Estudio Prospectivo sobre la deteccion de ganglio centinela en cdncer pelviano:
Primer serie de casos en Argentina usando Verde Indocianina (ICG)

Palabras clave: Ganglio centinela, cancer de endometrio, cancer de cuello, azul

isosulfan, verde de indocianina, ICG.

Los autores no poseen conflictos de interés



Resumen

Objetivo

Comparar la tasa de deteccion de ganglio centinela en la estadificacion quirdrgica en
pacientes con cancer de endometrio y cérvix, utilizando dos tipos de colorantes (azul
isosulfan y verde indocianina). Secundariamente, determinar los lugares mas
frecuentes de localizacion y efectos adversos en relacién a la inyeccidén de colorantes.
En los casos que se realizo linfadenectomia posterior se analizo la concordancia del
centinela con la biopsia diferida

Métodos

Estudio prospectivo no randomizado que incluyd pacientes con diagnostico de
carcinoma de cérvix y de endometrio de todos tipos y grados histoldgicos. Protocolo y
consentimiento fueron aprobados por el comité de revision institucional y se
encuentran inscriptos en el registro nacional de investigaciones en salud (RENIS). En un
primer grupo utilizamos 1 ml de azul de isosulfan (Al) 1%. En el segundo grupo
1,25mg/ml de Verde indocianina (ICG) provista por el Laboratorio Bacon para uso dentro
de protocolo RENIS. La técnica fue estandarizada: inyeccidn cervical en hora 3y hora 9,
1ml superficial y profundo. Con posibilidad de reinyeccion en el caso que no se
identificara el ganglio o canaliculo en la hemipelvis evaluada.

Resultados

Se incluyeron 68 pacientes entre junio de 2015 y junio de 2018, de las cuales 4 fueron
excluidas por morbilidad intraoperatoria y recomendacion del anestesiélogo. En 36
pacientes se utilizo Al: 20 tenian carcinoma de endometrio de bajo riesgo, 16 de alto
riesgo. En 28 pacientes utilizamos ICG: 8 carcinoma de endometrio de alto riesgo y 10
de bajo riesgo. Diez pacientes tenian diagnostico de carcinoma de cérvix. Se realizé
linfadenectomia pelviana posterior en pacientes con carcinoma de endometrio de alto
riesgo y cancer de cérvix. La deteccion de al menos un GC fue del 94,4% para el azul
(34/36) y de 96,4% para el ICG (27/28). La tasa de deteccidn bilateral fue del 75% (27/36)
para el azul y 96,4% (27/28) para ICG (p:0,018). La localizacién principal fue regién
obturatriz. No se reportaron efectos adversos serios. Se evaluaron 188 GC (98 derechos
y 90 izquierdos), de los cuales 87 fueron con ICG. Y fueron estudiados 267 ganglios no
centinelas fueron evaluados. El Estudio anatomo-patolégico final informd: 8 macro
metastasis (8/188 4,2%) y 2 micro metastasis (2/188 1,06%). Todos estos en casos de GC
con ICG. Una paciente con GC bilateral positivo presento 7 ganglios adrticos patolégicos.
Ninguin GC con azul fue positivo. Una paciente estudiada con azul grupo presentd un
ganglio aodrtico positivo con GC y linfadenectomia pelviana negativo. Cuando se
analizaron estos resultados solo con el colorante ICG, encontramos que la incidencia de
macro metastasis fue 9,1% y micro 2,2%. No se reportaron falsos negativos

Conclusién

Esta es la primera experiencia en el pais en comparar la taza de deteccién de GC entre
dos colorantes incluyendo ICG. Encontramos una alta tasa de deteccion con ambos,
pero una significativa superioridad del ICG en la deteccidn bilateral (p:0,018), lo cual es
coincidente con publicaciones recientes. Con estudios mas concluyentes que
demuestren que las decisiones puedan tomarse a partir la biopsia de GC, podremos
evitar la morbilidad asociada a la linfadenectomia sin afectar la capacidad de deteccidn
de metastasis ganglionares



