-
pe) de Xillix utiliza luz azul (425-455 nm) de una lam-
para de xendén y un endoscopio. La fluorescencia recogi-
da en el CCD es analizada con un filtro verde (480-
580 nm) y rojo (620-720 nm).

2. FastEEM-matriz emision-excitacion rapida (6)

Tiene una iluminacioén estructurada porque la fluo-
rescencia se excita con un laser pulsado (308-480 nm) y
dos pulsos de luz blanca a través de una sonda de fibra
optica (270-800 nm). Se recoge a través de una rejilla de
difraccion, enviandose a un intensificador CCD. Un
espectrografo analiza la difraccion de primer orden y eli-
mina la de segundo orden (>540 nm) con un filtro de
paso alto.

El sistema WavSTAT® (7) desarrollado por Spec-
traScience utiliza LIF tuneado a 410 nm. La sonda LIF
de fibra optica puede integrarse en un colposcopio-MIS
(Multispectral Imaging system) o en un endoscopio a tra-
vés del canal para biopsias.

Todos estos sistemas permiten «cervicogramas-tejido-
gramas» es decir imagenes colposcopicas o tisulares MIS
que pueden ser almacenadas y consultadas a distancia. De
hecho si el término no estuviera registrado por STI Medi-
cal Systems, deberia llamarse Biopsia Virtual (fig. 5).

Mas adelante veremos una técnica mejorada con sis-
temas de respuesta no lineales en la region de ultraviole-
ta profundo (DUV= Deep ultra-violet) o de endoscopia
multifotonica.

Espectroscopia FTIR

La FTIR (Fourier transform Infrared espectroscopy)
como toda la IR es un proceso de absorcion que se ana-
liza en el dominio de la frecuencia dptica.

La fluorescencia y el FTIR son los métodos mas sen-
sibles y populares de biopsia dptica. En el carcinoma de
cérvix uterino el FTIR tiene una sensibilidad y especifi-
cidad del 98,6% y 98,8%. Con unos valores predictivos
positivos y negativos del 99,5% y 96,5% respectivamen-
te, cuando el PAP tiene valores del 95,9% y del 72,3%.

Espectroscopia Raman
La espectroscopia Raman abarca: la resonancia, la

dispersion superficial mejorada-SERS (surface-enhanced
Raman scattering), y 1a micro-espectroscopia (fig. 6).

Endomicroscopia en anatomia patologica. Biopsia optica

Fig 6: Espectroscopio Raman portatil.

El fendmeno Raman ocurre con cualquier tipo de luz
incidente pero las sondas dificilmente pueden distinguir
la distribucion espacial de la muestra entre otras cosas
porque la dispersion es muy baja y se confunde con la
fluorescencia del fondo.

En medicina, la espectroscopia Raman cercana al
infrarrojo (Raman-NIR) se utiliza para detectar lesiones
cutaneas preneoplasicas, identificar tejidos gastrointesti-
nales por endoscopia (ver mas abajo VCE), identificar
cambios vasculares asociados a la ateromatosis, asi como
de ayuda terapéutica detectando el limite tumoral duran-
te una intervencion quirtrgica o monitorizando determi-
nadas terapias. También se emplea como analisis no
invasivo de sangre y farmacos.

La iluminacion estructurada se consigue con la
modalidad Raman-HOF (hollow optical fiber) cuya
fibra Optica no genera ruido porque la luz se limita al
centro. La sonda no necesita filtros y posee varias longi-
tudes de onda; en una sola fibra se puede conducir la luz
de excitacion y recoger la luz de dispersion; el espectro
Raman asi obtenido posee una elevada sefial/ruido
(SNR=signal to noise ratio) y no necesita correccion del
fondo.

Microscopio Raman

La espectroscopia Raman se ha integrado en la
microscopia normal (fig. 7) y con la microscopia confo-
cal. En esta ultima se generan imagenes microscopicas
3D de alta resolucion que estudian las propiedades
Raman de los tejidos bioldgicos a nivel subcelular, de
gran valor como microscopio quimico.

Una version mejorada que utiliza técnicas paramétri-
cas de iluminacion no lineal es el denominado CARS,
que veremos mas adelante.

Microscopia confocal
Se basa en la iluminacion estructurada. Utiliza dos

aperturas o agujeros puntiformes (pinholes) en planos con-
jugados (confocal), uno frente la luz de excitacion y otro

Rev Esp Patol 2009; Vol 42, n.° 3: 167-181 171
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Fig. 7: Espectroscopia Raman del cancer de cérvix.

frente el detector. Con ello la fluorescencia fuera de foco se
elimina ya que la apertura confocal solo permite la luz del
plano focal y mejora la resolucion optica lateral y axial.

La resolucioén axial permite la seccion Optica del
objeto enfocando un plano focal cada vez y reconstru-
yendo las imagenes electronicamente.

La reciente miniaturizacién de la tecnologia laser
confocal ha dado lugar a la técnica de endomicroscopia
o microscopia por endoscopia (fig. 8):

Los endoscopios confocales usan laseres pulsados
ultracortos y controlan la dispersion cromatica y la auto-
modulacion de la fase con microlentes en forma de para-

Fig. 8: Endomicroscopia Laser Confocal. http://www.endomicros-

copy.org/learningcenter/technique principles.htm (A) Endoscopio
conteniendo un microscopio laser confocal. La luz laser azul-488 nm
(B) se introduce en la mucosa.
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Fig. 9: Endomicroscopia de una neoplasia colo-rectal. Imagen macro
y microscopicas, sacado de www.endomicroscopy.com.

lelepipedo o lentes GRIN (gradient reflactile index).
Estos endomicroscopios eran inicialmente de 0,9 mm de
diametro, con 30 Kfibras unidas directamente a lentes
GRIN (1 mm diametro) de 4,8 aumentos (baja NA=0,2),
lo que hace un diametro total de 1,2 mm. El espacio entre
fibras es de 3 um lo que limita el muestreo del area a una
resolucion lateral de 0,6 pm (8).

