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Resumen

Objetivo: Desarrollar un agente multimodal basado en °°™Tc-nanocoloide y verde de indocianina (ICG) para el mapeo de
ganglios linfaticos (GL) y potencial aplicacién en biopsia de ganglio centinela (GC).

Materiales y métodos: Se estudiaron las diluciones éptimas de ICG y nanocoloide radiomarcadas con 2°™Tc (método
directo). Se realizé la caracterizacién nano-radiofarmacéutica del agente multimodal y se estudié el comportamiento bioldgico
in vivo en ratas. Se adquirieron imagenes tempranas y tardias tanto radioisotépicas (preoperatorias) dindmicas y estaticas con
camara gamma, como fluorescentes (intraoperatorias) con detector de fluorescencia portatil. Los GL fueron extirpados y
reservados para analisis histolégico confirmatorio.

Resultados: La co-localizacion de las sefales fluorescente y radioisotépica, fue confirmada biolégicamente y posteriormente
por analisis histoldgico.

Conclusion: Este novedoso agente permitié la deteccién de los GL mediante doble modalidad de iméagenes, convirtiéndolo en
un candidato potencial eficaz para la biopsia de GC.

Palabras clave: Ganglio centinela, verde de indocianina, °°™Tc-radiocoloide, agente imagenoldgico multimodal.

Abstract

Objective: To develop a multimodal agent based on ?°™Tc-nanocoloid and indocyanine green (ICG) for lymph node (LN)
mapping and potential application in sentinel node biopsy (SNB).

Materials and methods: The optimal dilutions of ICG and nanocolloid radiolabeled with °°™Tc (direct method) were studied.
The nano-radiopharmaceutical characterization of the multimodal agent was performed and the biological behavior was studied
in vivo in rats. Early and late radioisotopic images (preoperative) were acquired in dynamic and static mode with a gamma
camera, and fluorescent images (intraoperative) with a portable fluorescence detector. The LN were excised and reserved for
confirmatory histological analysis.

Results: The co-location of the fluorescent and radioisotopic signals was confirmed biologically and later by histological analysis.

Conclusion: This novel multimodal agent improved the detection of LN by imaging modality, making it a potential effective
candidate for SNB.



Key words: Sentinel node, indocyanine green, °°™Tc-radiocolloid, multimodal imaging agent.

Introduccion

Uno de los mayores desafios en cirugia oncoldgica es la deteccién intra-operatoria de lesiones diagnosticadas en la etapa pre-
operatoria. Un ejemplo de lo mencionado es la deteccién combinada pre e intra-operatoria del ganglio centinela (GC). El GC es
el ganglio que recibe el drenaje linfatico directamente desde el tumor primario y por lo tanto, es el primero en recibir células
metastésicas(1?). El GC es detectable mediante la linfogammagrafia, especialmente si es posible visualizar el respectivo canal
linfatico y el procedimiento tiene como objetivo localizar, extirpar y examinar el GC. Su importancia radica en que permite la
estadificacién de los pacientes mediante una cirugia minimamente invasiva y con menor morbilidad que una
linfadenectomia‘!?), Actualmente, su uso es frecuente en el carcinoma de mama, el melanoma y el carcinoma de pene, vulva y
cavidad oral, entre otros 3.

El procedimiento de linfogammagrafia se realiza habitualmente en el servicio de medicina nuclear entre 18 a 24 hs antes de la
cirugia para biopsia de GC. Consiste en la inyeccién de un coloide marcado con Tecnecio-99m (°°™Tc) en las cercanias del
tumor, la adquisicién de imagenes centellogréficas dindmicas y/o estdticas post-administracién y, cuando es posible, la
marcacién en piel de la proyeccién ganglionar para facilitar la ubicacién del GC. Una vez en el quiréfano, se realiza la cirugfa
radioguiada en la que primeramente se corrobora la ubicacién del GC utilizando instrumental portatil (sonda intra-operatoria o
“gamma probe”, a veces una cdmara gamma especial). Como alternativa, también se puede realizar la inyeccién de colorante
vital (azul de metileno o azul patente) en el tumor 15 minutos antes de cirugia para lograr la visualizacién directa del canaliculo
linfatico y el GC tefiidos, que son posteriormente extraidos para su andlisis histopatolégico*?), Estos procedimientos presentan
ventajas y desventajas relativas (Tabla 1), asociadas a la intensidad y estabilidad de la sefial que emite cada uno de estos
trazadores (6ptica visible vs. radiactiva), sus caracteristicas quimicas, su estabilidad y su comportamiento biolégico, entre otras.

