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Introducere

In chirurgia oncologici importanta conceptului de ganglion santinela este in
crestere, deoarece este important sa reducem amploarea interventiilor chirurgicale si
morbiditatea asociata acesteia, pastrand in acelasi timp siguranta oncologica adecvata.
Recent, s-au dezvoltat tehnici de cartografiere a ganglionilor limfatici, unde metoda cea
mai promitatoare pare a fi cea cu imunofluorescenta care utilizeaza colorant verde de
indocianina. Aceasta tehnica ofera o sensibilitate ridicata in detectarea ganglionului
santinela in comparatie cu alte metode existente care utilizeaza un alt colorant (albastru de

metilen) in combinatie cu un radiotrasor ( technetiu 99m) [1].

Cunoasterea statusului ganglionilor limfatici regionali este esentiala pentru
stabilirea stadializarii si a rezultatelor prognostice in cancerul mamar si melanomul malign.
Stadializarea ganglionilor limfatici axilari prin biopsia ganglionilor limfatici santineld
(SLNB) este o metoda utilizata pe scara largd si este acum considerat un standard de
ingrijire la pacientii fara dovezi clinice de metastazare a ganglionilor limfatici axilari in

cancerul de san.

Tehnica identificarii ganglionului santineld s-a dovedit a fi o metoda deosebit de
eficientd in cancerul mamar si melanomul malign prin estimarea statusului releelor
limfatice regionale. In aceste cazuri, statusul pozitiv/negativ al ganglionului santineld
modificd conduita chirurgicala cu posibilitatea minimalizarii interventiei. In cazul
cancerului colo-rectal, prezenta sau absenta invaziei ganglionului santineld nu modifica
tehnica chirurgicald ci poate creste acuratetea sa, prin identificarea anumitor situatii cand

chirurgul este nevoit sa extindd limfadenectomia.

Ernest A. Gould a introdus pentru prima data in anul 1960 termenul de ganglion
santinela Tn timpul unei parotidectomii[2]. Ganglionul a fost trimis la medicul
anatomopatolog care a emis rezultatul: ,,ganglion limfatic invadat tumoral”. In anul 1977

Ramon M. Cabanas a identificat un ganglion santinela la un pacient cu cancer penian[3].

Joosten et al, In 1999 a efectuat un studiu pe 50 de pacienti cu cancer de colon, la
care a injectat albastru de metilen 1% peritumoral in 4 puncte cardinale. Cartografierea
limfatica a fost posibild la 35 de pacienti din 50 (70%). Examinarea histopatologica cu
coloratie hematoxilin-eosind a identificat ganglioni limfatici invadati la 20 din cei 35 de

pacienti[4].



Starea ganglionilor limfatici este cel mai bun marker predictiv pentru recidiva si
supravietuire la pacientii cu cancer colorectal[5]. Ganglionii limfatici care dreneaza primii
limfa din zona tumorii sunt cunoscuti ca ganglioni santinela si se considera ca sunt primul

loc pentru metastaza[6].

In cancerul colorectal, limfadenectomia nu este influentatd de starea pozitivd sau
negativa a ganglionului santinela. Identificarea ganglionilor limfatici cu posibild invazie
tumorala, prin injectarea la nivelul tumorii primare a unui colorant ( albastru de metilen
1% sau verde de indocianat) poate duce la imbunatatirea stadializarii si managementului
postoperator. Cu alte cuvinte, administrarea ulterioara a terapiei neoadjuvante

(chimioterapie) la pacientii corespunzatori poate duce la rate mai mici de recurenta.

Verdele de indocianina (ICG) este un agent de contrast care devine fluorescent
atunci cand este excitat de lumina cu lungimea de unda de 800-900 nm. Sistemul de
imagistica cu fluorescenta ce utilizeaza de verde indocianat permite identificarea vaselor
limfatice si a fluxului sanguin in timpul interventiei chirurgicale. Unul dintre cei mai
importanti factori pentru stadializare si prognostic in cancerul colorectal este statusul
ganglionilor limfatici regionali. In ultimii ani, utilizarea intraoperatorie a fluorescentei in

scopuri angiografice a fost extinsa de catre chirurgi si in cadrul centrelor din Intreaga lume.

