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REAL TIME IDENTIFICATION 
OF BILIARY ANATOMY BY FLUORESCENCE 

USING FLUORESCEIN SODIUM

ABSTRACT

Objective: To develop an experimental animal
model technique using sodium fluorescein intraopera-
tive cholangiography. To Determine the dose of sodium
fluorescein necessary for the best display of the gall-
bladder and biliary tree. Methods: Experimental study.
6 New Zealand white albino rabbits divided into 3
groups depending on the dose of sodium fluorescein
(5 mg / kg, 7.5 mg / kg, 15 mg / kg) were used. Prior
anesthetic protocol corresponding fluorescein sodium
was administered according included Animal group
intravenously. Upper midline  incision was used, exte-
riorization of the liver allow easy identification of extra-
hepatic biliary system and subsequently illuminated
with fluorescence.  Parameters were recorded for each
dose. No euthanasia was performed. Environment:
Private Veterinary Centre “Colmillos y Garras”. Results:
In all cases, we recorded fluorescence. The dose that
allowed the best visualization was 7.5 mg / kg. The ave-
rage time in which fluorescence began to be visible in
the gallbladder was 5 minutes, the average time in
which the total fluorescence was reached was 18 minu-
tes in all cases fluorescence persisted until 30 minutes.
Conclusion: Laparoscopic cholecystectomy guied using
sodium fluorescein fluorescence and UV light source
of 5 mm diameter is feasible.  Better visualization is
obtained with the dose 7.5 mg / kg.

Keywords: cholangiography – fluorescence - lapa-
roscopy
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RESUMEN

Objetivo: Desarrollar, en un modelo experimental animado, la técnica de
colangiografía intraoperatoria utilizando fluoresceína sódica. Determinar la
dosis de fluoresceína sódica  necesaria para obtener la mejor visualización de
la vesícula y del árbol biliar. Método: Estudio de tipo experimental, en el que
se incluyeron 6 conejos albinos de raza Nueva Zelanda, distribuidos en 3 gru-
pos equitativamente, según la dosis de fluoresceína sódica (5 mg/kg, 7,5
mg/kg, 15 mg/kg). Cumplido el protocolo anestésico, se administró la dosis de
fluoresceína sódica según el grupo correspondiente, vía endovenosa. Se realizó
una laparotomía por línea media superior, exteriorizándose el hígado y se rea-
lizó una maniobra de eversión, para la fácil identificación del sistema biliar
extrahepático. Posteriormente, y con los sistema de iluminación, se registraron
los parámetros de fluorescencia con cada dosis. No se realizó eutanasia.
Ambiente: Centro veterinario privado “Colmillos y garras” Resultados: En todos
los casos se logró registrar fluorescencia, siendo la dosis que permitió una
mejor visualización la de 7,5 mg/kg. El tiempo promedio en el cual se empezó
a ver fluorescencia en la vesícula biliar fue de 5 minutos; el tiempo promedio
en el cual se alcanzó la totalidad del fenómeno fue de 18 minutos y, en todos
los casos, la fluorescencia persistió por 30 minutos. Conclusión: La identifica-
ción de las vías biliares guiada por fluorescencia, utilizando fluoresceína sódica
y con la fuente de luz UV de 5 mm de diámetro diseñada por los autores es
factible, siendo la dosis con mejor visualización, la de 7,5 mg /kg de peso.
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La colecistectomía laparoscópica es el procedimiento más
comúnmente realizado en cirugía general, alcanzando unos
750.000 casos anuales en los Estados Unidos1,2, con una tasa de
complicaciones mayores, menor al 3%, constituyéndose en el tra-
tamiento de elección de la litiasis vesicular2,3. De ellas, las lesiones
de las vías biliares, cuya frecuencia varía entre el 0,1 al 0,6%4, son
de  manejo complejo y con alta morbimortalidad, afectando la
calidad de vida del enfermo3,4. Adicionalmente, este accidente
constituye la primera causa de denuncia por dispraxis médica en
los cirujanos generales3.