Abstract

Objective

To compare detection rate of sentinel lymph node (SLN) mapping in endometrial and
cervical cancer using isosulfan blue and indocianine green as marker. Secondary end
points were adverse effect and intraoperative localization. In cases were
lymphadenectomy was performed, we analysed its results with the deferred biopsy of
the SLN

Methods

Prospective non randomized study that included patients with all types and histological
grades of endometrial and cervical cancer. This protocol and the inform consent were
approved by the IRB and was inscribed in Health National Research Register (RENIS). In
the 1st group of patients we used 1ml of isosulfan blue 1%. In the 2nd group we used
1,25 mg/ml cervical injection of ICG (Bacon lab) . The technique was standardized:
cervical injection at 3 and 9 o’clock, 1 ml superficially and deep.

Results

68 patients were included between Jun 2015-march 2018. 4 were excluded. In 36
patients we used isosulfan blue. In 36 patientes we used Isosulfan blue. Twenty had low
risk endometrial carcinoma and 16 high risk. In 28 patients we used ICG: 8 had low risk
endometrial carcinoma and 10 high risk. Ten patients in ICG grup had cervical cancer. In
the high risk group of endometrial cancer and all cervical cancer we performed SNL plus
lymphadenectomy. At least one SLN was found in 94,4% for both isosulfan (34/36) and
ICG (27/28). Bilateral detection rate was 75% and 94,4% respectively (p:0,018). Most
frequent localization was obturator basin. No serious adverse affect was reported. Were
evaluated 188 SLNs (98 right, 90 left) of which ICG detected 87, and 267 non SLN were
evaluated. Final pathology of SLN’s show: 8 macrometastases (8/188 4,2%) and 2
micrometastases (2/188; 1,06%). These were all identified with ICG in endometrial
cancer. When analysing only green SLNs the incidence of macrometastases was 9,1%
and micrometastases was 2,2 %. No false negative SLN was found.

Conclusion

This is the first experience in Argentina in one centre to compare the detection rate
between two dyes that includes ICG. We found high detection rate in both cases, but
significant higher bilateral detection rate with ICG (p:0,018) in concordance with
recent publications. With conclusive studies that prove that final decisions can be
made based on the SLN biopsy, long and morbid lymphadenectomies could be omitted
in the future without missing the rate of Lymph node metastasis detection.



Introduccién

La biopsia de ganglio centinela ha demostrado en multiples tipos de cancer, ser una
opciodn segura para la deteccion de metdstasis ganglionares, como en carcinoma de
mama, gastrico y melanoma?. En tumores ginecoldgicos fue descripto por primera vez
por el Dr. Charles Levenback en 1994 en carcinoma de vulva?

En carcinoma de cérvix, el compromiso ganglionar es el factor prondstico mas
importante, condicionando el agregado de tratamiento adyuvante. Por esta razon el
tratamiento estandar incluye siempre la linfadenectomia pelviana sistematica. La
incidencia de metastasis en estadios iniciales es del 15-20%, por lo que hasta un 85% de
las pacientes serdn sometidas a la linfadenectomia de manera innecesaria3,
aumentando el riesgo de complicaciones en relacién al procedimiento: sangrados,
lesiones nerviosas, linfedema y eventos trombaticos.

Con respecto al carcinoma de endometrio, aunque la mas reciente estadificacién FIGO
incluye la evaluacién ganglionar, el rol la linfadenectomia sigue siendo discutido. En
estadios iniciales laincidencia de metastasis linfatica es del 5% segun reportes, pudiendo
llegar a un 40 % dependiendo de la invasion miometrial y el grado histolégico. El
beneficio potencial de la deteccion de metastasis ganglionar en el grupo de bajo riesgo
estaria relacionado con poder ofrecer a este tipo de pacientes un tratamiento adyuvante
ajustado a su estadio®.