Etapa chirurgicala a tratamentului oncologic multimodal, trebuie sa fie cat mai
precisa si sa realizeze o excizie completa atat a formatiunii tumorale cat si o
limfadenectomie precisa, fara sa ramana ganglioni restanti ce pot fi invadati tumoral.
Tehnica identificarii si biopsierii ganglionului santinela este 0 metoda oncologica
valoroasa, ce are ca scop evaluarea bazinului limfatic regional, cu avantajul unei
stadializari corecte a bolii, a prognosticului pacientilor, dar si a indicatiei terapiei

neodjuvante in cadrul tratamentului oncologic postoperator.

Identificarea ganglionului santineld si a ganglionilor limfatici implicati in drenajul
tumoral, conduce la realizarea unei interventii chirurgicale de radicalitate oncologica prin

excizia tuturor ganglionilor cu posibila invazie neoplazica.



Teza este structurata in doua parti:

Prima parte, ,,partea generala” cuprinde doua capitole care prezinta starea actuala
temei cercetate, prezentand un review al literaturii de specialitate, pe baza unei

documentari laborioase, in relatie cu tema de cercetare abordata.

Capitolul 1 cuprinde o scurtd trecere 1n revistd a consideratiilor actuale ale
cancerului colorectal privind epidemiologia, etiopatogenia, metodele de screening,
particularitatile de explorare diagnostica, stadializarea AJCC si JSCCR, aspectele
anatomopatologice, strategia terapeutica in cancerul colorectal si complicatiile

postoperatorii conform clasificarii Clavien Dindo.

Capitolul 2 prezinta conceptul de ganglion santineld, importanta si utilitatea

tehncii de detectare, care este astdzi utilizata si in alte patologii ca tehnica ,,gold standard”.
A doua parte a tezei de doctorat cuprinde contributiile persoanele

Am stabilit de la inceput obiectivele din cadrul studiului : primul obiectiv a fost o
analiza descriptiva a variabilelor urmarite n studiu, al doilea obiectiv a reprezentat
determinarea performantelor celor doua metode de identificare ganglionara; endpointurile
principale fiind : numarul de ganglioni identificati, procentul de ganglioni invadati din cei
identificati, numarul de ganglioni santinela identificati si procentul de ganglioni santinela
invadati din cei identificati, al treilea obiectiv a fost identificarea unor asocieri intre
caracteristicile tumorale (stadiu, grading, tip histopatologic) si o serie de parametrii
umorali (CEA, CA 19-9, fibrinogen), endpointurile principale fiind valoarea acestor
parametrii, raportata la caracteristicile tumorale; cel de-al patrulea obiectiv a fost o0 analiza
de supravietuire la toti pacientii din studiu, cu identificarea unor factori demografico-
clinici care pot influenta supravietuirea, endpointul principal fiind OS (overall survival —
supravietuirea globald); ultimul obiectiv a constat in identificarea rolului detectarii

ganglionului santinela si a cartografierii bazinului limfatic regional in cancerul colorectal.



Metodologia generala a cercetarii stiintifice

Pentru realizarea acestor obiective, am utilizat rezultatele obtinute a doua tehnici,
efectuate pe parcursul cercetarii stiintifice din cadrul scolii doctorale. Ambele au fost
unicentrice, desfasurate in Clinica de Chirurgie I a Spitalului Universitar de Urgenta
Bucuresti (detectarea ganglionului santinela utilizand albastrul de metilen in cancerul
colorectal: tehnica in vivo si ex vivo s-a desfasurat in perioada ianuarie 2018 — februarie
2020 si a cuprins un numar de 26 pacienti) si (detectarea ganglionului santinela utilizand
verde de indocianat in cancerul colorectal prin tehnica in vivo desfasurat in perioada

ianuarie 2020 — mai 2022 si a cuprins un numar de 34 pacienti).

