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ABREVIATURAS

ACCP: American College of Chest Physicians

ALK: del inglés “Anaplastic ymphoma kinase”

ATS: American Thoracic Society

BRAF: del inglés “V-Raf murine sarcoma oncogene homolog B1”
CP: Céncer de pulmon

CPCP: Céancer de pulmdn célula pequefia

CPNCP: Cancer pulmonar no célula pequefia

CK: citoqueratina

DGS: Diseccion ganglionar sistematica

EBUS: del inglés “endobronchial ultrasound”

EGFR: del inglés “epidermal growth factor receptor”

ELM4: del inglés “Echinoderm microtubule-associated protein- /ike 4”
ESMO: European Society of Medical Oncology

ERS: European Respiratory Society

EUS: del inglés “endoscopic ultrasound”

FDG: 18F-fluorodesoxiglucosa

FISH: hibridacion in situ fluorescente

GTPasa: guanosina trifosfatasa

H-E: hematoxilina-eosina

HER2: del inglés “human epidermal growth factor 2”

HGFR: del inglés “hepatocyte growth factor”

IASLC: International Association for the Study of Lung Cancer
IHQ: Inmunohistoquimica

KRAS: del inglés “Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog”
MAPK: del inglés “Mitogen-activated protein kinases

MET: del inglés “proto-oncogene receptor tyrosine kinase”

NGS: del inglés “next generation sequencing”

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PAAF-EUS-B: puncion aspiracion con aguja fina guiada por ultrasonografia endoscopica

con ecobroncoscopio



PATB-EBUS: puncion aspiracion transbronquial guiada por ecobroncoscopia
PD-L1: del inglés “programmed cell death protein 1”

PET-TC: Tomografia por emision de positrones - tomografia computarizada
PS: del inglés “performance status”

RM: Resonancia magnetica

ROS 1: del inglés “proto-oncogene 1"

ROSE: del inglés “rapid on-site evaluation”

SUV: del inglés “standarised uptake value”

TAC: Tomografia axial computarizada

TK: Tirosina quinasa

TKi: inhibidor tirosina quinasa

TTF-1: Factor de transcripcion tiroideo 1

TEMLA: Linfanectomia mediastinica extendida via transcervical

VAMLA: Linfadenectomia mediastinica video asistida

VPP: Valor predictivo positivo

VPN: Valor predictivo negativo
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PRESENTACION

Esta tesis doctoral pretende demostrar la relevancia de la puncién-aspiracion guiada por
ecobroncoscopia sectorial en la optimizacion de la estadificacion mediastinica e
hiliar/interlobar del cancer pulmonar no célula pequefia, asi como en la obtencion de
material citoldgico para el analisis molecular en este subgrupo de pacientes.

La presentacion de esta tesis ha sido realizada por compendio de articulos, de acuerdo

con las normas establecidas por la Universidad Autdnoma de Barcelona.
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RESUMEN

La presente Tesis Doctoral se ha basado en la compilacion de dos articulos que tratan de
evidenciar la utilidad de puncion aspiracion transbronquial guiada por ecobroncoscopia
(PATB-EBUS) en dos subgrupos de pacientes con cancer de pulmon no célula pequefia
(CPNCP). El primer articulo se baso en la utilidad de la PATB-EBUS en la estadificacion
ganglionar sistematica en pacientes con cancer de pulmén (CP) y mediastino normal
(NO/N1) por PET/TC. El segundo articulo se basoé en la realizacion del estudio molecular
secuencial (EGFR, KRAS, ALK, ROS-1, ERBB2, BRAF y MET) a partir de muestras
citoldgicas obtenidas mediante PATB-EBUS o puncién aspiracién con aguja fina por
ultrasonografia endoscopica con ecobroncoscopio (PAAF-US-B), en pacientes con
CPNCP.

Las conclusiones fueron: 1) El primer estudio nos evidencia que la PATB-EBUS
sistematica es un método muy preciso para estadificacion ganglionar en pacientes con
CPNCP sin compromiso mediastinico en la PET/TC; asi también nos evidencia la nula
prevalencia de afectacién ganglionar N3 contralateral (mediastinica e hiliar/interlobar) en
nuestra serie, 1o que nos cuestiona la necesidad del muestreo en regiones hiliar/interlobar
durante la PATB-EBUS. 2) El segundo estudio nos muestra que las muestras citologicas
obtenidas por PATB-EBUS y/o PAAF-EUS-B pueden ser suficientes para el estudio
molecular secuencial, individual y parcial; asi también nos evidencia que las extensiones

en membrana son validas para el estudio de alteraciones oncogenéticas.
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SUMMARY

The present doctoral thesis is based on the compilation of two articles that demonstrate
the usefulness of Endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle aspiration
(EBUS-TBNA) in two subgroups of patients with non-small cell lung cancer (NSCLC).
The first paper was based on the utility of systematic mediastinal lymph node staging via
EBUS-TBNA in patients with lung cancer and normal mediastinum (NO/N1) by PET/
CT. The second paper was based on the performance of sequential molecular study
(EGFR, KRAS, ALK, ROS-1, ERBB2, BRAF and MET) from cytological samples
obtained by EBUS-TBNA and/or Oesophageal ultrasound-guided fine needle aspiration
with an echobroncoscope (EUS-B-FNA), in patients with NSCLC.

The conclusions were: 1) The first study shows us that the systematic EBUS-TBNA is a
very precise method for lymph node staging in patients with NSCLC without mediastinal
compromise on PET/CT; This also shows us the infrequence of contralateral N3 lymph
node involvement (mediastinal and hilar / interlobar) in our series, which questions the
need for sampling of hilar / interlobar regions during TBNA. 2) The second study shows
us that the cytological samples obtained by EBUS-TBNA and / or EUS-FNA may be
sufficient for the sequential, individual and partial molecular study; it also proves that

membrane extensions are valid for the study of oncogenetic alterations.
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1. EL CANCER DE PULMON

A nivel mundial, el cdncer de pulmon (CP) es el cancer mas comunmente diagnosticado
(11.6% del total de casos) y la principal causa de muerte por cancer, tanto en hombres
como en mujerest. En el afio 2018, se estimo cerca de 1.8 millones de muertes por esta
causa, lo que representa 1 de cada 5 fallecimientos se debe al CP.! El diagndstico se suele

realizar entre los 55 y 75 afios, con un pico maximo entre los 65 y 70 afos.

El tabaco es el principal factor de riesgo para el desarrollo de CP, el cual se incrementa a
mayor duracion e intensidad de consumo?. Los fumadores tienen un riesgo entre 15y 25
veces mayor de padecer CP que los no fumadores, y tiene una latencia de 15 a 20 afios en
relacion con el consumo de cigarrillos®. En Espafia durante el 2012, el consumo de tabaco
ocasiond un total de 60,456 defunciones, de las cuales 18,437 se debieron al CP*. Sin
embargo, cerca del 20% de casos no presentan exposicion tabaquica, sobretodo en
mujeres. Existen otros factores de riesgo como el tabaquismo pasivo, la exposicién a
radon, la exposicion a productos del ambiente laboral (alquitran, hollin, arsénico, cromo
y asbesto), las comorbilidades pulmonares previas (por ejemplo, la fibrosis pulmonar
idiopatica y la enfermedad pulmonar obstructiva crénica), asi como alteraciones

genéticas®.

1.1. CLASIFICACION DEL CANCER DE PULMON

Aproximadamente el 95% de casos de CP son de tipo epitelial. Tradicionalmente, se han
dividido en carcinoma pulmonar de célula pequefia (CPCP) y en carcinoma pulmonar de
célula no pequefia (CPNCP)®. Este Gltimo corresponde al 80-85% del total de casos’. En
el afio 2015, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) hizo hincapié en el uso de
técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) para la tipificacion adecuada de los tumores
pulmonares, asi como en la caracterizacion molecular por las implicaciones terapéuticas®
(Tabla 1).
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Adenocarcinoma
= Lepidico, acinar, papilar, micropapilar, sélido
= Mucinoso invasivo
— Mixto, mucinoso y no mucinoso
= Coloide, fetal, entérico, minimamente invasivo
= Lesiones preinvasivas
— Hiperplasia adenomatosa atipica
- Adenocarcinoma in situ
Carcinoma de células escamosas
= Queratinizante, no queratinizante, basaloide
= Lesi6n preinvasiva: carcinoma de células escamosas in situ
Tumores neuroendocrinos
= Carcinoma de células pequefias, carcinoma neuroendocrino de células grandes
= Tumor carcinoide, hiperplasia difusa de células neuroendocrinas
Carcinoma de células grandes
Carcinoma adenoescamoso
Carcinoma sarcomatoide
= Pleomorfico, de células fusiformes, de células gigantes
= Carcinosarcoma, blastoma pulmonar
Carcinomas inclasificables y otros
= Carcinoma NUT, carcinoma linfoepitelioma-like

= Tumores tipo glandula salival

Tabla 1: Clasificacion de tumores epiteliales malignos invasivos de pulmon. Organizacion Mundial de la
Salud (NUT: proteina nuclear en el testiculo). Adaptado de Travis et al®.

El CPNCP se subdivide en:

i. Adenocarcinoma. Es la forma histolégica mas comdn del CPNM en ambos sexos®,

y el mas heterogéneo pudiendo existir mas de un patron morfolégico en un mismo
tumor. Muestran diferenciacion glandular, con presencia de células grandes,
nucleos de aspecto vesicular y citoplasma con vacuolas de moco. La mayoria se
ubica en el parénquima pulmonar periférico, y pueden originarse a partir de lesiones
displasicas pre-invasivas como la hiperplasia adenomatosa atipica®®.
En el afio 2011, la International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC),
la American Thoracic Society (ATS), y la European Respiratory Society (ERS)
propusieron una nueva clasificacién del adenocarcinoma basada en la invasion
histoldgical! (Tabla 2).

19



Las agrupaciones se correlacionan con resultados clinicos, asi las lesiones
preinvasivas que tienen un curso clinico indolente presentan casi el 100% de

curabilidad frente a carcinomas invasivos que presentan un pronéstico peor*2,

INTERNATIONAL ASSOCIATION FOR THE STUDY OF
LUNG CANCER/AMERICAN THORACIC SOCIETY/EUROPEAN
RESPIRATORY SOCIETY CLASSIFICATION OF LUNG
ADENOCARCINOMA IN RESECTION SPECIMENS

Preinvasive lesions
Atypical adenomatous hyperplasia
Adenocarcinoma in situ (= 3 ¢cm formerly BAC)
Nonmucinous
Mucinous
Mixed mucinous/nonmucinous
Minimally invasive adenocarcinoma (< 3 cm lepidic predominant
tumor with < 5 mm invasion)
Nonmucinous
Mucinous
Mixed mucinous/nonmucinous
Invasive adenocarcinoma
Lepidic predominant (formerly nonmucinous BAC pattern,
with > 5 mm invasion)
Acinar predominant
Papillary predominant
Micropapillary predominant
Solid predominant with mucin production
Variants of invasive adenocarcinoma
Invasive mucinous adenocarcinoma (formerly mucinous BAC)
Colloid
Fetal (low and high grade)
Enteric

Tabla 2. Clasificacion del Adenocarcinoma pulmonar. Adaptado de Travis et al®.
El adenocarcinoma puede presentar diferentes alteraciones oncogenicas, que oscilan

entre 2-40% del total de casos*’, y que incluye las mutaciones del gen EGFR

(epidermal growth factor receptor) (Fig. 1).
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MET 3%
> 1 Mutation 3%
HER2 2%

ROS1 2%

PIK3CA 1%

Unknown MEK1 <1%

Oncogenic Driver
Detected
31%

Figura 1. Alteraciones oncogenéticas en el adenocarcinoma pulmonar.
Adaptado de Tsao AS et al *°,

ii.  Carcinoma escamoso. Es la forma mas relacionada con el habito tabaquico. Se
caracteriza por zonas de diferenciacion escamosa y zonas de queratinizacion,
presencia de puentes intercelulares y perlas corneas. Las células son grandes con
citoplasma denso y nucleo hipercromético. Los tumores se ubican méas en zonas
centrales, alrededor de los bronquios principales y derivan de lesiones del epitelio
bronquial como la displasia escamosa o el carcinoma in situ!®. Presentan

alteraciones oncogénicas diversas, con escasa implicacion clinica (Fig. 2).

FGFR1
Amplification

FGFR1 Fusion
FGFR2 Fusion
FGFR3 Fusion

KRAS

HER2
Amplification

Figura 2. Alteraciones genéticas potencialmente tributarias de tratamiento dirigido en el carcinoma
escamoso. Adaptado de Berge EM el al ¢
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1.2.

Carcinoma de células grandes. Es un subtipo poco frecuente, menos del 3% de
los CP8, Se localiza en la periferia del pulman, de aspecto voluminoso y necrotico.
Sus celulas son poligonales y poseen nucleos grandes, sin las caracteristicas
morfologicas ni  inmunohistoquimicas del carcinoma escamoso o el
adenocarcinoma®,

Otros tipos de CPNCP. El adenoescamoso es un tipo raro, e hibrido ya que
contiene tanto componente de escamoso como de adenocarcinoma en al menos 10%
del tumor respectivamente. Tiene importancia clinica por presentar similar
frecuencia de alteraciones moleculares como el adenocarcinoma?®.

El carcinoma sarcomatoide se clasifica en carcinoma pleomorfico, carcinoma
de células fusiformes, carcinoma de células gigantes, carcinosarcomas Yy
blastomas®®. El diagnostico histoldgico se puede sospechar con muestras pequefias,
pero el diagnostico definitivo sélo es posible con la reseccion completa del tumor,

debido a su heterogeneidad y a su pleomorfismo histologico?.

EVALUACION INICIAL

CLINICA

Los sintomas y signos derivan del crecimiento del tumor primario, de la invasion
de estructuras intratordcicas adyacentes, de la afectacion de estructuras
extratoracicas o de la presencia de sindromes paraneoplasicos. La tos es el sintoma
maés frecuente en el CP. La aparicion de hemoptisis, ya sea no amenazante pero
persistente 0 hemoptisis franca, evidencia alteracion de la mucosa bronguial o
afectacion vascular. La disnea progresiva o cambios en la disnea habitual puede
evidenciarse ante la presencia de atelectasia 0 neumonitis obstructiva. El dolor

pleuritico aparece secundario a la invasion de la pleura.

PRUEBAS RADIOLOGICAS

En estadios iniciales, los sintomas pueden ser escasos Yy la sospecha diagnostica se
realiza por un hallazgo casual en una radiografia de térax o alguna otra prueba de
imagen que se practica como parte del estudio de otra patologia. Contrariamente,

cuando aparecen los sintomas, la enfermedad puede encontrarse en estadios
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avanzados. La radiografia de torax simple suele ser la prueba radioldgica inicial.
La tomografia axial computarizada (TAC) de térax y abdomen superior con
contraste, nos permite una valoracion inicial del tumor (T), detectar afectacion
ganglionar mediastinica e hiliar (N), y detectar metéstasis (M) pulmonares
contralaterales, hepaticas, 6seas o suprarrenales, asi como afectacion pleural. Sin
embargo, la TAC por si sola, en muchos casos no es suficiente para una adecuada
estadificacion.

La combinacion de la TAC con la tomografia por emision de positrones utilizando
18-fluorodesoxiglucosa (18FDG-PET-TC) es una técnica con mayor precision
recomendada en la estadificacion y planificacion del tratamiento en el CP?L. Tiene
valor en la caracterizacion de ndédulos pulmonares > 8 mm, y puede ayudar en la
identificacion de metéstasis accesibles para la toma de muestras diagnosticas?2%,
La resonancia magnética (RM) no ha demostrado ser mejor que la TAC en la
estadificacion del CP?*. Sin embargo, puede tener utilidad en situaciones especiales
como la valoracién de compromiso vascular mediastinico, pericardico o cardiaco
en pacientes con contraindicacién de contraste endovenoso; ayudar en la
diferenciacion de zonas de neumonitis con zonas de tumor; o en la valoracion de
extension local en tumores del sulcus superior. La RM cerebral se recomienda para
la identificacion de metéastasis cerebrales en pacientes con adenocarcinoma con

clinica neuroldgica y TAC craneal no concluyente®.

1.3. METODOS DIAGNOSTICOS

La prueba para conseguir confirmacién histoldgica debe ser aquella que ayude tanto al

diagnostico como a la estadificacion, con el fin de evitar pruebas innecesarias y

complicaciones afiadidas. Dependera del tamarfio y localizacion del tumor primario, y de

la presencia de lesiones metastasicas accesibles.

PRUEBAS DIAGNOSTICAS NO INVASIVAS

La citologia de esputo puede ayudar a identificar células tumorales del arbol traqueo-
bronquial. Es econdmica y fécil de realizar, siendo Util en casos de CP con deterioro
del estado general. Los tumores diagnosticados por esta técnica, suelen ser de

localizacion central, mayor tamafio, y de subtipo histoldgico escamoso?®.

23



a)

b)

. PRUEBAS MINIMAMENTE INVASIVAS

Broncoscopia flexible. Tiene un papel importante en la evaluacion del CP. La

rentabilidad de las diversas técnicas broncoscépicas (broncoaspirado, cepillado
endobronquial, biopsia bronquial o biopsias transbronquial) dependera de si el tumor
es central y endoscdopicamente visible. Para una lesion central y visible, la sensibilidad
realizando 4-5 biopsias bronquiales es > 95%2’. Las caracteristicas morfoldgicas
endoscépicas de la lesion tumoral pueden influir en la obtencion de material
diagnostico, asi la presencia de infiltracion submucosa, necrosis tumoral o areas de
compresion bronguial disminuyen la rentabilidad de la biopsia bronquial. La puncion
transbronquial/transtraqueal “a ciegas” con aguja fina es una técnica que permite
obtener muestras de ganglios 0 masas hiliares, subcarinales o paratraqueales. Nos
permite una estadificacion mediastinica, en el mismo acto de la broncoscopia, pero
su rentabilidad puede estar influenciada por el tamafio de los ganglios y la experiencia
del broncoscopista.