El exponente mas clésico es el Optiscan® (Optiscan,
Australia) (9) (figs. 8 y 9) integrado en la punta de un
colonoscopio convencional (Pentax EC3870K; Pentax,
Tokio, Japon) que permite una biopsia optica de la super-
ficie epitelial y de la lamina propia durante la endoscopia.
Durante el proceso puede utilizarse contraste como la
fluoresceina sodica endovenosa o el azul de metileno,
convirtiéndose en una microendoscopia confocal multies-
pectral MIS que puede incluso detectar marcajes inmuno-
logicos (por ejemplo el anti-CD44V6 para criptas abe-
rrantes) es decir en una inmuno-micro-endoscopia (15).

Mauna Kea Technologies ha creado el Cellvizio®,
una familia de sondas confocales microscopicas sobre
objetivos miniaturizados compatibles con cualquier colo-
noscopio, gastroscopio, y broncoscopio, que permite
colangioscopias y alveoloscopias (fig. 10). Alcanza una

g s Alveslar duct, non smeker,

CHU Mouen

Fig. 10: ALVEOLOSCOPIA con sonda confocal. http:/www.mauna-
keatech.com/products/cellvizio LUNG/system_description



resolucion lateral de 1 um y axial de 150 um. Tienen de
0,93 a 2,5 mm de diametro y una longitud de hasta 4
metros.

Capsula endoscopica y BO

Hasta finales del siglo XX la endoscopia utilizaba la
técnica PE (Push Endoscopy) con un endoscopio empu-
jado por el medico. Desde 2001 la técnica DBE (Double
balloon endoscopy) P&p (Push and pull) que permite
observar la totalidad del intestino delgado y avanzar gra-
cias al balon inflable. Mas moderna es la VCE (Video-
endoscopy capsule), es decir la pildora o capsula endos-
copica inalambrica (WCE, wireless endoscopic capsule).

La VCE permite el examen directo del intestino del-
gado de forma no invasiva, segura y bien tolerada, aun-
que la estenosis y los diverticulos se encuentran entre las
contraindicaciones. Por eso actualmente van senalizadas
con RFID que las localiza y permite su extraccion.

La VCE se desarroll6 inicialmente como una pildora
de uso Unico. En la actualidad hay varios tipos (10,11).

La WCE o capsula endoscépica inaldmbrica M2A®
(PillCam SB de Given Imaging) de 3,7 gy 11 x 26 mm,
con camara CMOS y 6 LEDs, equipada de un transmisor
UHF que envia 2 imagenes/segundo durante unas 7 horas.

La EC tipo 1 de Olympus con una camara CCD de
alta resolucion y un monitor de visualizacion externo a
tiempo real (fig. 11).

El CPE® - Compact Photonic Explorer de Medis-
cience Technology, contiene ademas espectroscopia de
fluorescencia incorporada, de forma que pueda detectar
las lesiones neoplasicas a nivel molecular.

La tercera generacion de capsulas es la Norika 3®
RF Endoscopic Robot Capsule (fig. 12) en 2001. No
posee baterias y se carga mediante campos electromag-
néticos externos que ademas la hacen rotar. Tiene de
9 x 23 mmy el 40% de su cabida esta libre para adaptar
sistemas quirdrgicos o terapéuticos, del tipo de sprays,
laser, deteccion pH etc... Actualmente tiene 5,8 x 15 mm
lo que permite su uso en nifios. Utiliza la técnica del
mosaico para combinar las imagenes y dar una vision
panoramica.

Fig. 11: Olympus WCE con monitor de control. De http://www.sprin-
erlink.com/content/3j30h3585268428x/fulltext.html
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Fig. 12: Norika WCE. Sacado de The future of wireless capsule endos-
copy. Swain P. World J Gastroenterol. 2008 Jul 14; 14(26): 4142-5.
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Fig. 13: Sayaka® CE. La vision es lateral de forma que toma imagenes
mientras rota y luego se componen en forma de mosaico. De
http://www.rfamerica.com/sayaka/

Sayaka-CE® de RF system Lab, Japon, envia 30
imagenes por segundo, no utiliza bateria y emplea igual-
mente técnica del mosaico (fig. 13).

La cuarta generacion incluye locomocion activa y
sistema miniaturizado de toma de muestras. Es el caso de
Versatile® (Endoscopic Capsule for gastrointestinal
Tumor Recognition) se incorpora ademas un sistema
espectroscopico de IR-cercano (NIR) (12,13).

2. Sistemas de interferometria

Mejorar la resolucion con DIC (differencial interfe-
rence contrast), es decir con la técnica Nomarski, es
conocido desde antafio.

Hoy en dia las técnicas de interferometria con rejillas
de difraccion pueden compararse a la microscopia con-
focal, pero con mayor penetracion (fig. 1): su resolucion
axial depende de la coherencia del haz luminico y la
transversal del tamafio del punto luminoso.

En interferometria se mide el retardo de la fase y de
la sefial, sabiendo que ambas imagenes tienen como pro-
piedad intrinseca la confocalidad, y por tanto que su
resolucién espacial mejora.