Mientras en tumores como en vulva el uso de ganglio centinela es rutinario en
carcinoma de cérvix y endometrio aun se espera la publicacion de mayor numero
estudios que coloquen a esta técnica como un estandar de tratamiento.

Existen diversas estrategias en relacion a la técnica quirudrgica (inyeccion cervical, en
fondo uterino, en endometrio via histeroscoépica) y los marcadores usados: azul
patente, azul isosulfan (Al), sustancias radioactivas, verde indocianina (ICG) con
diferentes tasas de deteccidon seglin combinacion utilizada. La inyeccion a nivel cervical
a demostrado lograr buenas tasas de deteccidn®, aun en el carcinoma de endometrio.
Inclusive pueden usarse varias vias de inyeccidn, pero se sugiere siempre incluir la
inyeccidn cervical®.

En relacion al tipo de marcador, existe una tendencia a nivel de mundial del uso de ICG,
el cual ha demostrado mayores tasas de deteccion bilateral usado como Unico colorante
en comparacion con el resto’. Para realizar la deteccion de ganglios mediante la
inyeccion de verde indocianina es necesario contar con un equipo con camaray luz que
tengan infrarrojo ya que este colorante se estimula y detecta solo con esta frecuencia
de onda. Este trabajo fue realizado con una torre de laparoscépica Storz Spies y el ICG
fue provisto y producido localmente por el laboratorio Bacon (Buenos Aires, Argentina)
dentro de protocolo aprobado por el Registro Nacional de Investigaciones en Salud
(RENIS) para este fin.

Métodos

Estudio prospectivo no randomizado que incluyd pacientes con diagnostico de
carcinoma de cérvix y de endometrio de todos tipos y grados histoldgicos.

El protocolo y consentimiento fueron aprobados por el comité de revisidn institucional
y se encuentran inscriptos en el registro nacional de investigaciones en salud (RENIS).



Todas las pacientes firmaron consentimiento informado especial para ingresar al
protocolo. En los casos que se uso ICG, el laboratorio Bacon aporto para este estudio
una ampolla por paciente de 25 mg de liofilizado de verde de indocianina para uso
exclusivo dentro de protocolo de investigacion.

Se creo para este estudio una base de datos que respeta la ley nacional de proteccién
de datos.

El objetivo primario fue comparar la tasa de deteccidn del ganglio centinela (GC) en la
estadificacion quirdrgica en pacientes con cancer ginecolégico de endometrio y cérvix
utilizando dos tipos de colorantes. Secundariamente, determinar los lugares mas
frecuentes de localizacion y efectos adversos en relacién a la inyeccién de colorante.
En los casos que se realizo linfadenectomia posterior como carcinoma de endometrio
de alto riesgo y cancer de cuello uterino se analizo la concordancia del centinela con la
biopsia diferida

Se excluyeron pacientes con comorbilidades que contraindiquen la cirugia: alergia
conocida a colorantes vitales asi como antecedente de linfadenectomia o radioterapia
pelviana previa o negacidn expresa a participar del estudio.

Técnica operatoria:

En un primer grupo utilizamos 4 ml. de azul de isosulfan 1%. Inyeccidn cervical luego del
acceso a cavidad abdominal, 1ml profundo y superficial en hora 3 y hora 9 con aguja
18G. Por la corta vida media del colorante en el sistema linfatico (20 minutos), se
identifico primero el ganglio de una hemipelvis y sin resecarlo se procedié a la
identificacion del ganglio de la otra hemipelvis.

En el Segundo grupo utilizamos una concentracién de 1,25mg/ml de ICG, la cual se logra
al diluir la ampolla de 25 mg de liofilizado estéril en 20 ml de agua destilada estéril. Se
prefiere el agua destilada a la solucidn fisioldgica por reportes de precipitados de la
solucion que podrian causar efectos adversos. Un total de 4 ml. fue inyectado en el
cérvix, Iml superficial y 1 ml profundo en hora 3y hora 9 de cada lado del cuello (Fig. 1).
Para el caso de las pacientes con ICG, no fue necesario la busqueda rapida por lados ya
gue la vida media es mayor.

