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1. RESUMEN

TITULO: Concordancia de colangiografia quimioluminiscente con luminol con
colangiografia convencional para identificar la anatomia de la via biliar extrahepatica

en un érgano animal ex vivo.

OBJETIVO: Determinar cual es la concordancia de la colangiografia
guimioluminiscente con luminol y la colangiografia convencional para identificar la

anatomia de la via biliar extrahepética en un 6rgano animal ex vivo.

MATERIAL Y METODO: Se realizaron colangiografias quimioluminiscentes
transvesiculares empleando una solucion de luminol como medio de contraste en 10
modelos animales ex vivo (higados de cerdo), a continuacion se realizaron
colangiografias convencionales con medio de contraste hidrosoluble a las mismas
piezas quirdrgicas, se compard la visualizacion de la vesicula biliar, uniéon hepato-

cistica, conducto colédoco y duodeno.

RESULTADOS: En los 10 modelos animales fue posible identificar las 4 estructuras
mediante colangiografia convencional, en cambio, en ninguna de las 10

colangiografias quimioluminiscentes fue posible identificar estructura alguna.

CONCLUSIONES: El luminol preparado con protocolo de Weber como medio de
contraste para la realizacion de una colangiografia quimioluminiscente, no presenta la
luminosidad necesaria para transluminar las estructuras de la via biliar en un modelo
animal ex vivo. Se requieren investigaciones subsecuentes con otros compuestos
guimioluminiscentes para determinar la viabilidad de realizar una colangiografia

qguimiluminiscente

PALABRAS CLAVE: Colangiografia quimiluminscente, luminol, lesion de la via biliar.



2. SUMMARY

TITLE: Luminol chemiluminescent cholangiography and conventional cholangiography
concordance as a mean to identify extrahepatic bile ducts anatomy in an ex vivo animal

organ.

OBJECTIVE: To determine the concordance between luminol chemiluminescent
cholangiography and conventional cholangiography as a mean to identify extrahepatic

bile ducts anatomy in an ex vivo animal organ.

MATERIAL AND METHOD: In a experimental study, chemiluminescent
cholecystocholangiography using a solution containing luminol as contrast material
were performed in 10 ex vivo animal models (pig’s livers), then, conventional
cholecystocholangiography with water-soluble contrast material were performed to the
same organs, then the visualization of galbblader, hepato-cistic union, bile duct and

duodenum were compared.

RESULTS: There were possible to identify all four structures in the conventional
cholecystocholangiography in all ten models, however, in none of the

chemiluminescent cholecystocholangiography any structure was identified.

CONCLUSIONS: Weber’s protocol for luminol used as a contrast material to perform a
chemiluminescent cholecystocholangiography, does not reach the Iluminescence
needed to transluminate the bile duct structures in an ex vivo animal model. Further
research with other kind of chemiluminescent compounds is needed to determine the

feasibility of performing a chemiluminescent cholecystocholangiography.

KEYWORDS: Chemiluminescent cholecystocholangiography, luminol, bile duct injury.



3. INTRODUCCION

La colecistectomia laparoscopica se encuentra entre los procedimientos
laparoscépicos mas antiguos realizados, siendo reportados los primeros casos a
mediados de la década de los ochentas?, desde entonces, su uso se ha generalizado
hasta convertirse en el estandar de manejo actual para la enfermedad litiasica
vesicular cronica y aguda, resultando en menor dolor postoperatorio, mejores
resultados cosméticos, menor estancia hospitalaria y menor tiempo de incapacidad
laboral®> 3, sin embargo, el procedimiento laparoscopico ha sido asociado con
inconvenientes como perdida de la sensibilidad tactil, curva de aprendizaje significativa
y riesgo incrementado de lesion iatrogena de la via biliar4, esta Ultima con una
incidencia de 0.3-0.7% es una complicaciéon rara®%’, que sin embargo impacta

negativamente en la calidad de vida y en la sobrevida de aquellos que la padecen®?®.