Hay tres modalidades con luz de baja coherencia-LCI
(Low coherence interferometry) son la CPM (sonda
microscopica de coherencia), OCT (tomografia de cohe-
rencia optica) y OCM (microscopia de coherencia opti-
ca). El primero utiliza luz haldgena y los otros dos utili-
zan super-LEDs 6 diodos laser super-luminiscentes
(SDL). Las aplicaciones con luz halégena se han venido
a llamar de campo completo o FF-OCT y FF-OCM.
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Fig. 14: SEE o endoscopia espectral codificada. La luz reflejada produce
una imagen tridimensional. La luz Blanca transmitida a través de un endos-
copio monofibra del grosor de un cabello se descompone en el espectro de
color recorriendo la superficie y obteniendo informacion espectral,
http://www.sciencedaily.com/releases/2006/10/061018150820.htm

Microscopio Optico de Interferometria

ElIIM (Imaging interferometric microscopy) (14) pue-
de adaptarse a los microscopios existentes sin necesidad
de acceder a plano pupilar del objetivo. Consigue una ilu-
minacion estructurada con una rejilla que deja pasar la luz
a través de puntos de tamafio inferior a la A, en el limite de
NA del sistema optico. Esto produce un desplazamiento
de las frecuencias espaciales, obteniendo varias imagenes
parciales en amplitud y fase que luego combina.

El IIM trabaja a bajo aumento con objetivos de baja
apertura numérica (NA<0,5) y sin embargo obtiene una
resolucion dos veces superior a la de los objetivos de alta
apertura numérica (NA=1,4). La profundidad de campo,
el area de visidn y la distancia de trabajo es la de un obje-
tivo de bajo aumento, aunque la imagen final integrada
posea una resolucién en el limite lineal del medio de
transmision (indice de refraccion n) A/4n. Desplazando
el plano del objeto y transformando las frecuencias espa-
ciales observadas (imagen patrén) en frecuencias espa-
ciales de la imagen real, la resolucion se extiende al limi-
te de ancho de banda del medio de transmision A/4.

La extension de la NA hasta una apertura efectiva de
NAeff=1+NA se consigue con dos sub-imagenes despla-

3 NIRIS™ OCT de Imalux.
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zadas en la direccion x e y. En estas condiciones, un
espécimen en el eje dptico tiene una frecuencia espacial
limite de (1+NA)n/A, pero desplazando el plano del obje-
to la difraccion llega hasta el limite del ancho de banda
2n/A. E1 TIM utiliza la iluminacién no axial para acceder
a las altas frecuencias espaciales introduciendo un haz de
referencia en el orden cero del sistema optico.

La microscopia molecular por interferometria es un
paso mas; el MI2 o molecular interferometric Imaging,
permite la deteccion de biomoléculas.

Endoscopia espectral monofibra con Interferometria

Los endoscopios con una alta calidad de imagenes
son grandes porque sus sensores también lo son (1 cm o
mas de diametro).

Los micro-endoscopios estandar (2,4 a 1,2 mm dia-
metro) utilizan unos pocos haces de fibras opticas que los
hacen flexibles a costa de reducir la calidad de la imagen.

En la actualidad los microendoscopios monofibra
alcanzaron en 2006 el grosor de un cabello (80 nm),
poseen efecto HOF y son de fibra de cristal fotonico-
PCF (photonic cristal fibers).

La endoscopia espectral codificada o SEE (spectrally
encoded endoscopy) utiliza de una luz multicolor a través
de una tnica fibra optica del grosor de un cabello que se
proyecta sobre los tejidos. La luz que el tejido refleja se
recoge y las diferentes longitudes de ondas se analizan
con un espectrometro. Simultdneamente un interferéme-
tro calcula la informacién estructural basandose en la
interaccion de dos fuentes de luz para crear una imagen
tridimensional. Con ello obtenemos las ventajas de la
FastEEM sobre una imagen tridimensional (fig. 14).

Tomografia de Coherencia Optica

La OCT (Optical coherence tomography) es una téc-
nica no invasiva que utiliza fuentes de luz de baja cohe-
rencia tales como diodos ldser superluminiscentes
(SLD), algunos en la region NIR?3, para producir una
tomografia basada en el retardo en el tiempo y en la fase
de la luz reflejada mediante técnicas de interferometria-
TDOCT(time-domainOCT) e interferometria-SDOCT
(spectral-domainOCT).

Por definicion trabaja sobre bajas aperturas numéri-
cas (NA<0,5) y tiene una buena penetracion (10-3 mm).
La resolucién axial y lateral micrométrica en 1991, era
con los SLDs de 30 um; en 2001, con los laseres pulsa-
dos de amplio espectro (>100 nm de rango) de 10 um (H-
OCT o high resolution-OCT) y hoy en dia con los siste-
ma de Ultra Alta Resolucion (UH-OCT) llega a las
0,5 um (figs. 15y 16).
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Fig. 15: UH-OCT endoscopica. La imagen superior es la biopsia Opti-
ca por UH-OCT vy la inferior su correlacion histologica (Sacado de
Hsiung P, Pantanowitz L, et al., Ultrahigh-resolution and 3-dimensional

optical coherence tomography ex vivo imaging of the large and small
intestines Gastrointestinal Endoscopy Volume 62, Issue 4, 2005).

Fig. 16: UH-OCT fibroscopica. La imagen superior es la biopsia optica
UH-OCT de un ganglio linfatico y la inferior el corolario histologico
(Sacado de Luo W, Nguyen FT, Zysk AM, Ralston TS, Brockenbrough J,
Marks DL, Oldenburg AL, Boppart SA. Optical biopsy of lymph node
morphology using optical coherence tomography. Technology in Cancer
Research & Treatment, 4: 539-547, 2005.