Si la lesion se localiza en la periferia del pulmén, se pueden realizar otras técnicas
mas avanzadas, como el uso del broncoscopio fino, la ecobroncoscopia radial, la
broncoscopia con navegacion electromagnética o la broncoscopia con navegacion
virtual, con las que se pueden utilizar vaina de guia, cepillado bronquial, punciones
con aguja fina y biopsias transbronquiales dirigidas, aumentando el rendimiento
diagndstico hasta el 70%?8. Técnicas endoscopicas como la ecobroncoscopia y
ecoendoscopia, permiten la puncién de lesiones adyacentes a la via aérea o esofagica

guiadas en tiempo real.

Puncidn aspiracién con aguja fina 0 aguja gruesa transtoracica, guiada por TC o

ecografia tordcica. Se realiza en lesiones periféricas y tiene una alta sensibilidad

(86%) y especificad (99%)%° para lesiones malignas, aunque disminuye en nédulos

menores de 15 mm (Fig. 3). Esta indicada cuando existe necesidad de diagnostico
histologico en pacientes no tributarios de tratamiento quirdrgico, o cuando existe
discrepancia entre la sospecha clinica y las pruebas radiolégicas, con lo que se puede
evitar un procedimiento quirdrgico si se descarta malignidad®. Las complicaciones

secundarias pueden ser neumotorax, hemorragia pulmonar o
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c)

hemoptisis. Sin embargo, la frecuencia de neumotorax puede variar en funcion de la
técnica utilizada, hasta un 25,3% si se realiza bajo guia de la TAC e incluso requerir
colocacion de tubo de drenaje en el 5,6%3; mientras que bajo guia ecogréfica
aproximadamente el 1% pueden presentar neumotdrax, siendo la ecografia una
técnica mas segura porque permite la puncion en tiempo real y la puncion de lesiones

con contacto pleural®?.

Figura 3. Biopsia pleural guiada por ecografia toracica.

Técnicas pleurales. La toracocentesis es la prueba inicial en el estudio de derrame

pleural maligno. El uso de la ecografia toracica para la localizacion del derrame
pleural, asi como la identificacion de engrosamientos pleurales, incrementa el

rendimiento diagnostico de la toracocentesis y la biopsia pleural®.

TECNICAS QUIRURGICAS
El uso de técnicas quirurgicas para confirmacion histologica se realiza sélo cuando
los resultados obtenidos por técnicas no invasivas han sido infructuosos. La
mediastinoscopia o la videotoracoscopia permiten la obtencion de muestras
histologicas cuando existe afectacion ganglionar mediastinica, lesiones pulmonares

o0 pleurales.
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1.4. DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO

La toma de muestras, tanto citologicas como histoldgicas, deberan servir para la
identificacion morfoldgica, inmunohistoquimica y molecular del tumor, lo que resulta
importante para identificar opciones de tratamiento personalizadas. Cerca del 80% de los
casos de CP son diagnosticados en fase localmente avanzada o con enfermedad
metastasica®®, y segun el estado general del paciente es posible que s6lo se puedan obtener
muestras citologicas o biopsias pequefias.

Se recomienda la utilizacion de técnicas de IHC siempre que los hallazgos morfoldgicos
sean insuficientes para una adecuada subclasificacion histologica. Los anticuerpos mas
utilizados para la diferenciacion de adenocarcinoma y carcinoma escamoso son el factor
de transcripcion tiroideo 1 (TTF-1), la napsina, p40/p63 y la citoqueratina (CK) 5 - 6
(Tabla 3). Con estas técnicas se logra una adecuada clasificacion hasta en el 80% de los

casos®*

___
_ Adenocarcinoma

_ Adenocarcinoma 80-85
_ Adenocarcinoma 95-100
_ Carcinoma escamoso >90
_ Carcinoma escamoso 99-100
_ Carcinoma escamoso 8o

Tabla 3. Anticuerpos utilizados en el diagndstico del adenocarcinoma y del carcinoma escamoso
pulmonar®,

1.5. BIOMARCADORES PREDICTIVOS

A pesar de los avances en el tratamiento del CPNCP, la tasa de supervivencia a los 5 afios
no supera el 15%, a nivel mundial®. Los biomarcadores predictivos para la seleccion de
tratamientos son alteraciones mutacionales que juegan un papel en la proliferacion y
supervivencia de las células tumorales, y estan relacionados con la respuesta o resistencia
a tratamientos oncoespecificos. En el CP, algunos biomarcadores se han validado como

objetivos confiables para una terapia sistémica dirigida,
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mejorando la calidad de vida y la supervivencia libre de progresion en pacientes con
CPNCP avanzado!"=°,

La identificacion de estos biomarcadores ha conllevado a cambios en los algoritmos
terapéuticos del CP avanzado®’%,

i. MUTACION DEL GEN EGFR

El EGFR es un receptor de la familia tirosina quinasa (TK), y el gen se localiza en el
brazo corto del cromosoma 7. EI EGFR es una proteina de la membrana celular, que se
activa mediante la union de diversos ligandos, lo que produce la dimerizacion o la
oligomerizacion del receptor, desencadenado diversas cascadas de sefalizacion
intracelular. La ruta de sefializacion mas conocida es la via RassMAPK (Mitogen-
activated protein kinases) que es imprescindible para la proliferacion celular®® (Fig. 4).
La activacién inadecuada del EGFR puede ocurrir mediante mutaciones, deleciones o
amplificaciones de secuencias que codifican el dominio TK. Esta activacién favorece la
supervivencia de las células malignas, con una descontrolada proliferacién celular

tumoral, permitiendo la invasion celular y las metastasis*.

NRGs
ﬂ-cellulm
Amphiregulin
B-cellulm
HB-EGF
Epiregulin

Cell proliferation
Cell survival
Invasion and metastasis
Tumor-induced neoangiogenesis

D
AU

Figura 4: Mecanismos de activacion del EGFR.
Recuperado de Ciardiello F, Tortora G *°.
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Las mutaciones activadoras del gen EGFR han sido identificadas en grupos de pacientes
con CPNCP. La frecuencia depende de la subpoblacion estudiada, y varia entre el 5-20%,
siendo méas frecuentes en mujeres, no fumadoras, histologia adenocarcinoma y raza
asiatical’*°, Existen 4 mutaciones activadores del gen EGFR que se encuentran en los
exones 18 al 21. La delecién del exdn 19 y del exon 21, constituyen mas del 80%. Los
pacientes con estas mutaciones se benefician del tratamiento con inhibidores de la tirosina
quinasa (TKIs) como el gefitinib o erlotinib**, que incrementaron la supervivencia

media frente al tratamiento convencional de 12 meses a 2 afios*.

Sin embargo, existen resistencias a los tratamientos con TKIs, que pueden ser primarias
con falta de respuesta inicial, 0 secundarias que ocurren tras una respuesta inicial

favorable pero no duradera. La presencia de otras mutaciones, como del KRAS (Kirsten
rat sarcoma viral oncogene homolog) o del BRAF (V-Raf murine sarcoma oncogene
homolog B1) han sido asociadas a pobre respuesta a los TKIs. La resistencia mas conocida
es la mutacién T790M en el ex6n 20, que ha sido detectada en casi el 50% de los tumores
tratados con TKI*'. Se han desarrollado farmacos de segunda y tercera generacion para

mejorar la tasa de respuesta a estos tratamientos*®.

ii. REORDENAMIENTOS DEL GEN ALK

La ALK (Anaplastic lymphoma kinase) es una proteina transmembrana perteneciente a la
familia de receptores tirosina quinasa de la insulina, que se asocia a los linfomas
anaplasicos y algunas formas de linfomas no hodgkinianos. La activacion del gen se
produce por la fusion con otros genes. La fusion del ELM4 (echinoderm microtubule-
associated protein- like 4) con ALK genera una actividad tirosina quinasa constante,
activacion de la cascada mitogenica y elevada sensibilidad a la inhibicion del ALK. La
fusiébn EML4-ALK ha sido identificada en el 2-7% de pacientes con adenocarcinoma
pulmonar®®. Los casos con CPNCP avanzado que presentan este reordenamiento suelen
ser jovenes, con escaso 0 nulo habito tabaquico y predominantemente de la estirpe
adenocarcinoma®.

El estudio inicial con un inhibidor del ALK —crizotinib- en pacientes con CPNCP
avanzado evidenci6 que el tratamiento se asociaba a una tasa de respuesta global del 57%,

y una tasa de supervivencia libre de progresion a los 6 meses del 72%°.
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Sin embargo, la presencia de resistencias a crizotinib ha requerido el desarrollo de
inhibidores de ALK de segunda generacién (ceritinib, alectinib, brigatinib o lorlatinib)

que sean mas potentes, capaces de superar estas resistencias y tener mayor actividad sobre
las metéstasis del sistema nervioso central. Estos inhibidores no se encuentran
ampliamente disponibles a nivel mundial y precisan de mas ensayos clinicos que

demuestren su efectividad®..

iv. MUTACION DEL GEN KRAS

Este protooncogen codifica la proteina guanosina trifosfatasa (GTPasa). Su funcion
consiste en mediar la sefializacion intracelular, que ha sido producida por la activacién de
receptores transmembrana, con lo que regula la proliferacion y supervivencia celular®?
(Fig. 5). El gen se localiza en el brazo corto el cromosoma 12, y sus principales
mutaciones se producen en los codones 12,13 y 61.

Receptor Tyrosine Kinases
ERBBs FGFRs PDGFRs GPCRs Integrins

Famesyl- DHHCS APT1
transferase GCP16 APT2

Oncogenic Transcription Cell Survival Cell Growth & Metabolism Cell Motility & Migration

L VLYY

*-@
- @ e

Cell Cycle Progression

Metabolic Regulation

Figura 5. Mecanismos de acciéon de KRAS

Recuperado de Gimple RC et al®2,



Es la mutacion mas frecuente, detectdndose hasta en el 25% de los adenocarcinomas, y
afecta principalmente a pacientes de raza caucasica y con habito tabaquico. Su presencia
esta relacionada a la poca eficacia de los TKIs en el paciente con CP avanzado con
mutacion del EGFR, por lo que su determinacion puede tener utilidad clinica cuando no

existe respuesta al tratamiento con TKIs,

V. REORDENAMIENTOS DEL GEN ROS 1

ElI ROS 1 (proto-oncogene 1) es miembro de la familia de los receptores tirosina quinasa,
se localiza en el cromosoma 6, y controla el ciclo y la proliferacion celular. Los
reordenamientos del gen ROS 1 se producen en el 1-2% de los CPNCP, principalmente
en adenocarcinomas, afectando a jovenes no fumadores®*. Crizotinib ha demostrado una

tasa de respuesta global del 72% con un tiempo libre de progresion de 19,2 meses®®.

Vi. MUTACION DEL GEN ERB-B2

El ERB-B2 también conocido como HER-2 (human epidermal growth factor 2), es un
receptor tirosina quinasa, y su activacion (homo/heterodimerizacion) es capaz de
incrementar las vias de sefalizacion intracelulares, incrementando la proliferacion
celular, diferenciacion y migracion. La incidencia de la mutacion es del 2-5% en el
CPNCP tipo adenocarcinoma, y se relaciona con la ausencia de habito tabaquico®®.
Diversos estudios publicados con el uso de farmacos como dacomitinib, neratinib o en
combinacién, han demostrado resultados prometedores, pero se precisa ampliar su

investigacion.

Vil. MUTACION DEL GEN DE BRAF

Es un protooncogen localizado en el cromosoma 7, que codifica la proteina quinasa serina
/treonina, la cual participa en las vias de sefializacion intracelular (via MAPK). Las
mutaciones estan presentes en el 7% de los CPNCP, predominantemente en la estirpe
adenocarcinoma. La mutacion mas frecuente es la V600E, y se produce en mujeres sin
exposicion tabaquica. La combinacion de dabrafenib y trametinib en pacientes con

mutacion BRAF V600E ha demostrado una respuesta de la enfermedad del 63%°’.
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viii. AMPLIFICACION O MUTACION DEL GEN MET

MET (mesenchymal epithelial transition) es el gen que codifica el HGFR (hepatocyte
growth factor), y su protooncogen se localiza en el cromosoma 7. La activacion del gen
MET desencadena vias de sefializacion intracelulares que conduciran a mitogénesis,
angiogénesis, morfogénesis, migracion, supervivencia e invasion tumoral. En el CPNCP
se ha observado la mutacién del exon 14, y en mayor frecuencia la amplificacion del gen,
en el 1,4-21% de los enfermos sin tratamiento con TKIs, y hasta en el 20% de los

pacientes con mutacion del EGFR, tratados con TKIs®,

2. ESTADIFICACION DEL CANCER DE PULMON

En la préctica clinica, es importante evaluar el estadio de enfermedad y decidir el
tratamiento adecuado para un paciente con CP, basado en factores prondsticos como el
grado de afectacion neoplésica, las caracteristicas anatomo-patoldgicas del tumor, y las
caracteristicas del paciente.

Se recomienda iniciar la confirmacién histolégica del estudio diagnostico y/o de
estadificacion del CP, por aquellas pruebas que nos proporcione méas informacién del
estadio de enfermedad (por ejemplo, biopsiar la metastasis 0 ganglio afecto, en vez de
biopsiar el tumor primario pulmonar). Sin embargo, cada caso se debe ser individualizar
para la optimizacién de su futuro tratamiento.

El sistema TNM se basa en la descripcion del grado de extension anatémica del CP,
siendo un indicador de prondéstico de supervivencia, siendo la supervivencia es mayor
cuando existe enfermedad localizada respecto a los estadios metastasicos. En el afio 2017,
la IASLC actualiz6 el sistema TNM del 2009, y publicé la 82 edicion del TNM del CP
que trata de agrupar a los pacientes en subgrupos basados en supervivencia similar. Para
esta nueva edicion, analizo una base de datos prospectiva con 94,708 casos recogidos en
16 paises®®. Esta nueva clasificacion es aplicable para carcinomas pulmonares (célula
pequefia y no célula pequefia), asi como para tumores carcinoides broncopulmonares.
Las categorias T (tumor), N (ganglios linfaticos) y M (metastasis) se detallan en las tablas
4-7, asi como la clasificacion por estadios de enfermedad (Tabla 7)%°.
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No se pueden evaluar el tumor primario, o existencia de tumor demostrada por la
presencia de células tumorales en el esputo o el lavado bronquial pero sin visualizacion
tumoral por radiodiagndstico o broncoscopia

_| Ausencia de evidencia del tumor primario

s Carcinoma in situ

Tumor de 3 cm 0 menos en su didmetro mayor, rodeado por pulmon o pleura visceral, sin
evidencia broncoscopica de invasion mas proximal que el bronquio lobar (es decir: no hay
invasion en el bronquio principal)

_| Adenocarcinoma minimamente invasivo

_| Tumor de 1.cm 0 menos en su didmetro mayor

' Tumor de >1 cm pero <2 cm en su didmetro mayor

_| Tumor de >2 cm pero <3 cm en su didmetro mayor

Tumor de >3 cm pero <5 cm en su didmetro mayor, o tumor con cualquiera de las
siguientes caracteristicas: afecta el bronquio principal (a cualquier distancia de carina
principal) pero sin afectar esta; invade pleura visceral, asociado con atelectasia o
neumonitis obstructiva que se extiende hasta la region hiliar (total o parcial)

Tumor de >3 cm pero <4 cm en su diametro mayor

Tumor de >4 cm pero <5 cm en su diametro mayor

Tumor de >5 cm pero <7 cm en su didmetro mayor o tumor que invade directamente
cualquiera de las siguientes estructuras: pleura parietal, pared toracica (incluyendo los
tumores de surco pulmonar superior), nervio frénico, pericardio parietal; o existencia de
nodulo/s tumoral/es separado/s del tumor primario pero en el mismo l6bulo que este

Tumor de >7 cm o cualquier tamafio que invade cualquiera de las siguientes estructuras:
diafragma, mediastino, corazon, grandes vasos, traquea, nervio laringeo recurrente,
esofago, cuerpo vertebral o carina; o existencia de nddulo/s tumoral/es separado/s del
tumor primario, en un lobulo diferente del pulmon homolateral

Tabla 4. Categorias del tumor primario (T), segun la 82 edicién de la Clasificacion TNM del Cancer de
Pulmdn %,

'NX | Nose pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales

"No | Ausencia de metastasis en ganglios linfaticos regionales

Metastasis en ganglios linfaticos peribronquiales homolaterales y/o hiliares e
intrapulmonares homolaterales, incluida la afectacion por extension directa

' Metastasis en los ganglios linfaticos mediastinicos homolaterales y/o subcarinicos

Metastasis en los ganglios linfaticos mediastinicos contralaterales, hiliares contralaterales
o escalenos o supraclaviculares

Tabla 5. Categorias de metastasis ganglionar regional (N), segun la 82 edicién de la Clasificacion TNM
del Cancer de Pulmén .

Mo | Ausencia de metastasis a distancia

M2 | Presencia de metastasis a distancia

Presencia de nddulo/s tumoral/es en un lobulo contralateral; Tumor con nédulos pleurales
o pericardicos o derrame pleural o pericardico maligno

_| Presencia de una sola metastasis extratoracica en un solo érgano

 Mic | Presencia de mas de una metastasis extratoracica en un 6rgano o en varios

Tabla 6. Categorias de metastasis a distancia (M), segun la 82 edicién de la Clasificacion TNM del
Cancer de Pulmon %,
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B | WA | 1B
IB B | mA | B
A | 18 | WA | mB
‘T3 B | wmA | mB | c
MA | WA | mB | 1c

IVA IVA IVA IVA

‘Mzb | VA | IVA | IVA | IVA
‘Mic | VB | VB | IVB | IVB

Tabla 7. Estadios segin la 82 edicion de la Clasificacion TNM del Cancer de Pulmén %°.

