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1. RESUMEN

El verde de indocianina (ICG) es una tincidn tricarbocianida con un largo histdrico, muy baja
toxicidad, de facil acceso y de uso sencillo. Para su visualizacidn se requiere una fuente de luz
excitatoria y una cdmara capaz de captar las radiaciones cercanas al infrarrojo (NIR), ya que
emite fluorescencia en el espectro infrarrojo. Sus propiedades han resultado de interés en
aplicaciones como la angiografia, identificacion de algunas estructuras anatémicas y estudios de
funcionalidad hepatica. Recientemente se han abierto mdultiples lineas de investigacién
enfocadas a su uso como marcador tumoral basandose en el fenémeno de permeabilidad y
retencién aumentada (EPR), asi como para la localizacién de linfonodos centinelas (SLNs).
Existen ya varios estudios realizados en animales para la localizacién de masas hepaticas,
tordcicas y otras. Se trata de una técnica en pleno desarrollo cuyos resultados hasta la fecha,
aunque prometedores, requieren aun de investigaciéon profunda y de aprobacién para su
aplicacion clinica. Las propiedades sub-6ptimas del compuesto han impulsado el desarrollo de
derivados y nuevas moléculas con mejores propiedades para la identificacion especifica de
células tumorales.

Indocyanine Green (ICG) is a tricarbocyanine dye with a long history, very low toxicity, easy
accessibility and easy to use. For its visualization, an excitation light source and a camera capable
of detecting near-infrared radiation (NIR) are required, as it emits fluorescence in the infrared
spectrum. Its properties have been of interest in applications such as angiography, identification
of certain anatomical structures, and liver function studies. Recently, multiple lines of research
have focused on its use as a tumor marker based on the enhanced permeability and retention
(EPR) phenomenon, as well as for the localization of sentinel lymph nodes (SLNs). Several studies
have already been conducted in animals for the localization of hepatic, thoracic, and other
masses. This is a technique in full development, and its results to date, although promising, still
require thorough research and approval for clinical application. The suboptimal properties of
the compound have driven the development of derivatives and new molecules with better
properties for the specific identification of tumor cells.



2. INTRODUCCION

Uno de los principales desafios de la cirugia oncoldgica es la correcta delimitacién de los
margenes tumorales. A menudo la extension del tumor y por ende el tamafio de los margenes
se establecen estimandose por observacidn directa, palpacion... por lo que existe la posibilidad
de que queden en los margenes células cancerigenas invisibles al ojo desnudo. Esto puede
suponer posteriores recidivas, con todo lo que ello puede conllevar:

- Reintervencién en el mismo punto u otro/s distinto/s, con riesgo anestésico y
quirdrgico adicionales para el paciente.

- Incremento del riesgo de metdstasis.

- Necesidad de uso de quimioterapia anticancerigena.

Estas complicaciones suponen un compromiso de la calidad de vida del paciente, pudiendo
llegar a plantearse la eutanasia humanitaria si ésta se viese seriamente deteriorada. No
podemos olvidar también, que las reintervenciones, tratamientos y pruebas diagndsticas
adicionales derivadas de las recidivas conllevan un gasto econdmico adicional para el tutor del
animal, pudiendo superar sus capacidades econdmicas y en ocasiones, inclinando la balanza
hacia la opcidn de la eutanasia.

De igual forma también es de vital importancia discernir el tejido afectado de las estructuras
sanas. Ademas del perjuicio que ya puede suponer la reseccidn de estructuras verdaderamente
invadidas por células tumorales, la lesidn o reseccién de estructuras no afectadas constituye
frecuentemente otro motivo de pérdida de calidad de vida en los pacientes que pasan por este
tipo de intervenciones. Por este motivo, urge el desarrollo de técnicas que permitan aumentar
la precision a la hora de eliminar tejido afectado respetando al maximo el tejido sano.

El verde de indocianina se emplea como marcador fluorescente en pruebas de imagen. Emite
fluorescencia cuando se ve expuesto a radiaciones cercanas al infrarrojo (NIR) y posibilita la
visualizacidn e identificacion intraoperatoria, en tiempo real de algunas neoplasias, suponiendo
un avance notable en este tipo de cirugias. Del mismo modo se emplea también en diagndstico
y en deteccién de metdstasis que de otro modo podrian pasar desapercibidasy en la localizacion
de linfonodos centinelas (SLN). Su reciente implementacién en este ambito de la cirugia
oncoldgica veterinaria, abre nuevas posibilidades para optimizar este tipo de intervenciones y
potencialmente incrementar la esperanza y calidad de vida de los pacientes.

Con el objetivo de profundizar mi comprensidon y conocimientos acerca de sus usos y las
posibilidades que ofrece, he realizado una amplia busqueda dentro de la bibliografia disponible,
incluyendo tanto articulos dentro de la medicina humana como la veterinaria, ya que su
implementacién relativamente reciente como contraste en cirugia oncoldgica, limita la cantidad
de estudios y articulos publicados acerca de ello en medicina veterinaria.



3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

A mi paso por el Grado en Veterinaria, he desarrollado un interés especial por la clinica de
pequeinos animales y en concreto por la cirugia. La reseccién de masas tumorales me ha parecido
desde un inicio, un tema interesante por su aparente sencillez manual, pero que entrana
numerosas dificultades. ¢éQué sucede cuando los margenes abarcan una estructura de vital
importancia? ¢ Cdmo puede refinarse la técnica quirdrgica para discernir mejor entre tejido sano
y afectado? ¢ Existe algin método o instrumento para ello? ¢ Qué pros y contras presenta?

Mediante este trabajo pretendo ampliar mis conocimientos personales en el campo de la
cirugia de tejidos blandos y mds concretamente sobre la cirugia como terapia contra el cancer,
ya sea como solucién definitiva o como parte de un plan de tratamiento mas amplio.

Profundizar la comprension de la trayectoria y situacidon actual de las técnicas que
implementan la fluorescencia cercana al infrarrojo (NIRF) mediante la aplicacién del verde de
indocianina en la medicina veterinaria (grado de implementacion, viabilidad, inconvenientes,
etc.).

Investigacion de otros usos del verde de indocianina en la medicina veterinaria y humana, asi
como de nuevos contrastes empleados en cirugia oncoldgica y sus caracteristicas, haciendo una
comparativa con el ICG y resaltando posibles ventajas e inconvenientes con respecto a este
ultimo.

4. METODOLOGIA

Busqueda de informacion en bases de datos: Wiley Online Library, Scopus, Elsevier, Science
Direct, Web of Science, Sage Journal, Google Scholar. Palabras clave empleadas: “indocyanine
green”, “ICG”, “oncologic surgery”, “dog(s)”, cat(s), “hepatic masses”, “pulmonary masses”,
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“tumors”, “fibrosarcoma”, “cancer”, “ocular”.

Seleccion “en masa” en base a titulo, de articulos que puedan adecuarse al contenido del
trabajo, con posterior lectura superficial de los mismos para efectuar una segunda criba y filtrar
los que mejor se ajustan a los contenidos y finalidad de la investigacion.

Lectura comprensiva y en profundidad de los articulos, para posterior extraccion de
informacidn relevante y redaccion del presente trabajo.

Revision y correccidn de ortografia, estilo y coherencia.



5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. PROPIEDADES DEL ICG Y BASES DE SU APLICACION
5.1.1. Qué es el verde de indocianina. Propiedades.

El verde de indocianina (ICG) fue aprobado por la Administracién de Alimentos y
Medicamentos (FDA) para uso clinico e investigacién en humanos en 1956. Entre sus usos mas
antiguos destacan la determinacién del gasto cardiaco, funcidn hepatica y perfusién oftalmica
(Schaafsma et al., 2011). Con los afios sus usos se han ido expandiendo, hacia la investigacion
neuroquirurgica (2003), la angiografia de vasos cardiacos (2005) y de igual forma fue aprobado
también para su uso integrado con microscopios quirargicos (2006). Sin embargo, también se
ha empleado para otros fines no autorizados en su momento, como contraste para obtener
imagenes y video entiempo real en cirugias abdominales, cirugia plastica y estadificacion y
tratamiento oncoldgico (Reinhart et al., 2016).