Tabla 1: Diagndstico de anatomia patolégica segln frecuencia en pacientes con biopsia.

Trtazador Ventajas Desventajas

. P . L Accesibilidad limitada
Imégenes pre-quirdrgicas e intra-quirtrgicas

99mTc-radiocoloide Sefal acustica
Permite la valoraciéon del lecho quirdrgico

No visualizacién 6ptica
Dificil deteccién entre GC y sitio de
inyeccioén si son cercanos

Necrosis Tisular

. ., Répida difusion
99m . . Aumento de la probabilidad de deteccién ) .
Tc-radiocoloide + o R , . L Pigmenta la piel
Répida identificacién del GC a través de la visualizacién de sus vasos i L,
Colorante o . . Afectar la visualizacién del campo
linfaticos aferentes intra-quirdrgico .
quirdrgico

Reacciones anafilacticas

Con el objetivo de mejorar la localizacién visual del GC, desde hace algunos afios se ha introducido el uso de trazadores
fluorescentes para la cirugia radioguiada, ya que ofrece la posibilidad de obtener la imagen en tiempo real del GC sin afectar el
campo quirtrgico*®). El trazador mas utilizado es el verde de indocianina (ICG) (fig. 1), un agente fluorescente cuya sefial se
emite en el infrarroja cercano (NIR) y se encuentra aprobado por la agencia reguladora sanitaria de los Estados Unidos (FDA)(7).

o
o

Na* Figura 1 Estructura quimica del verde de indocianina (ICG).

Algunos autores europeos han reportado resultados sobre la utilizacién de °°™Tc-nanocoloide de albdmina en conjunto con la
ICG en un tipo de “cocktail”, sugiriendo la formacién de un agente hibrido 1%, Asimismo, la utilizacién de °°™Tc-fitato e ICG
también ha sido investigada en un escenario preclinico para su utilizacién como agente hibrido en la biopsia de GC en tumores
de la cavidad oral!?), Sobre la base de estas experiencias previas, teniendo en cuenta la capacidad de la ICG de unirse a
proteinas1? y la reciente disponibilidad de equipamiento detector de fluorescencia portatil, decidimos desarrollar un método
que combinara las modalidades éptica (NIR) y radioisotépica para deteccién de ganglios linfaticos (GL) y describir su aplicaciéon
en animales de experimentacién con vistas a su utilizacién clinica.
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Materiales y métodos

Elaboracion del agente multimodal para imagenes

Se diluyeron 25 mg de ICG en 10 mL de solucién fisiolégica (2,5mg/mL); a partir de la misma, se prepararon diluciones 1/10,
1/100, 1/1000 y 1/10000. Por otra parte, se diluyé un frasco conteniendo 7,5 mg de gelatina de coldgeno bovino (GCB; Linfofast,
Laboratorios Bacon SAIC, Argentina) en 4 mL de solucion fisiolégica (1,88 mg/mL). En frascos independientes, se colocé 1 mL de
cada dilucién de ICG y 1 mL del coloide de GCB. Finalmente, a cada frasco se agregé 814 MBq (22,2 mCi) de °°™TcO," en un
volumen de 1 mL, eluido a partir de un generador °°Mo-°°™Tc (Laboratorios Bacon SAIC, Argentina); el volumen final de cada
vial resulté de 3 mL. La Tabla 2 muestra el resumen de las preparaciones multimodales preliminares obtenidas segun la
proporcién de la dilucién de ICG y el coloide preformado para conformar el agente hibrido.

Tabla 2: Proporciones de dilucién de ICG, coloide preformado y °°™TcO," para la conformacién del agente hibrido.