El reconocimiento anatómico de las vías biliares, y de sus
anomalías asociadas, contribuye en la prevención de estas
complicaciones5, por lo que se han diseñado procedimientos
que facilitan la identificación adecuada de las estructuras del
triángulo de Calot, tales como la colangiografía intraoperatoria
y el ultrasonido laparoscópico. La primera es la más utilizada,
con las desventajas que aumenta el tiempo operatorio y no
hay evidencia de que disminuya la incidencia de la lesión
iatrogénica de la vía biliar6; en tanto que, el ultrasonido lapa-
roscópico tiene los inconvenientes del alto costo y de ser ope-
rador-dependiente7.

La idea de utilizar colorantes fluorescentes que se concentran
en la bilis para mejorar la visualización - en tiempo real - del árbol
biliar ha sido desarrollada en estudios recientes8,9,10. En este sen-
tido, la  colangiografía por fluorescencia cercana al infrarojo – o
“Near-Infrared Fluorescente Cholangiography (NIRFC) - adminis-
trando verde de indiocianina (ICG- “indocyanin green”) ha sido
evaluada en varios modelos animales, así como en colecistecto-
mías, abiertas o laparoscópicas, en humanos10-14. Entre sus desven-
tajas se encuentran los altos costos, tanto del colorante como del
sistema de cámara requerido.

La fluoresceína ha surgido como una alternativa menos cos-
tosa. La primera experiencia utilizó una mezcla de fluoresceína
sódica con ácidos biliares, la cual se excreta por vía biliar median-
te transporte activo, obteniéndose concentraciones biliares altas15-
18. Elbasiouny y col. demostraron que la inyección intravenosa de
fluoresceína sódica, y su excitación con luz ultravioleta, facilitó la
identificación de la anatomía biliar extrahepática de manera prác-
tica y a menor costo18,19.

Esta inquietud, que busca la forma de identificar mejor, y a
menor costo, la anatomía biliar, es el principal motivo que tiene
este estudio, cuyo objetivo general es el de desarrollar un modelo
experimental animado de la técnica de colangiografía intraopera-
toria utilizando fluoresceína sódica. Todo ello tomando, como
referencia principal, la experiencia de Elbasiouny y col19.

MÉTODOS
Para este estudio de tipo experimental, se siguieron las nor-

mas bioéticas para la experimentación en animales, establecidas
por la Declaración de Helsinki en 1983, y por la guía para el cui-

dado y uso de los animales de laboratorio, del Institute of
Laboratory Animal Resources, ComissiononLifeSciences, of
NationalResearch Council (FDA-USA)(20). 

La investigación fue aprobada por el Comité de Bioética del
Hospital Universitario de Caracas.

Animales
se incluyeron 6 conejos albinos, de raza Nueva Zelanda, con

peso entre 2.5 y 3 Kg, obtenidos del bioterio del Instituto
Nacional de Higiene “Dr. Rafael Rangel”. Se distribuyeron en 3
grupos homogéneos, según la dosis de fluoresceína sódica a uti-
lizar:

• Grupo 1: Constituido por los animales que recibieron la
fluoresceína sódica a dosis de 5 mg/kg p.c.

• Grupo 2: Formado por aquellos que recibieron la fluores-
ceína sódica a dosis de 7,5 mg/kg p.c.

• Grupo 3: Compuesto por los animales que recibieron el
colorante a dosis de 15 mg/kg p.c.

Protocolo anestésico
Los animales permanecieron en dieta absoluta en las 6 horas

previas al experimento. Se les administró, como antibiótico,
Enrofloxacinam a 10 mg/kg de p.c. por vía intramuscular, proce-
diendo a la inducción anestésica. Se repitió la misma dosis a las
12 horas. 

La anestesia fue inducida con administración intramuscular
de Ketamina, a 10 mg/Kg de p.c., y Xylazina clorhidrato a 6.5
mg/kg p.c. mantenida con Isofluorane. Se realizó monitoreo
hemodinámico no invasivo y administración de oxígeno por más-
cara facial, sin intubación endotraqueal.

