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1. INTRODUZIONE

1.1 La biopsia del linfonodo sentinella

La stadiazione dell’ascella ¢ un pilastro importante nel trattamento chirurgico del carcinoma
mammario. Inizialmente veniva eseguita una invasiva dissezione dei linfonodi ascellari
(ALND) che oggi trova indicazione solo in casi selezionati. Questa procedura, infatti, ¢ stata
soppiantata da quando studi randomizzati hanno dimostrato che la biopsia del linfonodo
sentinella (SLNB) riflette lo stato generale dei linfonodi ascellare. Non ¢ stata riscontrata
alcuna differenza nel controllo loco-regionale, nella sopravvivenza libera da malattia (DFS) e
nella sopravvivenza globale (OS) tra SLNB e ALND nei pazienti con linfonodi clinicamente
negativi. [1,2] Inoltre, ¢ stato evidenziato nei pazienti sottoposti a SLNB un miglioramento
della qualita della vita (QoL) e della funzione degli arti superiori. [3,4] Questi risultati hanno
reso il SLNB lo standard di cura per la stadiazione dell’ascella nelle pazienti con carcinoma
mammario in fase iniziale e nelle pazienti con ascella clinicamente negativa.[5]

Per un rilevamento ottimale delle SLN, vengono utilizzati dei traccianti specifici. Gli attuali
traccianti standard presentano, pero, diverse limitazioni: ad esempio, le questioni logistiche e
legislative legate all’utilizzo di un radioisotopo limitano I’applicazione del metodo del
tracciante radioattivo in molti paesi/regioni del mondo.

In diversi paesi in via di sviluppo, inclusa la Cina, per la SLNB ¢ disponibile solo il colorante
blu.[6] Il colorante blu comporta un rischio di reazioni allergiche in circa I'1% dei pazienti e
nello 0,2% si tratta di reazioni gravi.[7] Inoltre, le prestazioni del blu di metilene nel SLNB
dipendono fortemente dall'esperienza del chirurgo, privo della guida di dispositivi come una
sonda gamma utilizzata, invece, nel SLNB guidato da radioisotopi. Le potenziali limitazioni

sopra menzionate di entrambi i traccianti standard hanno portato allo sviluppo di metodi



alternativi per SLNB. I primi dati ottenuti da studi sull’ utilizzo del verde indocianina (ICG)

e del SLNB guidato da ossido di ferro superparamagnetico (SPIO) sono incoraggianti.

1.2 La biopsia del linfonodo sentinella guidata dal Verde Indocianina (ICG)

Negli ultimi 10 anni, la biopsia del linfonodo sentinella guidata da ICG ¢ diventata una
metodica ampiamente usata. Con tale approccio, SLNs vengono identificati dalla fluorescenza
emessa dal mezzo che si accumula nei linfonodi stessi. Questa fluorescenza pud esser
visualizzata in tempo reale su monitor, anche attraverso la cute, fornendo una mappa per
I’identificazione del SLN. Per il SLNB guidato da fluorescenza, si utilizza una sistema basato
su una camera in grado di rilevare la fluorescenza near-infrared (NIR);[8] ne esistono diversi
tipi ma in sostanza, il sistema di telecamere per immagini intraoperatorie contiene due diverse
sorgenti luminose, diverse lenti ottiche e filtri e rilevatori. Innanzitutto, viene utilizzata una
sorgente di luce bianca che illumina il tessuto, fornendo al chirurgo la normale consistenza
del colore mentre esegue l'intervento chirurgico. Successivamente, vengono utilizzati laser o
diodi emettitori di luce per produrre una eccitazione dei traccianti fluorescenti; l'immagine a
luce bianca e I'immagine fluorescente possono essere proiettate simultaneamente. Oltre questo
sistema di rilevazione € necessario un tracciante che possa esser somministrato in sicurezza e
che si accumuli nei SLNs. Sono stati identificati diversi traccianti ma 1 traccianti che generano
NIR sono quelli che hanno le migliori proprieta per guidare il chirurgo durante 1’intervento;
questo perché le lunghezze d'onda di eccitazione NIR (750-900 nm) hanno le proprieta di
assorbimento e diffusione nei tessuti piu basse e generano un'autofluorescenza minima. Cio
porta alla penetrazione nei tessuti fino a 2 cm e un forte rapporto segnale/fondo.[9]