2.1. ESTADIFICACION GANGLIONAR

En el momento del diagndstico inicial, entre el 26 y el 44% de los pacientes con CP
presenta afectacion ganglionar mediastinica. La distribucion ganglionar se basa en el
mapa ganglionar de la IASLC, el cual concilia los mapas de Naruke y Mountain/Dresler,
que lo divide en estaciones ganglionares (Fig. 6) segun limites y referencias anatémicas.
Este mapa es aplicable tanto para el estadiaje clinico, para el estadiaje quirdrgico y
anatomopatologico®. La afectacion directa del tumor sobre el ganglio se considera
metastasis ganglionar, y el grado de afectacion ganglionar esta en funcion del nimero de
estaciones ganglionares afectadas.

Seguln su localizacion respecto al tumor primario, podemos dividir la afectacion
ganglionar en diferentes categorias:

a) N3: afectacion ganglionar hiliar/interlobar y/o mediastinica contralateral, y/o
afectacion ganglionar a nivel de escalenos o supraclaviculares ipsi o contralaterales.

b) N2: afectacion ganglionar ipsilateral o subcarinal.

c) N1: afectacion ganglionar hiliar y/o peribronquiales ipsilateral.

d) NO: sin afectacion ganglionar.

Las guias clinicas actuales recomiendan la confirmacion histolégica de la afectacion
ganglionar mediastinica mediante pruebas endoscopicas, y la confirmacion tras la

reseccion tumoral y ganglionar sistematica (cirugia abierta, videoasistida, 0
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roboticamente asistida), 0 con técnicas quirdrgicas cuando existe alta sospecha de
afectacion metastasica (N2/N3) si las técnicas endoscopicas son negativas®'®. Estos
resultados son de utilidad para el médico de cara la planificacion del tratamiento y el
pronostico de la enfermedad.

Tras la reseccion tumoral, el analisis de supervivencia dividio en 4 grupos con diferentes
prondsticos®®:

a) Nla: afectacion de una sola estacion ganglionar.

b) N1b: afectacion de méas de una estacion ganglionar N1, o -N2al: afectacién de una
estacion ganglionar N2 sin afectacion N1 (“skip metastasis™).

c) N2a2: afectacion ganglionar de una estacion N2 y afectacion N1.

d) N2a2: afectacion de méas de una estacion ganglionar N2.

Zona supraclavicular

' 1 Ganglios cervicales bajos, supraclavicu-
lares y de la horquilla esternal

GANGLIOS MEDIASTINICOS SUPERIORES
Zona alta

. 2R Paratraqueales altos (derecha)
' 2L Paratraqueales altos (izquierda)
. 3a Prevasculares

‘ 3p Retrotraqueales
. 4R Paratraqueales bajos (derecha)
O 4| Paratraqueales bajos (izquierda)

GANGLIOS AGRTICOS

Zona subadrtica
@ 5 Subaorticos

O 6 Paraadrticos (aorta ascendente o frénico)

GANGLIOS MEDIASTINICOS INFERIORES
Zona subcarinica

(O 7 Subcarinicos

Zona baja
O 8 Paraesofdgicos (debajo de la carina)

O 9 Ligamento pulmonar

GANGLIOS N1

Zona hiliar/interlobar
© 10 Hilares

@ 11 Interiobares

Zona periférica
(© 12 Lobares
(© 13 Segmentarios
@ 14 Subsegmentarios

Figura 6. Mapa ganglionar de la Internacional Association for the Study of Lung Cancer (IASLC),
Recuperado de Rush V et al®°.
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De las diversas técnicas de estadificacion ganglionar mediastinica, se debe elegir la méas
eficiente, la més segura, la menos invasiva y la mas rapida en realizarse en cada centro

hospitalario, de esta manera que no se retrase el tratamiento del paciente.

2.1.1. TECNICAS NO QUIRURGICAS

La TAC permite la deteccidn de ganglios incrementados de tamafio y valorar el nimero
de estaciones ganglionares afectadas, segln los limites anatomicos establecidos®. Se
considera ganglio sospechoso cuando el eje menor es >10 mm. La sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) para la
identificacion de afectacion ganglionar por TAC es del 55%, 81%, 58% y 83%
respectivamente®.-62,

La PET-TC por su alto rendimiento diagnéstico se recomienda por las guias clinicas para
la estadificacion en el CP en pacientes candidatos de tratamiento radical®*®®. El
incremento de captacion de FDG (Standarised uptake value, SUV > 2.5) se considera
sugestivo de malignidad. La PET-TC muestra una mayor exactitud diagndstica (78-93%)
para la identificacion de afectacion metastasica frente a la PET y la TAC por separado?23,
Sin embargo, presenta una alta tasa de falsos positivos, en relacion con procesos
inflamatorios/infecciosos, que pueden producir un incremento de pruebas adicionales.
Por otro lado, los falsos negativos se producen cuando existen ganglios con infiltracion
tumoral infracentrimétricos, tumores con baja actividad metabdlica o presencia de bajo
flujo sanguineo. Por lo tanto, la PET-TC resulta insuficiente sin una técnica de

confirmacion cito-histoldgica.

La ecobroncoscopia sectorial es la técnica de eleccion recomendada por las diferentes
sociedades respiratorias y oncoldgicas (American Thoracic Society - ATS, European
Society of medical Oncology — ESMO- and American College of Chest Physicians -
ACCP) como primer paso minimamente invasivo, en la estadificacion ganglionar del CP.
Se debe realizar cuando exista afectacion ganglionar por TAC y/o PET-TC, y en los casos
con mediastino normal cuando se trate de un tumor primario >3cm, tumor central, exista
sospecha de afectacion N1 o tumor de bajo SUV), sobretodo de tipo adenocarcinoma
(Fig. 7)37:6164,
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Figura 7. Algoritmo diagnostico en la estadificacién ganglionar mediastinica del cancer

de pulmon. Recuperado de De Leyn et al %

2.1.2. TECNICAS QUIRURGICAS
Existen diferentes técnicas quirtrgicas para la exploracion del mediastino. La
mediastinoscopia cervical estandar descrita por Enric Carlens en 1954, fue utilizada para
la valoracién mediastinica en el CP, y asi evitar la realizacion de toracotomias
innecesarias. En la actualidad, la mediastinoscopia es un procedimiento que nos permite
la valoracion de mediastino anterosuperior, con un rol importante en la estadificacion del
CP, asi como en el diagnostico de lesiones primarias o secundarias. Mediante esta técnica
podemos acceder y biopsiar las estaciones mediastinicas paratraqueales superiores e
inferiores (2 y 4), las pretraqueales (3), las subcarinales anteriores (7) y eventualmente
las adenopatias en relacion con los bronquios principales. Las complicaciones son
escasas, pero algunas de ellas potencialmente graves (paralisis recurrencial izquierda,
lesion de grande vaso o lesion del arbol traqueobronquial). La sensibilidad es de 86% y
el VPN es de 94,5%%. La incorporacion de imagenes de video al mediastinoscopio
convencional ha hecho posible una mejor visualizacion de estructuras mediastinicas, asi

como mayor comodidad en el trabajo.
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La mediastinoscopia es considerada el “gold standard” en la valoracion ganglionar
mediastinica del CP. Sin embargo, es incompleta debido a que el mediastino es mas
amplio. La mediastinoscopia cervical extendida es una técnica que permite acceder a

las estaciones ganglionares paraadrticas y subaorticas (estaciones 5y 6), y esta indicada
cuando existe CP del pulmon izquierdo. Es compleja y con mayor riesgo de lesion
vascular. En el mismo sentido, la mediastinostomia anterior permite acceder al

mediastino anterior y medio, aunque es una técnica menos usada.

La linfadenectomia mediastinica video asistida (VAMLA) y la linfanectomia
mediastinica extendida via transcervical (TEMLA), son técnicas quirdrgicas invasivas

cuyo objetivo es la estadificacion precisa, mediante la extirpacion de los ganglios
linfaticos mediastinicos y del tejido circundante. La técnica TEMLA permite
adicionalmente la extirpacion de los ganglios en las estaciones 3a, 3p, 5 y 6. La
complicacién maés frecuente es la paralisis recurrencial izquierda. La sensibilidad y el
VPN para ambas pruebas, son mayores del 90%, siendo el rendimiento diagndstico

superior a la mediastinoscopia convencional®¢:®7.

La toracoscopia o la videotoracoscopia exploradora permite evaluar el mediastino
posterior y la cavidad pleural, asi permite el estudio amplio de las estaciones ganglionares
(2,3,4,5,6,7,8y9) aunque de un sélo hemitérax, y puede ser complementaria a otras
técnicas. Se puede realizar una linfadenectomia radical similar a la toracotomia, sino

existen adherencias pleurales firmes.

3. ECOBRONCOSCOPIA SECTORIAL

3.1. GENERALIDADES

La ecobroncoscopia sectorial o lineal es una técnica broncoscépica, que combina la
broncoscopia tradicional con la ecografia, de forma que permite la visualizacion de
estructuras adyacentes a la pared traqueobronquial como son los ganglios hiliares,
mediastinicos, lesiones mediastinicas o pulmonares.

La puncién aspiracion transbronquial guiada por ultrasonografia endobronquial (PATB-

EBUS) en tiempo real, es un procedimiento minimamente invasivo que ha
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demostrado tener un alto rendimiento diagnostico en la evaluacion del mediastino que

es comparable con la mediastinoscopia, e incluso superior si se combina con
ultrasonografia endoscépica (EUS) o la ultrasonografia endoscépica con
ecobroncoscopio (EUS-B)®7%8-70, Desde su comercializacion en el 2005, su uso se ha
incrementado en la practica médica, particularmente en el diagndstico y estadificacion de

la neoplasia pulmonar’.

Instrumento

El ecobroncoscopio posee un transductor convexo (5-12 MHz) en su extremo distal, que
emite un haz de ultrasonidos y proporciona una imagen sectorial a través de las estructuras
peritraqueobronquiales. A menor frecuencia, mayor profundidad y menor resolucion, lo
que es utilizado por la ecobrobroncoscopia sectorial para la puncion en tiempo real (Fig.
8). Las caracteristicas ultrasondgraficas de las adenopatias pueden predecir la afectacion
tumoral’?. Adicionalmente, se dispone de modo Doppler color y

modo H - FLOW (flujo de alta resolucion) que también permiten la identificacion de
patrones vasculares que ayudan a predecir afectacion metastasica’.

HOSP. GNAS. TRI

_ 4L w1
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Figura 8. Puncién aspiracion en tiempo real guiada por ecobroncoscopio sectorial de adenopatia.

Recientemente, la incorporacion de la elastografia, método que evalua la elasticidad o
rigidez relativa de un tejido mediante imagenes en color (rojo, amarillo, verde, azul), nos
ayuda a diferenciar lesiones benignas de malignas (lesion benigna mas blanda: rojo,
lesion maligna mas dura: azul) (Fig. 9). Esta técnica ha demostrado ser mas precisa en
caracterizacion ganglionar mediastinica sin embargo no reemplaza a los hallazgos

anatomopatoldgicos obtenidos por la PATB-EBUS".
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Figura 9. Modo elastrografia de adenopatia subcarinal. El color azul denota dureza, y es un signo de

malignidad.

3.2. INDICACIONES

Sus principales indicaciones son la valoracion de las adenopatias mediastinicas y/o
hiliares asi como el diagnéstico de tumores pulmonares adyacentes al arbol
traqueobronquial, y los tumores mediastinicos (Tabla 8). Las estaciones ganglionares
accesibles por EBUS son la 2, 3p, 4, 7, 10, 11 y 12, y mediante el EUS-B, se pueden

acceder a las estaciones 8 y 9, asi como visualizar las estaciones 5y 6 (Fig. 10).

Diagnostico y/o estadificacion de neoplasia pulmonar

Recidiva de la neoplasia pulmonar

Reestadificacion de la neoplasia pulmonar

Diagnostico de metastasis ganglionares de neoplasias extratoracicas
Diagndstico de tumores adyacentes a la via aérea central

Diagndstico de tumores mediastinicos

Diagnostico de enfermedades granulomatosas (sarcoidosis y tuberculosis)
Diagnostico de procesos linfoproliferativos

Obtencion de material para estudio molecular de neoplasia pulmonares y extratoracicas

Tabla 8. Indicaciones del uso de la ecobroncoscopia sectorial.
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Figura 10. Grupos ganglionares accesibles por EBUS o EUS.

Recuperado de Villman et al 7°.

3.3. UTILIDAD EN LA ESTADIFICACION DEL CANCER DE PULMON

La ecobroncoscopia es la técnica inicial de eleccion para la estadificacion ganglionar
mediastinica minimamente invasiva del cancer de pulmon, por su alto rendimiento
diagnostico en la evaluacion de los ganglios mediastinicos e hiliares. La estadificacion
por PATB-EBUS debe ser sistematica, y se recomienda empezar por las estaciones N3,
seguidas de las N2, y finalmente las N1 cuando sea necesario, y se deben de puncionar
cualquier ganglio de tamafio > 5mm, asi como obtener muestras de al menos 3 estaciones

N2/3 muestreadas®®®2.

Un metaanalisis que incluyd 1066 pacientes, y que valoré el rendimiento diagndstico de
la PATB-EBUS frente a la TAC y la PET-TC, obtuvo una sensibilidad del 90%,
especificidad de 98%, VPP de 99% y VPN de 93% .

Las guias clinicas de la ACCP para la estadificacion del a CP establecen 4 grupos basados
en los hallazgos de la TAC, lo que orientan a valorar la necesidad de confirmacion cito-
histoldgica (Fig. 11, Tabla 9)°°.
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Figura 11. Grupos de afectacion mediastinica. Adaptado de Silvestri et al®®.

Leve afectacion mediastinica.

o sospecha de N1.
Tumor periférico.

Mediastino e hilio normal.

Mediastino normal, pero tumor central

Extensa afectacion mediastinica.

100% No. Sdlo diagnostico.
60% Si
20-25% Si
5-10% No. Realizar tratamiento

directamente, si PET-TC negativo.

Tabla 9. Indicaciones para la confirmacion cito-histoldgica en la estadificacion mediastinica, basados en
hallazgos de TAC torax.

Al comparar la EBUS con técnicas invasivas como la mediastinoscopia, algunos autores

han comunicado que la sensibilidad de la PATB-EBUS para la deteccion de metastasis

mediastinicas e hiliares es equivalente o incluso superior, con una sensibilidad de la
mediastinoscopia en el rango de 68 a 79%, respecto a 81-87% para la PATB-EBUS™®"’.

En un estudio restrospectivo, se ha descrito una sensibilidad del 92,3% y un VPN del

96,3% de la PATB-EBUS para detectar afectacion metastasica ganglionar en ganglios
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radioldgicamente no patoldgicos (< 10 mm)’®. La prevalencia de metastasis ganglionar

mediastinica (N2) oculta en los casos con mediastino normal por PET-TC y/o TAC puede
llegar a ser de 17-22% 9%y la PATB-EBUS puede llegar a detectar hasta un 40% de
estos pacientes, y debe ser realizada particularmente en los pacientes que presentan
afectacion clinica N18L. Sin embargo, la necesidad de muestro de estaciones ganglionares
hiliares e interlobares contralaterales (estaciones 10 y 11) no es del todo conocida, en

casos sin afectacion N3 mediastinica negativa por PET-TC®,

El uso combinado del EBUS y del EUS-B, como técnicas complementarias, permite el
acceso a casi todas las estaciones ganglionares mediastinicas, con el consiguiente
incremento de la sensibilidad, del VPN y del rendimiento diagndstico (91,1%, 96,1%,
97,2%), respecto a cuando se realiza EBUS (nicamente (84,4%, 93,3%, 95,1%)%3.

3.4. UTILIDAD EN EL ESTUDIO MOLECULAR DEL CANCER PULMONAR

La identificacion de diferentes alteraciones oncogénicas en el CPNCP puede conducir a
la eleccion de un tratamiento especifico, y ser a la vez un factor pronéstico. La utilidad
de las muestras citoldgicas obtenidas mediante PATB-EBUS para el estudio molecular

ha sido valorada en diferentes estudios 8%, siendo factible en el 70-90% de los casos,
pero para biomarcadores aislados. Sin embargo, con el avance de estos tratamientos cada
vez se precisa mayor cantidad de material cito-histolégico para el analisis de un mayor

namero de posibles dianas moleculares o resistencias.

En el afio 2014, se publicaron las guias para la adquisicion y preparacion de muestras
obtenidas a partir de PATB-EBUS, para el diagnostico y estudio molecular del CPNCP.
Esa guia establecio que las diferentes muestras citoldgicas (extension o blogue celular)
son adecuadas para utilizarse en el estudio molecular, pero su utilidad va a depender de
la representabilidad de la muestra (nimero de células tumorales viables, porcentaje
tumoral) y de la sensibilidad de la prueba molecular. Asimismo recomienda realizar 4
punciones del ganglio para obtencion de material tumoral. No observo diferencias en
funcién de las técnicas de sedacién usadas, el tiempo de la prueba, el tipo de aguja, o el

nimero de pases por cada puncion®.
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Més recientemente, las guias de manejo terapéutico del CPNCP avanzado han
incorporado el tratamiento con inmunoterapia como los inhibidores del PD-L1
(programmed cell death protein 1), por lo que su determinacion es importante en este
grupo de pacientes®’. Un estudio reciente ha demostrado que las muestras citologicas
obtenidas por PATB- EBUS son adecuadas para su deteccidén con una elevada tasa de
éxito®’. En el mismo sentido, se ha evaluado la factibilidad de técnicas de NGS (next
generation sequencing) en muestras citologicas obtenidas por PATB-EBUS,
demostrando similar concordancia cuando se realiza técnicas de PCR o FISH para cada
gen®. Sin embargo, el NGS nos brinda mas informacion de posibles alteraciones

genéticas, pero se precisan de mayores estudios para la validacién de estos hallazgos.
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HIPOTESIS

- La determinacién de la prevalencia de afectacién ganglionar N3 (mediastinica o
hiliar/interlobar) en pacientes sin afectacion mediastinica por PET-TC (NO/N1)
mediante la estadificacion sistematica por PATB-EBUS, nos ayudara a valorar la

utilidad de estadificacion sistematica en este subgrupo de pacientes.