El ICG es, quimicamente hablando, una tricarbocianida de 776 Da de peso molecular. La
molécula tiene carga negativa y es anfipdtica: presenta propiedades hidréfobas gracias a los
anillos policiclicos (sefialados en amarillo) e hidrofilicas, gracias a los grupos fosfato (azul), por
lo que posee cierta solubilidad en agua (Desmettre et al., 2000) (llustracion 1A). Se disuelve mas
facilmente en agua destilada que en solucién salina, por lo que algunos autores no recomiendan
preparar la solucién inyectable con esta ultima, ya que forma agregados y precipita mas
facilmente (Morales-Conde et al., 2022).

Su utilidad se basa en su fluorescencia, que se define como la capacidad de una sustancia de
emitir luminiscencia al absorber radiacién de una determinada longitud de onda del espectro
electromagnético y emitirla a otra longitud de onda distinta (Morales-Conde et al., 2022). En
soluciéon acuosa, el ICG absorbe aproximadamente a unos 780nm y emite a 810nm. Tras ser
inyectado, su espectro de absorcidon se desplaza 25nm hacia longitudes de onda mas altas
(ilustracion 1B), presentando un pico de absorcion en 805nm y un pico de emisién en 835nm.
Este cambio se debe a la modificacidn fisicoquimica del ambiente que experimentan las
moléculas tras ser inyectadas (Desmettre et al., 2000; Morales-Conde et al., 2022) y su rdpida
union a proteinas plasmaticas (principalmente -globulinas y lipoproteinas (Raabe et al., 2005)).
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llustracion 1: A: Estructura molecular del ICG. B: Espectro de absorcion y emision de una solucion 10uM de ICG en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y en suero fetal bovino (FBS). Extraido de (Schaafsma et al., 2011)



De la misma forma que su unién a distintos elementos afecta a su espectro de absorciéon y
emisién, también afecta al rendimiento cudntico de su fluorescencia. El rendimiento cuantico
(®) se define segun Raval et al. (2023), como la ratio entre el nimero de fotones emitidos y
absorbidos y nos da una idea de la capacidad de una particula de emitir la radiacidn
electromagnética que absorbe en forma de fotones. La unidn a proteinas evita su agregacién,
incrementando en mds de 3 veces su rendimiento cuantico, lo que se traduce en una
fluorescencia mayor (Schaafsma et al., 2011).

Su concentracién también influye en este fendmeno, ya que a concentraciones altas en
sangre (por encima de 80g/ml), el ICG tiende a formar agregados, cuya fluorescencia es mas
débil que la que producen los mondmeros libres o unidos a proteinas plasmaticas (/lustracion 2)
(Desmettre et al., 2000). Un proceso similar ocurre en agua y soluciones salinas, aunque con mas
facilidad en estas ultimas, como ya se ha comentado.
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llustracion 2.: Influencia de la concentracion de ICG en sangre sobre fenomenos de autoagregacion y
su repercusion en la intensidad de la fluorescencia. Extraido de (Desmettre et al., 2000).

El hecho de emplear una luz cercana al infrarrojo (NIR) presenta otra ventaja frente a otras
longitudes de onda, ya que en esta franja del espectro la dispersidn de la luz y absorcién de
radiacion por parte de la sangre son menores, lo que aumenta la translucencia de los tejidos
permitiéndonos profundizar en éstos varios milimetros mas que con otras longitudes de onda.
Esto mejora la discriminacidn entre los tejidos tumorales que acumulan contraste y los tejidos
normales, mejorando la ratio sefial-ruido (SNR) (Newton et al., 2018; Reinhart et al., 2016).

Una de sus propiedades farmacocinéticas mas interesantes es su alta unién a proteinas
plasmaticas, lo que hace que quede casi exclusivamente confinado al espacio intravascular y lo
convierte en una herramienta dptima para estudios de angiografia. Su filtrado del torrente
sanguineo es efectuado rapida y exclusivamente por el higado, siendo posteriormente
excretado de forma inalterada en la bilis y sin sufrir recirculacién enterohepatica (Alander et al.,
2012; Raabe et al., 2005; Reinhart et al., 2016). Segun Schaafsma et al. (2011), su semivida en
sangre se encuentra entre los 150-180 segundos (3 minutos como maximo), mientras que otros
autores hablan de hasta 4-5 minutos (Morales-Conde et al., 2022; Raabe et al., 2005). Gracias a
esto, es posible aplicarlo repetidas veces dentro de una misma intervencion.

Otra de las ventajas del ICG es que su toxicidad es muy baja y las reacciones alérgicas a él son
muy poco frecuentes (1:10.000) dentro de las dosis tipicamente empleadas en procedimientos
diagnodsticos (0.1-0.5mg/kg) (Schaafsma et al., 2011).



5.1.2. Fundamentos de la técnica. Componentes bdsicos de un equipo para su uso.

Resumidamente, la técnica se basa en iluminar el campo quirdrgico con una fuente de luz
que sea capaz de excitar el ICG y captar la fluorescencia de éste con un receptor. Generalmente
el receptor cuenta con dos cdmaras: una convencional y una cdmara NIR (Alander et al., 2012).
La primera detectara la luz visible del campo quirdrgico y la segunda, la radiacidon fluorescente
emitida por el ICG. Posteriormente las imagenes captadas por ambas cdmaras se procesan para
mostrar una combinacion de la imagen visible y las zonas fluorescentes, lo que permite situar
las zonas fluorescentes con respecto a las referencias visibles del campo quirdrgico (Alander et
al., 2012).

Previamente hemos definido el concepto de fluorescencia como la luminiscencia que
presentan ciertas sustancias al absorber radiacion electromagnética a una determinada longitud
de onda y emitirla a otra longitud de onda distinta. Siguiendo esta definicién, para el empleo de
esta técnica precisaremos de una fuente de luz cuya iluminacién contenga la longitud de onda
correspondiente al pico de absorcién del ICG (805nm) y un receptor que capte la radiacion
emitida por el mismo en su pico de emisidn (835nm) (llustracion 3).
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llustracion 3. Esquema bdsico de los elementos necesarios para la técnica NIRF con ICG. Las flechas
representan la trayectoria de la radiacion emitida y absorbida. Extraido de (Alander et al., 2012)

El problema es que por lo general las fuentes de iluminacidn emiten en un espectro que
contiene un rango (mayor o menor) de longitudes de onda y no Unicamente la radiacion
necesaria para excitar el ICG. Para evitar que las longitudes de onda fluorescentes emitidas por
la fuente de luz lleguen al campo quirdrgico e interfieran con la propia fluorescencia del ICG, se
emplea un filtro (F;), que las bloquea. De manera similar, se emplea un segundo filtro (F;)
tipicamente integrado en sistema receptor que bloquea aquellas radiaciones fuera de la ventana
de emisién del ICG. El objetivo es que la cdmara NIR capte el minimo de radiacién proveniente
de la fuente excitatoria y el maximo de radiacién emitida por el ICG (Alander et al., 2012).

Existen diversas posibilidades para usar como fuente de luz, y cada una presenta sus ventajas
e inconvenientes. Hasta ahora las fuentes mas utilizadas han sido los halégenos y los LEDs,
aunque también se puede emplear ldser diodo. Cada una presenta sus ventajas e
inconvenientes; el [dser no requiere de filtro al emitir en una sola longitud de onda, pero sigue
siendo necesario el uso de una fuente de luz visible (Alander et al., 2012).



Teniendo en cuenta los componentes requeridos, es evidente la razén por la que esta técnica
es una buena candidata paraintegrarse en las cirugias en las que ya estan implicados dispositivos
de imagen e iluminacidn especiales, como la microcirugia y técnicas minimamente invasivas
como la laparoscopia.

5.2. APORTES DEL ICG A LA CIRUGIA ONCOLOGICA

Como hemos mencionado brevemente antes, la delimitacion de masas y tumores
intraquirdrgicamente se ha realizado hasta la fecha, mayoritariamente por observacién directa
y palpacién de los mismos por parte del cirujano, ayudado o no de otras pruebas de imagen
realizadas con anterioridad a la cirugia, como radiografias, imagenes ecograficas, TAC o
resonancia magnética.