Composicion de las preparaciones multimodales preliminares
L ; oo . . B ) Concentracion final
Frasco |Dilucién ICG |ICG alicuota TcO,-alicuota/actividad GCB alicuota |Volumen final .
ICG/actividad
83,33 ug/mL/
1 1/10 ImL 1mL/ 814 MBq ImL 3mL
271 MBg/mL
8,33 ug/mL/
2 1/100 ImL 1mL/ 814 MBq ImL 3mL
271 MBg/mL
0,83 ug/mL/
3 1/1000 1mL 1mL/ 814 MBq 1mL 3mL
271 MBg/mL
0,083 ug/mL /
a4 1/10000 1mL 1mL/ 814 MBq 1mL 3mL
271 MBg/mL

Caracterizaciéon nanotecnoldgica y radioquimica del agente multimodal

La caracterizacién del tamafio de particula del agente multimodal, su distribucién y su morfologia se realizé mediante
mediciones del didmetro hidrodindmico promedio y su distribucién, empleando el método de dispersién dindmica de la luz (DLS;
Zetaziser Nano-ZSP, ZEN5600, dngulo de dispersion 6 = 173°, Malvern Instruments, UK) y microscopia electrénica de
trasmision (TEM; Philips CM-12 TEM apparatus, FEI Company, The Netherlands). Las muestras (1 mL) se analizaron por triplicado
y fueron equilibradas a la temperatura de analisis (25°C y 37°C) durante 5 minutos antes de cada determinacién. Estos ensayos
se realizaron de forma comparativa con aquellos en los que se caracterizé el °°™Tc-radiocoloide empleado en las formulaciones.
Asimismo, se ensayaron los mismos pardmetros descriptos anteriormente para preparaciones realizadas a partir de fracciones
conservadas por congelamiento de los precursores no radiactivos de la formulacién. Para los ensayos en DLS, las muestras (1
mL) fueron medidas de forma directa sin preparacién, mientras que para la medicién en TEM se realizd la tincién con una
solucién de acido fosfotingstico al 1% p/v.

La eficiencia de la marcacién con °°™Tc fue determinada mediante cromatografia ascendente utilizando ITLC (Varian, USA)
como fase estacionaria y metil-etil-cetona como fase moévil. En este sistema, el Rf del °®™TcO, " libre es de alrededor de 0,9-1,0
mientras que para las impurezas radiocoloidales el Rf = 0. Se espera que el agente multimodal de naturaleza nanoparticulada
presente también Rf = 0, por similitud en su estructura radioquimica con el radiocoloide original. Por otro lado, para comprobar
que la preparacion resulta en un agente multimodal verdadero y diferenciarla de las impurezas radiocoloidales, se realizé una
cromatografia ascendente utilizando ITLC como fase estacionaria y una mezcla de piridina:acido acético:agua (3:5:1,5) como
fase movil'¥), Este sistema permite la separacién de las impurezas radiocoloidales, ya que presentan Rf = 0, mientras que los

sistemas nanoparticulados migran con RF = 0,5-1,0.

Estudios in vivo en animales de experimentacion

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley (peso corporal 195+12 g; Bioterio Central, Fac. de Farmacia y
Bioquimica, Universidad de Buenos Aires) que fueron alojadas en jaulas de acero inoxidable en la sala de animales,
acondicionada a temperatura de 22-23°C con humedad cercana al 56% y con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas. Todos los
procedimientos fueron aprobados por el Comité Institucional de Uso y Cuidado de los Animales de Laboratorio (CICUAL; Res (D)
N°671/18) de la Fac. de Farmacia y Bioguimica de la Universidad de Buenos Aires.

Administracion de las preparaciones

La administracién de las distintas preparaciones del agente multimodal o del °™Tc-GCB utilizado con fines comparativos, se
realizé6 mediante la inyeccién de habones subdérmicos en los miembros inferiores de las ratas, bajo anestesia con isofluorano
2% utilizando oxigeno como vehiculo, de modo de lograr su inmovilizacién durante todo el procedimiento, incluyendo la
adquisicién de imagenes.