L’ICG, una molecola organica a basso peso molecolare che ¢ stata approvata dalla FDA
statunitense e dall’EMA, ha mostrato ottime capacita di rilevamento dei SLNs poiché emette
fluorescenza nello spettro NIR (assorbimento 765 nm, emissione 840 nm), fornendo cosi

un'immagine ad elevato rapporto segnale/fondo.[10]



Diversi studi suggeriscono che 1'imaging con ICG potrebbe sostituire il blu di metilene nel
doppio metodo di mappatura, evitando i suoi potenziali inconvenienti come la necessita di
notevole esperienza del chirurgo con la procedura e l'insorgenza di reazioni allergiche. Sono
state segnalate reazioni allergiche per iniezione endovenosa di ICG, con un tasso complessivo
dello 0,34% e dello 0,05% per reazioni gravi.[11] Sono stati condotti pochissimi studi sugli
effetti collaterali della somministrazione non endovenosa di ICG; gli effetti avversi dell'lCG
dipendono dalla dose, con un'incidenza molto piu elevata di reazioni allergiche quando la dose
supera 0,5 mg/kg per perso corporeo. Tuttavia la dose di ICG utilizzata per il SLNB ¢ molto

inferiore a 0,5 mg/kg (la dose totale di iniezione varia da 0,0625 mg a 25 mg).[12]

1.3 Obiettivi dello Studio

Il presente studio si pone come obiettivo principale quello di paragonare la sensibilita
dell’IGC e la sua eventuale non inferiorita nell’individuare il SLN in corso di biopsia
linfonodale ascellare per carcinoma della mammella, rispetto alla stessa procedura eseguita

dopo linfoscintigrafia con Tc-99m.



2. MATERIALI E METODI

2.1 Disegno e popolazione dello studio

Questo studio prospettico di non-inferiorita a singolo braccio, ¢ stato disegnato per valutare il
potere diagnostico dell’ICG nell’identificazione del SLN in corso di chirurgia mammaria
rispetto al Tc-99m. La popolazione oggetto dello studio includeva donne affette da carcinoma
mammario arruolate presso la Breast Unit dell’AOU Federico II di Napoli.

Criteri di inclusione: eta superiore a 18 anni; carcinoma invasivo T1 o T2 della mammella
confermato mediante core-biopsy, ascella clinicamente negativa confermata allo studio
radiologico pre-operatorio.

Criteri di esclusione: documentata allergia a mezzi di contrasto iodati, all’ICG o al Tc-99m;
indicazioni alla mastectomia; pregressa chirurgia alla mammella o all’ascella omolaterale;
tumori T3 confermati allo studio pre-operatorio; pazienti sottoposte a terapia neoadiuvante;

gravidanza; allattamento; incapacita a fornire consenso informato.

2.2 Outcomes
Outcome principale dello studio ¢ la valutazione del tasso di identificazione del SLN con ICG
e confronto con il tasso di identificazione ottenuto mediante marcatura con Tc-99m.

Outcome secondario € stato la valutazione di eventuali eventi avversi correlati all’utilizzo

dell’ICG.

2.3 Trattamento pre ed intra-operatorio
Accertata la diagnosi di tumore della mammella con stadiazione clinica NO mediante
metodiche di imaging validate e verificati 1 criteri di inclusioni, le pazienti possono esser

arruolate per lo studio. Il giorno prima dell’intervento chirurgico le pazienti sono state



sottoposte ad iniezione standard di Tc-99m con attivita misurata di 37 MBq in sede peri-
lesionale. Il giorno dell’intervento ¢ stata effettuata iniezione di ICG in sede peri-tumorale (1
ml di soluzione con ICG 0,5 %) e, successivamente, seguendo la traccia fluorescente
sottocutanea, ¢ stato rimosso il linfonodo nel quale, per primo, si visualizza I’ingresso della
traccia fluorescente che ¢ stato identificato come sentinella. Tale linfonodo ¢ stato poi testato
anche con gamma-sonda per confermare la massima radioattivita rispetto agli altri linfonodi
ascellari. L’identificazione nella fluorescenza NIR dell’ICG ¢ stata rilevata con lo strumento
OrbEye (Olympus s.p.a.)

Le procedure chirurgiche sono state eseguite dagli stessi due operatori esperti in chirurgia
mammaria (piu di 50 casi I’anno) che, seguendo il disegno dello studio, erano autorizzati ad

asportare al massimo 3 linfonodi per paziente.