La introduccién a la cirugia oncoldgica de contrastes capaces de asistir en este desafio
mediante una mejor delimitacion y localizacidon de posibles estructuras afectadas, supone un
paso enorme hacia el objetivo principal de este tipo de intervenciones: la reseccion completa de
las estructuras afectadas respetando al maximo los tejidos sanos circundantes.

5.2.1 Identificacion de tumores

El ICG ha demostrado hasta la fecha, ser una herramienta util en la identificacion de algunos
tumores solidos (Favril et al., 2020; Newton et al., 2018; Sakurai et al., 2022, 2023). La forma de
administracién y visualizaciéon pueden variar dependiendo del tipo de tumor. Por ejemplo, para
la deteccién de masas hepaticas, el ICG se suele administrar via intravenosa a dosis bajas o
medias (0.5-10 mg/kg) de 1 a 7 dias antes de la cirugia (Newton et al., 2018).

Varios ensayos realizados en humanos, demuestran que la imagenologia NIR con ICG también
es capaz de detectar carcinomas hepatocelulares, metastasis hepaticas de cancer colorrectal y
pancreatico y ganglios linfaticos centinelas en cdncer de mama y melanoma. La hipdtesis mas
aceptada actualmente es que la acumulacion del ICG en masas tumorales se debe a la mayor
permeabilidad de los capilares que las irrigan, lo que permite el paso de macromoléculas; por
contrapartida, esto también sucede en zonas con inflamacién, donde la permeabilidad también
se ve alterada, por lo que el ICG carece de la especificidad para poder diferenciarlas (Newton et
al., 2018).

5.2.1.1 Tumores hepdticos

Existen varios estudios sobre el uso del verde de indocianina para la delimitacién y reseccion
de masas hepaticas que concluyen que es eficaz para evaluar la reseccién completa de las
mismas. Entre los tumores hepaticos mas comunes, se encuentra el carcinoma hepatocelular
(HCC), que en perros suele presentarse como una masa Unica y localizada en un solo Iébulo. Los
perros que presentan este patréon tienen un mejor prondstico que los que presentan un patron
nodular y difuso, aunque los resultados son relativamente favorables cuando la reseccion es
completa (Sakurai et al., 2022). Dado que los tumores malignos primarios de origen hepatico
suelen tener un mal prondstico (Fry & Rest, 1993; LAWRENCE et al., 1994), la determinacion



histopatoldgica de la naturaleza de la masa, asi como si su reseccién ha sido completa, son
relevantes para el futuro del paciente.

En el estudio conducido por Sakurai et al. (2022), 104 perros fueron sometidos a exéresis de
masas hepaticas, recolectando en total 122 nddulos, de los cuales 106 mostraron un incremento
en la fluorescencia (con respecto al resto del tejido hepdtico), 9 mostraron un decremento de
fluorescenciay 7 no mostraron cambios. En 47 de los casos, se evalué y comparé la fluorescencia
de los mdrgenes de las masas; de éstos, los 3 casos de reseccidon incompleta presentaban
fluorescencia en los margenes, y de los 44 casos donde la reseccién fue completa, 34 no
presentaban fluorescencia en los margenes, mientras que los 10 restantes, si. Por tanto, para la
precision diagndstica de reseccidén completa segun las imagenes con ICG se obtuvo una
estimacion del 100% de sensibilidad (todas las masas cuyos bordes presentaban fluorescencia
fueron resecciones incompletas) y un 77'2% de especificidad (34 de 44 casos de reseccién
completa no presentaban fluorescencia en los bordes). Los perros con una reseccién completa
tuvieron una esperanza de vida significativamente mayor que aquellos en los que la reseccidn
fue incompleta (914 y 254 dias de mediana, respectivamente).

Ilustracidn 4: Patrén de fluorescencia en anillo. (A) Vista macroscépica de una masa hepdtica con patrén de
fluorescencia en anillo. (B) Imagen fluorescente de la misma masa. Observamos este patrén cuando existe
fluorescencia en el tejido circundante pero no en el centro de la masa. Extraido de (Sakurai et al., 2022)

En el mismo estudio se llegd a la conclusién de que el patrén de fluorescencia en los HCCs
puede variar y no tiene correlacion directa con su grado de diferenciacion. Las metastasis
provenientes de otros érganos no presentan fluorescencia en si, pero pueden exhibir un patrén
en anillo a su alrededor debido a la compresién de tejido circundante, como se muestra en la
llustracion 4. Las hiperplasias por su parte, presentan frecuentemente un patron sdélido de
fluorescencia aumentada, que se piensa que esta relacionado con una menor capacidad de
excrecion del tejido hiperplasico, mientras que conserva su capacidad de absorcion (Sakurai et
al., 2022).



5.2.1.2 Neoplasias pulmonares y masas toracicas

El empleo del ICG para la evaluacién intraoperatoria de masas pulmonares es un drea
emergente de investigacion que promete mejorar la efectividad terapéutica en este campo.
Investigaciones recientes han explorado el uso de ICG en la caracterizacion de la perfusion
sanguinea y la vascularizacion de neoplasias pulmonares, lo que conjuntamente con otras
técnicas diagndsticas podria ayudar a diferenciar entre lesiones benignas y malignas, asi como a
guiar la planificacion quirdrgica y la evaluacidn intraoperatoria de los margenes tumorales.

Con la llegada de la toracoscopia asistida por video (VATS) a la escena de la cirugia, se
presentan nuevos desafios. Uno de los inconvenientes que presenta es la imposibilidad de
palpacion del tejido para localizar nédulos de pequefio tamaiio, lo que en ocasiones supone la
conversion de una toracoscopia a una toracotomia. Por esto mismo la extirpacién de masas
mediante VATS implica un riesgo mayor de que puedan quedar masas pequeiias, que si podrian
detectarse por palpacidn durante una toracotomia (Newton et al., 2018).

Newton et al. (2018) han desarrollado y aplicado en varias ocasiones el método TumorGlow®,
que consiste en la administracién de una dosis mas alta (con respecto a la dosis tipicamente
empleada para la deteccion de masas sélidas) de 5mg/kg por infusion intravenosa lenta unas 24
horas antes de la intervencidn. Se diferencia de la técnica habitual principalmente por la dosis.
El ICG se acumula en las masas tumorales gracias a la mayor permeabilidad de los capilares que
lasirrigan, lo que permite su visualizacion intraoperatoria. Con esta técnica han demostrado que
es posible identificar lesiones residuales en los margenes excisionales y bajo el mismo principio,
delimitar los margenes tumorales con mayor precision.

En modelos murinos de varios tumores han observado que el ICG se acumula en masas de
cancer pulmonar, cancer esofagico, timoma y mesotelioma. En estudios preclinicos realizados
en perros, TumorGlow® fue capaz de localizar sarcomas y tumores pulmonares espontdneos. En
otro ensayo clinico, Newton et al. (2018) demostraron que TumorGlow® era capaz de detectar
nodulos de hasta 0,2cm y nédulos que no fueron evidentes en las pruebas de imagen
transversales! realizadas previamente a la cirugia, todos ellos menores de 1cm. Los nddulos que
no presentaban fluorescencia visible in vivo se encontraban a una media de 1,7cm de la
superficie pleural, mientras que los que si fueron visibles mediante fluorescencia in vivo se
encontraban a una media de 0,4cm. De ello deducimos que la profundidad de penetracidn
puede suponer una de las principales limitaciones de esta técnica para visualizar los nédulos
profundos in vivo con éxito.

En otro estudio también realizado por el grupo de Newton et al. (2018) en 5 pacientes, se
concluyd que su otra limitacidn clave es la falta de especificidad debido a su acumulacién en
areas inflamatorias. En los 5 pacientes, los margenes tumorales se delimitaron tanto por
palpacion como por imagen NIR con TumorGlow®, resultando en una delimitacion correcta en
tumores de pequefio tamafio y sin inflamacidn, pero poco acertada en tumores grandes y con
inflamacidn periférica, donde la palpacidon subestimé la extensién de los margenes vy
TumorGlow® la sobreestimé.