- La obtencion de muestras citoldgicas a partir de adenopatias mediastinicas e
hiliares y/o masas tumorales centrales en los pacientes con CPNCP avanzado
mediante PATB-EBUS y/o PAAF-EUS-B, podrian ser suficientes para la
determinacion de 7 alteraciones moleculares cuando se optimiza el tipo muestra

citologica (bloques celulares y/o extensiones en membrana).
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OBJETIVOS

1. Analizar la utilidad y rendimiento diagnostico de la estadificacion mediastinica
sistematica mediante la PATB-EBUS en pacientes con CPNCP sin afectacion
mediastinica por PET/TC (NO/N1).

2. Determinar la prevalencia de afectacion ganglionar N3 (mediastinica, hiliar e
interlobar) en pacientes con cancer de pulmon sin afectacion mediastinica por
PET/TC (NO/N1).

3. Valorar las tasas de éxito (completo, parcial e individual) para la determinacion
de diferentes alteraciones moleculares (EGFR, KRAS, ALK, ROS-1, ERBB2,
BRAF y MET), a partir de diferentes muestras citologicas (bloques celulares
y/o extensiones en membrana o extensiones silanizadas) obtenidas mediante
PATB-EBUS y/o PAAF-EUS-B en pacientes con CPNM avanzado.

4. Valorar diferentes muestras citoldgicas obtenidas por ecobroncoscopia para el

estudio molecular en pacientes con CPNCP.
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V. MATERIALY METODOS
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Is it necessary to sample the contralateral nodal stations by
EBUS-TBNA in patients with lung cancer and clinical NO/N1

on PET-CT?
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RESUMEN

Objetivos: La estadificacion mediastinica sistematica (muestreo de todos los ganglios
visibles que miden > 5 mm desde la estacion N3 a la N1), independientemente de la
PET/TC (tomografia por emision de positrones/tomografia computarizada) mediante
aspiracion con aguja transbronquial por ultrasonido endobronquial (PATB-EBUS) es un
paso decisivo en pacientes con cancer de pulmon de células no pequefia (CPCNP).
Analizar la prevalencia de la enfermedad N3, asi como de la utilidad de la estadificacion
sistematica en el subgrupo de pacientes que se sometieron a la estadificacion PATB-
EBUS sin mostrar lesiones mediastinicas en la PET/TC (NO/N1).

Material y métodos: Se realizé un analisis retrospectivo de una base de datos recolectada
prospectivamente que incluy a 174 pacientes con un diagndstico final de CPCNP, con
enfermedad NO/N1 en la PET/CT que se sometieron a una estadificacion sistematica de
PATB-EBUS.

Resultados: Se incluyeron 174 pacientes consecutivos. La PATB-EBUS sistemaética
detectd afectacion mediastinica N2 en 21 (12%) casos, y no se detectaron casos de
enfermedad N3 (ni hiliares ni mediastinicos). De los 153 pacientes restantes NO/N1
mediante la PATB-EBUS, 122 se sometieron a reseccion pulmonar que reveld 4 casos de
enfermedad N2, mientras que se confirmd que 117 eran NO/N1. Treinta y tres pacientes
con enfermedad NO/1 mediante la PATB-EBUS, no se sometieron a cirugia y fueron
excluidos para el célculo del VPN. La sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo
negativo (VPN), el valor predictivo positivo (VPP) y la precision diagndstica del EBUS
sistematico fue del 84%, 100%, 96,7%, 100% y 97% respectivamente.

Conclusion: La PATB-EBUS sistematica es un método muy preciso para la
estadificacién de los ganglios linfaticos en pacientes con CPNCP sin afectacion
mediastinica en la PET/TC. A la espera de méas estudios, la ausencia de compromiso
ganglionar hilar contralateral en nuestra serie, cuestiona la necesidad de un muestreo hilar

contralateral en este subgrupo de pacientes.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywarddi: (jechives: Systematic mediastinal staging (sampling all visible nodes measuring = 5 mm from N3 stadon o N1,

lung canus regandless of PET/CT (positron emission tomography‘compuied tomography) by endobronchdal ultrasound

Stagisg lung cancis manshronchial needle aspiration (EBUS-TBNA) is a decisive step in patients with mon-small cell lung cancer

Esdubrunchisl ulrasend (NSCLC). We analyzed the prevalence of N3 disease and the wmility of systematic staging in the subgroup of

m-s'"':?"'ém patients who underwent EBUS TENA staging withowt showing medisstina] lesions on the PET/CT (MO/NLL

! Material and methods: ‘We conducted a retrospective analysis of a prospectively collected database that included

174 patents with a final diagmosis of MSCLC, with NO/M1 disease on PET/CT who underwent a systematic EBLS.
TRMA staging.
Eesufts 174 consecutive padents were included. Sysiematic EBUS-TENA detected N2 mediastinal involvement
in 21 (12 %) cases, and no cases of N3 disease were detected (neither hilar nor mediastinal]. ©f the remaining
153 patients NO/N1 EBUS.TBMA, 122 underwent lung resecticn that revealed 4 cases of N2 disease while 117
were confirmed to be NOy/M1. Thiny-thres patients with N0y disease after EBUS- TENA did nod undergo surgery
and were excluded for the NPY calculation. Sensitivity, specificity, negative predictive value [NFV), positive
predictive valse (PPY) and overall accuracy of systematic EBUS was B4 %, 100 %, 9.7 %, 100 % and 57 %
respectively.
Conclsion: Systematic EBUS TBMA is & very accurate method for lymph node staging in patents with MSCLC
withoui mediastinal involvement on FET/CT. Pending more studies, the absence of contralateral hilar modal
imvolvement in our series, questions the meed for o contralateral hilar sampling in this subgroup of patients.

1. Introduction Tharacic Surgeons (ESTE) and the European Society of Gastrointestinal

Endescopy (ESGE) joint guidelines for precperative staging of RSCLC

In patients with non-small cell lung cancer [NSCLC), accurate
mediastinal lymph node of staging becomes crucial to determine the
prognosis of the disease and the choice of treatment [1]. Computerized
tomography (CT) and Positron Emission Tomography CT (PETACT)
with 18F-fluorodeoxyglucose (18F-FING) are usually the initial non-in-
vasive staging technigques, followed by endobronchial ultrasound
guided transbronchial needle aspiration (EBUS-TENA), a mimimally
invasive procedure with great diagnostic accuracy [Z].

The European Respiratory Society (ERS), the European Society of

recommends EBUS-TENA as a first choice technigue for invasive med-
iastinal staging [2,4]. According to these guidelines, as a minimum
requirement, EBUS-TBNA should sample at least three different med-
iastinal nodal stations {4 B, 4 L, 7) in patients with NSCLC and an ab-
normal mediastioum by CT or CT-PET (Recommendation grade D) [4].
Other authors have proposed to perform systematic nodal sampling:
sample all lymph nodes measuring =5 mm, with a minimum of three
N2/N3 stations, starting with contralateral N3 nodal stations, followed
by NZ stations and finally N1 lymph nodes when required [5.6]. A
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recent study has demonstrated that, in patients with a PET/CT showing
N2 disease, systematic EBUS-TBENA procedure has obtained more
clinically relevant information (in 13 % of cases) compared with sam-
Ming only FOG-avid nodes [7].

In absence of mediastinal involvement on PET/CT the reported
prevalence of occult mediastinal lymph node disease is abowt 15=20%,
thus a histological confirmation is required [4,8-10]. Several clinical
features have been associated with a greater risk of hidden mediastinal
lymph node disease in a normal PET/CT like: N1 involvement on PET/
TC, central-located tumors, primary fumor without FDG uptake and
tumors measuring more than 3 cm in the long axis [2,4,11]. A recent
meta-analysis that inchsded patients with normal mediastinum under-
going EBUS-TBMA showed a pooled prevalence of mediastinal nsdal
involvement of 12.8 %, with a 7 % probability of having an occult
metastasis after a negative EBUS. TENA [15].

As the exactly prevalence of N3 oocult disease in patients with
normal PET,/TC is unknown [5,12-14], it raises the question whether
some nodal stations, especially in case of hilar N3 stations, could be
spared from sampling in patients with normal mediastinum on PET/CT.
Recently, a review by Murgu [11] questions the importance of assessing
the N3 hilar stations, concluding that studies in this field are needed.

The aim of this study is to evaluate the diagnostic performance of
systematic EBUS.-TBNA (sampling all visible lymph nodes= 5 mm by
ultrasomography, from station N3 to N1) in KSCLC patients without
meedizstinal involvement on PET/CT (NO/N1) and describe the pre-
valence of N3 disease (both hilar and mediastinal) in this group.

2. Patients and methods

2.1, Dexign

This is a retrospective analysis of a prospectively collected single.
center database that included conserutive patients with final diagnosis
of NSCLC without mediastinal imvalvement on PET/CT who underwent
systematic EBUS-TENA for mediastinal staging.

2.3, Potients

Patients with confirmed NSCLC without mediastinal invelvement cn
PET/CT who underwent systematic EBUS-TENA for mediastinal staging
from Jamuary 2010 to June 2017 were included. All the patients met the
criteria of hidden mediastinal disease including: N1 disease, central
tumor ar tumor =3 cm [2,4,11]. Normal mediastinom on PET/CT was
defined when none of the nodes showed an absolute maximum value of
standardized uptake (5UVmax) = 25, and/o a rato between the
SUVmax of the mediastinal lymph nodes divided by the SUVmax of the
tumor of = 0.5 [4,12,14]. All patients signed written informed consents
and the study was approved by the Ethic Committes.

Patients without mediactinal disease after EBUS-TBNA underwent
mediastinoscopy and for lung resection surgery, according to the tomar
board decision of our center. Inoperable patients were excluded for the
amalysis of NPV. Systematic nodal dissection (SND) during lung resec-
tion surgery was considered the gold standard [15]. SND

23, Lymph node sampling

Systematic EBUS-TBNA staging included sampling of any lymph
node measuring = 5 mm starting fram N3 hilar stations, followed by
mediastinal N3 stations, then N2 stations and fnally N1 stations as long
as the rapid on-site examination (ROSE] by the pathologist did not
detect malignancy [10,15]. If N3 disease was detected, the procedure
was then terminated. In cose of M2 involvement, the needle was
changed, and the sampling procesded to the rest of N2 stations.

Linear EBUS was performed (BFUCIS0 F, Olympus Optical Co Lid.,
Tokyo, Japan], under loral anesthesia and sedation, using topical li-
docaine spray amd intravenous midazolam, propofol, and/or fentany in
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acoordance with standard recommendations [16]. All mediastinal, hilar
and lobar nodes with a short-axis of =5 mm identified during the
procedure were targeted under direct ultrasound visualization with a
EBUS-TEMA 22-gauge cytology needle (NA-2015X-4022, (dympus Op-
tical Co Ltd.) [17], under negative pressure.

Z.4. Pathological examination

The aspirated material was placed on slides and examined in situ by
the pathologist (rapid on-site evaluation, ROSE) using rapid hematox-
ylin, who evaluate the viability of the sample, and classified them as
“normal tissue”, “malignant”, or *non-satisfactory” [1E].

2.5, Seotistical analysis

[ata were entered into a database and analyzed using SPSS software
(SPSS Inc. Released 2009, PASW Statistics for Windows, Version 18.0.
Chicagoe SPSS Inc). Categorical variables were expressed as absolute
and relative frequencies, continoous variables as means plus standard
deviation (8D), and non-normally distributed data as medians plus in-
terguartile range (IQR].

The sensitivity, specificity, NPV, PPV and overall accuracy of sys-
tematic EBUS-TEMA staging were caloulated. In patients who EBUS-
TBNA showed mediastinal disease, the prevalence of disease N3 and N2
were evaluated separately.

3. Resules

174 patients with normal mediastinom in PET/CT were included.
Patient’s characteristics are shown in Tabl: 1. PET/CT showed NO
disease im 119 (68.3 %) patients and N1 disease in 55 (31.7 %). A
meedian of 9 (Range 1-19) lymph nodes per patient and a median of 5
(Range 1-8) nodal stations (both hilar amd medizstinal) per patient
were sampled. o complications soourred during systematic EBUS.
TENA.

EBUS-TBNA did mot show any case of N3 disease, neither hilar nor
mediastinal (Fig. 1) In 21 patients {12 %) systematic EBUS-TBMA di-
agnosed M2 disease (20 cases NZa, 1 case K2b) and were excloded for
surgery, while the remaining 153 patients (E7.9 %) were staged as NO/
K1 after EBUS-TENA. OF these 153 patients, 32 inoperable patients (for
poor lung function or comorbidities), underwent radiotherapy, Stereo-
tactic Ablative Body Radiosurgery (SABR) or palliative treatment. 121
patients (BB N0 and 33 N1 after ERUS) underwent hung ressction with
EMD, with a median of 20.08 lymph nodes (Range 14-25) and a median
of 5.23 nodal stations (Range 5-6). SND confirmed ROyN] disease in
117 (96.7 %) patients and N2 dissase in 4 patients (3.3 %). In 3 out of
these 4 patients the nodes were not reachable by EBUS-TENA (stations

Tahle 1
Patients characteristics.

Paents chasaelisistie

EET)
Sex (n; %)
Fimtale 147 (B4.5 )
ale 7 {155 %)
Histaslogical disgnesis (%)
AdisntarcEoma 1 {86 W)
Squamoe-oel] canines & (307 %)
Large-sell cancinssia I{L7 %)
BISCLC st sl {126 %)
T loealios (i %)
Right uipper lobs &3 (362 %)
Blihellas Jonlat 10 (5.7 %)
Right lovisis bl 32 (184 %)
Lat i loabse 53 (305 %)
Ly st Binka: 16 (9.2 %)
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Sanmd 6], thus canmaot be considered a really false negative resule for the
technigue but a technical limitation. Four patients underwent medias.
tinoscopy before SN (tumor board decision for patients comorbdadity ],
that resulted negative for mediastinal disease [Fig. 11

Twenty-five patients presented N2 diseaze: 21 diagnoses by means
of systematic EBUS-TEMA and 4 patients through SND. Thus, the pre-
valence of N2 disease inour series was 14.4 %, of these, only 3 patients
{125 %) presented enlarged mediastinal nodes on CT. The prevalence
of N2 disease was higher in patients with N1 dis=ase in PET,/CT than in
those with N diseass (29 % vs 7.56 %) There was no cases of hilar or
mediastinal N3 disease. The prevalence of N2 disease was higher in
patients with N1 disease in PET/CT than in those with NO disease (29 %
vs 7.56 %). The sengitivity, specificity, NPV, PPV and diagnostic ac-
curacy of systematic EBUS- TENA in patients with normal mediastinm,
was 84 %, 100 %, 96.7 %, 100 % and 97 % respectively.

4, Discussion

Our study on NSCLC patients without evidence of mediastinal dis-
ease an PET/ACT who underwent a systematic EBUS-TENA staging, de-
mamstrates an absence of contralateral mediastinal and hilar disease
(N3 It can be suggested that, pending on further studies, during sys-
tematic EBUS-TEMA staging procedure in patients with normal med.
izstinum an PFET/CT, sampling of hilar M3 stations could be spared. This
would mean mimimizing anesthesia time, effort and possible compli-
cations of unmecessary samplings during EBUS-TENA. A previous re:
view [11] has questionsd the need for analysis of contralateral N3 in
staging NSCLC, asked if it is pecessary to puncture the contralateral
stations 10 and 11 and demanded more evidence that address this
point. Considering these results, we believe we could assess the possi.
bality of not puncturing the N3 station, at least hilar, in the procedures
of patients with normal mediastinum, and thus minimizing the time of
exploration, reducing the time of sedation, amd the number of punc.
hares.

In the last year two meta-analysis focused on EBUS.-TENA in pa-
tients with normal mediastimum on PET/CT have been published. Both
have showed fgures of NFV over 90 % but with poor resulis in sensi-
tivity (49 %). In one of this meta-analysis more than a half of the pa-
tients had = 2 sampled nodes per patient during EBUS-TBENA, which iz a
number that we consider insufficient. In our series, a median of 9 nodes
amd a median of 5 nodal stations per patient were sampled during
systematic EBUS-TBNA to oblain a sensitivity of B4 %. In our opinion,
in this population only with high level of thoroughness & possible to
achieve high figures of sensitivity. In both meta-analyss, the described
prevalence of occult mediastinal disease ranged from 6 to 24 % [19,22].

Some of the studies included in these two meta-analysis did not
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differentiate between N2 and N3 disease, while those that differentiated
between K2 and N3 reported a poaled prevalence of N3 disease always
lower than 1 %. Forthermore, studies that investigated the usefulness of
other invasive staging methods in patients with N0/1 on PET/CT have
alsy described a low prevalence of N3 disease [20,21].

Our study specifically amalyzes the contralateral N3 station hilar,
Additionally, our study showed a prevalence of 14 % of hidden N2 in
patients with normal mediastinom on PET/CT, which coincides with a
previcus series [B-101 It has already been demonstrated that EBUS-
TEMA is a safe and effective method for the diagnosis of mediastinal
disease [49,10].

Proceeding or not to mediastinoscopy after a negative EBUS-TBNA
iz a question for debate. Given that the reported NPY for EBUS-TBENA in
patients with NO/1 disease on PET/CT is wery high, patients could di-
rectly procsed to lung resection [19]. Some authors suggest that med.
fastinoscopy is not required preoperatively in patients with radi-
ologically normal mediastinum and negative EBUS-TENA [19]. In our
series, anly four patients, with impaired lung function and expected
poeumonectomy underwent cervical medisstinoscopy 1o gain cone
fidence before surgery. Mediastinoscopy did not confirm mediastinal
invalvement in any of the four mentionsd patients. In our study, only
four out of 121 patients who underwent hmg resecton surgery pre.
sented N2 disease. Three of these patients presented nodal involvement
in stations not reachable by EBUS-TBMA. Cur results confirm that, in
patients with NO/1 disease on PET/CT, the posttest probability of
meediastinal involvermnent after a negative systematic EBUS-TBNA sta-
ging i% so low NPV 96.7 %) and the benefit of proceeding to medias.
tinoscopy i controversial. In this senge, a recent study comparing
EBUS-TENA with mediastinoscopy did not show any cases of N3 hilar
invalvement, and only 3 cases of contralateral mediastinal imvolvement
in station 5 [5].