2.4 Analisi statistica
Sulla scorta della letteratura pregressa,[13] il tasso di identificazione del SLN ¢ descritto tra
il 90% e il 95%. Abbiamo considerato accettabile un tasso di identificazione maggiore o
uguale al 95% ed inaccettabile un tasso di identificazione inferiore all’ 85%. Assumendo
0=0.05 e f=0.10, il numero minimo di pazienti richiesti per lo studio risultava esser di 40
soggetti arruolati.
Le variabili continue sono state riportate come media + deviazione standard e sono state
comparate con U test di Mann-Whitney; le variabili categoriche sono state riportate come
percentuali ed analizzate con test esatto di Fisher.
Il tasso di concordanza tra 1 due traccianti € stato presentato come frequenze. Il tasso di
identificazione ¢ stato definito come proporzione di pazienti nei quali almeno 1 linfonodo

veniva identificato con entrambi 1 traccianti.



Tutte le indagini statistiche sono state effettuate utilizzando il software IBM SPSS v. 26
(SPSS; IBM Corp.) ed ¢ stato considerato statisticamente significativo un valore di p minore

di 0,05.



3. RISULTATI

Quarantacinque pazienti consecutivi sono stati arruolati per il presente studio. Due pazienti
hanno negato il consenso mentre in 3 pazienti ¢ stata indentificata una seconda lesione nella
stessa mammella e sono state trattate con mastectomia. Il termine dell’arruolamento ha
dunque previsto 40 pazienti.

L’eta media era di 61.2 anni, la maggior parte delle pazienti erano in post-menopausa (31,
77.5%). Per quanto riguarda la tipologia di tumore, in 27 casi si ¢ trattato di tumori pT1
(67.5%) ed in tutti i casi si ¢ trattato di tumori No Special Type (NST). Questi dati sono

riassunti nella Tabella 1.

Caratteristica Valori
Eta (anni) 61.2+34
Pre-menopausa (n, %) 9 (22.5%)

Post-menopausa (n, %) 31 (77.5%)
Tumori pT1 (n, %) 27 (67.5%)

Tumori pT2 (n, %) 13 (32.5%)

Tabella 1. Caratteristiche demografiche ed oncologiche dei 40 pazienti arruolati



I linfonodi ascellari sono stati visualizzati gia attraverso la cute, dopo iniezione di ICG, in 4

casi (10%) mentre in 25 casi (62.5%) erno visibili solo i vasi linfatici (Figura 1).

Figura 1. Visualizzazione della fluorescenza NIR dopo iniezione di ICG

Per quanto riguarda la concordanza tra i due metodi di tracciamento del SLN, sono stati
bioptizzati 67 SLNs; di questi, 62 (92.5%) mostravano fluorescenza dopo ICG e 58 (86.6%)

erano positivi al Tc-99m. La concordanza tra i due mezzi ¢ stata registrata in 55 SLNs (82.1%)



mentre in 3 casi ¢’era solo assorbimento di Tc-99m (4.5%) ed in 7 casi c’¢ solo fluorescenza
da ICG (10.4%). (Tabella 2)

Rispetto alle 40 biopsie di SLNs effettuate, in 38 biopsie (95%) ¢ stato identificato almeno 1
SLN con ICG ed in 35 biopsie (87.5%) con Tc-99m. Combinando le due metodiche, in 39 casi

(97.5%) ¢ stato identificato il linfonodo sentinella da almeno 1 dei due traccianti.

Te + Tc - Totale
ICG + 55 (82.1%) 7 (10.4%) 62 (92.5%)
ICG - 3 (4.5%) 2 (3%) 5(7.5%)
Totale 58 (86.6%) 9 (13.4%) 67 (100%)

Tabella 2. Tasso di concordanza tra le due tecniche di identificazione del SLN

La procedura di iniezione dell’ICG ¢ stata ben tollerata in tutti 1 pazienti e non € stato registrato

alcun evento avverso.
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4. DISCUSSIONE

Questo studio mostra chiaramente la non inferiorita dell’ICG rispetto al Tc-99m
nell’identificazione del linfonodo sentinella in corso di chirurgia per carcinoma della
mammella. Il tasso di concordanza tra le due metodiche ¢ stato del 82.1% ed il tasso di
identificazione di almeno 1 linfonodo ¢ stato del 95% per I’'ICG e del 87.5% per il Tc-99m.