! Cualquier técnica que genere una imagen de un plano de corte de una seccién anatémica mostrando sus
estructuras en una seccion transversal. E.g. ecografia, TAC, RMN...

10



5.2.1.3 Otros tumores

Tres de los tumores superficiales mas frecuentes en el perro son los tumores de mama, los
mastocitomas y los melanomas. Favril et al. (2020) evaluaron la utilidad de la técnica ICG NIRF
en 9 pacientes caninos con este tipo de neoplasias. Para la administracién emplearon la técnica
de “segunda ventana” (administracidn del ICG por via IV al menos 24h previa a la cirugia). La
NIRF permitio la identificacién clara del tumor sélo en 4 de los 9 pacientes, teniendo especial
dificultad para ello en los tumores de mama, donde el tejido mamario remanente presentaba
una alta fluorescencia, dificultando la delineacién precisa de los nddulos. La intensidad de seial
fue variable entre los distintos tipos de tumor y también dentro del mismo tipo, por lo que no
seria un factor fiable para la diferenciacion.

Al igual que en el estudio de Newton et al. (2018), la delineacidn precisa de los limites no fue
posible en varios casos. Ambos resultados son consistentes con el mecanismo de acumulacién
del ICG en tejidos ya explicado: los tejidos tumorales presentan una permeabilidad y retencion
aumentadas, pero esto puede darse también en otros tejidos con alteraciones vasculares como
las dreas inflamatorias por lo que carece de especificidad.
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5.2.2 Identificacion de linfonodos centinelas

Los linfonodos centinelas (SLN) son aquellos que reciben el drenaje primario desde la zona
donde existe un tumor maligno. Para conseguir una reseccion total y potencialmente curativa,
todo el tejido afectado situado entre el tumor primario y el linfonodo centinela deberia ser
eliminado (Alander et al., 2012). La localizacion y obtencion de el/los SLN(s) para su posterior
examen influye también en el prondstico y tratamiento del paciente. Si el examen
histopatoldgico de los mismos revela la presencia de metastasis, deberia establecerse un
tratamiento con quimioterapia adyuvante (Potanas et al., 2015; Worley, 2014).

Dado que son el primer tejido en verse afectado por una posible metdstasis, localizarlos y
extirparlos para su posterior analisis es de vital importancia para diagnosticar una posible
diseminacion a distancia del tumor primario y determinar también asi el estadiaje del cancer,
gue a su vez serd esencial para emitir un prondstico y establecer un tratamiento posterior, como
la quimioterapia o radioterapia adyuvantes. Sin embargo, localizarlos correctamente no siempre
es facil o siquiera posible sin una técnica de apoyo. Segun los resultados obtenidos por Rossi et
al. (2018) y Worley (2014), el linfonodo mas cercano anatémicamente al tumor primario no
siempre es el centinela e incluso hay neoplasias que cuentan con varios SLNs. Esto pone en
evidencia la importancia de un método que permita identificar exitosamente todos los SLNs que
drenen la neoplasia. Por ello y teniendo también en cuenta que la técnica NIRF no ha sido
investigada tan a fondo en medicina veterinaria como en medicina humana, combinar distintas
técnicas preoperatorias e intraoperatorias para localizaciéon de SLNs es una buena opcidn para
incrementar la tasa de éxito del proceso (Wan, 2021).

En medicina veterinaria, la deteccién se lleva a cabo tradicionalmente en la consulta
mediante palpacion de aquellos linfonodos aumentados de tamanio, pero este no es un método
para diagndstico de metastasis fiable (Brissot & Edery, 2017). Se recurre también a la realizacion
de citologias por puncién con aguja fina (PAF) de dichos linfonodos, aunque la sensibilidad de la
técnica para la deteccidon de metastasis varia entre 63-100% dependiendo del tipo de tumor
(Fournier et al., 2018; Ku et al., 2017; Langenbach et al., 2001) y el estudio histopatoldgico sigue
considerandose el “gold standard” para esta finalidad (Wan, 2021).

Existe la posibilidad de recurrir a la linfoescintigrafia empleando radiois6topos marcadores
como el tecnecio-99. Actualmente la linfoescintigrafia combinada con la inyeccidn de azul de
metileno es el procedimiento estdndar para mapeo intraoperatorio de SLNs en medicina
humana. Sin embargo, el uso de isétopos radiactivos supone una limitacion importante, ya que
solo pueden emplearse en instalaciones autorizadas y con unas medidas de seguridad estrictas
en lo referente a su manipulaciéon, uso y gestidon de residuos. Adicionalmente, requiere de la
presencia de un veterinario capacitado, asi como de las instalaciones y equipos adecuados, por
lo que su uso en la clinica veterinaria esta muy limitado (Beer et al., 2018).

Cuando se emplea para localizar linfonodos, el ICG se prepara en solucidn con albumina, lo
gue incrementa el diametro hidrodinamico del conjugado (ICG + proteina) hasta el diametro de
la proteina (Schaafsma et al., 2011). De esta manera se consigue incrementar el tiempo que el
ICG permanece en los linfonodos (Wan et al., 2021). Para esta aplicacidn, convencionalmente se
inyecta peritumoral (u otras vias de inyeccién, dependiendo del tipo y localizacidn del tumor),
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tras lo cual viaja por el torrente linfatico hasta el linfonodo centinela correspondiente (Morales-
Conde et al., 2022).

Los resultados obtenidos por el grupo de Newton et al. (2018) tras analizar varios estudios
acerca del mapeo de linfonodos centinelas en neoplasias toracicas, concluyen que en ninguno
de los estudios revisados se consiguié identificar selectivamente los SLN que contenian células
metastdticas. Ellos mismos condujeron otro estudio con el mismo objetivo e igualmente sin
éxito, atribuyendo este resultado a problemas como la profundidad de penetracion, drenaje
pasivo de la tincién a través de todos los vasos linfaticos que drenan el tumor y unién inespecifica
de latincién a otros receptores con mayor expresion en los linfonodos. Sefialan que lo ideal para
la identificacion de SLNs seria disponer de un trazador o la combinacién de varios, que
inyectados sistémicamente permitiesen la identificacién simultanea del tumor y el SLN y/o los
linfonodos que contengan metastasis.

llustracion 5: Imagen intraoperatoria (izq.) y ex vivo (der.) del linfonodo mandibular ventromedial de un perro. En la
imagen A se estd empleando imagenologia NIRF y en la B el linfonodo se encuentra teiiido de azul. Extraido de (Wan
etal., 2021).

Algunos estudios sugieren que la combinacién de varios métodos para la deteccidn de SLNs
incrementa la probabilidad de éxito (Ishiguro et al., 2020; Rossi et al., 2018; Yamamoto et al.,
2016). Wan et al. (2021) aplicaron en su estudio la combinacién de CTL preoperatoria,
imagenologia NIRF con ICG y tincién con azul de metileno (MB) intraoperatorias para deteccion
de SLNs en perros con tumores orales. La CTL se llevd a cabo con un contraste yodado inyectado
en la submucosa peritumoral tomando imagenes 1, 3 y 10 minutos post-inyeccién. El primer
linfonodo (o linfonodos) identificado(s) con el contraste se asumié como el SLN. Dentro de los 7
dias post-CTL se llevaron a cabo las exéresis del tumor primario aplicando una combinacion de
ICG y MB intraoperatoria por la misma via y punto de inyeccion que el contraste yodado para
CTL. Los resultados fueron una tasa de deteccion del 100% al combinar las 3 técnicas. Entre las
3, la ICG NIRF fue la técnica con una proporcién significativamente mayor de linfonodos
detectados (91'2%) (52/57). De los 57 linfonodos identificados en total, solo el 31’6% (18/57)
fueron identificados por los 3 métodos. Sin embargo, solo uno de los 57 SLNs dio positivo a
metastasis tras el andlisis histopatoldgico. Estos resultados ponen en evidencia la utilidad de
combinar técnicas para la deteccidn y nos recuerdan la falta de especificidad del ICG para unirse
a las células cancerosas, ya evidenciada en el estudio de Newton et al. (2018)
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5.2.3 Angiografia en cirugia reconstructiva

Probablemente la angiografia en su sentido mas amplio ha sido hasta la fecha el principal
ambito de aplicacion del ICG como contraste, ya que ademas fue uno de los primeros usos para
los cuales fue aprobado. Desde angiografia coronaria hasta cirugias reconstructivas, el ICG
constituye una valiosa herramienta al permitir la visualizacidn en tiempo real de la perfusion
sanguinea, lo que es de vital importancia en este tipo de cirugias. La posibilidad de visualizacion
directa de los vasos sanguineos durante la intervencidén, sumada a su bajo coste y facilidad de
uso intraoperatorio en relacién a otras técnicas de angiografia como la Rx, TAC o RMN, lo hacen
una opcidn muy a tener en cuenta para este tipo de estudios (Alander et al., 2012).