Se considero dentro del protocolo la posibilidad de reinyeccién en el caso que no se
identificara el ganglio o canaliculo en la hemipelvis evaluada.

En todos los casos de ICG, se uso una plataforma de laparoscopia Storz SPIES para la
visualizacién de los ganglios linfaticos. En los casos que habia indicacidon de cirugia
abierta por tamafio uterino se realizo primero la deteccién de centinela por
laparoscopica y luego la conversién para completar la estadificacion.

Se considero como ganglio centinela a los ganglios marcados con colorante (Fig. 2) o
aquellos en lo que se pudiera ver claramente un canaliculo aferente. Se tuvieron en
cuenta para el analisis solamente a aquellos en que la biopsia diferido mostré tejido
linfatico.

La estadificacién quirdrgica para las pacientes con cancer de endometrio se continuo
segun caracteristicas y factores de riesgo de cada paciente: en pacientes con carcinoma
de endometrio con histologia de alto riesgo (G3, serosos papilares, células claras) o
infiltraciéon miometrial mayor al 50% en congelacién se realizo linfadenectomia pelviana
y lumboadrtica. En pacientes con tumores mayor a 2 cm con infiltracién tumoral (IM)



menor al 50% realizamos ganglio centinela y linfadenectomia pelviana y en aquellas con
tumores G1/G2 con IM menor al 50% realizamos para este estudio solo la deteccidon de
ganglio centinela. Se realizo ganglio centinela con posterior linfadenectomia pelviana
sistematica en todas las pacientes con carcinoma de cérvix.

Evaluacion anatomia patoldgica:

En el servicio de patologia los ganglios enviados fueron fijados en formol. Se procesaron
de manera habitual en el laboratorio y se incluyeron en parafina.

Un médico anatomo-patélogo con experiencia previa en evaluacion de GC realizd el
analisis de los ganglios centinelas y no centinelas. A Todos los centinelas se les realizo
cortes seriados de 5 micras de espesor en 3 diferentes niveles del taco en parafina. Se
colorearon con tincién de rutina de hematoxilina eosina y se evaluaron todos los cortes
al microscopio. A los centinelas sin enfermedad macroscopica se realizd un corte
adicional del taco en parafina sobre el que se practicaron técnicas de inmunomarcacion
con citoqueratina AE1 -AE3 para para detectar la presencia de enfermedad de bajo
volumen tumoral como micrometastasis y células tumorales aisladas.

Micrometastasis se definid como compromiso tumoral entre 0,2-2mm y células
tumorales aisladas a la presencia de células o grupos celulares menores a 0,2mm.

Resultados

Se incluyeron 68 pacientes entre junio de 2015 y junio de 2018, de las cuales 4 fueron
excluidas luego de firmar consentimiento por morbilidad operatoria y recomendacion
del anestesidlogo. La edad media de las pacientes fue 56,2 (35-83). El indice de masa
corporal 27,4 (19,4-50 kg/m?) Las caracteristicas demogréficas y la via de abordaje estan
descriptas en la Tabla 1.

En 36 pacientes se utilizo azul de isosulfan: 20 tenian carcinoma de endometrio de bajo
riesgo y 16 de alto riesgo. En 28 pacientes utilizamos ICG: 8 carcinomas de endometrio
de alto riesgo y 10 de bajo riesgo. Diez pacientes tenian diagnostico de carcinoma de
cérvix. Siguiendo la practica habitual de nuestro centro, se realizd linfadenectomia
pelviana posterior a la evaluacion del GC en pacientes con carcinoma de endometrio de
alto riesgo y cancer de cérvix. La deteccion de al menos un GC fue del 94,4% para el azul
(34/36) y de 96,4% para el ICG (27/28). La tasa de deteccidn bilateral fue del 75% (27/36)
para el azul y 96,4% para ICG (27/28). Hubo una significancia estadistica a favor del ICG
para la deteccidn bilateral del GC (p: 0,018). La localizacidén principal fue la region
obturatriz 27,6% en ambos carcinomas. (Fig. 3)