Studiile s-au realizat prospectiv, experimental, randomizat dar fara un algoritm de
randomizare inaintea studiului, pe un esantion total de 60 de pacienti diagnosticati cu
neoplasm de colon sau rectal, cu indicatie de chirurgie radicala, la care a fost efectuat unul
din procedeele de identificare a ganglionilor cu ajutorul unor substante-trasor, esantion
reprezentativ pentru o populatie de pacienti diagnosticati si tratati pentru neoplasme colo-

rectale intr-un centru tertiar.

Pacientii au fost impartiti in doua loturi : lotul A, a fost format din 26 de pacienti la
care trasorul a fost albastru de metilen 1%, si lotul B format din 34 de pacienti la care

trasorul a fost verde de indocianat.

Criteriul de includere a fost reprezentat de existenta unei tumori maligne
colorectale cu diagnostic histopatologic confirmat si indicatie chirurgicala curativa.

Criteriile de excludere au fost:

-coexistenta unei alte tumori maligne (tumora sincrond);
- prezenta tumorilor metastatice;

-sarcina sau alaptarea

-chimioterapie preoperatorie.

Pentru analiza statistica a fost folosit programul R[ 7], cu urmatoarele pachete
instalate : survival[8,9], survminer[10], gtsummary[11], table1[12], lattice[13], effects[14-
16].

Nivelul de semnificatie a din studiu a fost 0.05, astfel ca valorile p mai mici de

0.05 au fost considerate semnificative statistic.
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Materiale si metode

Detectarea ganglionului santinelid utilizdnd albastrul de metilen in cancerul

colorectal: tehnica in vivo si ex vivo

In acest lot au fost inrolati 26 de pacienti (14 femei, 12 barbati), cu varste cuprinse
intre 35 si 83 de ani. Pacientii au fost internati in Sectia Chirurgie Generala si Urgenta I a
Spitalului Universitar de Urgentd Bucuresti in perioada ianuarie 2018 — februarie 2020.
Prezentul studiu a fost aprobat de Comitetul de Eticd al Spitalului Universitar de Urgenta
Bucuresti nr. 55321/24.09.2019. Consimtamantul scris informat a fost obtinut de la

pacienti inainte de interventia chirurgicala.

Albastrul de metilen 1%, a fost folosit pentru a identifica ganglionii limfatici cu
posibild invazie neoplazicd. Doua tehnici, in vivo si ex vivo, au fost folosite pentru a

identifica ganglionul santinela si teritoriul limfatic.

Detectarea ganglionului santinela utilizind verde de indocianat in cancerul

colorectal prin tehnica in vivo

Sistemul de imagistica cu fluorescentd ce utilizeaza verde indocianind permite
identificarea vaselor limfatice, a ganglionilor limfatici si a fluxului sanguin in timpul

interventiei chirurgicale.

Lotul de pacienti inclusi in acest studiu este in numar de 34. Toti pacientii au avut
un consimtamant scris informat nainte de injectarea de verdelui de indocianina cu avizul
comitetului local de bioetica. Tehnica pentru care am optat este cea in-vivo. Aceasta se
desfasoara intraoperator, imediat dupa laparotomia exploratorie si verificarea conditiilor
de excludere. Dupa identificarea tumorii primare se prepara solutia de indocianat. Am
utilizat un flacon de 25 mg ce contine verde de indocianina sub forma de pudra, pe care I-
am diluat cu 10 mL ser steril. Solutia astfel obtinuta este extrasa ntr-o seringa de 10mL
careia i se monteaza un ac de 26 Gauge. Se injecteaza peritumoral, la nivelul celor 4
puncte cardinale cate 2,5mL de solutie de indocianat si se asteapta aproximativ 30 minute,
alte studii au impus un timp de asteptare de 10-20 minute. In vederea vizualizarii
ganglionilor santinela, am utilizat sonda KARL STORZ VITOM ICG pentru chirurgia
deschisa, in modul ICG[17-19].
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Concluzii si contributii personale

Concluzii

Principalele concluzii care reies din rezultatele obtinute in urma cercetarii stiintifice

a acestei teze de doctorat sunt:

1. Tehnica identificarii ganglionului santinela utilizand verde de indocianat, are cea mai
buna performanta in detectarea ganglionilor limfatici santineld invadati in cazurile de
CCR.