Seleccion del volumen de administracion y dilucion del agente multimodal

Para el ensayo de seleccién de la preparacién del agente multimodal y ajuste del volumen de inyeccién, se comenzé por la
administracion de las formulaciones mas concentradas descriptas en la Tabla 2, de manera de evaluar el efecto del
“quenching” in vivo. Las formulaciones se administraron de acuerdo con el siguiente esquema: pata derecha 0,1 mL del agente
multimodal (para la dilucién 1/10 corresponde a 8,33 ug ICG y para la dilucién 1/100 corresponde a 0,83 ug ICG, conteniendo
81,4 MBq en ambos casos) y pata izquierda 0,05 mL del agente hibrido (para la dilucién 1/10 corresponde a 4,16 ug ICG y para
la dilucién 1/100 corresponde a 0,41 ug ICG, conteniendo 40,7 MBq en ambos casos). En base a los resultados y una vez
seleccionada la preparacién multimodal definitiva, las administraciones se realizaron segin el mismo procedimiento descripto
en el item anterior.

Caracterizacion del comportamiento biolégico del °°™Tc-GCB y del agente
multimodal

Luego de la administracién del °°™Tc-GCB o del agente multimodal, segun el protocolo correspondiente, los animales fueron
posicionados en una cdmara gamma (Ohio Nuclear, Alfanuclear) de campo chico equipada con colimador de alta resolucién
para la adquisiciéon de imagenes centellogréficas pre-operatorias, continuando bajo el efecto de la anestesia. Estas imagenes
fueron adquiridas segun protocolo dindmico inmediatamente luego de la administracion hasta los 30 min; posteriormente se
obtuvieron imégenes estéticas a diferentes tiempos y hasta las 24 hs, seguin se evaluara la distribucién del °°™Tc-GCB o del
agente multimodal. Las imagenes fueron procesadas utilizando software dedicado para animales de laboratorio (IM512,
Alfanuclear, Argentina) a fin de realizar semicuantificaciones a partir de la seleccién de areas de interés y construccién de
curvas de actividad en funcién del tiempo.

Para validar la caracterizacién del comportamiento biolégico del agente multimodal segun lo observado en las imagenes
radioisotépicas, los animales fueron trasladados al quiréfano donde se practicé su eutanasia y la posterior identificacién intra-
operatoria de GL mediante una cdmara portatil de fluorescencia (Laboratorios Bacon SAIC, Argentina) empleando luz de
excitacién de 745 nm vy filtros detectores de 820 nm (fig. 2). El detector portdtil se encuentra acoplado a un ordenador equipado
con software para la reproduccién y captura de imagenes estaticas y en modo cine. La validacién intra-operatoria de la
distribucion biolégica del agente multimodal fue realizada a 1 h y 24 hs post-administracion.
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Figura 2 Esquema de la cdmara portatil para deteccién de fluorescencia.

Estudio histopatoldgico

Los GL extraidos en los procedimientos quirdrgicos fueron procesados para analisis histopatolégico de confirmacién de tejido
ganglionar por inclusién en parafina, corte y posterior tincién con hematoxilina-eosina. El andlisis de los preparados se realizé
mediante microscopio éptico (Axiolab Carl Zeiss, Gottingen, Germany) acoplado a una cdmara fotografica (Canon PowerShot
G5, Japén), que permitié la documentacién de los resultados.

Resultados y discusion

Elaboracion y caracterizacion nanotecnoldgica y radioquimica del agente
multimodal

La elaboracién del agente multimodal se realizé a partir de 4 preparaciones preliminares, de acuerdo con la combinacién de los
componentes descriptos en la Tabla 2, que difieren en el aporte de ICG para cada una de las opciones, la cual se agrega a cada
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una de las preparaciones a partir de una dilucién de la solucién madre. La dilucién de la ICG es necesaria debido al efecto de
“quenching” que puede surgir a altas concentraciones del agente fluorescente y que interferira con la deteccién de la sefial

(fig. 3). Este efecto debe tenerse en cuenta para seleccionar la diluciéon de ICG que no produzca “quenching” in vivo, pero que
conserve suficiente intensidad de sefial en relacién al fondo cuando la preparacién es fraccionada para ser administrada a los
animales de experimentacién. Los resultados de estas pruebas mostraron que en las diluciones 1/10 y 1/100 se produce
“guenching” in vitro. Sin embargo, teniendo en cuenta que las mismas seran utilizadas en la preparacién del agente resultando
en dilucién 1/3 y que posteriormente se administrard 0,1 mL como volumen méximo en el miembro a evaluar en las ratas
(dilucién in vivo), igualmente fueron las diluciones seleccionadas para los ensayos de caracterizacion in vitro e in vivo.