En pacientes con BMI mayor a 25 encontramos que la tasa de deteccién bilateral con Al
fue del 75% (18/24) mientras que la deteccion bilateral cuando se hizo la marcacion con
ICG fue del 92% (12/13). Esta diferencia para este grupo de pacientes con BMI alto no
fue estadisticamente significativa (p: 0,15)

El efecto adverso mas frecuente fue la desaturacion en las pacientes en quienes se
utilizé azul. Ocurrid en el 30,5% de las pacientes (11/36). Cabe destacar que se trata de
un efecto paradojal de la oximetria de pulso que no repercute sobre la perfusién de los
organos. En casos que hubo dudas acerca de la intubacion se realizo la medicion de gases
en sangre los cuales fueron normales. En 2 pacientes se evidencid coloracién azul de
piel y mucosas en el postoperatorio inmediato, el mismo fue transitorio y no interfirié



en el tiempo de internacién. Una sola paciente sin antecedentes a alergias conocidas
presento un rush cutaneo que se interpreto como alergia al colorante.

Una paciente (3,5%) en la que se uso ICG presentd lesion vesical en la busqueda del
ganglio centinela. No hubo lesiones vasculares ni nerviosas relacionadas con la técnica.
Se evaluaron en total 188 GC (98 derechos y 90 izquierdos), de los cuales 87 fueron con
ICG. Asuvez, se evaluaron 267 ganglios no centinelas.

El estudio anatomo-patoldgico por diferido informd 8 macro metastasis (8/188 4,2%) y
2 micro metastasis (2/188 1,06%). Todos estos en casos de GC con ICG. Una paciente
con GC bilateral positivo presento 7 ganglios adrticos patoldgicos. Ningun GC con azul
fue positivo. Sélo una paciente de este grupo presenté un ganglio adrtico positivo con
pelvianos y centinelas negativos. Cuando se analizan estos resultados solo con el
colorante ICG, vemos que la incidencia de macrometastasis fue de 9,1% vy
micrometastasis 2,2%. No se reportaron falsos negativos para la evaluacion pelviana de
enfermedad ganglionar metastasica.

Se realizo reinyeccion del colorante por no identificar canaliculo o ganglio en el 33% de
las pacientes (12/36) con azul y en 3,5% (1/28) de ICG.

Discusién

Este es el primer reporte en Argentina en describir las tasas de deteccion de ganglio
centinela con verde indocianina producido Argentina comparando los resultados con el
colorante azul de isosulfan.

Son muchos los estudios publicados y en curso que buscan demostrar la utilidad de la
biopsia de ganglio centinela en tumores ginecoldgicos, para disminuir la morbilidad
asociada a la linfadenectomia. Inclusive se ha agregado este procedimiento en las guias
de la NCCN de carcinoma de endometrio y de cérvix®°. Ademas de que algunos centros
ya lo han incluido como estandar de tratamiento en tumores cervicales menores a 2cm
de bajo riesgo?

La tasa de detecciéon de ganglio centinela es variable segun las diferentes
publicaciones!®11.12,13,14,15 'Ademds de la técnica quirtrgica utilizada en relacidn al sitio
de inyeccion y tipo de colorante, las tasas mejoran con la experiencia del equipo
quirdrgico®. En este estudio, todas las pacientes fueron operadas por un mismo equipo,
con experiencia previa en detecciéon de centinela y se utilizo una misma técnica
estandarizada publicada previamente®® o cual puede estar relacionado con las altas de
deteccion.