2. Antigenii carbohidrati (CEA si CA 19-9) desi au rol in monitorizarea pacientilor dupa
rezectia chirurgicald si stabilirea prognosticului, Tn studiul meu valorile crescute
preoperator s-au asociat cu un tip histopatologic mai agresiv dar si cu un stadiu mai

avansat al neoplaziei.

3. Tipul histopatologic NOS are cele mai mici valori preoperatorii ale CEA si CA 19-9

avand un prognostic foarte bun.

4. Tumorile care invadeaza peritoneul visceral, invadeaza sau adera la organele adiacente

aflate in stadiul categoriei T4, au cele mai mari valori ale CA 19-9.

5. Cazurile care au avut 4 sau mai mulfi ganglioni limfatici pozitivi, au avut valoarea
CA19-9 de 36 de ori mai mare fata de cazurile fiara invazie tumorald a ganglionilor
limfatici si o mortalitate de 5 ori mai mare fatd de cazurile cu ganglioni limfatici negativi.
Astfel valoarea antigenilor carbohidrati preoperator au o valoare deosebit de importanta

asupra severitatii neoplaziei dar si a supravietuirii.

6. Tipul histopatologic ,,in inel cu pecete” a avut o mortalitate de 25 de ori mai mare fatd
de tumorile mucinoase reflectind o agresivitate net superioard a tumorilor ,,in inel cu

pecete” .

7. Invazia perineurald este asociata cu o valoare a calciului seric mai mica decat cazurile
fara invazie. Hipocalcemia preoperatorie poate reprezenta un factor predictiv aupra
severitatii invaziei tumorale perineurale insa este nevoie de studii pe loturi mai mari de

pacienti pentru a stabilii acest aspect.

12



8. In lotul studiat, invazia limfovasculara a fost asociata cu 0 mortalitate de 5 ori mai mare
fata de cazurile fara invazie. Astfel prezenta invaziei limfovasculare decelate in urma

examindrii histopatologice orienteaza supravietuirea pacientilor postoperator.

9. Fibrinogenul crescut preoperator se asociaza cu 0 mortalitate mai mare de 6 ori fata de
cei cu fibrinogen normal. Pacientii cu fibrinogen normal preoperator au avut o

supravietuire mai mare cu 1 an fata de cei cu hiperfibrinogenemie.

10. Un ganglion invadat in plus creste cu 31% riscul de deces, astfel este imperios necesar
sa avem o limfadenectomie cat mai completd cu un numar cat mai mare de ganglioni

limfatici excizati per pacient.
11. Un ganglion santinela invadat in plus, creste riscul de deces de 2.25 ori.

12. Riscul de deces a fost de 8 ori mai mare la pacientii cu categoria N2 fata de cazurile

fara ganglioni invadati tumoral.

13. O stadializare a categoriei N precisa devine esentiala iar examenul histopatologic clasic
uneori nu reuseste sa identifice ganglionii limfatici cu micrometastaze sau depozite

tumorale, care ar putea explica recidiva locala sau la distanta la pacientii in stadiul II.

14. Metodele de cartografiere a drenajului limfatic cu identificarea ganglionilor santinela si
a bazinului limfatic regional, cresc rata de exereza ganglionara de 2,16 ori fata de exereza
clasica. Numarul de ganglioni limfatici identificati a fost semnificativ imbundtatit in grupul
de studiu fatd de lotul martor, cu o ratd de exereza ganglionara dubld fatd de tehnica

clasica, crescand astfel acuratetea examinarii ganglionare.

15. Cazurile in care ganglionii limfatici nu au prezentat metastaze, necesita evaluari
suplimentare pentru a elimina posibilitatea prezentei micrometastazelor (skip metastases)
utilizand tehnici de imunohistochimie si reactia de polimerizare in lant (RT-PCR) putand
dezvalui micrometastaze care ar fi fost ratate la examinarea de rutind cu hematoxilin
eozina (H&E), realizdnd astfel o stadializare mai precisa ,upstaging” si implicit
administrarea chimioterapiei ca tratament postoperator, crescand astfel prognosticul

pacientilor.