1.1 COLANGIOGRAFIA CONVENCIONAL

Actualmente, la colangiografia transoperatoria (IOC) es el gold-standard para la
identificacion intraoperatoria de la anatomia biliar'?; para reducir el riesgo de lesion de
via biliar, algunos estudios han propuesto el empleo rutinario de 10C*, sin embargo,
ésta conlleva inconvenientes como incrementar el tiempo quirdrgico, exposicion a
radiacion ionizante, asi como el empleo de recursos humanos y materiales adicionales,
lo cual ha limitado su empleo a circunstancias especiales para definir la anatomia
biliar'?. Si bien el beneficio del empleo rutinario de la IOC permanece controversial'3, el
empleo rutinario de la misma, podria disminuir significativamente la incidencia de

lesidon de via biliart?.



Figura 1. Resultado de una colangiografia transoperatoria convencional

Figura 2. Material necesario para realizar una colangiografia transoperatoria

convencional
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1.2 COLANGIOGRAFIA FLUORESCENTE

Como una alternativa para visualizar la via biliar intraoperatoriamente, y teniendo en
cuenta los inconvenientes de la IOC, en 2010 Ishizawa, et al describieron la
colangiografia fluorescente, que consiste en la inyeccion intravenosa preoperatoria de
verde-indocianina, seguida de la iluminacion transoperatoria con luz infrarroja y la
visualizacién mediante una lente especial®>, con lo cual se consigue visualizar la
anatomia de la via biliar (conducto cistico, hepatico comun, colédoco y la union de los
mismos) en el 69.6% de los casos previo a cualquier diseccién, y en el 95.1%
después de realizar la diseccion del triAangulo de Calot!®; ademas, al compararlo con la
colangiografia convencional intraoperatoria, es superior al ser un procedimiento que

conlleva menos tiempo (0.71 + 0.26 vs 7.15 + 3.76 min)*’.

Las guias de manejo actual confieren a la colangiografia fluorescente el estatus de
técnica aun en desarrollo, si bien reconocen puede llegar a demostrar beneficios en el
futuro (*8,19); de acuerdo al estudio original que describié esta técnica, el costo actual
de los equipos necesarios para emplear esta técnica se estima en alrededor de
£40,000, lo que equivale a MXN$1,036,226, por lo que se encuentra muy por encima
del costo de la tecnologia convencional®®, los cuales se pueden encontrar
comercialmente en $8,000 a 10,000 ddlares estadounidenses (MXN$ 154,000 -
193,200).

C st liua

(“',’HI"-"

bilcduct

Figura 3. Aspecto de la imagen obtenida durante una colangiografia fluorescente



Figura 4. Plataforma IMAGE1 S™ de KARL STORZ, con tecnologia OPAL1® NIR/ICG,

el equipo que permite visualizar la colangiografia fluorescente

1.3 COLANGIOGRAFIA QUIMIOLUMINISCENTE

En 2015, Martinez y Romero realizaron un ensayo en el cual se demuestra la
viabilidad de determinar la anatomia de la via biliar mediante la aplicacion
transvesicular de un compuesto quimioluminiscente toxico (barras fluorescentes
comerciales de peréxido de hidrogeno y éster de difenil oxalato) en una via biliar
porcina; ademas, se inyectdé un material fluorescente aprobado por la FDA para el
empleo en humanos (fluoresceina) en una via biliar porcina, sin embargo, ésta
fluorescencia no demostré tener la intensidad para transluminar la via biliar, por lo que
sugieren la busqueda de compuestos alternativos con mejor desempefio y potencial

de empleo en humanos??.
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Figura 5. Resultados de Romero y Martinez empleando barras fluorescentes