Si bien realizar una reseccién limpia de una masa tumoral es el objetivo principal de la terapia
quirurgica oncoldgica, es de igual importancia corregir o reconstruir y cerrar correctamente los
defectos causados por la misma. Este es otro de los grandes desafios en este campo, ya que
frecuentemente nos encontramos con masas de gran tamafio o de localizacion complicada (o
ambas), donde el tejido restante disponible para cerrar el defecto no es suficiente para crear
una sutura sin tension, o sencillamente no es suficiente para cerrar de ninguna manera. Las
suturas con tension tienen un mayor riesgo de deshicencia y aunque existen métodos para
reducir dicha tension (lineas de descarga, incisiones relajantes, puntos en u ...), no siempre son
factibles. En estos casos, se recurre a la creacidn de colgajos (flaps), plastias o injertos.

Una de las principales preocupaciones del cirujano en la resolucién de defectos mediante
flaps, plastias o injertos es que no se implanten. La necrosis es la complicacion mas grave, ya
que frecuentemente supone la pérdida del tejido cutaneo implicado en la reconstruccién. Entre
los factores que pueden contribuir a la pérdida se encuentran una técnica quirurgica inadecuada
0 una valoracion erréonea de la localizacion de los vasos que irrigan el colgajo (Michalik & Nolff,
2022).

El ICG nos permite evaluar la correcta vascularizaciéon y perfusién de un colgajo antes,
durante y después de su formacién, asi como hacer un seguimiento postoperatorio del mismo
(Morales-Conde et al., 2022). La ICG NIRF puede emplearse con fines reconstructivos en cirugias
de reseccién tumoral donde hayan sido necesarias medidas agresivas en el tejido cutaneo.
Michalik & Nolff (2022), evaluaron la perfusién de colgajos axiales realizados en las
extremidades anteriores de dos perros. En ambos pacientes la necesidad de realizar una
reconstruccion derivaba de un problema tumoral, concretamente de un sarcoma de tejidos
blandos y una complicacién tras una escisién incompleta de un mastocitoma. Gracias a la
imagenologia NIR fue posible identificar correctamente el trayecto de la arteria braquial, que de
otra forma habria sido dafiada o no incluida en el colgajo (ilustracion 6). Cabe puntualizar que el
colgajo del paciente con una reseccion incompleta de mastocitoma y posterior infeccién sufrio
una necrosis parcial y tras una reintervencién el defecto termind de cerrarse por segunda
intencién. La razon de la necrosis no llegd a averiguarse, pero los investigadores sefialan que
pudo deberse al cambio de posicidn de los vasos al rotar el colgajo, ya que ademas en su posicion
final, el vaso queda directamente sobre la articulacién del codo (Michalik & Nolff, 2022).
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llustracion 6: Imdgenes NIRA de la arteria braquial en los 2 perros del informe de Michalik & Nolff (2022). Las lineas
amarillas delimitan la localizacion tedrica de los colgajos acorde con las referencias anatomicas establecidas. Las
lineas rojas trazan la localizacion final del colgajo establecida gracias al uso del ICG. Extraido de (Michalik & Nolff,
2022).

Bigdeli et al. (2020) investigaron las repercusiones del uso de angiografia NIR (NIRA) con ICG
en la toma de decisiones durante las cirugias y en los resultados postoperatorios. En su estudio
se incluyeron 88 casos de injertos realizados en humanos. Al realizar los injertos confiando en la
angiografia NIR con ICG no hubo casos de necrosis postoperatoria impredecibles, mientras que
en los casos donde no se recurrié a ella (6 casos en total), 5 de los 6 injertos sufrieron necrosis
parcial. En conclusién, la NIRA consiguid predecir los casos de malperfusién que derivarian en
necrosis y ayudo a la toma de decisiones intraquirdrgica aportando una imagen objetiva sobre
la perfusion de los injertos (Bigdeli et al., 2020).

De manera similar, el ICG se emplea para valorar la perfusidn visceral de forma
intraoperatoria y grupos como el de Boni et al. (2016) la han aplicado en anastomosis
colorrectales. Sus resultados y revisiones concluyen que la imagenologia NIRF es capaz de
reducir el riesgo de fugas en anastomosis colorrectales al permitir la valoracion de la perfusion
de los segmentos y consiguientes correcciones por parte del cirujano durante la intervencion.
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5.3. OTROS USOS

El ICG esta probando ser una molécula altamente versatil para los investigadores. Desde sus
primeras aplicaciones para angiografia, la comunidad cientifica lo ha aplicado con éxito para
otras funciones como la identificacion de distintas estructuras anatomicas (arbol biliar, uréteres,
conducto tordcico, paratiroides) (Morales-Conde et al., 2022). A continuacion, se desarrollan
algunas de ellas.

5.3.1. Terapia fotohipertérmica

La terapia fotohipertérmica (PHT) es una modalidad de terapia anticancerigena que resulta
de la combinacién de terapia fotodindmica (PDT) y fototérmica (Yamashita et al., 2020). En el
caso expuesto por Yamashita et al. (2020) se observd que la aplicacion de terapia
fotohipertérmica a un linfoma fue eficaz como tratamiento. El linfoma nasal en gatos puede
tratarse mediante quimioterapia, radioterapia o una combinacién de quimioterapia +
radioterapia, obteniendo una mediana de 320, 1.431 y 473 dias de supervivencia
respectivamente (Haney et al., 2009). En este caso se empled un conjugado liposomal
incluyendo ICG, carboplatino y paclitaxel. El ICG actla en este contexto como un
fotosensibilizante, liberando calor y oxigeno singlete al ser excitado por una fuente de luz NIR
con una longitud de onda de 800nm y el hecho de encontrarse encapsulado en un conjugado
liposomal potencia el fendmeno de retencidn en tejidos tumorales (Yamashita et al., 2020). Se
cree que el efecto antitumoral del ICG en PDT estd relacionado con mecanismos de respuesta
inmunoldgica (Shibata et al., 2019).

El protocolo para este caso consistio en la administracién del conjugado en disolucién por via
IV e irradiacion del drea tumoral 5 dias/semana durante 2 semanas. No se observaron efectos
adversos atribuibles a los farmacos empleados. El paciente se mantuvo en remision durante 151
dias, tras lo que sufrié una recaida y volvié a tratarse con el mismo protocolo. La segunda
aplicacion del tratamiento no mostré la misma eficacia que la primera. Finalmente se obtuvo
una supervivencia de 401 dias, superior a la mediana reportada en otros casos con quimioterapia
como tratamiento Unico (320 dias).

Evidentemente, este se trata de un informe sobre un caso Unico en el que se empled un
protocolo no estandarizado, por lo que existen muchas limitaciones y aspectos cuyo ajuste
podria permitir optimizar el proceso y obtener resultados mejores. Para ello seria necesario un
estudio (o varios) mds amplio temporalmente y con un mayor nimero de casos. Pese a ello, este
es otro ejemplo de la diversificacion en las aplicaciones del ICG cuyo potencial queda por ser
investigado en profundidad y podria formar parte de nuestras herramientas en un futuro.