16. Radioterapia distruge conformatia normala a ductelor limfatice si implicit anatomia
ganglionara constituind un criteriu de excludere in studiile viitoare pentru cazurile de

cancer rectal.
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17. Numarul de ganglioni limfatici invadati este mai mare cu cat tumora se prezinta ntr-

un stadiu mai avansat si diseminarea limfatica a celulelor tumorale este mai sigura.

Contributii personale

Pe perioada efectuarii scolii doctorale, am realizat doua studii prospective,
unicentrice, experimentale ce au avut ca scop identificarea ganglionilor santinela la
pacientii cu cancer colorectal, utilizand doua tehnici diferite la pacientii cu indicatie

chirurgicala curativa urmarind 5, obiective principale:

Obiectivul 1 realizeaza o ampla analiza descriptiva a variabilelor urmarite in studiu
(varsta, sex, mediul de provenienta, tipul metodei utilizate n studiu, valoarea
fibrinogenului, RDW, MPV, PLT, Ca, CEA, CA 19-9, localizarea tumorii, tipul
histopatologic, gradul de diferentiere tumorald, invazia limfovasculara si perineurala,
stadiul tumoral conform clasificarii TNM, complicatiile postoperatorii conform clasificarii
Clavien-Dindo, deces, numarul de ganglioni examinati, numarul de ganglioni invadati,
numarul de ganglioni santinela identificati si numarul de ganglioni santinela invadati
pentru fiecare lot in parte, totalul esantionului fiind de 60 pacienti, un numar semnificativ

pentru acest tip de studiu.

Obiectivul 2 a cuantificat performanta celor doua metode de identificare ganglionara
detectand o performanta crescuta a tehnicii de identificare a ganglionului santinela
utilizand verde de indocianat si sonda Karl Storz Vitom ICG comparativ cu metoda ce a
utilizat albastru de metilen; la pacientii din lotul B procentul de ganglioni santinela
invadati este mai mare (86.20%) fatd de cel de la pacientii din lotul A (37.50%)

demonstrand o eficienta superioara in favoarea utilizarii verdelui de indocianat.

Obiectivul 3 a urmarit identificarea unor asocieri intre anumite caracteristici
tumorale (tip histopatologic, grad de diferentiere tumorala, invazia limfo-vasculara sau
perineurala, valoarea categoriei T si N, stadiul TNM) si 0 serie de parametrii umorali
(CEA, CA 19-9, fibrinogenemia, PLT, RDW, MPV, Calciu).

Obiectivul 4 a analizat supravietuirea globald (OS) la pacientii din esantion cu

identificarea unor factori cu rol prognostic pentru aceasta.
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Obiectivul 5 a cercetat valoarea predictiva a detectarii ganglionului santinela si a
cartografierii bazinului limfatic regional in cancerul colorectal, comparand rezultatele
cercetarii personale, cu un lot martor in care nu s-a efectuat niciuna dintre cele doua

metode de identificare ganglionara.
Obiectivele propuse au fost indeplinite iar principalele rezultate sunt:

1. Analiza comparativa a numarului de ganglioni santineld invadati din totalul
ganglionilor santinela examinati, pune in evidenta faptul ca in lotul B (unde s-a utilizat ca
trasor verdele de indocianat), procentul de ganglioni santinela invadati este mai mare
(86.20%) fata de cel din lotul A (unde s-a utilizat ca trasor albastru de metilen 1%)
(37.50%), p = 0.0004.

2. Tipul histopatologic al neoplasmului, cu tipul NOS are asociate valori mai mici
cu 12 ng/mL ale CEA, in raport cu neoplasmul cu celule “in inel pecete”.

3. Valoarea CEA pentru tipul mucinos este apropiata de valoarea CEA in cazul
neoplasmului cu celule “in inel cu pecete”.

4. Tumorile cu celule “in inel cu pecete” avand asociate cele mai mari valori ale
CA 19-9, tumorile mucinoase au avut valori ale CA 19-9 cu 70U/mL mai mici fata de
forma cu celule “in inel cu pecete”, forma NOS a avut valori cu 114U/mL mai mici fata de

forma cu celule “in inel cu pecete”.