En la actualidad la OCT esta ampliamente aceptada en
oftalmologia y se extiende a la endoscopia (por ejemplo: en
tumores de vejiga la sensibilidad es del 92% y la especifici-
dad del 85%), a la colposcopica y otras técnicas de imagen.
Existen en el mercado endoscopios-OCT de 1 mm de dia-
metro y fibroscopios-OCT de 400 pm de diametro mono
fibra con optica GRINS o DRUM (16,17,18) (figs. 17 y 18).

|
Fig. 17: Endoscopio OCT de Obel (19). http://obel.ece.uwa.edu.au/
research/engineering

Fig. 18: Sonda OCT para aplicaciones de coronariografia www.ligh-
tlabimaging.com

En el caso de la oftalmologia debe ir acompafiado de
una optica adaptativa (AO) con el fin de compensar las
irregularidades del sistema ocular lo que encarece consi-
derablemente el aparataje.

Microscopia de coherencia optica

Aunque el nombre de OCM (Optical coherence
Microscopy) se usa cuando se emplean objetivos de ele-
vada NA (NA>(,5) el hecho es que hoy en dia puede
encontrarse optica GRINS de NA=1,2, por lo que el deta-
lle histologico de la imagen in vivo puede ser muy alto.

Ademas, sobre los datos grabados de una OCT se
puede implementar una apertura sintética o ISAM (Inter-
ferometric Synthetic Aperture Microscopy) (20), de la
que se saca ventaja en el OFDI que veremos mas abajo.
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Fig. 19: Técnica ISAM de apertura sintética en OCM. Sacado de
http://www.mdpi.com/1424-8220/8/6/3903/ Interferometric Syn-

thetic Aperture Microscopy: Computed Imaging for Scanned Cohe-
rent Microscopy. Brynmor J. Davis, Daniel L. Marks, Tyler S. Rals-
ton, P. Scott Carney and Stephen A. Boppart. In Sensors 2008, 8,
3903-3931.

Como bien se sabe la profundidad de campo (DoF,
deapth of field) y la resolucion espacial son inversas, de
forma que cuando una mejora la otra disminuye. Con el
método ISAM ya no existe esta limitacion, captura los
datos con fase estable al incluir la fase de referencia
(cubreobjetos por ejemplo) en el objeto.

El procesado consiste en una serie de filtros y mape-
ados en el dominio de Fourier. El resultado tiene detalles
histolégicos de alta calidad (fig. 19).

Coherencia Optica de campo completo

La UH-OCT macroscopica (FFOCT= Ultrahigh-
resolution full-field optical coherence tomography) utili-
za simples lamparas haldgenas y detectores del tipo de
camaras CCD; alcanza un SNR de 90-100 dB.

Algo similar es la FFOCM (Full-Field Optical Cohe-
rence Microscopy) (21). Utiliza una lampara de tungste-
no que permite un gran ancho de banda de luz térmica y
combina la espectroscopia con la OCM por lo que a
veces se la conoce como OCT-espectroscopica. Esta téc-
nica con objetivos de bajo aumento de inmersiéon acuosa
10X y baja apertura numérica NA=0,3, captura la infor-
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Fig. 20: Codificacion espectral de la UH-OCT http://www.rle.mit.edu/

rleonline/ProgressReports/1673 5_Fujimoto_2.pdf
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macion espectral con camaras en color y consigue ima-
genes de de alta resolucion (axial de 0,8 pm y lateral de
1,4 um) con procesado de imagenes.

El detalle microscopico alcanza el nivel de la pseudo-
tincion microscopica cuando la sefial de interferometria
se muestra en el espacio HSL (hue-saturation-luminis-
cence), en el que H representa la variacion A, S el des-
plazamiento temporal y L es constante (22). Es decir, el
tono (H) es el color predominante de la longitud de onda,
la saturacion (S) su pureza espectral y la luminancia (L)
la intensidad del color. En (H) los cambios de reflexién
de la luz se codifican en rojo, verde o amarillo segin
sean positivos, negativos o sin modificacion; la satura-
cion de cada H indica la reflectividad del tejido y la L se
mantiene constante (23). Como puede comprobarse en la
figura 20, el detalle es suficiente como para poder reali-
zar citologias en la colposcopia, es decir una colposco-
pia-MIS con biopsia optica.

Microscopia en el Dominio de la Frecuencia Optica
OFDI

La OFDI (Optical Frequency Domain Imaging) es
una mejora sobre la OCT ya que en vez de analizar la
imagen punto a punto, analiza 1.000 puntos simultanea-
mente.

La punta de la sonda del cable de fibra dptica da vuel-
tas a la vez que emite una luz laser que cambia de longi-
tud de onda (de 1.264 a 1.376 nm). Midiendo el retraso
temporal del eco y la interferencia espectral entre el teji-
do y la referencia en cada longitud de onda se crea una
imagen cuya transformada de Fourier (dominio de la fre-
cuencia optica) da una vision microscdpica.

Imagenes de interferometria en Terahercios (THz)

Utiliza ondas electromagnéticas de gran longitud de
onda (THz), localizadas entre las microondas (MW) y
los infrarrojos (IR) en la frecuencia de 10'2 Hz. Se pro-
pagan a través de los metales y de los materiales no pola-
res, por lo que son muy apreciados como detectores de
metales, armas etc... Por su sensibilidad a la resonancia
molecular se utilizan para sensores y detectores de ima-
genes por interferometria.

Los emisores de THz se clasifican en tres categorias:
Térmicos incoherentes, pulsados de banda ancha y en
onda continua de banda estrecha.