Efecto de la dilucion de prueba

1/10 250
1/100 25
1/1000 2,5

1/10000 0,25

—

~0,1 ml trazador hibrido ; e t
i iluci administracion nyeccion id en ratas
Fluorescencia en diluciones de |CG L4 MBafa e Db

Figura 3 Ensayos para evaluar el efecto de la dilucién de prueba en la aparicién de “quenching”. En las imdgenes obtenidas con
camara detectora de fluorescencia se observa el “quenching” en la dilucién 1/10 y la visualizacién de fluorescencia aparece y se

incrementa desde la dilucién 1/100 hacia la 1/10000.

La caracterizacién radioguimica del agente multimodal mostré la co-localizacién de la sefal fluorescente debido a la ICG y de la
sefial radiactiva debido al °°™Tc, presentes en su composicién, cuando se realizé el revelado de los sistemas cromatograficos
para evidenciar posibles impurezas resultantes de su elaboracién. Adicionalmente, se comprobé que el agente multimodal pudo
separarse de las impurezas radioquimicas resultantes de las marcaciones con °°™Tc en general (el °°™Tc0O, ") y de aquellas que
utilizan cloruro estafioso como agente reductor, como en este caso particular (el °°™Tc-hidrolizado o coloidal). La eficiencia de
marcacién del agente multimodal resulté superior al 90% en todos los ensayos realizados; este resultado es compatible con las
especificaciones de calidad que en general cumplen los agentes para imagenes radioisotdpicas. La figura 4 muestra un
esquema representativo del ensayo descripto; ambas diluciones de ICG seleccionadas anteriormente (1/10 y 1/100) alcanzaron
resultados satisfactorios y por tanto fueron empleadas en los estudios in vivo.
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Figura 4 Caracterizacién radioquimica del agente multimodal.

La caracterizacién nanotecnolégica del agente multimodal se realizé analizando el tamafio y forma de las particulas coloidales
mediante microscopia electrénica de transmisién (TEM) y por dispersion dindmica de la luz (DLS). En primer lugar, se obtuvieron
datos acerca del nanocoloide original (°*™Tc-GCB) ya que su preparacién se realizé en condiciones diferentes a las sugeridas
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por el fabricante. En este sentido, se analizé la distribucién del tamafio de particula a 25°C simulando la temperatura ambiente
de preparacién y a 37°C simulando la temperatura corporal de los animales de experimentacién. Por otra parte, debido a que el
juego de reactivos asi utilizado posee tres fracciones similares remanentes luego de la reconstituciéon, se estudié la distribuciéon
del tamafio de particula de dichas fracciones luego de su congelamiento por 7 dias y posterior descongelamiento para la
preparacion del agente. Esta practica se denomina “kit splitting” y permite un mayor aprovechamiento del juego de reactivos,
en tanto se validen sus caracteristicas de calidad en la situacién de empleo(1®.,

En el caso del °°™Tc-GCB, se observaron diferentes poblaciones de tamafio; el 52% de las particulas presentaron tamafios <
100 nm, el 43% entre 100-450 nm y solo el 5% > 450 nm (fig. 5). Estos valores se mantienen relativamente constantes hasta 6
hs luego de la elaboracién, indicando que no existe agregacion del coloide y que el sistema es estable con estas condiciones de
preparacién y a temperatura ambiente. Estos resultados avalan el uso del producto reconstituido de esta forma ya que, aunque
no responde a lo especificado en las instrucciones del proveedor, la distribucién de tamarios se corresponde con la habitual para
radiofdrmacos empleados en biopsia de GC. Segun la bibliografia, particulas < 4-5 nm penetran en capilares y no migran a
linfaticos; las particulas entre 10-100 nm son las que desaparecen rapidamente del espacio intersticial y se acumulan en
ganglios linfaticos; y las particulas > 500 nm presentan muy baja velocidad de migracién, permaneciendo mas tiempo alrededor
del punto de inyeccién y més tarde son retenidas en el primer ganglio del circuito. Dado que el ensayo realizado a 37°C (fig. 5)
simulando la temperatura corporal no muestra variaciones significativas en el tamafio de particula ni en su distribucién, su
comportamiento in vivo serfa predecible seglin este parametro.