In conclusion, our study demonstrates that systematic EBUS-TBNA
is an accurate method for mediastinal lymph node staging in patients
with NSCLC and normal mediastinam on PETACT. The prevalence of N3
disease in our series was 0 %. Given this low prevalence, sampling of N3
hilar stations could be spared during a systematic EBUS- TENA staging
procedure in this clinical sstting.
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RESUMEN

Introduccion: Las muestras citoldgicas obtenidas mediante puncidn aspiracion guiada
por ecobroncoscopio (PATB-EBUS) son importantes en el estudio diagndstico, estadiaje
y perfil molecular en el carcinoma de pulmén no célula pequefia (CPNCP).

Objetivo: Valorar la tasa de éxito del estudio completo, parcial e individual de
alteraciones moleculares en muestras ganglionares mediastinicas 0 masas pulmonares
obtenidas por la PATB-EBUS y/o por via esofagica con ecobroncoscopio (PAAF-EUS-
B) en pacientes con CPNCP.

Meétodos: Estudio prospectivo que incluyeron 90 pacientes con CPNM no escamoso, 0
escamosos no fumadores. Las muestras citoldgicas se distribuyeron en dos grupos. Grupo
1: extensiones en membrana y/o bloques celulares para la determinacién de mutaciones
de EGFR, KRAS, ERBB2 y BRAF. Grupo 2: bloques celulares en silano para
reordenamientos de ALK, ROS-1 y amplificacién de MET.

Resultados: La tasa de éxito para 4 alteraciones moleculares (EGFR, KRAS, ALK y ROS-
1) fue 78,6%, mientras que para 7 determinaciones fue 44%. La tasa de éxito individual
para EGFR fue 97%, KRAS 96,3%, ALK 85%, ROS-1 82,3%, ERBB2 71,4%, BRAF
67,7% y MET 81,1%. No se evidenciaron diferencias significativas (p=0.489) en el
namero de determinaciones moleculares (1-3 vs. 4) en el grupo 1, en funcion de los tipos
de muestras (bloque celular vs. membrana vs. bloque celular y membrana).
Conclusiones: En pacientes con CPCNP, el material citol6gico obtenido mediante la
PATB- EBUS y/o la PAAF-EUS-B es suficiente para el estudio molecular individual y
parcial en la gran mayoria de los casos. Las extensiones en membrana como los bloques

celulares son muestras validas para analisis molecular.
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KEYWORDS Abstract

Lung cancer; Introduction: Cytological samples obtained by endobronchial ultrasound (EBUS) are capital for
Molecular analysis; diagnosis, staging and molecular profile in non-small cell lung carcinoma (MSCLC).
EBUS-TBNA; Objective: To assess the success rate of complete, partial and individual of molecular anal-
EUS-B-FMA; ysis in samples obtained by EBUS-guided transbronchial needle aspiration (TBMA) and/or by
Cell block; oesophageal ultrasound-guided fine needle aspiration with an echobronchoscope (EUS-B-FNA)
PEM membrane slide in patients with NSCLC.

Methods: Prospective study including 90 patients with non-squamous MSCLC, or non-smoking
squamous. Cytological samples were classified into two groups. Group 1: PEN membrane slide
and/or cell blocks for the determination of mutations of EGFR, KRAS, ERBB2 and BRAF. Group
2: silane coated slides or cell blocks for rearrangements of ALK, RO51 and MET amplification.
Results: The success rate was 78.6% for 4 molecular alterations (EGFR, KRAS, ALK and ROS51),
and 44% for 7 determinations. The individual success rate for EGFR was 97%, KRAS 96.3%, ALK
#5%, ROS1 82.3%, ERBB2 71.4%, BRAF 67.7% and MET 81.1%. There were no significant differences
(p=0.489) in the number of molecular analyses (1-3 vs. 4) in group 1, depending on the types
of samples (cell block vs. PEN membrane slide vs. cell block and PEN membrane slide).
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Conclusions: In patients with NSCLC, the cytological material obtained by ultrasound-guided
needle aspiration is sufficient for individual and partial molecular analysis in the vast majority
of cases. Membrane slides such as cell blocks are valid samples for molecular analysis.

@ 2020 Sociedade Portuguesa de Pneumologia. Published by Elsevier Espafa, 5.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses /by-

nc-nd/4.0/).

Introduction

Lung cancer is the most frequent malignant neoplasm and
the main cause of cancer mortality.’ NSCLC accounts for
B5% of all lung cancers, with adenocarcinoma as the most
prevalent histological subtype.’” Currently, the identifica-
tion of different oncogenic alterations leads to oncospecific
treatment which improves the overall response rate and
progression-free survival in this group of patients.”*

The diagnostic and/or staging process includes differ-
ent minimally invasive and invasive techniques to obtain
cytological and/or histological material, which provides dif-
ferentiation of the histological subtype and identification
of molecular markers according to treatment guidelines.”*
EBUS-TBNA is a cost-effective tool for obtaining cytological
samples safely, less invasively, and with a lower complication
rate, when compared to surgical techniques.”" Several stud-
ies have shown that the performance of isolated molecular
determinations is feasible in 70-90% of samples obtained
by EBUS-TBNA."'" Mevertheless, for newer onco-targeted
treatments, a greater amount of cyto/histological material
is required in order to analyse a greater number of possible
molecular targets or resistances.

The main objective of our study was to assess the success
rate in the determination of molecular alterations (EGFR -
epidermal growth factor receptor, KRAS - Kirsten rat sar-
coma viral encogene homolog, ALK - anaplastic lymphoma
receptor tyrosine kinase, RO51 - prote-oncogene tyrosine-
protein kinase ROS, ERBB2 - erb-b2 receptor tyrosine kinase
2, BRAF - v-Raf murine sarcoma oncogene homolog B1 and
MET - tyrosine-protein kinase Met) in a complete, partial
and individual way, from samples obtained by EBUS-TBNA
and/or EUS-B-FNA in patients with NSCLC. The secondary
objectives of this study were to study its prevalence in our
population, and to compare the usefulness of different cyto-
logical samples for mutation analysis.

Methods
Patients

This is an observational prospective study conducted in
a tertiary hospital in patients with suspected or known
NSCLC undergoing EBUS-TBNA and/or EUS-B-FMA for diag-
nosis and/or staging study, from January 2013 to December
2016. The inclusion criteria were patients with advanced
stages (IlIB, IV), or stage [llA non-tributary of surgical
treatment, and cases with suspected recurrence or disease
progression, in the absence of an active treatment.

Current smokers with squamous carcinoma were
excluded. Qur study was approved by the Ethics Committee
of our hospital (PI-14-073), and the patients signed informed
consent forms.

Procedures

TBMA or FMNA were performed under local anaesthesia with
lidocaine, and with moderate sedation with midazolam,
propofol and/or remifentanil. The convex probe EBUS (UC
180F, Olympus Optical Co Ltd., Tokyo, Japan) was used, and
sampling was performed with the 22-gauge cytology needle
(MA2015X-4022; Olympus Optical Co, Tokyo, Japan). Medi-
astinal and/or hilar nodes with a diameter of the minor axis
=5mm and central masses were punctured. The broncho-
scopist proceeded from nodes in regions corresponding to
N3 disease to regions of N1 disease.” We performed 1-7
punctures per node and/or mass with a maximum of 15
revolutions per puncture, and negative pressure was used
(—20¢cmH;0) in most cases.

Preparation of cytological samples

The aspirates obtained were placed on slides, fixed with 96%
ethanol and stained with haematoxylin. Rapid on-site evalu-
ation (ROSE) was performed by a cytopathologist. Aspirates
were considered satisfactory with the following criteria: (1)
Benign: 40 lymphocytes per high-power field in cellular areas
of the smear and/or clusters of pigmented macrophages
without evidence of malignant cells or (2) Metastatic:
presence of malignant cells. 5amples were considered inad-
equate if they showed only bronchial/oesophageal cells,
erythrocytes or necrotic tissue.

From the metastatic aspirate, two cell blocks+PEN
(polyethylene naphthalate} membrane slide (Carl Zeiss,
membrane slide NF 1.0 PEN, Germany) were prepared, and
if it was not feasible {(even with procoagulants), 4 exten-
sions were performed on silane coated slides, and 1 PEN
membrane slide. The cell blocks were prepared by air-drying
the slides to clot, fixed in 10% formalin, and subsequently
analysed in laboratory. Blocks were included in paraffin
and sectioned (4 pm thickness, 8-10 slides), two for with
haematoxylin-eosin staining, two slides for immunchisto-
chemistry staining (IHC) such as thyreid transcription factor
1 (TTF-1) and/or p40, the remaining slides were later used
for sequential molecular analysis (Fig. 1).

The samples obtained were divided into two groups.
Group 1: PEN membrane slide and/or cell blocks and were
used to perform PCR for molecular analysis of EGFR, KRAS,
BRAF and ERBBZ. Group 2: silane coated slide or cell blocks
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Figure 1  Algorithm of sequential molecular analysis. EGFR:
epidermal growth factor receptor; KRAS: kirsten rat sarcoma
viral oncogene homolog; ALK: anaplastic lymphoma receptor
tyrosine kinase; ROS1: protooncogene tyrosine protein kinase
ROS; ERBB2: erb-b2 receptor tyrosine kinase 2; BRAF: v-Raf
murine sarcoma oncogene homolog B1; MET: tyrosine-protein
kinase Met.

and were used to perform FISH technigues for ALK, RO51,
and MET studies.

Laboratory methods

Detection of EGFR, KRAS, BRAF, ERBB2 genes mutations
The polymerase chain reaction (PCR) technigue was used
from cell blocks or membrane slides, where tumour cell
extraction was performed using laser microdissection tech-
niques (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Minchen, Germany).
DNA was extracted with phenol-chloreform-isoamyl alco-
hol. If tumour cells were <200, a lysis buffer with proteinase
K compatible with the PCR buffer was used (Ecogen,
Barcelona, Spain). For the determination of deletions of
exon 19 of the EGFR, the GeneScan technigque (Applera,
Norwalk, CT, USA) was used, while for the detection of the
LB58R mutation of exon 21 and T790M of exon 20 the Tagman
technique was used (Applied Biosystems).

Genomic KRAS codons 12 and 13 mutations were assessed
by the Sanger technique. Tagman technique was used for
V600 mutations in BRAF and exon 20 in ERBB2.

Detection of ALK, ROS1 genes rearrangements and MET
gene amplification

Fluorescence in situ hybridisation (FISH) was used with the
following probes: the Vysis ALK Break-Apart (Abbott Molecu-
lar, Inc., Des Plaines, IL, USA) for ALK, ZytoLight® SPEC ROS1
Dual Color Break Apart (ZytoVision, Bremerhaven, Germany)
for ROS1, and ZytoLight® MET/CEP 7 Dual Color (ZytoVision,
Bremerhaven, Germany) for MET. After dewaxing, the slides
were processed with the Histology FISH Accessory kit (Dako,
Denmark) and hybridisation titration was carried out with
an Olympus BX51 fluorescence microscope. A minimum of 50
tumour cells was necessary. For ALK and ROS1 genes rear-
rangements, samples were considered positive when =15%
of the cells showed a positive hybridisation pattern. For the
MET gen, the criteria described by Noonan et al.'" was used
according to a ratio of MET /centromere =>1.8.

Statistical analysis

Categorical variables were expressed in relative and abso-
lute frequencies; continuous variables in mean and standard

deviation when they presented a normal distribution, or as
median and interquartile range when they did not present a
normal distribution.

The success rate for the complete or individual molecular
analysis in the samples obtained by EBUS-TBNA or EUS-B-
FNA was calculated. The relationships between categorical
variables were analysed using the chi-square test or Fisher's
exact test. Values of p<0.05 were considered statistically
significant. Data were analysed using IBM 5P55 software ver-
sion 24.0 (SPS5 Inc., Chicago, IL, USA).

Results
Patient characteristics

Ninety patients were included in the study. In 54 cases (60%),
EBUS/EUS-B was the first diagnostic procedure performed.
Seventy-one patients (78.9%) had a diagnosis of adenocarci-
noma. Baseline characteristics are shown in Table 1.

Of the 12 pulmonary lesions (24-63mm of short-
axis diameter) and 329 hilar and/or mediastinal lym-
phadenopathies punctured, 114 (30.6%) were malignant.
The most frequently punctured metastatic lymph nodes sta-
tions were 7 (33), 4R (30}, 4L (12} and 10/11/12 (11).
The mean short-axis diameter of the lymph node was
13.3+6.8mm and the average number of punctures per
node was 3 (range 1-7).

Histological subclassification

In 35 cases (39%), the final diagnosis was obtained by mor-
phological assessment, while IHC (TTF-1, p40) was used in 53
(58.9%). A definitive subtyping (morphology and/or IHC) was
achieved in B2.2% vs. 17.8% of carcinoma NOS (not otherwise
specified). In this subgroup of 14 cases, both morphological
assessment and IHC were inconclusive, while in 2 cases |HC
was not performed because the material for the molecular
analysis was prioritised.

Molecular analysis

In 96.7% cases it was feasible to start the sequential molec-
ular analysis. The samples obtained were insufficient in the
remaining 3 cases: one corresponded to re-staging (difficulty
obtaining viable material post neoadjuvant inflammatory
changes), and silane coated slides and PEN membrane slides
did not contain enough tumour cells for molecular detection
in the other two. In the first case, the patient underwent
palliative treatment due to deterioration of general condi-
tion, while in the other two cases a second procedure was
performed [puncture of the primary mass by CT-guided per-
cutaneous transthoracic needle biopsy (CT-guided PTNB) and
by EBUS].

IHC was performed in both sufficient and insufficient
samples for complete molecular analysis (65.5% vs. 60%,
p=0.115).

A partial molecular analysis (EGFR, KRAS, ALK and RO51)
was performed in 78.6% of patients, while complete analysis
was carried out in 44% of cases. Table 2 details the individual
results for each molecular detection.
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Table 1 General characteristics of patients.
Baseline characteristics Patients (n="90)
Age 65.249.4
Sex, n (%)
Male 74 (82.2%)
Smoking history, n (%)

Never-smoker B (9%)

Former smoker 35 (38.8%)

Current smoker 47 (52.2%)

Histological type, n (%)

Adenocarcinoma 71 (78.9%)

Squamous carcinoma 3 (3.3%)

Carcinoma NOS 16 (17.8%)

Stages, n (%)

Inoperable 1I1A 31 (34.4%)
Multi-level N2 11
Persistent N2 5
Poor lung function 1
Performance status 3-4 4

{1133 16 (17.8%)

v 43 (47.8%)

Procedure

EBUS-TBNA 76 (84.4%)

EUS-B-FMA 11 (12.2%)

Both 3(3.3%)

Molecular study, n (%)
Yes B7 (96.7%)
No 3(3.3%)
Final treatment

Oncospecific 11 (12.2%)

Conventional (chemotherapy and/or 62 (68.9%)

radiotherapy)

17 (18.9%)

None — (rapid — progression — or — poor — performance)

Carcinoma NOS (not otherwise specified) type; EBUS-TBNA
{endobronchial  ultrasound guided biopsy); EUS-B-FNA
{oesophageal ultrasound-guided fine needle aspiration with an
echobronchoscope).

Mutations in the EGFR genes were detected in thirteen
cases (15%), 12 of them (92.3%) belonging to the adenocar-
cinoma subtype. Mean age was 67.84+10 years, 38% were
women, and 5 cases corresponded to never-smokers. The
most frequent mutation was the deletion of exon 19 (54%).

Molecular analysis by group

In group 1, it was feasible to carry out 4 determinations in
38 (44%), while only 1-3 mutations could be studied in 49
(56%). There were no significant differences in the number of
molecular determinations (1-3 vs. 4) (p=0.489) when sep-
arated by sampling subgroups between: (1) cell block, (2)
PEN membrane slide, and (3) cell block and PEN membrane
slide (Table 3).

In group 2, it was feasible (70/81) to carry out 3 deter-
minations (ALK and/or ROS1 and/or MET) in 86%. Of these,

complete analysis was performed in 28 cases (34.6%), and
only 2 in 38 cases (47%).

Discussion

The results of our study showed that the cytological sam-
ples obtained by EBUS-TENA or EUS-B-FMA, mainly cell
blocks and PEN membrane slides, has had a high success
rate for sequential molecular analysis, both partially and
individually. The College of American Pathologists (CAP),
the International Association for the study of Lung Cancer
(IASLC) and the Association for Molecular Pathology (AMP)
jointly issued guidelines for routine testing of biomarkers
in lung cancer and recommended performing the EGFR, ALK
and RO51 genes rearrangements as a first step, and KRAS only
if the studies of the first step are negative.® In our series,
the partial success rate with these 4 biomarkers was around
B0%. However, the individual success rate decreased with
the sequential analysis, so that EGFR detection was 96.6%
while for BRAF it was 67.7%. These results could be explained
by the loss of tumour material during the cell block cuts,
scraping tumour cell from PEN membrane slide by manual
or laser microdissection, or by the delay in processing fresh
slides.”

The usefulness of cytological samples obtained by
EBUS/EUS-B for molecular analysis has been assessed in dif-
ferent studies, with 2 or 3 molecular alterations studied in
most of them.” >3- |n our series, by applying a protocol
for obtaining cytological material, effectiveness was opti-
mal (96.7%) to start sequential molecular analysis, and it
was up to 44% favourable for 7 biomarkers. Jurado et al."”
observed that in 82% (42/56) of cases, enough cytological
material was obtained for molecular testing (EGFR, ALK and
KRAS), while in our study there were 4 detections (EGFR,
KRAS, ALK and RO51) in 78.6% of cases, which was similar
but with an additional biomarker in our series. Folch et al.'®
compared the detection of 3 biomarkers (EGFR, KRAS and
ALK} in cytological samples (cell blocks) obtained by EBUS,
with samples obtained by other techniques (surgical biopsy
of mediastinal and hilar nodes, bronchial biopsies, CT-guided
PTNB of lung lesions) and managed to show a success rate
above 90%, confirming that the EBUS is a suitable tool with
which to initiate a genotypic study of NSCLC.