En otro estudio realizado por Onoyama et al. (2014) englobando a diez pacientes caninos y
seis felinos con sarcoma de tejidos blandos se empled un método similar, combinando terapia
fotodinamica, hipertermia y quimioterapia local. En este caso los autores nombraron el método
como quimioterapia fotodindmica hipertérmica (PHCT). No se observaron efectos secundarios
graves derivados de |a terapia y posteriormente no hubo recidivas en el 70% (7/10) de los perros
y en el 50% (3/6) de los gatos. Los resultados sugieren que la PHCT reduce el riesgo de
reaparicion en sarcomas de tejidos blandos, obteniéndose los mejores resultados en los casos
de fibrosarcoma, schwannoma maligno y hemangiopericitoma (Onoyama et al., 2014).
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No obstante, el estudio contaba con muchas fuentes de variabilidad por tratarse de animales
con propietario. Sin contar con la posible influencia de la raza, edad o sexo de los pacientes, las
preferencias de los propietarios suponen en este estudio un factor limitante serio, ya que
algunos rechazaron la cirugia, la quimioterapia o los procedimientos reconstructivos y la
frecuencia de aplicacion de la PHCT dependia también de su voluntad.

5.3.2. Estudios de funcionalidad hepdtica

Otro de sus usos con mayor historial es la estimacién de la funcionalidad hepatica. Gracias a
gue el verde de indocianina es excretado Unica y exclusivamente por el higado hacia la bilis y no
sufre circulacion enterohepdtica posterior, puede emplearse como un indicador de la
funcionalidad hepatica (Alander et al., 2012; Raabe et al., 2005; Reinhart et al., 2016).

Honkavaara et al. (2023) compararon la eficacia de dos métodos para estimar la
funcionalidad hepatica en perros conscientes y sedados mediante la desaparicion del ICG del
plasma. Uno de ellos invasivo, que requiere la toma repetida de muestras de sangre, y el otro
no invasivo mediante medicién transcutanea. El método invasivo no es una practica habitual en
la cinica por la inconveniencia del muestreo repetitivo y porque requiere de un equipo de
cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC) o un espectrofotometro (Grobelna et al.,
2016).

El estudio fue realizado en perros sanos y no se observo una correlacion clara entre el método
invasivo y el no invasivo. Los investigadores teorizan que pudo deberse a una mala calidad de
sefal en el método transcutaneo y que deberia ser repetido en una muestra mds amplia de
pacientes, ademas de realizarse también con perros cuya funcidn hepdtica esté alterada. Los
resultados difieren de los obtenidos en un estudio anterior realizado por Grobelna et al. (2016),
donde los perros (también adultos sanos) se encontraban bajo anestesia general inducida con
Propofol y mantenida con isoflurano. En este caso, si que se observd una correlacién entre los
dos métodos cuando los perros se encontraban recuperdndose de la anestesia. Los motivos de
la discordancia entre los estudios quedan por descubrir.

En humanos, se han realizado estudios que indican que existe una relacién entre la tasa de
desaparicién del ICG en plasma (ICG-PDR) y las complicaciones, fracasos de injerto o muertes
tras un trasplante hepdtico. La deteccidon temprana de fallos en los trasplantes hepaticos puede
significar la diferencia entre la vida y la muerte en los pacientes trasplantados. Schneider et al.
(2011) investigaron sobre la posible conexidn entre la captacidn y excrecién de ICG por parte del
higado y las complicaciones postquirdrgicas. Sus resultados sugieren que la ICG-PDR es
significativamente menor en pacientes con complicaciones postquirdrgicas (pérdida del
trasplante, muerte o complicaciones que requieren reintervenciéon) que en aquellos sin
complicaciones en los primeros 30 dias tras la cirugia.

Pese a que los trasplantes de érganos no son una practica habitual en la clinica de pequefios
animales actualmente, quizd en un futuro ésta se convierta en una herramienta a tener en
cuenta.
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5.3.3. Oftalmologia

No es infrecuente encontrarnos con problemas oftalmolégicos en pacientes caninos. Las
patologias vasculares de la retina son evaluables con fluoresceina y mediante oftalmoscopio, sin
embargo, la vascularizacion de la coroides no es visible con estos métodos. Puesto que la retina
depende del aporte nutricional de la coroides, es de interés detectar anomalias en el riego
sanguineo de esta capa para el diagnéstico de problemas retinianos u del globo ocular en
general. El ICG presenta algunas ventajas en comparacion a la fluoresceina, ya que la radiacion
NIR traspasa los pigmentos oculares (de ahi la posibilidad de observar los vasos coroideos) y su
union a proteinas impide su salida de los vasos a través de las fenestraciones capilares (Wakaiki
et al., 2007).

El ICG se emplea de forma rutinaria en medicina humana para evaluar la vascularizacion de
la coroides (Wakaiki et al., 2007), pero los estudios sobre ello en veterinaria ain son escasos. El
grupo de Wakaiki et al. (2007) empled 8 beagles para realizar una comparativa entre la
capacidad del ICG y la fluoresceina para evaluar el fondo de ojo. EI ICG demostrd ser eficaz para
visualizar la vascularizaciéon de la coroides distinguiéndolos de los vasos retinianos. Los
angiogramas realizados con fluoresceina mostraban Unicamente los vasos retinianos, pero no
los coroideos. Descubrieron de esta forma que las arterias coroideas del perro tienen su origen
mayoritariamente alrededor del disco dptico, a diferencia de los humanos (Wakaiki et al., 2007).
Una combinacién secuencial de ambos métodos podria ser Util para evaluar la vascularizacién
del fondo de ojo al completo.

llustracion 7: Angiogramas con ICG (A) y fluoresceina (B) del fondo de ojo de un perro. En el angiograma con ICG se
observan los vasos coroideos y los vasos retinianos principales, siendo posible discernir con claridad unos de otros. En
el angiograma con fluoresceina vemos con detalle la vascularizacién de la retina, pero no los vasos coroideos. La linea
negra marca el limite entre la zona tapetal (arriba) y la zona no tapetal (abajo). Extraido de (Wakaiki et al., 2007)

5.3.4 Deteccidn de fistulas

Las fistulas alveolares son la complicacidon postoperatoria mds frecuente tras una cirugia
pulmonar. De ellas pueden derivar otras complicaciones adicionales para el paciente, como la
necesidad de prolongar la permanencia de un drenaje tordcico, hospitalizacién prolongada y
mayor riesgo de empiema. Tradicionalmente la deteccién de fistulas pleurales se ha basado en
la observacion de aparicion de burbujas encontrandose el pulmén sumergido en un liquido
(generalmente SSF) Esto presenta un inconveniente importante, sobre todo en VATS, ya que
para ello el pulmdn debe estar expandido y esto bloquea el campo de visidn. Esta limitacidon
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aumenta las posibilidades de que las fistulas reveladas por la técnica de inmersidn en liquido
pasen desapercibidas (Yokota et al., 2021).

Recientemente el grupo de Yokota et al. (2021) ha testado una nueva técnica que emplea
ICG aerosolizado para la deteccion de estas fistulas. Su estudio se practicé en 6 beagles, creando
defectos pleurales durante toracotomia y aerosolizando una disolucién de ICG a través de un
catéter directamente en la trdquea. Los defectos fueron creados con una aguja de 25G y
cauterizados para evitar el sangrado. Tras comprobar que las fistulas eran permeables con el
método tradicional, se administré el ICG aerosolizado. Tras la administracidon se suspendio la
ventilaciéon del pulmén observado para realizar la ultima confirmacién con el pulmén colapsado.

El 96% (24/25) de los puntos fistulizados fueron identificables mediante NIRF con el pulmdn
colapsado. El punto restante se encontraba en un area de atelectasia parcial. El andlisis
histopatoldgico de los pulmones 1 mes post-intervencion no reveld efectos adversos derivados
de la administracion del ICG. Se destacan como principales limitaciones en este estudio los
posibles falsos negativos en areas atelectasicas o fistulas taponadas con sangre o liquido pleural.
La presencia de liquido superficial causa un “difuminado” del ICG al salir por la fistula, lo que
potencialmente dificulta la localizacién exacta del defecto pleural.

Por su similitud patogénica, el método podria emplearse en las cirugias de deteccién y
resolucion de neumotdrax a tensidon. Puesto que la visualizacidon de los defectos es posible
estando el pulmén colapsado, nos encontramos ante una prueba de deteccidn de fugas ideal
para VATS porque no supone una pérdida de campo de visién como sucederia con la técnica
tradicional (Yokota et al., 2021).