El método mas usado es el TDTS (pulsed spectros-
copic imaging based on the time-domain terahertz
spectroscopy) o imagenes de espectroscopia pulsada
basada en la espectroscopia temporal a THz. Permite
obtener informacién de todo tipo sobre el espectro de
absorcion, profundidad y naturaleza de los objetos



etc... Tiene el inconveniente de que los componentes
opticos necesarios son grandes y costos y el sistema
alcanza poca potencia.

Por el contrario el método CW (continuous-wave
THz imaging system) de onda continua es relativamente
compacto, simple y de bajo costo ya que no requiere ni
grandes aparataje ni opticas complejas. Para un sistema
multifuncién de gran ancho de banda de trabajo se usan
o bien multiples frecuencias discretas o bien una fuente
de luz tuneable. Tanto la fase como las amplitudes pue-
den obtenerse por interferometria.

Los endoscopios-THz sobre fibra de plastico por
debajo de la longitud de onda (subwavelength plastic
fiber) son faciles de implementar, las imagenes de refle-
xién 3D-THz poseen una razonable SNR y una gran
resolucion espacial. Mejorando el tiempo de adquisicion
con un detector rapido de THz podra obtenerse en breve
una imagen endoscopica molecular.

3. Técnicas holograficas

En holografia la dispersion luminica de un objeto se
recoge en un medio de impresion que esta siendo ilumi-
nado simultaneamente por un segundo haz de referencia
produciéndose una interferencia entre ambos. El campo
luminico resultante es una holografia.

Imagen de Holografia Digital (DHI)

Se usan rejillas holograficas en multitud de aplica-
ciones no invasivas de UV, IR-medio. Solo las avaladas
técnicamente como de calidad industrial son eficaces al
poseer un SNR adecuado. Estos productos pueden adap-
tarse para cumplir con las longitudes de onda que se
requieran.

Microscopio de Holografia digital (DHM)

Los endoscopios holograficos mono-fibra produ-
cen una imagen tridimensional con una gran profundidad
de campo. El endoscopio esta constituido por un sistema
holografico miniaturizado y graba una holografia de
reflexion. Constan de 3 partes: el medio de impresion
fotografica, un diafragma y una fibra optica (single-
mode) de 4 um de diametro.

Los hologramas obtenidos se visualizan con micros-
copios potentes que permiten el analisis de células indi-
viduales. Poseen una NA que les permite una resolu-
cion lateral de 7 um. No es raro que antes de grabar los
hologramas se utilice constaste o tinciones en el tejido
como se hace en las exploraciones de ginecologia y
digestivo.
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Holografia cudntica (QH)

En los hologramas tradicionales la luz laser ilumina
en 2 direcciones un objeto para formar un objeto fantas-
ma en 3 dimensiones que es el holograma.

Con las nuevas técnicas de holografia se puede obte-
ner un «holograma molecular», porque la materia se ilu-
mina con haces de electrones obteniendo un objeto elec-
tronico que puede verse en una microscopio de escaner
con efecto tunel.

Se pueden grabar varias imagenes en el mismo holo-
grama, cada una obtenida con diferentes longitudes de
onda. Los investigadores pueden leerlas como si de un
libro se tratara en distintas longitudes de onda. Y esta
informacion puede estar miniaturizada al extremo hasta
conseguir una holografia quantica.

4. Iluminacion no lineal

Ligada al desarrollo de la tecnologia de laser pulsados
utiliza pulsos ultracortos (pico alto de baja potencia) sobre
fibra dptica, con lentes de alta apertura numérica. La res-
puesta del espécimen es no lineal al laser incidente pero si
paramétrica ya que no se transfiere energia a la muestra y
abarca dos fenomenos: Generacion de armoénicos y una
dispersion superficial Raman estimulada (SERS).

Los endoscopios épticos mono-fibra no lineal de
baja apertura numérica con fibras de mucho grosor tie-
nen una sensibilidad muy limitada. Para evitarlo se usan
fibras largas y delgadas, eficientes en ambos sentidos
(excitacion/emisidén) que emitan una luz en el limite de la
difraccion optica y soporten los pulsos cortos de laser.
Esto se consigue con las fibras de cristal fotonico (PCFs
photonic cristal fibers) y MEMs constituyendo endosco-
pios miniaturizados monofibra basados en MEMs.

Pasaremos someramente por estas técnicas propias de
un microscopio quimico ya que su resolucion nanométrica
queda lejos de las aplicaciones de Anatomia Patologica.

Coherent Anti-Stokes Raman Scattering (CARS)

El microscopio CARS esta constituido por dos lase-
res (el de bombeo y el generacion de stokes-antistokes)
sincronizados en el tiempo, cuya diferencia de frecuen-
cia esta adaptada a la vibracion de la particula que esta-
mos estudiando.

En el CARS se incluye la resonancia y la no resonan-
cia. La parte resonante es proporcional al cuadrado de la
dispersion Raman, aunque la sefial resultante depende del
cubo de la senal incidente. Por lo tanto es una técnica no
lineal, que mejora la espectroscopia Raman espontanea.

Es muy sensitivo a la vibracion de los enlaces C-H
por lo que es ideal para los lipidos.
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Microscopia confocal CARS

El CARS (24) se ha intentado integrar en la micro-
endoscopia confocal con el fin de conseguir imagenes de
alta resolucion de particulas en vibracion. La confocali-
dad es coherente en el CARS. Estos endoscopios son
mono-fibra, con MEMs y luz NIR.