comerciales de peréxido de hidrégeno y éster de difenil oxalato

1.4 LUMINOL

El luminol, 5-amino-2,3-dihidroftalazina-1,4-diona 6 C8H7N302 (figura 1) es un
compuesto susceptible de oxidacion, que emite luminiscencia en el espectro azul (A
max =425nm) cuando se expone a un agente oxidante adecuado?? tiene un peso
molecular de 177,2 kDa y toma la forma de cristales amarillos solubles en agua en
medio basico, es estable a temperatura ambiente, sensible a la luz?3. Es un compuesto
ampliamente utilizado en la ciencia forense, aprovechando la luminiscencia que este
genera en presencia del hierro de la hemoglobina sanguinea?*, siendo capaz de
detectar trazas sanguineas en diluciones de hasta 1:100,000 empleandola en dilucion

de acuerdo a la férmula de Weber sin alterar la estructura de ADN de la misma?>.
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Figura 6. Estructura quimica del luminol y aspecto de una solucion activada de luminol.

El mecanismo por el cual se produce la reaccion de quimioluminiscencia fue descrito
por primera vez en 1990 por Merenyi, normalmente implica utilizar una solucion de
peréxido de hidrogeno e iones hidréxido en agua. En presencia de un catalizador
(como cationes de hierro o un peryodato), el peréxido de hidrégeno se descompone
para formar oxigeno y agua en una reaccion de dismutacion. El luminol reacciona con
el i6n hidroxido, formandose un dianion. Este reacciona, a su vez con el oxigeno
producido por la descomposicion del peréxido. El producto de ésta reaccién (un
peréxido organico inestable) se forma al perderse una molécula de nitrégeno. Los

electrones en estado excitado emiten un foton de luz visible25.

1.5 PERFIL DE SEGURIDAD DEL LUMINOL

Existen pocos trabajos en vivo que evallen el perfil de bioseguridad del luminol?’,
entre los cuales se encuentran protocolos de evaluacion de seguridad en animales, los
cuales fueron expuestos a infusiones intravenosas e intraperitoneales?®,
encontrandose decremento transitorio de la tension arterial ante la exposicion

intravenosa, sin encontrar efectos adversos intraperitoneales, asi mismo se determind
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la dosis letal media en >500mg/kg; ademas existe un reporte del ‘Integrated Laboratory
Systems’ para el National Institute of Environmental Health Sciences en los Estados
Unidos?®, en donde se le ha dado seguimiento a pacientes participantes en ensayos
clinicos en la década de los sesentas, cuando se realizaron estudios clinicos en
humanos para el tratamiento de la alopecia®®, evaluacion de la coagulacion3! y
promocién de la cicatrizacion de heridas®? sin que se hayan reportado efectos

adversos33.

Mas recientemente, estudios en ratas han demostrado que tras la administracion oral
de luminol, este es absorbido, metabolizado y excretado rapidamente, principalmente a
través de la orina, con una muy baja proporcion de la molécula excretada intacta y sin
evidencia de acumulacion en los tejidos, lo que le otorga bajo potencial de toxicidad
crénica en humanos?®*, lo cual bast6 para que el US Department of Health and Human
Services retirara de la lista de reactivos en consideracion®. Asi mismo, el UK
Department of Health del Reino Unido en su programa nacional de toxicologia
concluye que no hay preocupaciones acerca del potencial mutagénico de esta
sutancia®® Aun asi, el perfil toxicolégico completo no ha sido totalmente determinado

en humanos.

1.6 MODELO ANIMAL

El cerdo, sus scrofa domestica, es una subespecie de mamifero artiodactilo de la
familia Suidae. Es un animal doméstico usado en la alimentacién humana por muchos
pueblos al que también se le han encontrado aplicaciones dentro del campo de la
investigacion biomédica, debido a su predictibilidad, amplia disponibilidad y la
variabilidad minima entre las diferentes variedades de porcinos®’, en particular, ha sido
validado como modelo anatémico y de adiestramiento en colangiopancreatografia
retrograda endoscépica 3 al contar con una papila exclusiva para el conducto
colédoco localizada a 1cm distal del piloro y presentar una disposicion del conducto
colédoco, cistico, vesicula biliar y conductos hepaticos izquierdo y derecho muy similar

a la anatomia humana (Figura 2)3°
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Figura 7. Anatomia hepato-pancreato biliar porcina.