Cabe destacar que el “kit splitting” realizado con el juego de reactivos para preparar el nanocoloide no afecté el tamafio de
particula asi como tampoco su distribucién a temperatura ambiente o en simulacién de temperatura corporal, cuando las
fracciones remanentes permanecieron congeladas a -20°C durante 7 dias y bajo estas condiciones de elaboracién. En el caso
de la fraccién descongelada y evaluada a 25°C, el 52% de las particulas midié6 < 100 nm, el 6% (£1) > 450 nm y solo el 41%
(+1) se encontraba entre 100-450 nm. Para el caso de la fraccién evaluada a 37°C, el 53% de las particulas fue < 100 nm, el
44% entre 100-450 nm y solo el 3% > 450 nm.

En base a estos datos, se procedié a caracterizar la distribucién de tamafio de un preparado fresco del agente multimodal
elaborado con ?°™Tc-GCB y con ICG. Los resultados mostraron que a 252C se observa una poblacién heterogénea en tamafio
de particula, con una distribucién estable dentro de las primeras 2 hs de preparacién. A partir de la tercera hora se observan
fenémenos de agregacion, resultando en un incremento de las poblaciones con tamafio de particula > 450 nm y una
disminucién marcada de las particulas < 100 nm. Sin embargo, no se observan variaciones en el porcentaje de particulas en el
rango de 100-450 nm durante las primeras 4 hs de preparado el producto. En el caso en que la preparacion se realiza a partir
de una fracciéon descongelada proveniente del “kit splitting”, estos resultados muestran ciertas variantes, con la repeticion de
fenédmenos de agregacién de particulas pequefas para incrementar la presencia de particulas > 450 nm vy, para el caso de
aquellas comprendidas entre 100-450 nm, presencia estable hasta 2 hs luego de preparado.

En conjunto, estos resultados permiten determinar que el agente multimodal posee caracteristicas nano-radiofarmacéuticas
similares al radiofarmaco coloidal de referencia y puede ser utilizado dentro de las 4 hs luego de preparado a partir de un juego
de reactivos fresco, o hasta 2 hs a partir de una fraccién congelada, conservando su distribucién de tamafio de particula
compatible con la sugerida para biopsias de GC.
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Figura 5 Caracterizacién nanotecnolégica del agente multimodal.

Determinacion del comportamiento bioldgico del agente multimodal para la
identificacion de ganglios linfaticos

Como punto de partida se determiné el perfil de migracién del radiofarmaco coloidal para obtener los tiempos de trabajo de
referencia para la adquisicion de imagenes radioisotdpicas pre-quirlrgicas y la posterior extracciéon de ganglios linfaticos
mediante la obtencion de imagenes fluorescentes intra-quirdrgicas. La figura 6 muestra en la linfocentellografia el ascenso
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simétrico del radiocoloide en forma secuencial desde el sitio de administracién y en direccién ascendente por los vasos linfaticos
de los miembros inferiores. Alrededor de los 30 minutos el ascenso se ha completado y la captacién permanece en los mismos
sitios de visualizacién hasta las 24 horas luego de la administracién. El anélisis cuantitativo del perfil de migracién del °°™Tc-
GCB, considerando las regiones de interés sobre los principales ganglios linfaticos de la rata y las respectivas curvas de
actividad/tiempo, resulté concordante con el andlisis cualitativo.
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Figura 6 Perfil de migracién del ®®™Tc-GCB en animales de experimentacién.