The presence of ROSE was a notable advantage in the
optimisation and handling of the samples, as it increases
performance in obtaining tumour material for IHC and
molecular testing.'”-"" Trisolini et al.” demonstrated that
the presence of an anatomopathologist can prevent the per-
formance of additional procedures for genotyping in 1in 10
cases and, although there was no statistical relevance, clin-
ical relevance was observed. In our institution, the good
cooperation between cytopathologist and bronchoscopist
facilitated the preparation of the samples with adeguate
tumour material, and in some cases, allowed us to modify
the puncture zone in the metastatic lymph node (e.g. pres-
ence of necrosis zones), change the lymph node station, or
the number of punctures. In our study, ROSE allowed us to
perform an average of 3 punctures to obtain sufficient mate-
rial, below the 4 punctures recommended by the guidelines
for obtaining material for molecular study,”’ yet our success
rate for partial study was close to BO¥.

Please cite this article in press as: Centeno C, et al. Pulmonol. 2020. https://doi.org/10.1016/].pulmoe.2020.05.001

65



+odel
PULMOE-1485; Mo. of Pagesé

Maolecular analysis in cytological samples in non-small cell lung cancer 5
Table 2 Individual molecular analysis.
Type of molecular study Mumber of analysed samples Enough (%) Positive (%) Negative (%)
EGFR 87 84 (97%) 13 (15%) 71 (B2%)
KRAS 81 78 (96.3%) 18 (22.2%) 60 (74.1%)
ALK 80 68 (B5%) 1(1.3%) 67 (83.7%)
ROS1 79 65 (82.3%) 0 65 (82.3%)
ERBB2 63 45 (71.4%) 0 45 (71.4%)
BRAF 62 42 (67.7%) 0 42 (67.7%)
MET 37 30 (81.1%) 1(2.7%) 29 (78.3%)

EGFR: epidermal growth factor receptor; KRAS: kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog; ALK: anaplastic lymphoma receptor tyro-
sine kinase; ROS1: protooncogene tyrosine protein kinase ROS; ERBB2: erb-b2 receptor tyrosine kinase 2; BRAF: v-Raf murine sarcoma

oncogene homolog B1; MET: tyrosine-protein kinase Met.

Table 3 Molecular analyses by cytological sample in group 1 (type of mutations: EGFR, KRAS, BRAF and ERBEZ).

Sample type Number of determinations p
n=87 (%)

1-3 (n=49) 4 {n=38)
Membrane 13 (47.0%) 16 (42.1%) 0.489
Cell block 12 (24.0%) 9 (23.7%)
Membrane + Cell block 14 (29.0%) 13 (34.2%)

When evaluating by type of cytological sample (cell
block + PEN membrane slide) for the number of mutations
{1=4) we did not observe differences between these sam-
ples. PEN membrane slides are an additional toel that
contains DMA for molecular subtyping in MSCLC.

The success rate for the detection of EGFR in cytolog-
ical samples obtained by EBUS varies between 72.2% and
98.7%.% 0 In our sample, it was 97%, higher than the 90% pub-
lished by Navani et al.™ In our study, mutation in EGFR genes
was detected in 15%, similar to that reported in histological
samples from other Spanish studies (11.6-16.6%).° >

The success rate for the detection of KRAS was 96.3%,
higher than the results reported in the studies by Kang and
Jurado, 90.2% and 75% respectively'’*’. Mutations in the
KRAS genes were observed in 20%, similar to that reported
(23.6%) in different cytological series. In line with previous
research, in our experience the presence of EGFR and KRAS
mutations was exclusive.™

The determination of ALK-rearrangements was possible
in 85% of samples, similar to the experience of Jurado
et al.,”* which was 91% (39/41) with a frequency of posi-
tive cases (by FISH) of 6.4% (7/109),"" while in our group
only 1 case was positive.

Our article shows that it is feasible to perform a greater
number of detections in cytological samples such as cell
blocks and membrane PEN slides, following a sequential
algorithm and with the help of a cytopathologist. The
limitations of our study includes not having all the deter-
minations available in all cases (our assistance protocol did
not perform additional analysis in cases where a molecular
alteration was already detected) and it was based on data
from a single centre with a small sample size, which limits
the generalizability of our results.

Immunaotherapy with checkpoint inhibitors was recently
approved to treat NSCLC. Wang et al.” demonstrated

87% feasibility to determine the expression of PD-L1 (pro-
grammed death ligand 1) in samples ebtained by EBUS-TENA
with a good correlation between the cytological and surgical
samples. Likewise, the incorporation of second-generation
sequencing (NG5) allowed the analysis of numerous genetic
alterations simultaneously, with the use of small amounts
of DNA (nanograms). However, its usefulness in cytologi-
cal samples obtained by EBUS should be validated, since it
requires quality DNA and a sufficient tumour cell percentage
to give adequate sequencing.’*

In conelusion, in our series applying a protocel based on
obtaining a minimum of 2 cell blocks and optimising the han-
dling of the samples for multiple molecular analysis, we have
shown that the cytological samples obtained by EBUS-TBNA
or EUS-B-FNA are suitable in a high percentage of patients
for individual and partial molecular analysis. PEN membrane
slides and cell blocks have shown to be equally valid samples
for the determination of mutations.
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RESUMEN GLOBAL DE LOS RESULTADOS

El primer estudio “ Is it necessary to sample the contralateral nodal stations by EBUS-
TBNA in patients with lung cancer and clinical NO/N1 on PET-CT?” se trata de un
andlisis retrospectivo de una base de datos recogida prospectivamente que incluyd
pacientes con CPNCP confirmado y sin afectacion mediastinica en la PET/TC (NO/N1),
que se sometieron a PATB-EBUS sistematica para la estadificacion mediastinica. Se
incluyeron 174 pacientes con mediastino normal en la PET/TC. La PET/TC detectd
afectacion ganglionar hiliar/interlobar homolateral (NO) en 119 (68,3%) pacientes, y
enfermedad N1 en 55 (31,7%). La mediana de ganglios puncionados por paciente fue de
9 (rango 1-19), y la mediana de estaciones puncionadas fue de 5 (rango 1-8) por paciente.
La PATB-EBUS no mostrd ningun caso de enfermedad N3, ni hiliar/interlobar ni
mediastinica. En 21 pacientes (12%) la PATB-EBUS sistematica diagnostic6 enfermedad
N2 (20 casos N2a, 1 caso N2b), y fueron excluidos para cirugia de reseccion pulmonar,
mientras los 153 pacientes restantes (87,9%) se clasificaron como NO/N1 después de
PATB-EBUS.

De estos 153 pacientes, 32 casos fueron inoperables y se sometieron a radioterapia,
radioterapia estereotaxica corporal (SBRT), o tratamiento paliativo. Los restantes 121
pacientes (88 NO y 33 N1 después del EBUS) se sometieron a reseccion pulmonar con
diseccion ganglionar sistemética (DGS). En 4/121 se sometieron a mediastinoscopia por
decision del comité de tumores, y fue negativa. La DGS confirmé enfermedad NO/N1 en
117 (96,7%) pacientes, y enfermedad N2 en 4 pacientes (3,3%). De estos 4, en 3 pacientes
no se pudo acceder a las estaciones afectadas (5 y 6) , con lo que la PATB-EBUS no
puede considerarse como verdadero negativo del procedimiento, sino una limitacion

técnica.

Se evidencio enfermedad N2 en: 21 pacientes mediante PATB-EBUS y en 4 pacientes
mediante DSG. Asi la prevalencia de enfermedad N2 en nuestro estudio fue del 14,4%,
y de estos, sélo 3 pacientes (12,5%) presentaron ganglios mediastinicos aumentados de

tamario en la TAC. La prevalencia de enfermedad N2 fue mayor en pacientes con
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afectacion N1 en la PET/TC que en aquellos con enfermedad de NO (29% frente a

7,56%). No hubo casos de enfermedad hiliar/interlobar o mediastinica contralaeral (N3).

La sensibilidad, especificidad, VPN, VPP y rendimiento diagnostico de la PATB-EBUS
sistematica en pacientes con mediastino normal, fue del 84%, 100%, 96,7%, 100% y 97%

respectivamente.

Por otro lado, en el estudio “Molecular analysis in cytological samples obtained by
endobronchial or oesophageal ultrasound guided needle aspiration in non-small cell lung
cancer” se tratd de una serie prospectiva que valoré la realizacion del estudio molecular
secuencial en las muestras citoldgicas obtenidas en pacientes con CPNCP sometidos a
PATB-EBUS y/o PAAF-EUS-B como parte del estudio diagnostico y/o de estadificacion.
Como criterios de inclusion se establecieron: Pacientes en estadios avanzados (111B, 1V),
o estadio I11A no tributarios de tratamiento quirdrgico; y casos con sospecha de recidiva
0 progresion de enfermedad, en ausencia de tratamiento activo. Se excluyeron pacientes
fumadores con carcinoma escamoso, debido a la baja frecuencia de alteraciones diana en

esta poblacion.

Durante la realizacién de la PATB-EBUS y/o PAAF-EUS-B, estuvo presente un
anatomopatélogo para la preparacion del material obtenido y la valoracién in situ de las
muestras. A partir de las muestras tumorales se realizaron bloques celulares con o sin
extension tipo membrana (Fig. 12), y si no fue factible la realizacion de bloques celulares
se prepararon extensiones en portaobjetos silanizados y extension tipo membrana. A
partir de los blogues celulares se obtuvieron laminillas para tincién de hematoxilina-
eosina (H-E), técnicas de IHQ, y técnicas del estudio molecular secuencial (Fig. 13). Las
muestras citologicas se distribuyeron en grupos: 1) extensiones en membrana y/o bloques
celulares para el estudio de mutaciones de EGFR, KRAS, ERBB2 y BRAF; y 2) bloques
celulares o extensiones en silano para reordenamientos de ALK, ROS-1 y amplificacion
de MET.
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Para la determinacién de las mutaciones de los genes EGFR, KRAS, BRAF, ERBB2 se
utilizaron técnicas de PCR, mientras para la determinacion de los reordenamientos de los

genes ALK, ROSL1 y la amplificacion del gen MET se realizaron técnicas de hibridacion

in situ fluorescente (FISH).

Figura 12. Extension tipo membrana, sin y con material citoldgico.

Pacientes incluidos

para estudio
molecular

4

Figura 13. Algoritmo de estudio molecular secuencial.
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En este estudio, se incluyeron 90 pacientes, de los cuales en 54 casos (60%) la
ecobroncoscopia fue el primer procedimiento que permiti6 el diagnostico
anatomopatologico. Setenta y un pacientes (78,9%) tuvieron el diagnostico de

adenocarcinoma. Las caracteristicas basales se recogen en la Tabla 10.

Caracteristicas basales Pacientes (n=90)

Edad 65,2 +/- 9,4
Sexo, n (%)

Hombre 74 (82,2%)
Historia de tabaquismo, n (%)

Nunca 8 (9%)
Ex tabaquismo 35 (38,8%)
Tabaquismo activo 47 (52,2%)

Tipo Histoldgico n (%)

Adenocarcinoma 71 (78,9%)
Carcinoma escamoso 3(3,3%)
CPNM - tipo NOS 16 (17,8%)
Estadio, n (%)
IlIA no quirdrgico 31 (34.4%)
N2 multinivel 11
N2 persistente 5
Mala funcién pulmonar 11
Bajo performance estatus 4
1B 16 (17,8%)
v 43 (47,8%)
Procedimiento
PATB-EBUS 76 (84,4%)
PAAF-EUS-B 11 (12,2%)
Ambos 3(3,3%)
Estudio molecular, n (%)
SI 87 (96,7%)
NO 3(3,3%)
Tratamiento final
Oncodirigido 11 (212,2%)
Convencional (Quimioterapia y/o radioterapia) 62 (68,9%)
Ninguno (rapida progresion o bajo performance) 17 (18,9%)

Tabla 10. Caracteristicas generales de los pacientes
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Con respecto al estudio molecular, en el 96,7% de los pacientes fue factible iniciar el
estudio molecular secuencial. No hubo diferencia estadistica en la utilizacion de las
técnicas de IHQ en las muestras suficientes frente a las insuficientes para el estudio
molecular completo (65,5% vs 60%, p=0,115).

En el 78,6% de los pacientes se pudo realizar el estudio molecular parcial (EGFR, KRAS,
ALKy ROS-1), mientras que el estudio completo de los 7 biomarcadores (EGFR, KRAS,
ALK, ROS-1, ERBB2, BRAF y MET) se realiz6 en el 44% de los casos. En la Tabla 11
se detallan los resultados individuales para cada determinacion molecular.

Tipo de N° de Suficiente Positiva Negativa
estudio muestras €) (%) €))
molecular  analizadas

EGFR 87 84/87 (97%) 13 (15%) 71 (82%)
KRAS 81 78(96,3%) 18(22,2%) 60 (74,1%)
ALK 80 68 (85%) 1 (1,3%) 67 (83,7%)
ROS-1 79 65(82,3%) O 65 (82,3%)
ERBB2 63 45 (71,4%) O 45 (71,4%)
BRAF 62 42 (67,7%) O 42 (67,7%)
MET 37 30(81.1%) 1(2.7%) 29 (78,3%)

Tabla 11. Resultados de las determinaciones moleculares individuales

En trece casos (15%) se evidencié mutacion del gen EGFR, 12 (92,3%) de los cuales
pertenecian al subtipo adenocarcinoma. La mutacion més frecuente fue la delecion del
exon 19 (54%).

Al valorar por grupos, se observo que en el grupo 1 se realizaron las 4 determinaciones

en 38 (44%), mientras solo se pudieron estudiar de 1 a 3 mutaciones en 49 (56%). No se
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evidenciaron diferencias significativas en el nimero de determinaciones moleculares
(1-3 vs. 4) (p=0,489) al separar por subgrupos de muestreo entre: 1) bloque celular, 2)
membrana, y 3) blogue celular y membrana. Mientras que en el grupo 2 fue factible
realizar las técnicas de FISH (ALK y/o ROS1 y/o MET) en 70 (86%), y de ellos se
realizaron las 3 determinaciones en 28 casos (34,6%), y s6lo 2 en 38 casos (47%).
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En la presente Tesis Doctoral “Optimizacion de la estadificacion mediastinica y del
andlisis molecular en el cancer de pulmon no célula pequefia mediante puncidn-aspiracion

guiada por ecobroncoscopia sectorial” han realizado las siguientes aportaciones:

En el primer estudio, se demuestra la nula prevalencia de afectacion N3 en nuestra serie
tanto hiliar/interlobar como mediastinica, cuando se realiza la PATB-EBUS sistemética
en pacientes con CPNCP con ausencia de afectacion mediastinica (N1/NO por PET/TC),
con lo que nos hace cuestionar la necesidad de la puncion de adenopatias N3, al menos a

nivel hiliar/interlobar.

En los estudios comparativos de la PATB-EBUS frente a la mediastinoscopia para la
estadificacién mediastinica, solo se evaluaban las estaciones 2, 4 y 7, y se puncionaban
los ganglios > 5mm de tamafio en el eje corto, y bajo la sistemética de regiones N3, N2 y
N1. En estos estudios no se puncionaban las estaciones 10 y 1173, Sin embargo, en un
estudio donde se realizé la PATB-EBUS en pacientes con mediastino negativo mediante
la PET/TC, si muestrearon las estaciones 10 y 11, pero no se llegé a reportar afectacion
metastasica en estos niveles®. En una revision previa, se cuestiona la necesidad
muestrear estas estaciones (10 y 11), dada la remota posibilidad de metastasis en estos

niveles, sin embargo, se necesitaba mayor evidencia para ser demostrado®?.

Asi nuestro estudio apoyaria dicha teoria, dada la prevalencia de 0% de afectacidn
tumoral en dichas estaciones ganglionares en pacientes con mediastino normal por la
PET/TC, con la consiguiente optimizacion del tiempo de exploracion, del tiempo de

sedacion, asi como de las posibles complicaciones relacionadas con el procedimiento y

la anestesia.

En relacion con el rendimiento diagndstico de la PATB-EBUS, se han publicado dos
meta-analisis sobre el papel de la PATB-EBUS en pacientes con mediastino normal
mediante la PET/TC. Ambos han mostrado un VPN > 90% pero con baja sensibilidad
(49%)°% lo que podria deberse a la baja cantidad de ganglios muestreados por paciente.
Sin embargo, en nuestro estudio la mediana de 9 ganglios y de 5 estaciones
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nodales por paciente durante la PATB-EBUS sistemética, probablemente fue la causa del
incremento la sensibilidad hasta el 84%. En nuestra opinion, se debe tener un alto nivel
de minuciosidad en la estadificacion ganglionar de los pacientes con CPNCP, dado el
riesgo que conlleva a una estadificacion erronea. Los estudios incluidos en estos meta-
andlisis no diferencian entre N2 y N3, y cuando si lo diferencian han reportado una
prevalencia del 1%°>%, Este mismo hallazgo se ha observado, al realizar la estadificacion
invasiva en este subgrupo de pacientes con afectacion N1/NO por PET/TC®"%,

Nuestra prevalencia de afectacion N2 fue del 14% en pacientes con mediastino normal
por PET/TC, lo que coincide con otras series publicadas’®. También se ha publicado un
VPN muy elevado para la PATB-EBUS en pacientes con enfermedad N0/1 en PET /TC®.
En nuestra serie, solo 4 pacientes con funcion pulmonar deteriorada y dada la posibilidad

de neumonectomia, fueron sometidos a mediastinoscopia cervical.