1.7 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las lesiones de la via biliar son complicaciones poco frecuentes (con una incidencia de
0.3-0.7%), que sin embargo impactan negativamente en la calidad de vida y en la
sobrevida de aquellos que las padecen®4! La colangiografia transoperatoria (I0C)
rutinaria podria disminuir significativamente la incidencia de lesiones de la via biliar, sin
embargo cuenta con varios inconvenientes como incrementar el tiempo quirdrgico,
exposicion a radiacion ionizante, asi como el empleo de recursos humanos y
materiales adicionales, lo cual ha limitado su empleo a circunstancias especiales para
definir la anatomia biliar*?; la colangiografia fluorescente con verde indocianina es una
técnica novedosa que ha demostrado ser viable y segura para su uso rutinario, y que
parece haber resuelto los inconvenientes de la IOC transoperatoria®®, sin embargo,

también requiere recursos adicionales**.
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El realizar una colangiografia transoperatoria quimioluminiscente por inyeccién directa
en la vesicula biliar de una solucién de luminol, podria permitir realizar de manera
rutinaria una colangiografia transoperatoria rapidamente accesible en todos los
centros, técnicamente poco demandante y sin incrementar significativamente los
costos de atencion; sin embargo, actualmente no existen en la literatura estudios en
relacion a la factibilidad de realizar una colangiografia quimioluminscente
transoperatoria con luminol, por lo que determinar la factibilidad de este procedimiento
resulta fundamental para el futuro de esta linea de investigacion, por lo que en este

protocolo se plantea resolver las siguientes preguntas de investigacion:

e /;Cual es la concordancia de colangiografia quimioluminiscente con luminol y
colangiografia convencional para identificar la anatomia de la via biliar

extrahepética en un 6rgano animal ex vivo?

1.8 JUSTIFICACION

La relevancia de realizar este proyecto de investigacion radica en que, de
comprobarse la hipotesis de trabajo, abriria la puerta para futuras investigaciones en la
materia, que eventualmente podrian modificar el estandar de manejo actual para
disminuir significativamente la incidencia de lesion iatrégena de la via biliar, mejorando

con ello la seguridad de la atencion de la patologia vesicular aguda y crénica.

A nivel institucional esto se traduciria en disminucién de los costos de atencion
relacionados con las complicaciones por lesion de via biliar durante colecistectomia

laparoscoépica y mejoraria la calidad de la atencién al derechohabiente.

En esta unidad, una disminucion significativa de lesiones iatrogenas de la via biliar
podria disminuir la cantidad de ingresos hospitalarios por este motivo, (los cuales en el
ultimo afio ascendieron a 57 ingresos de primera vez por dicha patologia)

disminuyendo asi los costos de atencion relacionados con esta patologia.
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2. MATERIAL'Y METODO

Procuracion de los 6rganos sujetos de estudio:

1. Los investigadores acudieron a la Unidad de Apoyo a la Investigacion del
CEIEPP de la Facultad de Veterinaria de la UNAM, en donde se nos
proporcionaron 10 glandulas hepaticas con su respectiva via biliar extrahepatica
integra con vesicula biliar, conducto cistico, conductos hepaticos izquierdo y
derecho, conducto hepatico comun y conducto colédoco.

2. Se transportaron las piezas obtenidas dentro de una hielera de 20 litros con
hielo en vehiculo particular hacia el servicio de cirugia general del Hospital de

Especialidades de la Raza.

Figura 8. Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccién

Porcina CEIEPP en Jilotepec, Estado de México.

Fase 1:
1. Los investigadores realizamos la diseccion adicional que consideramos
pertinente para la adecuada visualizacion de las estructuras. Ademas se cerré

mediante un nudo de seda 2-0 el extremo libre del duodeno

16



2.

5.