Quizd también seria interesante extender este principio a la comprobacion de la
estanqueidad de suturas en visceras huecas, como el tracto intestinal o la vejiga, mediante la
inyeccion de una solucion de ICG en el interior de las mismas. Actualmente esta comprobacion
se lleva a cabo mediante la inyeccién de aire o azul de metileno (Boni et al., 2016).
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5.4. SITUACION ACTUAL EN LA MEDICINA VETERINARIA
Aunque el ICG lleva décadas empledndose para aplicaciones como la angiografia, su empleo
como contraste en cirugia oncoldgica es relativamente reciente, y mas aun si hablamos de su
incorporacion al contexto de la medicina veterinaria. Si realizamos una busqueda refinada en
Scopus empleando las palabras clave "indocyanine green" AND "dogs" OR "animal" OR "cats" y
restringiendo los resultados al campo de la medicina veterinaria, obtenemos un total de 91
articulos en los ultimos 50 afos (1973-2023) con la siguiente distribucion:

Documents by year

Documents

1974 1978 1982 1986 1990 1994 1998 2002 2006 2010 2014 2018 2022 2026
Year

Grdfico 1. Numero de articulos con los criterios "indocyanine green" AND "dogs" OR "animal" OR "cats" publicados
por afio desde 1973 segtin la base de datos Scopus. Extraido de https.//www-scopus-com.cuarzo.unizar.es

Mientras que si realizamos la busqueda en el mismo espacio de tiempo con los criterios
"indocyanine green" AND "human" y restringiendo los resultados a articulos clasificados en el
campo de la medicina, obtenemos la siguiente grafica de distribucién temporal con un total de
13.253 resultados:

Documents by year
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250
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Grdfico 2. Numero de articulos con los criterios "indocyanine green" AND "human" publicados por afio
desde 1973 segun la base de datos Scopus. Extraido de https://www-scopus-com.cuarzo.unizar.es
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Estos resultados evidencian varios hechos: El primero, que en ambos campos ha existido un
crecimiento exponencial en las Ultimas dos décadas, atribuible al descubrimiento y desarrollo
gradual de nuevas aplicaciones para el ICG. Segundo, que el incremento en los estudios de
investigacion sobre el ICG aplicados a la medicina veterinaria ha ido mas o menos en
consonancia con el crecimiento de los mismos en medicina humana, aunque en un nimero
notablemente menor.

Otro de los factores a tener en cuenta es que siempre ha existido una demanda mucho mayor
de avances en tratamientos individuales (como son las cirugias) en medicina humana, porque si
bien la poblacidon conjunta de pacientes veterinarios es mayor que el censo de humanos, sélo
un pequeiio porcentaje de animales domésticos, principalmente perros y gatos, se someten a
cirugia en algin momento de sus vidas. E incluso en éstos, las cirugias tampoco eran muy
frecuentes hasta hace relativamente poco. Esto se debe a que con el paso de los anos la
percepcién de la sociedad sobre los animales de compafia ha ido cambiando, desde
considerarse meras herramientas de trabajo, hasta formar parte de la unidad familiar, como es
el caso de la mayoria de perros y gatos en la actualidad, al menos dentro de la comunidad
europea. Gracias a esta sensibilizacion, los propietarios estdn también mas dispuestos a hacer
sacrificios econémicos en el nombre de la salud y bienestar de sus mascotas, impulsando el
desarrollo del sector.

No debemos ignorar también el factor de la financiacion econdmica; la industria
farmacéutica y la investigacion ligadas a la medicina humana son inmensamente mas amplias y
diversificadas y disponen de mucha mads financiacion y apoyos que en la medicina veterinaria,
ya sea por parte de empresas, gobiernos u otras entidades.

Es evidente que el desarrollo de las aplicaciones del ICG se encuentra en crecimiento
exponencial y que la cirugia veterinaria se podra beneficiar de los avances conseguidos en
medicina humana. Sin embargo, conociendo ya las caracteristicas del ICG como tincién y los
requerimientos para su incorporacién a la cirugia general y oncolégica éhasta qué punto es
factible dicha incorporacidon? ¢ hay mejores alternativas?

5.4.1 Nuevos fluoréforos

Una de las mayores desventajas del ICG para la cirugia oncoldgica y el mapeo de SLN es su
carencia de especificidad. Como hemos visto, su acumulacién en masas tumorales se debe a la
mayor permeabilidad vascular en éstas, sin embargo, esto también sucede en areas de
inflamacidn. Esto hallevado a la investigacion y desarrollo de agentes de contraste con afinidad
por marcadores tumorales o similares. Entre ellos se encuentran el EC17 y el OTL38, que ya han
sido aplicados en casos clinicos por Newton et al. (2018).

En su busqueda de un contraste con capacidad de identificar el adenocarcinoma pulmonar,
probaron el EC17, un agente NIR conjugado con isotiocianato de fluoresceina, con longitudes de
onda de excitacidon y emision maximas de 470 y 520 nm. Al ser un andlogo del acido fdlico,
presenta afinidad por el receptor de folato alfa (FRa), que se encuentra sobreexpresado en
algunos tumores malignos de origen epitelial, incluidos los adenocarcinomas pulmonares. Los
principales inconvenientes del EC17 son que su profundidad de penetracidon es menor que la del
ICG y que debido a que su pico de fluorescencia esta en el espectro visible, los tejidos presentan

21



autofluorescencia, lo que interfiere con el registro de la imagen del campo quirdrgico y
disminuye la relacién sefial-ruido (SNR).

Para obtener las mejores cualidades del ICG y el EC17 simultdneamente disefiaron un tercer
contraste fluorescente, el OTL38. El OTL38 es un andlogo de acido félico conjugado al tinte NIR
S0456 con longitudes de onda de excitacidon y emision maximas de 776 y 796 nm. Por tanto,
combina la especificidad del EC17 con unos picos de excitacién y emisidn en el rango NIR, lo que
proporciona una mayor profundidad de penetracion y disminucién del fendmeno de
autofluorescencia. Una comparacién de ambos en varios ensayos in vitro con pulmones
humanos e in vivo en tumores de ratén demostraron que efectivamente, el contraste OTL38
presentaba menor autofluorescencia y mayor capacidad de penetracion que el EC17, mostrando
también una alta especificidad por tumores con expresién del FRa. Ademas, en otros dos
estudios se observd que OTL38 quedaba confinado en xenoinjertos de cancer pulmonar murino
y en tumores pulmonares espontdneos de perros in vivo y que la fluorescencia se correspondia
con los margenes tumorales (Newton et al., 2018).

Se ha investigado también la posibilidad de conjugar el ICG con componentes que mejoren
su especificidad, como es el caso del estudio realizado por Ogawa et al. (2009), que conjugaron
ICG con anticuerpos monoclonales. Al conjugar el ICG con proteinas, éste pierde capacidad de
fluorescencia. Aunque puede parecer un inconveniente, el grupo de Ogawa et al. ha conseguido
convertirlo en una ventaja; tras unirse a los receptores de membrana y ser endocitado, el
conjugado ICG-Ac es degradado y al disociarse el ICG recupera su fluorescencia, de modo que
solo las células que presenten receptores para el anticuerpo en cuestién, es decir, las células
tumorales, muestran fluorescencia.

Otra combinacién del ICG es el CF800, un encapsulado liposomal de iohexol e ICG que ha sido
testado en humanos y animales para mapeo de linfonodos centinelas con resultados
prometedores (Wan, 2021). Este contraste se disefié con la finalidad de combinar dos técnicas
de mapeo de SLN: la linfografia por tomografia computarizada (CTL) preoperatoria y la
imagenologia NIRF de forma intraoperatoria. Al tratarse de un encapsulado liposomal, su
permanencia en el organismo es mucho mayor (hasta 21 dias) a la del ICG como molécula
solitaria (Zheng et al., 2015).