La mediastinoscopia no detect6 afectacion del mediastino en ningln paciente. S6lo 4 de
121 pacientes que se sometieron a cirugia de reseccién pulmonar presentaron afectacion
metastasica N2. De estos, en 3 casos la afectacion ganglionar fue en estaciones
ganglionares no accesibles por PATB-EBUS. Nuestros datos confirman que, en pacientes
con afectacion NO/N1 por PET/TC, la probabilidad post test de presentar compromiso
mediastinico después de un EBUS sistematico negativo es muy baja (VPN 96,7%) por lo
que la utilidad de la mediastinoscopia sigue siendo muy cuestionable, y los pacientes

podrian dirigirse directamente a la reseccion pulmonar®.

Los resultados del segundo estudio demuestran que las muestras citolégicas obtenidas por
PATB-EBUS o PAAF-EUS-B, principalmente bloque celular y extensiones en
membrana, presentan una tasa de éxito elevada para el estudio molecular secuencial, tanto

parcial como individual.
En las guias americanas para el estudio de biomarcadores en el cancer pulmonar se

recomienda realizar en un primer paso, el analisis de EGFR, ALK y ROS-1, seguido del

estudio de KRAS solo si las primeras son negativas®®. En nuestra serie, la tasa de éxito

79



parcial para estos 4 biomarcadores ha sido de alrededor del 80%. Sin embargo, la tasa

de éxito individual disminuyd con el analisis secuencial, de tal forma que el analisis del
EGFR obtuvo una tasa de éxito fue del 96,6% mientras que para el BRAF fue del 67,7%.
Este hecho se podria explicar por la pérdida de material tumoral durante los cortes del
bloque celular, durante la microdiseccion del tejido tumoral, o por la pérdida de células
viables tumorales en las extensiones de membrana, al no procesarse rapidamente por ser

una extension en fresco.

La utilidad de las muestras citoldgicas obtenidas mediante PATB-EBUS y/o PAAF-EUS-
B para el analisis molecular ha sido valorada en diferentes estudios, pero en la mayoria
de ellos se estudiaban de 2 a 3 alteraciones moleculares®®°. En nuestra serie, aplicando
un protocolo para la obtencion de material citoldgico, la rentabilidad ha resultado ser
Optima (96,7%), para el estudio molecular secuencial, parcial o completo, siendo posible
hasta en un 44% de los casos al realizar el estudio de 7 posibles alteraciones. En la misma
linea, Jurado et al. observaron que hasta el 92% de los casos tuvieron suficiente material
citoldgico para el estudio molecular completo o parcial de 3 determinaciones (EGFR,
ALK y KRAS)®, mientras que el nuestro permitié la deteccion de 4 biomarcadores
(EGFR, KRAS, ALK y ROS-1) en el 78,6% de casos frente al 82% con 3 biomarcadores.

Por lo tanto, obtuvimos rendimiento similar, pero con biomarcador adicional.

Al ser comparadas, las muestras citoldgicas obtenidas por PATB-EBUS con otras cito-
histoldgicas obtenidas mediante otras técnicas (biopsia quirdrgica de ganglios
mediastinicos e hiliares, biopsias bronquiales, puncidn aspiracién con aguja fina guiada
por TAC de lesiones pulmonares) para el analisis molecular (EGFR, ALK, KRAS) se
evidenci6 una tasa de éxito por encima del 90% con el PATB-EBUS, similar a la obtenida
por broncoscopia pero superior cuando las muestras fueron obtenidas por puncién de
lesiones guiada por TAC®®. Asi se han observado, tasas de éxito variables de 67-89% para
las muestras citologicas o histoldgicas guiadas por la TAC, que puede ser debido a la
zona de la puncion, el tamafio de la lesion, la experiencia de operador o el nimero de

pasesloo,lol
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Diferentes medidas para la optimizacion del muestreo y manejo de las muestras
citoldgicas obtenidas por PATB-EBUS han sido valoradas, pero el rendimiento parece
depender del nimero de células tumorales viables, porcentaje de material tumoral y

sensibilidad de la prueba molecular empleada®. No se ha evidenciado influencia en la
mejora del material citologico, en relacion con el tipo de sedacion, el tipo de aguja, el
nimero de pases, el tiempo de puncidn, ni el uso de presion negativa para la succion®.
La presencia de anatomo-pat6logo para la optimizacion de las muestras y la preparacion
del material citologico, durante la PATB-EBUS resulta ser una ventajosa como lo
evidencian algunos estudios!®%1%, En nuestra experiencia, la buena interrelacion de
broncoscopista y patélogo podria incrementar el rendimiento diagnostico de la PATB, asi
como ha reducido el nimero de punciones por ganglio a 3 (respecto a otras series), y ha
permitido poder obtener una tasa de éxito para el estudio molecular parcial cercana al

80%, lo que concuerda con lo recomendado actualmente®.

En relacion con el tipo de muestra citoldgica, los bloques celulares fueron de eleccion
inicialmente, pero en la actualizacion de las recomendaciones para el estudio molecular
en pacientes con cancer pulmonar del afio 2018, se describe también la utilidad de otros
tipos de muestras citoldgicas®.

En nuestro estudio, al analizar la rentabilidad por tipo de muestra citolégica (blogue
celular + extensiébn en membrana) para el nimero de mutaciones (1-3 vs. 4) no
observamos diferencias entre este tipo de muestras, siendo validas tanto el bloque celular
como la extension en membrana, siendo ésta Ultima una herramienta adicional para la

extraccion de DNA en el momento de la tipificacion molecular del CPNCP.
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VII. CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

1. Los pacientes con CPNCP y afectacion N1/NO por PET/TC sometidos a PATB-EBUS
cuyo resultado fue negativo, tienen una probabilidad post test de afectacion
mediastinica muy baja. La PATB-EBUS sistemética es un método preciso para la
deteccion de afectacion ganglionar N3 en pacientes con mediastino normal (N1/NO)
por PET/TC, lo que esta en consonancia con las recomendaciones de las guias clinicas
de no requerir otras exploraciones minimamente invasivas o invasivas previas a la
cirugia terapedtica.

2. Dada la nula prevalencia de afectacion ganglionar mediastinica o hiliar/interlobar
contralateral en nuestro estudio, nos indica que el muestreo de las estaciones 10 y 11
se podria evitar en este subgrupo de pacientes.

3. En nuestra serie, aplicando un protocolo basado en la obtencidén de un minimo de 2
bloques celulares y la optimizacion del manejo de las muestras para el analisis
molecular multiple de forma secuencial, hemos demostrado que las muestras
citologicas obtenidas por PATB-EBUS o PAAF-EUS-B son adecuadas en la gran
mayoria de los casos para el analisis molecular individual y parcial. En cerca de la
mitad de los pacientes también permitieron la realizacion de un estudio molecular
completo.

4. Tanto las extensiones en membrana como los bloques celulares han sido muestras

igualmente validas para la determinacién de mutaciones.
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VIII.LINEAS DE FUTURO



La PATB-EBUS o la PAAF-EUS-B son técnicas recientes con alta precision diagndstica,
por lo que han adquirido una gran relevancia en el diagnostico y estadificacion ganglionar
del cancer de pulmén. Laimportancia de realizar una adecuada estadificacion clinica pre
tratamiento en el CP radica en la eleccién del mejor tratamiento posible para cada
paciente, asi como en el impacto sobre la supervivencia global. Numerosos estudios
avalan la utilidad de la ecobroncoscopia en el CP, lo que nos ha ayudado a precisar sus
indicaciones, sobre todo en los diferentes subgrupos establecidos por el grado de
afectacion ganglionar mediastinica. Por este motivo, la ecobroncoscopia sectorial como
herramienta minimamente invasiva, aunque aun se precisa de mas estudios para optimizar
estas indicaciones o plantear nuevas. Los trabajos que forman parte de la presente tesis,

ayudan a optimizar la utilidad de esta exploracion en dos indicaciones diferentes.

La estadificacion ganglionar sistematica en pacientes con mediastino normal (NO/N1 por
PET-TC), nos ha permitido comprobar la nula prevalencia de afectacion N3
(hiliar/interlobar y mediastinica) en nuestra serie, cuestionando que sea necesaria la
puncion de al menos las estaciones hiliares e interlobares contralaterales, con la
importancia clinica que esto representa para la exploracién (menor nimero de punciones
y en consecuencia, menos tiempo por exploracion y reduccion de la posibilidad de
complicaciones). Adicionalmente, la baja tasa de afectacion N2 post ecobroncoscopia en

este grupo, cuestiona igualmente la necesidad de la mediastinoscopia.
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En el futuro, la mejora en la estandarizacion e individualizacion de la sistematica del
estudio ganglionar por ecobroncoscopia en pacientes con cancer de pulmén puede
ayudarnos en la seleccion de indicaciones por subgrupos, asi como incrementar el

rendimiento diagndstico.

Diversas variables como las caracteristicas de las lesiones pulmonares y/o ganglios por
TAC y que mediante un analisis cuantitativo de estas imagenes “radidmica” se pueda
predecir la malignidad; o las caracteristicas metabdlicas de las lesiones y/o ganglios por
PET-TC (hipo/hipercaptacion, SUV méx-min); o las caracteristicas ecograficas mediante
ecobroncoscopia (modo M, modo doppler, modo elastografia) de los ganglios o lesiones
patoldgicas. Todas estas caracteristcas morfometabolicas y ecogréficas nos podrian
ayudar en la optimizacion en la planificacion del muestreo de los ganglios y/o masas

pulmonares, y en consecuencia aumentar el rendimiento diagndstico.

La adquisicion de material citoldgico suficiente para el analisis molecular es un area que
ha sido estudiada, pero con la incorporacion de nuevas dianas susceptibles de tratamientos
dirigidos, se requiere de mayor cantidad de tejido tumoral, por lo que la optimizacién del
procedimiento es cada vez mas necesaria. En la actualidad, la mejora en la obtencién de
las muestras, asi como el tipo de extension citologica y bloque celular han cobrado
importancia para la realizacion de estudios moleculares, sobre todo en los pacientes no
candidatos a cirugia terapeutica por el estadio avanzado de la enfermedad o bajo

performance status (PS). Adicionalmente, la determinacion de otros
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marcadores como la expresion de PD-L1 o la determinacion de maltiples biomarcadores

mediante NGS (next generation sequentation) se encuentran en evaluacion.

Las nuevas agujas o pinzas histoldgicas podrian ser de utilidad en la obtencién de material

tumoral suficiente para esta amplia bateria de biomarcadores requeridas en los pacientes

con CP.
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FPalabras dave:

Elstografla

Ultrasonografla endobronguial
Ultrasonografla endoscdpica
Cincer de pulmén

La elastografia en tiempo real realizada durante L ultrasonografia endoscdpica digestiva es una técnica
relativamente nueva que permite caracterizar la dureza de los tejidos, y ha sido utilizada con éxito como
predictor de malignidad en ganglios mediastinicos.

En la presente nota clinica se describe nuestra experiencia prictica en la téenica de L elastografia con
ecobroncoscopio en el estudio de los ganglios linfiticas mediastinicos. Presentamos un caso realizado
mediante ultrasonografia endobronquial sectorial y el primer caso publicado de elastografia por ultra-
sonografia endoscdpica con ecobroncascopio, en 2 pacientes con carcinoma de pulmén no microcitico.
El patrén cualitativo en color del tejido se obtuvo en ambos casos y se correlaciond con la evaluacion
anatomopatoldgica.

Los resultados de viabilidad iniciales son prometedores y ks aplicaciones ecobroncoscdpicas, como la
estadificacion ganghionar guiada, requieren ser evaluadas. Categorizar e riesgo de malignidad puede ser
importante para ayudar a tomar decisiones en la obtencidn de muestras.

© 2014 SEPAR. Publicado por Elsevier Espafia, S.LU. Todas los derechos reservados.

Initial Experience With Real-Time Elastography Using an Ultrasound
Bronchoscope for the Evaluation of Mediastinal Lymph Nodes

ABSTRACT

Neywerds:

Eustography
Endobronchial ultrasound
Endoscopic ultrasound
Lung cancer

Real-time elastography performed during endoscopic ultrasonography is a relatively new methed for
characterizing tissue stiffness, and has been used successfully as a predictor of malignancy in mediastinal
lymph nodes.

This case report describes our practical experience with this technique using an ult d bronchos-
cope to examine mediastinal lymph nodes. We present a case of sectorial endobronchial ultrascund and
the first published case of endoscopic ultrasound elastography using ultrasound bronchascope in two
patients with non-small cell lung carcinoma. Qualitative tissue color pattern was obtained in both cases
and coerelated with pathological evaluation.

The initial feasibility results are promising and suggest that ultrasound bronchoscopy techniques, such
as guided nodal staging, merit additional studies, It may be important to categorize the risk of malignancy
to facilitate sampling decisions.

© 2014 SEPAR. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. All rights reserved.

* Autor para correspondencia.

Carreo electrdnico: fandren@sepaces (F. Andreo Garcla ).
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Introduccién

La clasificacién precisa de los ganglios linfiticos en benignos
y malignos es importante para la estadificacién del cin-
cer de pulmén. Los criterios ultrasonogrificos morfolégicos

0300.2896/© 2014 SEPAR. Publicado por Elsevier Espaiia, S.LU. Todos los derechos reservados,
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Figura 1. A)La imagen de USEB convencional en modo B de escala de grises (1zquierda) y en modo elastogratia en tiempo real mediante USEE [(derecha) muestra un ganghio
lind3tico subcaninal benigno de 6,6 mm, visializado como un drea de nigidez Intermedia (verde ). B]La imagen de elastografia por USEB (derecha) muestra una adenopatia
subcannal maligna de 12,6 mm que se visualiza como un drea dura (a2l oscuro-clan) dedida a infiltracsén ganglionar por carcinoma £camoso.

en modo B para la deteccién de ganglios linfiticos malig-
nos durante la ultrasonografia endobronquial (USEB) pueden
ser (tiles para la prediccién de metdstasis' . Sin embargo, la
concordancia inter e intraobservador no es lo suficientemente
buena para la mayoria de los signos ultrasonogrificos’. Una
alternativa podria ser la aplicacién de la elastografia endo-
sonogrifica. Este método proporciona informacién sobre la
elasticidad o rigidez relativa de un tejido mediante imdge-
nes en color, aprovechando la deformacién de las estructuras
causada por la compresién o las vibraciones, que permite cla-
sificarlo como benigno o maligno. Unicamente se dispone de
una publicacién previa® sobre la elastografia durante la USEB,
pero se ha utilizado con buenos resultados en la ultraso-
nografia endoscdpica (USE), con una excelente concordancia
interobservador”.
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Observacién clinica
Caso 1

Vardn de 66 ahos, exfumador desde hacia 4 ahos, con anteceden-
tes de EPOC moderada y derrame pleural izquierdo en estudio con
citologia negativa para malignidad. En los dltimos 4 meses habla
presentado 2 episodios de neumonia en el lobulo inferior izquierdo
(L1f). Consulta en urgencias por dolor pleuritico izquierdo, incre-
mento de la tos y mal estado general. La PET-TAC mostré una masa
necrdtica hipermetabélica en LIl y adenopatias hipermetabdlicas
paratraqueales inferiores izquierdas, subcarinales-paraesofigicas
izquierdas y paraadrtica izquierda, compatibles con metdstasis. Se
practic una broncoscopia, en la que se aprecié una tumoracién
endobronquial en el bronquio del segmento 10 de LIL La citologia
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Figura 2. En ¢l modo B e visualiza una adenopatia subcarinal de 20,7 mm. L3 elastografia en tiempo real con ultrasonografia endoscipica con ecobroncoscopho {USE-B)

indica una Infiltrackdn homogénea y completa de la adenopatia (color azul)

del cepillado bronquial fue compatible con carcinoma escamoso.
Se efectud una ecobroncoscopia {BF-UC180F Olympus, Japén), en
la que se puncionaron ganglios 4R n." 1(54mm). 4R n.” 2(5.9mm),
AR 3(75mm), 7n-1{66x21dmm)4Ln" 1(13,1 x 154mm)
y7n.°2(12,6 x 15,5mm) tras cambio de aguja. Los ganglios 7n.” 1y
7n. 2 se examinaron en el modo elastografia {procesador EU-ME2
Premier Plus Olympus, Jap6n), obteniéndose un patrén cualitativo
de imdgenes en color donde las dreas de tejido de mayor consis-
tencia estaban en azul oscuro, las intermedias en verde y las mds
blandas en rojo(fig. 1Ay B). En el modo de pantalla doble, la imagen
del modo B se muestra a la izquierda, y a la derecha se superpone
laimagen de la codificacién de colores de las respuestas de tensidn
con la imagen ultrasonogréfica del modoB. La regidn de interés
para los cdlculos de la elastografia se selecciond manualmente e
incluyé el ganglio y los tejidos adyacentes. Las punciones fueron
negativas para células malignas, excepto lasdedLn 1y 7 n.° 2,
con diagnéstico de metdstasis de carcinoma escamoso y necrosis
tumoral.

Caso 2

Varén de 74 afos, fumador, con hipertensién arterial, dislipi-
demia, infarto agudo de miocardio antiguo y poliglobulia. Referia
cuadro de disfonia progresiva desde hacia mes y medio y cuadro
de inestabilidad desde hacla 3-4 meses, pero que en los dGltimos
dias se habia intensificado hasta impedir la bipedestacitn. En la
TAC tordcica se observd un nddulo pulmonar de 2¢m en el I6bulo
superior derecho, sugestivo de neoformacién pulmonar primaria,
miiltiples pequefios nédulos pulmonares bilaterales sugestivos de
metdstasis y mdltiples adenopatias mediastinicas aumentadas
de tamaito. Se realiz6 una TAC craneal, en la que se apreciaron sig-
nos radiolégicos compatibles con mdltiples metdstasis cerebrales.
Con el ecobroncoscopio (bajo sedacién consciente [midazolam)) se
accedid por via esofdgica, dada la existencia de importante edema
cerebral®, y se visualizd una adenopatia subcarinal de 20 mm que se
punciond. El modo elastografia indicaba que la consistencia estaba
marcadamente aumentada (fig. 2). El diagndstico fue metdstasis de
adenocarcinoma de pulmén.
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Discuslién

La elastografia tiene el potencial de mejorar el rendimiento
diagndstico de la puncién guiada por USE al discriminar entre los
ganglios benignos y malignos”*, Podrfa ser también (til en la iden-
tificacién de las dreas malignas de las adenopatias con afectacién
heterogénea y dirigir la puncién hacia estas dreas. En un metaand-
lisis reciente se calculd una sensibilidad de la elastografia durante
la USE del 88% y una especificidad del 85%, para la diferenciacién
entre ganglios linfdticos benignos y malignos”,

En el acceso tragueobronquial se ha planteado la posibilidad de
que la técnica pudiera estar limitada por la consistencia y la super-
ficie irregular de los cartilagos y la dificultad en la compresién con
el extremo distal del ecobroncoscopio. En nuestro primer caso con
USEB se pudo obtener imdgenes fijas de elastografia a partir de una
secuencia dindmica y adecuadas para el andlisis de elastiadad, que
se correspondié con los resultados citolégicos de las punciones. El
acceso por via esofdgica con ecobroncoscopio tampoco supuso una
limitacién. Probablemente el movimiento de los tejidos inducido
por los movimientos respiratorios o cardiacos haya determinado
el desplazamiento de los ganglios respecto a la pared bronquial o
esofigica y el transductor.