Se prepararé una solucién de luminol de acuerdo a la siguiente férmula
(protocolo de Weber)*®:

e 100cc de agua inyectable

e 2.5ml de agua oxigenada al 30%

e 2grde NaHCO3

e 0.3gr Luminol

e Sulfato ferroso (125mg/ml) 2ml
En un cuarto obscuro, se inyectaron 50cc de la solucion de luminol mediante
una jeringa de 50cc con aguja de 20G x 38mm directamente en el fondo de la
vesicula biliar porcina, al tiempo que se realizan fotografias y toma de video del
proceso.
Se analiz6 por los investigadores cualitativamente y de manera dicotomica en
“si” 0 “no” la presencia o ausencia de la transluminacién de las siguientes
estructuras:

e Vesicula biliar

e Conducto cistico

e Union hepato-cistica

e Duodeno

De acuerdo a lo observado se llené la hoja de datos

Fase 2:

1.

Se realizé lavado de la pieza anatdmica con 2 litros de solucién salina al 0.9%

mediante puncion vesicular.

2. Se trasladé la pieza anatomica al departamento de radiologia.

Se realizé una colangiografia convencional por puncion directa del fondo de la
vesicula biliar con 50cc de medio de contraste hidrosoluble radioopaco.

De acuerdo a lo observado se llen6 hoja de datos.

17



Posteriormente se realiz6 la comparacion de los resultados obtenidos por ambas
pruebas evaluando para cada una de ellas la visualizacion de la vesicula biliar,

conducto cistico, union hepato-cistica y duodeno.

Figuras 9 y 10. Reactivo luminol en su presentacion de laboratorio (izquierda) y su

aspecto fisico previo a la preparacién de la solucion (derecha).

2.1 ANALISIS ESTADISTICO
Se aplico la prueba Z para diferencia de proporciones tomado como significativamente
estadistico un valor de p igual o menor a 0.05, con el objetivo de identificar si existe

diferencia entre una prueba y otra.

18



3. RESULTADOS

Se realizaron las 2 fases del estudio en 10 6rganos porcinos, posteriormente se realizo
la comparacién de los resultados obtenidos por ambas pruebas evaluando para cada
una de ellas la visualizacion de la vesicula biliar, conducto cistico, unién hepato-cistica
y duodeno, obteniendo los resultados mostrados en la Tabla 1. Asi mismo, se

muestran imagenes representativas de los procesos.

Figura 11. Aspecto de la solucion empleada de acuerdo al protocolo de Weber
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Figura 12. Modelo animal empleado. Higado de cerdo




Figura 13. La misma pieza durante la colangiografia quimioluminiscente, notese que

no se pueden identificar las estructuras anatomicas deseadas
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Figura 14. Control con colangiografia convencional en la misma pieza
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Colangiografia Colangiografia P (0.05)
guimioluminiscente convencional

Vesicula biliar 0 10 0.03
Conducto 0 10 0.03
cistico

Unién hepato- 0 10 0.03
cistica

Duodeno 0 10 0.03

23

Tabla 1. Estructuras identificadas en cada estudio.



4. DISCUSION

Las lesiones de la via biliar son complicaciones poco frecuentes (con una incidencia de
0.3-0.7%), que sin embargo impactan negativamente en la calidad de vida y en la
sobrevida de aquellos que las padecen®4! La colangiografia transoperatoria (I0C)
rutinaria podria disminuir significativamente la incidencia de lesiones de la via biliar, sin
embargo cuenta con varios inconvenientes como incrementar el tiempo quirdrgico,
exposicion a radiacion ionizante, asi como el empleo de recursos humanos y
materiales adicionales, lo cual ha limitado su empleo a circunstancias especiales para
definir la anatomia biliar*?; la colangiografia fluorescente con verde indocianina es una
técnica novedosa que ha demostrado ser viable y segura para su uso rutinario, y que
parece haber resuelto los inconvenientes de la IOC transoperatoria®®, sin embargo,

también requiere recursos adicionales**

El realizar una colangiografia transoperatoria quimioluminiscente por inyeccion directa
en la vesicula biliar de una solucion de luminol podria permitir realizar de manera
rutinaria una colangiografia transoperatoria rapidamente accesible en todos los
centros, técnicamente poco demandante y sin incrementar significativamente los
costos de atencion®®; sin embargo, actualmente no existen en la literatura estudios en
relacibn a la factibilidad de realizar una colangiografia quimioluminscente
transoperatoria con luminol, por lo que el objetivo de este estudio era, precisamente
determinar la factibilidad de realizar dicho procedimiento mediante la puncion

transvesicular de un 6rgano animal ex vivo.