NIVI (Non lineal interferometric vibrational
imaging)

Todavia mejor que las anteriores es la técnica NIVI.
Utiliza los principios del CARS y de la OCM para obte-
ner una seccion transversal de la distribucion de deter-
minadas moléculas dentro de la muestra. Se generan dos
sefiales CARS, una procedente de una molécula de refe-
rencia y la otra de la molécula que queremos estudiar en
el espécimen. Ambas sefiales de luz coherente se inter-
fieren; la sefial de la intensidad conjunta (envelope) nos
mide la concentracion y las bandas de interferencia
(interference fringes) la informacién de la fase que per-
mite determinar las caracteristicas de vibracion de las
moléculas.

Microscopia no lineal en el ultravioleta profundo
(DUY)

La microscopia no lineal en la region del ultraviole-
ta profundo DUV (deep ultravioleta) para tejido grue-
sos, extiende la microscopia optica a la regién de la lon-
gitud de onda ultravioleta profunda de forma que se
puedan detectar sefiales bioldgicas endogenas en mate-
riales no marcados. La longitud de onda DUV se
encuentra entre los 230 nm a 350 nm, aunque no esta
totalmente cuantificada ya que no se transmite a través
del cristal y por lo tanto no puede ser observada por los
métodos habituales.

El procedimiento es revolucionario y no se ha proba-
do con anterioridad.

Microscopio de excitacion fotonica

Los microscopios de excitacion fotonica pueden usar
un solo foton OPE (one-photon excitation) o dos fotones
TPE (Two-photon excitation microscopy) el segundo en
el nivel infra-rojo IR a 730 nm. Los fotones IR mejoran
la profundidad de penetracion debido a que, a diferencia
de la Iuz UV, el IR tiene un menor coeficiente de absor-
cion y un reducido coeficiente de dispersion. Por ultimo
la microscopia de excitacion multi-fotonica, MPE, utili-
za el mismo principio con laser en pulsado de 100 fs a
80 MHz y longitudes de 700 a 1.050 nm. (25) Ya que la
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fluorescencia tiene lugar tan solo en el volumen enfoca-
do no existe una excitacion fuera del foco y la resolucion
3D es intrinseca.

Los endoscopios de excitacion fotonica han sido
miniaturizados sobre TPE con escaneres MEMs y laseres
pulsados ultracortos sobre fibras HOF (hollow-core pho-
tonic-bandgap fiber) que virtualmente elimina la distor-
sion de los pulsos y se aplica a neurobiologia.

Microscopia SHG

La microscopia SHG (second harmonic generation)
o de deteccion de segundo armoénico, que es una propie-
dad de las estructuras no centro-simétricas como el cola-
geno, y se ha aplicado con éxito al analisis de la cornea
y la lamina cribosa de la esclera.

Microscopio optico de escaneado cerca
de la muestra-NSOM

Le NSOM (near-field scanning optical microscope)
Escanea el objeto con una onda de luz de radio inferior a
la longitud de onda, a<<A. Con el punto de emision cer-
cano al objeto (distancia <a), se consigue una resolucioén
cercana a a y N=\/2a 10 veces superior.

Lo habitual es tapar la fibra optica por lo que la luz
de la fibra ademas de reflejarse en el tapon es muy débil
en la rendija.

En muchos casos se combina con las técnicas de
excitacion foténica y hoy en dia se ha conseguido inte-
grar en un microscopio trifuncional: CM o confocal,
SNOM y un AFM (atomic force microscope), pasando de
uno a otro al mover la torreta del microscopio.

Dispersion-SNOM

Otra solucion a nivel nanométrico es s-SNOM (scat-
tering-type Scanning Near-field Optical Microscopy).
Utiliza una gran concentracion de luz en la punta de un
microscopio de fuerza atomica (AFM), permitiendo ima-
genes de 20 nm, rompiendo la barrera de la difraccion
con luz visible, IR y THz.

Microscopio de Fuerza Atomica

El AFM (atomic force microscope) permite una
resolucion nanométrica. Trabaja recorriendo la superfi-
cie como si de una aguja reproductora de vinilos se tra-
tara. El punto sensible se posiciona al final de la palan-
ca y puede trabajar tocando o no la superficie del espé-
cimen.



Fig. 21: Imagen de microscopia fotoacustica (Sacado de L. V. Wang.
Photoacustic tomography and microscopy. http://labs.seas.wustl.edu/
Wang/epub/Published Version.pdf.

5. Métodos hibridos
Microscopia Fotoacustica (PAM)

Pertenece a los métodos hibridos ya que incorpora
tres técnicas: la irradiacion optica, la deteccion ultrasoni-
cay la formacién de imagen. La iluminacién con una lon-
gitud de onda de 804 nm produce una deformacion del
tejido que es captada con una sonda de ultrasonidos de
5 MHz, esto permite obtener imagenes de alta resolucion
microscopica (resolucion axial de 15 p y lateral de 45 )
en la profundidad del tejido (hasta 3 cm) (26,27) (fig. 21).

Through-focus scanning-optical-microscope Imaging
(TSOM)

Los microscopios Opticos habituales no se considera-
ban para detecciones nanométricas (<100 nm) debido a
las limitaciones de resolucion que impone la longitud de
onda usada. Sin embargo el método TSOM (Through-
focus scanning-optical imaging) (4) es capaz de romper
este limite.

La metodologia pertenece a la iluminaciéon no cohe-
rente, no estructurada procesada por analisis de imagen
sobre imagenes captadas con un microscopio optico
habitual una camara y una platina que se mueve a dis-
tancias predeterminadas. Con esta metodologia se
extiende el rango de la microscopia dptica a la micro y
nanoescala detectando diferencias de hasta 3 nm.