A pesar del bajo numero de pacientes en quienes se realizo linfadenectomia, pudimos
evaluar la incidencia de macrometastasis (8/188 4,2%) y de micrometastasis (2/188
1,06%). Y dada la baja tasa de compromiso ganglionar en el grupo estudiado, no se
pueden sacar conclusiones fuertes en términos de sensibilidad del método. Un estudio
reciente reporto una sensibilidad del 97,2% con un valor predictivo negativo de 99,6%
usando verde indocianina para la deteccidn. Si a estos valores le agregamos que la
posibilidad de encontrar metastasis en el centinela es estadisticamente significativa, el
uso de ganglio centinela parece ser promisorio en la estadificacion del céncer
ginecoldgico 8

En paises en vias de desarrollo, el acceso a tecnologias que permitan detectar ganglios
con ICG va a estar demorado por los costos que representa el uso cotidiano de estas
herramientas. El costo del azul isosulfan no difiere de otros azules, y no es necesario
para la técnica descripta mas que el equipo de laparoscopia que se utiliza



cotidianamente. En relacion al agregado de Tecnecio como técnica sola o combinada ha
sido reportado por algunos autores como un factor que mejora la tasa de deteccion’ .
Este marcador no fue incluido en nuestro estudio porque no contamos con la sonda de
deteccidn por via laparoscépica, y creemos que es dificil de reproducir porque se debe
contar ademas con un servicio de medicina nuclear para la marcacién correcta de la
paciente.

Las ventajas descriptas del ICG parecen ser muchas, ademas de ofrecer mayores tasas
de deteccidn bilateral'®: facilita la visualizacidn intraoperatoria de los canales linfaticos
en tiempo real, no tifie el campo quirdrgico y penetra mejor en los tejidos, lo cual es de
mayor importancia en pacientes obesas en quienes las tasas de deteccién se ven
disminuidas®®. Inclusive se logran identificar ganglios linfaticos en d&reas que
tradicionalmente no serian exploradas?®!

En nuestro trabajo encontramos alta tasa de deteccion global tanto con azul como con
ICG, pero con una significativa superioridad del ICG en deteccion bilateral 75% vs 96,4%
(p:0,018)

Con respecto a la influencia del BMI, en las pacientes que se utilizé azul, 24 tenian BMI
>25. De estas se encontré el ganglio bilateralmente en el 75% (18/25). Dicho de otra
forma, de las 8 pacientes en quienes se encontrd el ganglio unilateralmente o no se
encontré ningun ganglio, un 62% tenian BMI >25.

En las pacientes en que se utilizd ICG el 46 % tenian BMI >25, incluida la Unica paciente
en quien no se encontré ningln centinela. La tasa de deteccién bilateral en este grupo
fue del 92%, aunque sin significancia estadistica (p:0.15) probablemente por el grupo
reducido estudiado, esta ventaja del ICG podria ser util para evaluar en la gran mayoria
de los casos la estadificacion de pacientes con cédncer de endometrio pudiendo
establecer el estadio de la enfermedad con una técnica menos mdrbida para la paciente.
Seria importante realizar la validacion en términos de sensibilidad lo cual se va a lograr
incluyendo mas pacientes de alto riesgo y cancer de cérvix en las cuales se evalle por
diferido el ganglio centinela y la linfadenectomia. También se requiere la validacién
multicéntrica, que nos permita hablar de la reproducibilidad de este método.

Creemos que, en un futuro cercano, la posibilidad de lograr una correcta estadificacion
usando solo la biopsia de un ganglio representativo de cada hemipelvis podra
reemplazar a la linfadenectomia sistematica, ofreciéndole a la paciente una mejor
indicacion de adyuvancia sin la necesidad de una extensa diseccidn ganglionar. Con
estudios mas concluyentes que demuestren que las decisiones puedan tomarse a
partir la biopsia de GC, podremos evitar la morbilidad asociada a la linfadenectomia sin
afectar la capacidad de detecciéon de metastasis ganglionares
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Fig. 1. Técnica de inyeccion

Fig 2 : ganglio centinela iliaco externo marcado con ICG




Figura 3. Localizaciones mas Frecuentes
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