Segun los resultados obtenidos por Zheng et al. (2015) en modelos animales, sus propiedades
permiten la localizacién de nédulos preoperatoria mediante TAC (48h post-administracion) e
intraoperatoria mediante NIR. El uso del TAC permite crear una imagen tridimensional de la
localizacién de los tumores y planificar la cirugia en base a ello. El CF-800 fue capaz de identificar
tumores y metastasis en modelos de ratdn y conejo (Zheng et al., 2015).
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a Preoperative CT imaging

Pre-liposome 5 minutes post- 24 hours post- 4 days post-
injection liposome injection liposome injection liposome injection

Intraoperative NIR fluorescence imaging

White light NIR fluorescence White light + NIR Overlay

Tumor

4 days post-liposome injection

llustracion 8: Imdgenes TAC preoperatorias (arriba) y NIR intraoperatorias (abajo) de conejos intectados con CF800.
Exxtraido de: (Zheng et al., 2015)

Otro aspecto mejorable respecto a la imagenologia de fluorescencia con ICG (IFl) es la
profundiad de penetracion. Segin Newton et al. (2018), esto podria mejorarse desarrollando
trazadores cuyos picos de absorcion y emisidn se encuentren en la “segunda ventana”2 del NIR,
entre los 950-1400mn, donde la dispersion causada por los tejidos y la autofluorescencia son
menores, permitiendo una mayor penetracién.

Debido a sus requerimientos técnicos tanto en cuestién de equipos e instalaciones como de
personal especializado, su uso es mas factible en hospitales que en clinicas pequefias. Varios
estudios citan como ventaja del verde de indocianina el coste relativamente bajo de los equipos
necesarios para su uso (Alander et al., 2012). Averiguar el precio aproximado de formatos
comerciales y equipos de imagen existentes para imagenologia NIR ha probado ser una tarea
dificil, al menos bajo el perfil de estudiante. Aunque con los estudios avalando la accesibilidad
econdmica del farmaco (Alander et al., 2012; Wan, 2021), es seguro decir que el factor de mayor
peso a considerar es la inversidn inicial en adaptar los equipos quirdrgicos existentes o en
adquirir uno ya disefiado para ello, asi como la inversidon de tiempo y dinero por parte del
cirujano para familiarizarse con su uso. Como se ha explicado anteriormente, los mejores
candidatos a esta adaptacidn podrian ser aquellos equipos que por su naturaleza ya incorporen
un sistema de camaras y de iluminacion, como los equipos para laparoscopia.

2 No debe confundirse con la técnica de segunda ventana referida a la administracién del ICG 24h previa
a la intervencidén quirurgica y ya mencionada en el apartado “Otros tumores”. En este caso hablamos de
un segundo intervalo (segunda ventana) en el espectro cercano al infrarrojo (NIR).
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6. CONCLUSIONES

El ICG es una molécula con un largo histdrico y un amplio abanico de aplicaciones, que ha
demostrado ser de aplicaciéon sencilla y segura. Su bajo coste y relativa sencillez de los
componentes de un equipo para su uso, han contribuido a que los investigadores
experimentasen con diferentes componentes y aplicaciones innovadoras. Sus aplicaciones en
el campo de la oncologia y mds concretamente en la oncologia dentro de la medicina veterinaria
todavia no estdn registradas o aprobadas por organismos como la FDA o la EMA y sin embargo
existen numerosos estudios y lineas de investigacién activas con resultados prometedores. Su
uso se ha diversificado enormemente y la innovacidn en el ambito de la cirugia oncoldgica esta
en crecimiento exponencial.

Pese a su falta de especificidad, estd probando ser una herramienta valiosa en la evaluacién
intraquirdrgica de masas tumoralesy la localizacién de SLNs. Para mejorar esta y otras carencias,
se estd investigando en la creacion de conjugados y nuevas moléculas que permitan una mayor
profundidad de penetracion y que posean especificidad para localizar selectivamente células
tumorales.

ICG is a molecule with a long history and a wide range of applications, which has proven to
be easy and safe to use. Its low cost and the relative simplicity of the components of equipment
for its use have contributed to researchers experimenting with different components and
innovative applications. Its applications in the field of oncology, and more specifically in
oncology within veterinary medicine, are still not registered or approved by organizations such
as the FDA or EMA. However, there are numerous studies and active research lines with
promising results. Its use has diversified enormously, and innovation in the field of oncological
surgery is growing exponentially.

Despite its lack of specificity, it is proving to be a valuable tool in the intraoperative evaluation
of tumor masses and the localization of SLNs. To improve this and other shortcomings, research
is being conducted on the creation of conjugates and new molecules that allow greater
penetration depth and have specificity to selectively locate tumor cells.
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7. VALORACION PERSONAL

El presente trabajo me ha permitido adentrarme en un mundo cuya existencia desconocia
hasta hace poco. La aplicacidon de contrastes, tinciones y trazadores para refinar no sélo las
intervenciones en oncologia quirdrgica, sino otro tipo de cirugias y pruebas diagndsticas, es un
tema verdaderamente fascinante. Los avances constantes y la expansion a nuevas aplicaciones
son prueba suficiente de que nos encontramos ante una molécula altamente versatil.

Aunque carece de especificidad a nivel molecular, ha demostrado ser una herramienta util
hasta la fecha en la delimitacién de tumores sélidos y localizacién de linfonodos centinelas. Y si
bien esta falta de especificidad necesaria para emplearse como trazador de células cancerigenas
puede considerarse una desventaja, su relevancia y la investigacion activa de sus usos ya
establecidos, asi como de otros nuevos, han planteado nuevas metas y desafios para la
investigacion de trazadores tumorales. Como hemos visto, esta rama de la investigacion ha dado
ya algunos resultados, como el conjugado con anticuerpos de Ogawa et al. (2009) o el CF-800
aplicado por Zheng et al. (2015).

Asi que, si bien es posible que el ICG sea sustituido por otros trazadores con mejores
propiedades 6pticas y una alta afinidad por los tejidos tumorales, podemos decir con bastante
confianza que seguira conservando un lugar importante en la medicina.

Muchas otras innovaciones como por ejemplo la medicion de la ICG-PDR para estimacion de
la funcionalidad hepatica y la terapia fotohipertérmica aun requieren de mucha investigacion y
de estudios con poblaciones mas amplias, para establecer unos protocolos estandarizados con
los que obtener resultados comparables antes de declarar la magnitud de su eficacia y utilidad.
Para mi, este es un aspecto positivo; el hecho de que quede mucho por descubriry perfeccionar
deja abiertas innumerables posibilidades de innovacion y mejora que prometen una mejor
calidad de vida para nuestros futuros pacientes.
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9. ANEXO I -GLOSARIO

CMI = Cirugia Minimamente Invasiva

CTL — Computed Tomography Lymphography — Linfografia por Tomografia
Computarizada

EMA — European Medicines Agency = Agencia Europea de Medicamentos

FDA — Food and Drug Administration = Administracién de Alimentos y Medicamentos
HCC — Hepatocelular Carcinoma = Carcinoma Hepatocelular

HPLC — High Performance Liquid Chromatography = Cromatografia de Liquidos de Alto
Rendimiento

ICG = Indocyanine Green = Verde de Indocianina

ICG-PDR — ICG Plasma Disappearence Rate = Tasa de Desaparicién del ICG en Plasma

IFI = ICG Fluorescence Imaging = Imagenologia de Fluorescencia con ICG

IV = Intravenosa

LED — Light-Emitting Diode = Diodo Emisor de Luz

MB — Methylene Blue = Azul de Metileno

NIR = Near-Infrared Radiation = Radiacién Cercana al Infrarrojo

NIRA — Near-Infrared Radiation Angiography — Angiografia con Radiaciéon Cercana al
Infrarrojo

NIRF = Near-Infrared Radiation Fluorescence = Fluorescencia en la Radiacién Cercana al
Infrarrojo

PDT — Photodynamic Therapy = Terapia Fotodindmica

PHCT — Photodynamic Hyperthermal Chemotherapy — Quimioterapia Fotodindmica
Hipertérmica

PHT = Photohyperthermal Therapy = Terapia Fotohipertérmica

RMN — Resonancia Magnética

SLN - Sentinel Lymph Node — Linfonodo Centinela

SNR — Signal to Noise Ratio = Relacidn Sefnal-Ruido

SSF = Suero Salino Fisioldgico

TAC - Tomografia Axial Computarizada

VATS — Video-Assisted Thoracic Surgery = Cirugia Tordacica Asistida por Video
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