I risultati ottenuti sono sovrapponibili a quelli della letteratura pregressa: il trial ALMANAC
ha sancito un tasso di identificazione del SLN per il Tc-99m del 85.6%.[14] Studi successivi
hanno dimostrato che tale percentuale si puo attestare tra il 90% ed il 95%;[15,16] una simile
variabilita puod esser spiegata dal fatto che non c¢’¢ ancora accordo generale sulla quantita di
segnale che la sonda-gamma deve leggere per definire un linfonodo come linfonodo
sentinella.

Per quanto riguarda I’ICG come metodica di identificazione del linfonodo sentinella, sono
state pubblicate due recenti meta-analisi che hanno attestato un tasso di identificazione
paragonabile a quello del Tc-99m e superiore al blu di metilene.[17,18] L’ICG ha mostrato
tassi di rilevazione varibili tra il 92.7% ed il 100%;[19,20] il motivo di dati cosi discordanti
deve esser ricercata nell’enorme eterogeneita degli studi pubblicati in termini di metodica di
iniezione, quantita di ICG iniettate ed sistema di rilevazione della fluorescenza utilizzato.
Molti autori hanno proposto, per ridurre il tasso di falsi negativi, di utilizzare
contemporaneamente due traccianti.[21] Nel nostro studio, il tasso di identificazione
combinato dell’ICG con il Tc-99m era del 97.5% contro il 95% dell’ICG da solo; questa
inconsistente differenza rende giustizia dell’ipotesi che 1’aggiunta di un secondo tracciante
all’ICG determina solo un aumento del rischio di eventi avversi.

Anche se non sono stati condotti studi prospettici randomizzati su larga scala per confrontare
questa nuova tecnica con il metodo di mappatura standard del SLN, i risultati derivanti da
studi prospettici di coorte indicano che I'lCG puo fornire un buon tasso di identificazione e un

accettabile False Negative Rate (FNR). [22, 23]
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Alla luce dei dati di letteratura sempre piu consistenti, anche I’ESMO, nelle sue linee guida
sul trattamento del carcinoma mammario, ha adottato la fluorescenza da ICG come possibile
tecnica di identificazione del linfonodo sentinella.

La letteratura scientifica ha evidenziato che 1’utilizzo di ICG nell’identificazione del SLN ha
importanti vantaggi rispetto ai metodi tradizionali: [24, 25] non ¢ necessario ricoverare i
pazienti preventivamente perché 1’iniezione del mezzo ¢ intra-operatoria; I’ICG non necessita
di una medicina nucleare ¢ non ¢ necessario avere un sito di stoccaggio per materiali
radioattivi come succede per il Tc-99m. Bisogna inoltre considerare che il costo della
procedura eseguita con ICG ¢ circa 5 volte meno costosa della stessa procedura eseguita con
Tc-99m; [26] in prima analisi per il costo del farmaco rispetto al radiocomposto, in secondo
luogo perché il sistema di rilevazione puo esser usato anche per altre applicazioni chirurgiche
e quindi va considerato solo come costo una-tantum di partenza.

Gli studi gia pubblicati in precedenza hanno evidenziato che il SLNB con ICG ha una curva
d’apprendimento piu breve del Tc-99m per la possibilita che ha il chirurgo di seguire
visualmente la traccia fluorescente che lo guida durante la biopsia. [27] La visualizzazione in
tempo reale dei linfatici puo, inoltre, aiutare il chirurgo a praticare un’incisione ascellare piu
precisa e centrata sul segnale fluorescente emanato dal SLN. [28]

Storicamente, grazie al suo basso peso molecolare ed alla sua rapida migrazione attraverso i
vasi linfatici, uno dei maggiori dubbi legati all’uso dell’ICG era I’identificazione di un numero
eccessivo di SLN. [29,30] Tuttavia, in linea con altri studi, 1 nostri risultati hanno mostrato
una rimozione media di circa 2 linfonodi per paziente con ICG; questo valore ¢ equivalente
al numero medio di linfonodi asportati con l'utilizzo di Tc-99m.

In conclusione, in linea con i nostri risultati, emergono prove inequivocabili e sempre piu
consistenti sulla sicurezza, efficacia, vantaggi finanziari e logistici dell’ICG che puo essere

utilizzato come tracciante per il SLNB ascellare.
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