Protocolo quirúrgico experimental
La intervención se realizó bajo anestesia general en posición

supina y con rasurado del pelo de la región abdominal. Se efectuó
antisepsia con iodopovidona y colocación de campo estéril. Se
tuvo acceso a la cavidad abdominal a través de una laparotomía
media superior. Se exteriorizó el hígado y se evertió para permitir
la fácil identificación del sistema biliar extrahepático (Fig. 1). En la
vena marginal de la oreja, se administró la dosis de fluoresceína
sódica correspondiente, según el grupo al cual fue asignado el
animal. Con el campo operatorio totalmente oscuro, se registraron
los parámetros del estudio y, posteriormente, se cerró la laparoto-
mía por planos. No se realizó eutanasia.

Fluoresceína
Se utilizó fluoresceína sódica al 10%. Ampolla de 500mg en

5 mL. (Ophtalmic TecnologhyR).
Sistema de iluminación 
Se utilizaron dos sistemas de iluminación: luz de Wood (A) y

un sistema de iluminación ultravioleta diseñado por los autores
(B) (Fig 2). Las características de ambas fuentes de luz se resumen
en la tabla 1.

Para lograr mayor excitación del colorante se requiere de
completa oscuridad en el quirófano.
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Registros
Se registraron los siguientes parámetros:
• Tiempo de aparición de la fluorescencia en el árbol biliar.
• Tiempo de duración de la fluorescencia en el árbol biliar.
• Dosis de fluoresceína sódica necesaria para obtener la

mejor visualización del árbol biliar.

RESULTADOS
El protocolo quirúrgico se llevó a cabo en cuatro conejas hem-

bras, sin mortalidad (Tabla 2). Se excluyó un animal de los grupos
1 y 3 debido a que los resultados obtenidos de la primera inter-
vención en cada grupo no justificaba la repetición del protocolo
con la dosis utilizada. Con la dosis máxima (15 mg/Kg) la fluores-
cencia fue excesiva, incluso en el peritoneo, lo que impidió la clara
identificación de las estructuras (Fig 4). En el grupo 1, la dosis fue
muy baja y no se logró identificar las estructuras adecuadamente. 

En todos los casos, se logró registrar la fluorescencia. En el
grupo 2 se utilizaron ambas fuentes luminosas, obteniendo la
intensidad de emisión de fluorescencia cualitativamente mayor en
la fuente de luz diseñada por los autores (B). Sin embargo, la cla-
ridad con la que se identificaron las estructuras fue cualitativa-
mente mejor con la luz de Wood. Con la fuente de luz “B” se
registró un exceso de brillo que dificultó la visualización.

Se registró fluorescencia en todos los tejidos perfundidos
inmediatamente a la inyección de la fluoresceína. El tiempo pro-
medio en el cual se empezó a ver en la vesícula biliar fue de 5
minutos, con un tiempo promedio de 18 minutos para alcanzar
la totalidad de la fluorescencia. En todos los casos, la fluorescen-
cia persistió hasta los 30 minutos, tiempo en que se culminó el
protocolo quirúrgico (Fig. 3).

Fig. 1. 
Exposición del
campo operatorio

Fig 2. Sistemas de iluminación utilizados
A: Luz de Wood       B. Fuente de luz diseñada por los autores

Fig. 4. No se identifica estructuras por fluorescencia en el peritoneo

Figura 3. Tiempo de visualización de las estructuras anatómicas
3 A y B: 5 minutos con fuentes de luz A y B respectivamente      3 C. 18 minutos

Tabla 1: Características de las fuentes luminosas empleadas.
Luz de Wood Fuente 

Longitud de onda (nm) 320-400 405

Intensidad (voltios) 120 3.3-4 

Tabla 2: Características de la muestra.