La puesta a punto en la concentracién de ICG, asi como del volumen final de agente multimodal a administrar, se llevé adelante
en el modelo animal por evaluacién de la calidad de las imagenes de los ganglios linfaticos a tiempos tardios con cada
modalidad de deteccién. De esta forma, se evalud la situacion mas diferida entre la administracién y la cirugia en cuanto a la
conservacion de deteccién. Asi, la combinatoria de la informacién de las imagenes preoperatorias y las intraoperatorias mostré
que la dilucién 1/10 de ICG brinda una sefial adecuada para la deteccién en quiréfano de los GL y que los volimenes finales de
0,1 0 0,05 mL son adecuados para la administracién (fig. 7). Por lo tanto, el volumen definitivo de la administraciéon podria
ajustarse de acuerdo con el peso del animal en los siguientes ensayos, el cual en nuestro caso fue fijado en 0,05 mL.

Finalmente, luego de poner a punto todas las variables intervinientes en el protocolo, se realizé la identificaciéon de los GL
utilizando el agente multimodal, simulando dos situaciones quirdrgicas: a tiempos tempranos y tardios (fig. 8).

PREOPERATEJ'RIO INTRAOPERATORIO
RADIOISOTOPICO FLUORESCENTE

_—
0,1ml agente multimodal (8,33 ug ICG) 0,1ml agente multimodal (0,83 ug ICG) E -
Vs Vs Vs ulm

0,05ml agente multimodal (4,16 ug ICG) 0,05 ml agente multimodal (0,416 ug ICG) L

Figura 7 Comparativa de concentracién de ICG y volimenes de administracion de agente multimodal en imdgenes radioisotdpicas

y fluorescentes.
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Figura 8 Identificacién de GL confirmada por andlisis histolégico a partir de la visualizacién prequirdrgica de las imadgenes

radiactivas e intraquirdrgicas fluorescentes a tiempos tempranos y tardios en animales sanos.

Las imé&genes intra-operatorias obtenidas por visualizacién directa del tejido en el monitor que captura la imagen de
fluorescencia en la cdmara de uso quirdrgico, permiten la rdpida localizacién de los ganglios correspondientes al drenaje de la
almohadilla plantar de la rata. Esto se logra debido a la plena coincidencia del posicionamiento identificado en las imagenes pre-
operatorias con la observacién de la sefal fluorescente una vez que los tejidos fueron expuestos quirdrgicamente. Cabe
destacar que la localizacién de los GL fue posible aln en presencia de la luz provista por los artefactos luminosos del quiréfano,
sin interferencia.

Conclusion

En este trabajo hemos unificado en una forma simple y rapida la preparacion de un agente hibrido para deteccién
intraoperatoria de GC. Esta practica es de suma importancia para facilitar la tarea radiofarmacéutica en un servicio de medicina
nuclear garantizando la uniformidad y calidad en el producto, obtenido con pasos sencillos. A su vez, representa una ventaja
respecto a otros radiocoloides cuya preparacién requiere gran nimero de operaciones, como considerar el orden correcto de
agregado de reactivos y pasos que requieren temperaturas y tiempos de incubacién estrictos, ya que estas variables influyen
en el tamafio de particula, su distribucién y la pureza radioquimica final, y por tanto en su desempefio diagnéstico (1618 Los
ensayos realizados demostraron que la sefial provista por el agente radiactivo y el agente fluorescente no presentan
interferencias en la preparacion final y que su distribucién biolégica resulta en concordancia a lo esperado en una
linfocentellografia convencional. Si bien no se encuentra claro el mecanismo que permite la co-localizacién de las sefales,
podria existir algun tipo de interaccion entre la ICG y la gelatina de coldgeno bovina que constituye la base del radiocoloide ya
que, de acuerdo con la seleccién de las proporciones de los componentes y sus concentraciones, el volumen de administraciéon
y los mecanismos de localizacién evidenciados, la resultante es un agente doble modalidad. En efecto, ambas sustancias no se
ven mutuamente afectadas por la combinacién, sino que conforman un trazador multimodal permitiendo la localizacién
intraoperatoria del GC mediante doble sefal, siguiendo en tiempo real la imagen de fluorescencia en el monitor de la cdmara y
la radiactividad mediante el detector portatil.
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