Se graban imagenes desenfocadas a distintas dis-
tancias focales y se apilan todas ellas unas encima de
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Fig. 22: Mamografia DOT de un carcinoma de 5 mm (flecha). Izquier-
da: Imagen de densidad optica. Centro: Segunda derivada espacial con
aumento de contraste. Derecha: Imagen de oxigenacion en 4 longitudes
de onda con dreas hipoxicas. Sacado de http://www.laserfocusworld.com/
articles/enlarge image.html?siteld=Ifw&id=145839

otras. Un algoritmo une las partes congruentes de la
imagen para obtener finalmente imagenes enfocadas
de objetos minusculos al nivel de las nanoparticulas,
diez veces mas pequefias que la longitud de onda utili-
zada.

Imagen de Difusion Optica

Para conseguir penetrar por encima del limite de la
OCT se utiliza la imagen optica difusa también conocida
como «photon-migration imaging» y se utiliza en el DOT
(Diffuse optical tomography) (fig. 22).

Se basa en la propiedad denominada «ventana espec-
tral» (700-900 nm) de los tejidos en la cual la absorcion
luminica debida a los croméforos como la sangre y el
agua es escasa. En esta ventana, la luz se difunde debido
a la enorme dispersion. Esta difusion puede ser modela-
da mediante representaciones Monte Carlo o con expre-
siones analiticas.

El principal elemento marcador es la sangre. En NIR
(Near-IR) la radiaciéon permite la visualizacion del esta-
do de oxigenacion de la Hemoglobina y de la cantidad de
sangre que fluye por musculo, cerebro o mama. Es una
imagen NIR funcional ya que muestra la respuesta de la
sangre a la funcién del tejido. Otra de las sefiales es el
agua y los lipidos porque no son funcionales.

La deteccion de otros elementos como los cancerosos
probablemente necesite balizas moleculares especifi-
cas. Una de ellas es la tricarbocianina fluorescente al
NIR y que se une a una proteina especifica del tumor
mostrandonos su localizacién. También se ha ensayado
con biomarcadores de los depositos de amiloide-b en el
Alzheimer.
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DISCUSION

Hace unos afios los Departamentos de Anatomia
Patoldgica luchaban por integrar en los mismos a todos
los especialistas clinicos que hacian Anatomia Patologi-
ca (hepatica, renal, ginecoldgica, oftalmolédgica, derma-
tologica...).

Ahora van a ser los Departamentos Clinicos los que hagan la
Anatomia Patolégica porque utilizaran técnicas no invasivas,

y los patologos deberan ponerse al dia para saber colabo-
rar con los mismos en régimen de tele-diagnostico, ya que
pueden encontrarse con el tiempo con laboratorios vacios
del contenido clasico de diagndstico quirurgico y llenos
en cambio de de subespecialidades avanzadas acordes
con las nuevas tecnologias y avances técnicos (2).

De las técnicas estudiadas podemos comprobar que
las de iluminacidon no estructurada, la iluminacion
estructurada y la interferometria incluyendo las técnicas
holograficas y los métodos hibridos ofrecen en muchos
casos imagenes morfolégicas comparables a la micros-
copia y que por lo tanto deben estar interpretadas por un
patélogo. Este es el campo de la biopsia Optica en los
departamentos de Anatomia Patoldgica. Deben conside-
rarse en régimen de teleconsulta ya que al estar integra-
das en las técnicas de microendoscopia no es viable que
el patdlogo se encuentre presente en las mismas, pero si
necesitarian ser examinadas por un experto en microsco-
pia.

De las que hemos visto la endomicroscopia confocal,
el PAM y la OCT de Ultra alta resolucion con o sin con-
traste, ofrecen calidad histologica quirurgica y deberian
ir integrandose en la clinica en cooperacion con la Ana-
tomia Patoldgica en procesos diagndsticos para los cua-
les hace falta un estandar-oro.

Si consideramos los tipos de estandares-oro clasicos
en Anatomia Patoldgica a saber: (1) Experiencia mejor
que evidencia; (2) Conocimiento de la literatura; (3) Evi-
dencia cientifica (4) Interpretacion (6) Impresion perso-
nal, es obvio que cuanto antes acumulemos experiencia ¢
imagenes que puedan consultarse por el mayor numero
de patologos, antes conseguiremos establecer el estan-
dar-oro y que la técnica de la biopsia dptica, particular-
mente aquella de bases morfologicas, sea incorporada a
la rutina diagnostica. De ahi que un banco de imagenes
de biopsia optica accesible a la comunidad cientifica en
un entorno GRID parecido al del atlas de proteinas (28)
sea en la actualidad muy necesario.

Hemos visto como la endomicroscopia confocal tie-
ne una calidad microscdpica e inmunoldgica extraordi-
naria, pero adolece de una penetracion limitada (fig. 1)y
por eso ha sido ampliamente aceptada en endoscopia
intestinal. Sin embargo otras técnicas como el PAM o la
UH-OCT posee mucha mayor penetracion axial por lo
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que tendran que introducirse progresivamente en la clini-
ca para ampliar el ambito de la biopsia optica.

Ademas las técnicas HOF sobre nuevos materiales
permitiran conseguir en un futuro inmediato, una calidad
superior a la histolégica e igualmente, la mejora de las
técnicas moleculares y de inmuno-micro-endoscopia
seran un campo fundamental para los especialistas de
Féarmaco-patologia y de gran trascendencia en las tera-
pias personalizadas, que como ya indicamos en otro
lugar (2) deben ir potenciandose en un laboratorio de
Anatomia Patologica.

BIBLIOGRAFIA

1. Wang TD, Van Dam J. Optical Biopsy: A New Frontier in
Endoscopic Detection and Diagnosis. Clin Gastroenterol
Hepatol 2004; 2: 744-53.