5. Tumorile in categoria T4 au avut valori ale CA 19-9 cu 75U/mL mai mari fata de
tumorile n stadiul T2, tumorile in categoria T3 avand valori CA 19-9 similare cu cele din
stadiul T2.

6. Un efect pentru care nu au fost dovezi suficiente (valoarea p marginal
nesemnificativa, p = 0.09) a fost cel legat de categoria tumorala N, cu tumorile in categoria
N2 cu valori CA 19-9 cu 36 mai mari fata de cele in categoria NO (tumorile in stadiul N1

au avut valori CA 19-9 similare cu cele in NO).

7. Pacientii care au avut invazie perineurald, valoarea Ca seric este cu 1 mg mai

mica fatd de pacientii fara invazie perineurala.

8. Mortalitatea a fost de peste 5 ori mai mare la pacientii cu invazie limfo-

vasculara, fata de pacientii fara invazie limfo-vasculara.
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9. Am identificat o asociere la limita semnificatiei statistice, intre tipul
histopatologic al neoplasmului si valoarea Ca seric. La pacientii cu tumori NOS, valoarea

Ca fiind cu 1.6 mg mai mare fatd de pacientii cu tumori “in inel cu pecete”.

10. Mortalitatea pacientilor din esantion a fost de 10%, iar supravietuirea medie

(RMST) a fost de 46.35 luni.

11. Mortalitatea a fost de aproape de 6 ori mai mare la pacientii cu fibrinogen mai

mare sau egal cu 514.50 (p = 0.01).

12. A existat o diferenta de supravietuire de 1 an in favoarea pacientilor cu

fibrinogen mai mic de 514.5.

13. Riscul de deces a fost de 6.60 ori mai mare la pacientii cu fibrinogen mai mare

sau egal cu 514.5.

14. O valoare crescuta preoperator a CEA este factor de risc pentru o evolutie mai

grava a bolii.

15. Cea mai mica mortalitate si cea mai mare supravietuire a fost observata pentru

cancerul de colon drept, urmate de cancerele de colon stang si de rect.

16. Cea mai severa evolutie a fost pentru neoplasmul cu celule ,,in inel cu pecete”
(cea mai mare mortalitate si cea mai mica valoare RMST), in vreme ce evolutia cea mai

buna a fost pentru tumorile NOS (mortalitatea cea mai mica si valoarea cea mai mare

RMST).

17. La lotul examinat (au fost doar 4 cazuri de neoplasme cu celule ,,in inel cu
pecete”), riscul de deces la tumorile cu celule ,,in inel cu pecete” a fost de 25 ori mai mare
fata de tumorile mucinoase (limita superioara a CI ne indica un risc de deces de 2 ori mai

mare) si de aproape 100 ori mai mare (limita superioara CI a fost de 10 ori mai mare).

18. Diferenta a fost cu semnificatie statistica, pacientii cu invazie limfo-vasculara
prezentd, au un RMST cu aproape 8 luni mai mica fatd de pacientii fara invazie limfo-

vasculara.

19. Mortalitatea a fost de aproximativ 5 ori mai mare la pacientii din categoria N2,

fata de pacientii care au prezentat valoarea categoriei N mai precoce.
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20. Riscul de deces a fost de aproximativ 8 ori mai mare pentru categoria N2 fata
de stadiul NO, acest efect fiind cu semnificatie statistica, pacientii din categoria N1

neavand un risc de deces diferit fatd de pacientii in stadiul NO.

21. Pacientii in stadiul I conform clasificarii AJCC, au avut mortalitate 0 si cea mai

mare RMST.

22. Excizia tumorala si limfadenectomia s-a realizat in toate cazurile, indiferent de
statusul ganglionilor limfatici. Dupa finalizarea interventiei, s-a verificat locul exciziei
tumorii $1 emergenta pediculilor vasculari ligaturati pentru a ne asigura ca nu exista zone

restante colorate.
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