De los 10 modelos anatomicos empleados en esta investigacion, en ninguno de ellos
pudo evidenciarse alguna estructura anatomica del arbol hepatobiliar mediante el
empleo de una solucion de luminol como medio de contraste, por lo que, con una P
estadisticamente significativa, se concluye que para la deteccion de la anatomia
hepato-biliar, el luminol bajo el protocolo de Weber no puede ser considerado como un

agente comparable a la colangiografia convencional con medio de contraste
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hidrosoluble, asi como tampoco puede ser considerado como un medio de contraste
efectivo para la identificacion de la anatomia del arbol biliar.

Entre las posibles causas de la ausencia de transluminacion de las estructuras de la
via biliar se encuentran: el grosor de la pared de las estructuras a delimitar y la falta de
intensidad en la luminosidad de la solucion empleada; en el primer caso, es una
variable que no puede ser modificada, dado que la via biliar porcina es un érgano
validado para el adiestramiento en la realizacion de procedimientos quirargicos hepato-
biliares, ademas de que, en un escenario real, se pueden esperar tejidos inflamados o
con adherencias que incrementen aun mas el grosor del tejido a delimitar; en el caso
de la luminosidad de la solucién empleada puede deberse a diversos factores, entre
ellos la proporcion empleada entre los agentes oxidantes y el luminol, por lo que
modificaciones a la técnica forense establecida podrian llevar a una luminosidad mayor

a la mostrada en este estudio.

Existen otros protocolos de preparacién de luminol que prometen mayor luminosidad
gue la demostrada en esta investigacion, como el protocolo de Grodsky, o la marca
comercial Bluestar, los cuales, sin embargo, tienen componentes en su formula con un
perfil de toxicidad con efectos adversos conocidos (Hidroxido de sodio e hidroxido de
potasio en Grodsky) o tienen férmulas que involucran secretos industriales (Bluestar),
por lo que su perfil de bioseguridad no puede ser adecuadamente establecido. Por lo
gue investigar nuevos protocolos de preparacion de luminol que incrementen su
luminocidad sin comprometer su perfil de bioseguridad podrian llevar a una mayor
sensibilidad a la hora de identificar el arbol biliar, lo cual abre la puerta para futuras
investigaciones en este campo, aungque esto va mas alla de los objetivos planteados

por esta investigacion.

Asi mismo, existen otros compuestos quimioluminiscentes (imidazoles, ésteres de
acridinio, tris2,2’-bipiridina rutenio o peroxioxalatos) que han quedado fuera del
alcance de este protocolo, sin embargo, en un futuro se podria probar la factibilidad de
los mismos para realizar una colangiografia quimioluminiscente exitosa, siempre y

cuando cuenten con un perfil de bioseguridad prometedor.
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5. CONCLUSIONES

-El luminol preparado con protocolo de Weber como medio de contraste para la
realizacion de una colangiografia, no presenta la luminosidad necesaria para

transluminar las estructuras de la via biliar en un modelo animal ex vivo.

-Se requieren investigaciones en relacion con otros protocolos de preparacion de
luminol, existentes o novedosos, para determinar la factibilidad de emplear el luminol

como medio de contraste para una colangiografia quimioluminiscente.

-Se requieren investigaciones con otros compuestos quimioluminiscentes para
determinar la factibilidad de la colangiografia quimioluminiscente como prueba

diagnéstica para evaluar la anatomia del arbol biliar intraoperatoriamente.
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6. ANEXOS

Hoja de recoleccion de datos

ESTRUCTURA ANATOMICA VISIBLE

1. Si 2. No
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