Conejo Grupo Dosis Fluoresceína (mg/Kg) Peso (Kg)

1 1 5 2.6

2 2 7.5 2.8

3 2 7.5 2.7

4 3 15 2.9
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DISCUSIÓN
La anatomía de las vías biliares se conoce desde hace 2000

años, cuando fue descrita por los babilonios al disecarlas en ove-
jas, por motivos religiosos. Pero la inquietud de identificarla ade-
cuadamente durante el acto quirúrgico ha sido de gran preocu-
pación para los cirujanos, a lo largo de la historia. Para 1901,
Halsted llamaba la atención sobre la necesidad de localizar los
cálculos en la luz biliar, clamando por la búsqueda de técnicas
que lo permitieran. En 1924, Graham y Cole describen la técnica
colangiográfica, sin aceptación por el mundo quirúrgico. No es
sino hasta 1931, cuando el argentino Pablo Mirizzi la describe en
el Tercer Congreso Argentino de Cirugía, pregonándole como el
método que permitía identificar las vìas biliares, sus variantes ana-
tómicas y evidenciar sus alteraciones.21,22 En Venezuela, y casi
simultáneamente, las primeras colangiografías fueron realizadas
por el Dr. Rafael Baquero González, en Caracas, y Rafael Urrutia,
en Maracaibo.23

Existen múltiples métodos para evitar lesión de las vías bilia-
res durante la colecistectomía laparoscópica6,7. La fluorescencia
brinda imágenes de la anatomía biliar en tiempo real, permitiendo
diferenciar las estructuras, incluso antes de lograr su visualización
con luz visible. Esto ha sido demostrado en múltiples estudios
utilizando ICG, colorante que emite fluorescencia cuando es
excitado con un espectro cercano al infrarrojo10-14. En nuestro
estudio logramos obtener las imágenes utilizando luz ultravioleta
y fluoresceína sódica sola; sin su unión con los ácidos biliares,
como en estudios previos15, 16,. La dosis de fluoresceína sódica en
conejos varía entre 5 y 15 mg/kg de peso corporal; es por esto
que se dividió el estudio en 3 grupos. La dosis con la cual se
obtuvo mejores imágenes fue de 7,5 mg/kg, igual a lo reportado
por Elbasiouny y Cols19. Con la dosis máxima (15 mg/Kg) la fluo-
rescencia fue excesiva, incluso en el peritoneo, lo que impidió la
clara identificación de las estructuras (Fig 4). En el grupo 1, la
dosis fue muy baja y no se logró identificar las estructuras ade-
cuadamente. 

El tiempo en el cual se empezó a ver fluorescencia en el árbol
biliar en nuestro estudio fue de 5 minutos, similar a lo reportado
por Elbasiouny (4,25 minutos). En ambos estudios la fluorescen-
cia persistió hasta los 30 minutos, tiempo en el cual de culminó
el protocolo quirúrgico experimental. 

Las diferencias cualitativas en la calidad de visualización de
las estructuras se le atribuye a las fuentes de luz utiizadas (Tabla
3). La luz de Wood ya ha sido utilizada para evaluar fluorescencia
en vías biliares16. En nuestro estudio,la claridad con la que se

identificaron las estructuras fue cualitativamente mejor con la luz
de Wood, sin embargo, la intensidad de la fluorescencia fue cua-
litativamente mayor con la fuente de luz UV fabricada por nos-
otros.

La colecistectomía laparoscópica guiada por fluorescencia uti-
lizando fluoresceína sódica y la fuente de luz UV de 5 mm de
diámetro diseñada por nosotros es factible. Para esto, deberá
determinarse si el mayor grosor de la pared de las vías biliares en
humanos, así como el tejido adiposo que rodea las estructuras
permite la correcta emisión de fluorescencia.

En estudios posteriores, se logrará mejorar la emisión de
fluorescencia cambiando la longitud de onda de la fuente, lo cual
no fue posible por falta de disponibilidad en el país de LED UV
con la longitud de onda deseada. 
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