En conclusién, la elastografia es una técnica de caracteriza-
ci6n tisular viable durante la exploracién ecobroncoscépica, y que
podria ayudar a predecir la presencia de ganglios malignos y mejo-
rar la toma de muestras. Se requiere la realizacidn de estudios que
evaltien la utilidad de la elastografia por USEB en series amplias de
pacientes.
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Cytology sample from EBUS-TBNA for multi-gene analysis in non-small-cell lung cancer
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Abstract
BACKGROUND

Identification of distinct oncogenic driver mutations is routinely used to guide clinical care in
NSGLC patients (p). Tumor tissue avallability is one of the major challenges for NSGLC genotyping.

Cytology samples from EBUS-TBNA are one of the main sources of tumor tissue in NSCLC.
METHODS

We aimed to prospectively asses the utility of cytology samples from EBUS-TBNA for molecular
characterization of NSCLC p. NSCLC p with stage llIA, lIIB and IV were included; smoker p with
squamous histology excluded. Molecular analyses for EGFR, KRAS, ALK, ROS1, BRAF and HER2
were performed sequentially. DNA sequencing for EGFR, KRAS, BRAF and HER2 was performed,
and FISH for ALK and ROS1; both were analyzed by Molecular Biology Laboratory and Pathology

Department, respectively.
RESULTS

From January 2013, 21 p were included (16 male, median age 63). 63 lymph nodes and 2 lung
masses were analyzed and diagnosed malignant in 41%. Most frequently punctured lymph node
stations were 4R, 4L, 7 and 11L. Cytology sample was sufficient in 71.4% (15/21) 1o perform
sequential molecular analysis, either complete or until molecular alteration was detected. EGFR
mutational status was possible in 21/21(100%) p, with 2 positive results (9.5%). KRAS mutations
were tested in 20/20 (100%), with 3 positive results (15%). ALK rearrangements were tested in
16/19 (84.2%), with 1 positive (1/16[6.3%]). ROS1 was analyzed in 14/18 (77.8%) with no
rearrangements found. No mutations found in HER2 and BRAF in 12/16(75%) and in 13/17
(76.5%), respectively.

CONCLUSIONS

Cytology samples from EBUS-TBNA are a suitable source of material for complete molecular

genotyping in NSCLC p.

Sponsored by Menarini and AEER award A. Castella.
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Is cytology sample from endobronchial ultrasound (EBUS)-guided transbronchial
needle aspiration (TBNA) sufficient for analysis of major known driver mutations in
non-small cell lung cancer (NSCLC)?. Enric Carcereny, Carmen Centeno, Ana
Mufioz, Teresa Moran, Cristina Queralt, Montserrat Tierno, Felipe Andreo, Mariona
Llatjos, José Luis Ramirez, Anna Estival, Pere Serra, Itziar de Aguirre, Eva Castella,
Erika Mijangos, Ana Montafies, Maria de los Llanos Gil, Laia Vila, Juan Ruiz
Manzano, Rafael Rosell. Journal of Clinical Oncology 32, n°.15 suppl. DOI:
10.1200/jc0.2014.32.15 suppl.e22110.
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Background: Identification of distinct oncogenic driver mutations is routinely used
to guide clinical care in NSCLC patients (p). Tumor tissue availability is one of the
major challenges for NSCLC genotyping. Cytology samples from EBUS-TBNA are
one of the main sources of tumor tissue in NSCLC. Methods: We aimed to
prospectively asses the utility of cytology samples from EBUS-TBNA for molecular
characterization of NSCLC p. NSCLC p with stage IIIA, IIIB and IV were included;
smoker p with squamous histology excluded. Molecular analyses for EGFR, KRAS,
ALK, ROS1, BRAF and HER2 were performed sequentially. Between 8 and 150
tumor cells were captured by laser microdissection. DNA sequencing for EGFR,
KRAS, BRAF and HER2 was performed, and FISH for ALK and ROS1 was analyzed by
the Molecular Biology Laboratory and the Pathology Department, respectively
(Germans Trias i Pujol Hospital). Results: From January 2013, 21 p were included
(16 male, median age 63). Sixty-three lymph nodes and 2 lung masses were
analyzed and diagnosed malignant in 41%. Most frequently punctured lymph node
stations were 4R, 4L, 7 and 11L. Cytology sample was sufficient in 71.4% (15/21) to
perform sequential molecular analysis, either complete or until molecular
alteration was detected. FEGFR mutational status was possible in 21/21(100%) p,
with 2 positive results (9.5%). KRAS mutations were tested in 20/20 (100%), with 3
positive results (15%). ALK rearrangements were tested in 16/19 (84.2%), with 1
positive result (1/16[6.29%]). ROS7 was analyzed in 14/18 p (77.8%) with no
rearrangements found. No mutations found in HER2 and BRAFin 12/16(75%) and
in 13/17 (76.5%), respectively. Conclusions: Cytology samples from EBUS-TBNA are
a suitable source of material for a complete molecular genotyping in NSCLC p.

© 2014 by American Society of Clinical Oncology
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Body: Aim: The expression of estrogen receptor (ER) and progesterone receptor (PR) in samples of
metastatic breast carcinoma can differ from the primary tumor in 20%: of cases. The absence of receptors
and the presence of HER2 protooncogene is associated with resistance to tamoxifen. The aim of this study
is to determine the ability of the samples of mediastinal nodal metastases of breast carcinoma obtained by
endobronchial ultrasound (EBUS) for the identification of ER, PR and HER2. Patients and method: We
prospectively included patients with a final diagnosis of breast cancer with mediastinal nodal metastases
diagnosed by EBUS. The determination of hormone receptors was performed by immunohistochemistry
using antibody 6F11 antireceptor estrogen and progesterone antireceptor antibody 5010. The reference
threshold to establish a positive result was placed in a 1% of tumor cells. HERZ staining was determined by
Herceptest and positive cases were confirmed by fluorescence in situ hybridization. Results:Fourteen
patients were included. Estrogen receptors could be identified in 12 (85.7%:) cases, progesterone receptors
in 8 (57.1%:) and HERZ2 in 8 (57.19%:). In & cases there were no information about the primary tumar status
and thereby changes in the status of PE, RE and HER2 could not be assessed. Of the remaining 7 patients,
only one (14.2%) case showed a change (negativisation) in a progesterone receptor. Gonclusion:Samples
of mediastinal nodal metastases of breast carcinoma obtained through EBUS are suitable for the
identification of hormone receptors and HER2.
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Features and safety of deep sedation in endosonography. Comparative study between the
airway and the esophageal route

Eli Nancy Perez Rodas, Carmen Centeno Clemente, Falipa Andreo Garcia, Enrique Cases Viedma, Pere Vila Caral, Jose Sanz Santos, Andres Briones Gomez, Carlos Martinez Rivera, Pere Serra Mifja,
Juan Ruiz Manzano

European Respiratary Journal 2015 46: PA325; DOI: 10.1183/13993003 congress-2013.PA325

Article Info & Metrics

Abstract

Objective: To compare the required doses of sedatives, sedation level achieved and complications
In patients who underwent transesophageal Ultrasound using a convey. probe bronchoscope (EUS-

B) or endobronchial Uitrasound (EBUS).

Material and Methods: We included 38 patients secated with propafol and remifentani infusion,
Two groups were estabiished: group A (EUS-B) of 19 patients and group B (EBUS) with a cohort of
19 patients. Blood pressure (BP), heart and respiratory rate,0xygen saturation and depth of
sedation with the visual analogue scale of sedation(VAS) were monitored. Patients recelved
supplemental 0xygen(FI030%). Mann Whitney U test was used for quanttative variables and the

Chi-square test for qualitative variables. The level of significance was set at < 0.05.

Results: When comparing no significant differences between baseline variables were observed.
Significant differences were observed in total doses of propofol: 279 mg vs. 401 mg (p=0.003) and
remifentanil: 63 meg vs. 139 meg (p=0.002),weight and time adjusted doses:Propofol 6.6vs8,2
mgyKg/h (p=0,029) and remifentani 0.03 vs.0.04 meg/Kg/min (p=0.009) and the mean of the
VAS:8.75 vs .56 (p=0.020).Apnea and desaturation were less frequent in the group of EUS-B: 1 vs.
3 (p=0.290) and 0 n=18) versus 5 (p= 0.039).The BP was reduced more than 25% of baseline (74%
n group A,79% in group B.In group A there were 4 complications requiring pharmacologic
treatment (hypotension) and in group B 3 (2 hypotension and 1 desaturation that required

Boussignac CPAP).

Conclusions: Patients who underwent EUS-B required fewer doses of sedatives, less sedation

depth and had fewer respiratory complications.
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needle aspiration in lung cancer
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Juan Ruiz Manzano

European Respiratory Journal 2017 50: PAB34; DOI: 10.1183/1393003 congress-2017.PAB34

Article Info & Metrics

Abstract

Background: The quantitative composition of cytological samples processed as biopsies is
important to determination of molecular studies in advanced lung cancer. It isn't known exactly the

tigsue distribution of cell blocks (CB).

Objective: Determing the composition of microscopic pathologic B obtained by ERUS-TBNA or
EUS-B-FNA.

Methods: Prospective study, which included GB obtained by EBUS-TBNA or EUS-FNA with
needle 22G of pts with suspected of advanced NSGLC. Imaging for morphometric analysis was
performed using a light microscape (Axioskop2) with 5x objective; were digitized, and
photomicrographs of the areas of interest were obtained and analyzed with ZEN-Blue 2011
software through the use of a metering module, which extrapolates to metric dimensions. Images
were evaluated by a cytologist and total area, tumor area, and non- fumor area were calculated.
PCR and IHQ were performed to analyze molecular mutations (EGFR, KRAS, HER?2, BRAF, ALK,
ROS1).

Results: 12 CB of 9 pts, 65.22 + 8.6 yrs. 5 EBUS-TBNA. 8 mediastinal LN and 1 posterior
mediastinal mass. The most punctured stations: 4R (2) and 4L (2). All cases were adenocarcinoma,
1n stage A, IIB stage 2, 6 stage IV. The average number of punctures was 3.13, 6 genetic
alterations determination was performed in 3 CB. For CB: total area average was 2.43 mm2 (0.53-
£.85), total tumoral area average 0.51 mma2 (0.01-2.76), and % of tumor area average 12.79%.
Table 1.

Conclusions: The use of MA in BC obtained by EBUS allows calculation of tumor areas, could be

useful for comparative studies with other types of samples or technigues to obtain tumor tissue.

Copyright ©the authors 2017
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Abstract

SESSION TITLE: Bronchoscopy & Interventional Procedures
SESSION TYPE: Slide Presentations
PRESENTED ON: Monday, March 24, 2014 at 09:00 AM - 10:30 AM

PURPOSE: To evaluate the role of transesophageal endoscopic ultrasound with
bronchoscope-guided fine-needle aspiration { EUS-B-FNA) in patients with
mediastinal or paramediastinal lesions.

METHODS: Prospective study which included 279 consecutive patients (221 men;
mean age 63, 5D 13.08), referred to realize EBUS-TBNA, duning a 20 months period.
Cases that needed substituting or complementing the EBUS-TBNA for EUS-B-FNA
were registered. In all the cases with previously realized EBUS-TBNA, cytological
samples “in situ” were evaluated before realizing additional transesophageal
exploration.

RESULTS: In 50 patients (17.9%) EUS-B-FNA was performed. In 4 cases indication
for the procedure was completing the staging, in 9 cases was EBUS intolerance, 20
had inaccessible lesions or techmical difficultes for EBUS-TBMNA and 17 for being
contraindicated or with high nisk. A total of 77 lesions were punctured (range 4,2-

4%, 9mm): 3 pulmonary left sided apical masses, 1 subaortic, 1 in the upper right lobe,
3 mediastinal masses, 1 pleural and 68 lymph nodes. In 26 cases (52%) additional
diagnostic results were obtained (23 cytological and/or microbiological, 1 for
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PD-L1 determination in cytological and histological samples in patients with non-small cell
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cell lung cancer
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Victor Margeli Cervera, Jorge Abad Capa
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Article Info & Metrics

Abstract

Introduction: The analysis of PD-L1 (programed cell death ligand) expression in tumor samples is

important for treatment of non-small cell lung cancer (NSCLG).

Objective: To evaluate PD-L1 determination in cyto-histological samples from patients with
NSCLC.

Methods: were obtained cytological samples in form of cell blocks (endobronchial ultrasound
Quided transbronchial needle aspiration/EBUS-TBNA, US/CT guided fine needle aspiration) or
histological samples (endobronchial, CT guided or surgical biopsy). To identify positive tumor cells
for PD-L1, immunohistochemistry procedures have been used. Only were evaluated those cases in

which =100 viable tumor cells were identified.

Results: We include 93 patients (83 men-89.2%), In 78.5% (73) of cases the sample was obtained
from non-surgical procedures compared to 21.5% (20) at which a surgical technique was
performed. In 23.3% (17/73) of non-surgical procedures were EBUS-TBNA. It was feasible to
perform the PD-L1 determination in 89% (92), while only in one case (1%) was the sample
insufficient being a histological sample (CT quided biopsy). Of the positive cases, in 14 {15.2%)
there was high expression (positive in 250% of tumor cells) and in 26 (28.3%) there was low
expression (positive in 1-49% of tumor cells). No differences were observed between the PD-L1
expression and the way that the sample was obtained, surgical vs nan-surgical (p=0.169), neither

in the sample type, histological vs cytological (p=0.387).

Conclusions: The PD-L1 determination is feasible in cytological samples in form of a cell block as
an EBUS-TBNA, being a valid method compared to & histological sample obtained by surgical or

non-surgical biopsy.
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C. Martinez-Balrenys,2 E. C:—;\rcereny,3 T. Morarl,4

E. Castella Fernandez,® J. Jove Teixido,® A. Rosell,*

F. Andreo Garcia® Pneumologia, Hospital Universitario Germans Trias
I Pujol, Badalona/ES, Thoracic Surgery, Hospital Universitari Germans
Trias I Pujol, Badalona/ES, *Medical Oncology, Catalan Institute of
Oncology-Badalona; Hospital Universitari Germans Trias I Pujol; B-Argo;
Igtp, Badalona/ES, *Medical Oncology, Catalan Institute of Oncology-
Badalona; B-Argo; Igtp, Badalona/ES, *Anatomia Patolégica, Hospital
Germans Trias I Pujol, Badalona/ES, °Oncologia Radioterapeutica,
Hospital Germans Trias I Pujol, Badalona/ES

Background: The adequate mediastinal restaging following neo-adju-
vant therapy (NAT) in operable patients with non-small cell lung cancer
(NSCLC) and N2 spread is crucial. Mediastinoscopy is the gold standard
for mediastinal restanging, but endosonographic procedures are less
invasive and can be an alternative. AIM: Evaluate the role of endo-
bronchial ultrasound-guided transbronchial needle aspirate EBUS-
TBNA in mediastinal the restaging of NSCLC. Method: Prospective
study with 32 patients with CPNCP N2 spread confirmed by TNBA-
EBUS, collected from June 2010 to October 2018. These patients were
subjected to neoadjuvant treatment (chemotherapy or radio-chemo-
therapy), subsequently were performed mediastinum restage with
TNBA-EBUS. The negative cases were subjected to mediastinoscopy or
thoracotomy. Result: Of the 32 cases, the basal characteristics are
detailed in table 1. Were analysed 229 lymph nodes, 42 of these were
malignant (18%). TNBA-EBUS after neoadjuvant treatment showed
persistence of N2 spread in 19 cases (52%). In negative cases (n=13;

41%) were performed mediastinoscopy (n=11) or surgery (n=1). After
these procedures were confirmed mediastinal disease in 3 cases, 9
lymph nodes of 43 removed. The sensitivity, specificity, positive pre-
dictive value, negative predictive value and diagnostic accuracy were
86.4%, 100%, 100%, 72.7% and 90% respectively. There was recur-
rence of the disease in 15 cases (47%). We found a significant differ-
ence between recurrence and the type of neoadjuvant treatment
(chemotherapy vs. radio-chemotherapy), p=0.047. Table 1.

Age ] 62.1 +/-9.4

Sex
Male 23 (72%)
Tumour localization
Right upper lobe 15 (47 %)
Right lower lobe 8 (25%)
Left upper lobe 8 (25%)
Left lower lobe 1 (3%)
Histology
Adenocarcinoma 15 (47%)
Squamous carcinoma 12 (37%)
NSCLC not typified 5 (16%)
Neoadjuvant treatment
Chemoradiotherapy 26 (81%)
Only chemotherapy 6 (19%)

Conclusion: TBNA-EBUS is an appropriate semi-invasive tool in
mediastinal restage after neoadjuvant treatment, with high diagnostic
accuracy. Nevertheless, in negative cases is still necessary support with
invasive procedures. Keywords: restaging, lung cancer, EBUS
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