2. Ferrer-Roca O. Anatomia Patoldgica digital. Control de cali-
dad y patoinformatica. Rev Esp Patologia 2009; 42: 85-95.

3. Ferrer-Roca O, Marcano F, Diaz-Cardama A. Digital Zoo-
ming in Medical Images. En Ferrer-Roca O. Ed. Tenerife:
CATAI Ed., 2005; 111-18.

4. Attota R, Germer TA, Silver RM. Through-focus scan-
ning-optical-microscope imaging method for nanoscale
dimensional analysis. Optics Letters 2008; 33: 1990-2.

5. Balas C, Papoutsoglou G, Potirakis A. In Vivo Molecular Ima-
ging of Cervical Neoplasia Using Acetic Acid as Biomarker.
IEEE J Select Topics Quantum Electronics 2008; 14: 29-42.

6. Freeberg JA, Serachitopol DM, McKinnon N, Price R,
Atkinson EN, Cox DD, MacAulay C, Richards-Kortum R,
Follen M, Pikkula B. Fluorescence and reflectance device
variability throughout the progression of a phase II clinical
trial to detect and screen for cervical neoplasia using a fiber
optic probe Journal of Biomedical Optics 2007; 12: 034015.

7. WavSTAT Optical Biopsy and Luma cervical imaging
systems. Disponible en: http:/www.optimum-tech.com/

clientsandprojects/optical biopsy system.cfm.
8. Endomicroscopy.com. Disponibles en: http://www.endo-

microscopy.com
9. OptiScan® website. Disponible en: http://www.optiscan.com/
Technology/Fivel/Fivel 01.asp

10. Nano-based capsule-Endoscopy with Molecular Imaging
and Optical biopsy. Disponible en: http://fcs.itc.it/ NEMO/
index.html

11. Swain P. The future of wireless capsule endoscopy. World
J Gastroenterol 2008; 14: 4142-5.

12. Nakamura T, Terano A. Capsule endoscopy: past, present,
and future J Gastroenterol. 2008; 43: 93-9.

13. New York State Science & Technology Law Center at
Syracuse University College of Law. The Optical Biopsy
pill. Research project for Infotonics Inc. Disponible en:
http://www.medisciencetech.com/append/Optical Biops-
yPill.htm

14. Kuznetsova Y, Neumann A, Brueck SRJ Imaging interfe-
rometric microscopy J Opt Soc Am A 2008; 25: 811-22.

15. Hurlstone DP, Tiffin N, Brown SR, Baraza W, Thomson M,
Cross SS. In vivo confocal laser scanning chromo-endo-
microscopy of colorectal neoplasia: changing the techno-
logical paradigm. Histopathology 52: 417-26.




16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Hsiungn PL, Phatak, DR, Chen Y. Aguirre AD, Fujimoto
JG, Connolly JL. Benign and Malignant Lesions in the
Human Breast Depicted with Ultrahigh Resolution and
Three-dimensional Optical Coherence Tomography
Radiology 2007; 244: 865-74.

Pitris C. Optical coherence tomography in Medicine and
biology. Disponible en: http://www.eng.ucy.ac.cy/biaolab/
Education/tutorials/OCTMedBi02002.pdf

Lam S, Standish B, Baldwin C, McWilliams A, LeRiche J,
Gazdar A, Vitkin Al, Yang V, Ikeda N, MacAulay C. In
vivo Optical Coherence Tomography Imaging of Preinva-
sive Bronchial Lesions. Clinical Cancer Research 2008;
14: 2006-11.

Obel research. Optical Coherence tomography. Disponible
en: http://obel.ee.uwa.edu.au/research/

Ralston TS, Marks DL, Carney PS, Boppart SA. Real-time
interferometric synthetic aperture microscopy. Opt
Express 2008; 16: 2555-69.

Dubois A, Moreau J, Boccara C. Spectroscopic ultrahigh-
resolution full-field optical coherence microscopy. Optics
Express 2008; 16: 17082-91.

Boppart SA, Drexler W, Morgner U, Kirtner FX, Fujimoto
JG. Ultrahigh Resolution and Spectroscopic OCT Imaging

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Endomicroscopia en anatomia patologica. Biopsia optica

of Cellular Morphology and Function. Proc Inter-Institute
Workshop on In Vivo Optical Imaging at the National Ins-
titutes of Health. Ed. Gandjbakhche AH. 2008 September
16-17, pp. 56-61.

Xu C, Vinegoni C, Ralston TS, Luo W, Tan W, Boppart SA.
Spectroscopic spectral-domain optical coherence micros-
copy. Opt Lett 2006; 31: 1079-81.

Muller M, Squier J, deLange CA, Brakenhoff GJ. CARS
microsocopy with folded BoxCARS phasematching J.
Microsc 2000; 197: 150-8.

Dackeun K, Ki Hean K, Siavash Y, Peter TCS. Optical
biopsy in high-speed handheld miniaturized multifocal
multiphoton microscopy SPIE. Multiphoton Microscopy
in the Biomedical Sciences V, Ammasi Periasamy; Peter T.
C. So, Ed., Proceedings 2005; 5700: 14-22.

Maslov K, Zhang HF, Hu S, Wang LV. Optical-resolution
photoacoustic microscopy for in vivo imaging of single
capillaries, Opt Lett 2008; 33: 929-31.

Zhang HF, Maslov K, Stoica G, Wang LV. Functional pho-
toacoustic microscopy for high-resolution and noninvasive
in vivo imaging, Nat Biotechnol 2006; 24: 848-51.

The human protein atlas. Disponible en: http://www.pro-
teinatlas.org/

Rev Esp Patol 2009; Vol 42, n.° 3: 167-181 181



