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Presentacion

1. PRESENTACION

La presentacion de esta Tesis Doctoral se realiza en forma de compendio de tres
articulos publicados segun la normativa aprobada por la Comision de Doctorado
de la Universidad de Barcelona el 16 de marzo de 2012 (ultima modificacion el
14 de Julio de 2021).

Articulo 1. Lucena CM, Martin-Deleon R, Boada M, Marrades RM, Sénchez D,
Sanchez M, Vollmer |, Martinez D, Fontana A, Reguart N, Molins L, Agusti C.
Integral mediastinal staging in patients with NON-SMALL cell lung cancer and
risk factors for occult N2 disease. Respir Med 2023; 208:107132. doi:
10.1016/j.rmed.2023.107132. Factor de impacto (2022): 4.3. Q1 (SJR) y Q2
(JCR).

Articulo 2. Martin-Deleon R, Teixido C, Lucena CM, Martinez D, Fontana A,
Reyes R, Garcia M, Vifiolas N, Vollmer |, Sanchez M, Jares P, Pérez FM, Vega
N, Marin E, Marrades RM, Agusti C, Reguart N. EBUS-TBNA Cytological
Samples for Comprehensive Molecular Testing in Non-Small Cell Lung Cancer.
Cancers (Basel) 2021; 13(9): 2084. doi: 10.3390/cancers13092084. Factor de
impacto (2021): 6.575. Q1 (SJR) y Q1 (JCR).

Articulo 3. Martin-Deleon R, Solarat B, Moisés J, Lucena CM, Fontana A,
Marrades RM, Agusti C. EBUS-TBNA in Extrathoracic Malignancies: Diagnostic
and Prognostic Implications. Lung 2022; 200(6): 747-753. doi: 10.1007/s00408-
022-00584-5. Factor de impacto (2022): 5.0. Q1 (SJR) y Q2 (JCR).

Los estudios que forman esta Tesis Doctoral pertenecen a una misma linea de
investigacion dirigida a profundizar en el conocimiento de las indicaciones y
rentabilidad de la ecobroncoscopia en el marco de las neoplasias tanto toracicas
como extratoracicas. Los resultados de los estudios han aportado informacién
relevante en este campo y han sido recogidos en forma de tres articulos
originales publicados en tres revistas indexadas con un factor de impacto global
de 15.875 puntos.
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Introduccion

2. INTRODUCCION

2.1. Cancer de pulmén
2.1.1. Epidemiologia

El cancer de pulmén (CP) es la tercera neoplasia mas frecuente en Espafia tanto
en hombres como en mujeres, y la que causa una mayor mortalidad a nivel
global. Se estima que en 2020 1.796.144 personas fallecieron como
consecuencia de CP a nivel mundial, lo que corresponde a un 18% del total de

muertes por cancer (1).

En las ultimas décadas, la incidencia por CP en mujeres en Espafia ha mostrado un
fuerte incremento. Este aumento ha sido debido mayoritariamente a la incorporacion
mas tardia de la mujer al habito tabaquico, mientras que en varones continda con una

tendencia a la baja desde el inicio del milenio (Figura 1).

Se estima que la supervivencia del CP a los 5 afios es de un 12% en hombres y

un 18% en mujeres.

Tasa estandarizada por edad (mundial) por 100.000
Tasa estandarizada por edad (mundial) por 100.000

7 —T
1955 1985 1975 1985 1995 2005 2015

VEJIGA MAMA
M COLORRECTAL M COLORRECTAL
W PULMON M PULMON
M PANCREAS M OVARIO
PROSTATA M PANCREAS
M ESTOMAGO M ESTOMAGO
W UTERO

Figura 1. Incidencia de cancer segtn el sexo en los ultimos 60 afios por 100.000 habitantes a
nivel mundial. Imagen extraida de Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM): Las cifras
del cancer en Espafia en 2022 (1).
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2.1.2. Etiologia
2.1.2.1. Tabaco

En los paises desarrollados, el antecedente de tabaquismo constituye el principal
factor de riesgo para el desarrollo de CP. El 85% de los pacientes diagnosticados
de CP son fumadores activos o ex-fumadores. Se estima que el riesgo relativo
de padecer CP en fumadores respecto a no fumadores es de entre 10 y 30 veces

superior (2).
2.1.2.2. Carcindégenos laborales y ambientales

Se han detectado numerosos carcindégenos laborales y ambientales que también

aumentan el riesgo de padecer CP. Entre los mas frecuentes se encuentran:
2.1.2.3. Amianto

El amianto, también conocido como asbesto, lo conforman un grupo de
minerales que se ha utilizado en diversas industrias debido a sus propiedades
resistentes al calor y a la abrasion. Su exposicion continuada es un factor de
riesgo para desarrollar CP tanto en no fumadores como en fumadores, teniendo

un efecto sumatorio en estos ultimos (3).
2.1.2.4. Rado6n

Se trata de un producto de desintegracién gaseosa del uranio-238 y del radio-
226 que esta presente en el suelo, las rocas y las aguas subterraneas y puede
filtrarse en los hogares. Es capaz de dafar el epitelio respiratorio mediante la
emision de particulas alfa y se estima que un 1% de los CP estan producidos por

este gas (4).
2.1.2.5. Combustion de biomasa

En paises en vias de desarrollo, la quema en interiores de combustibles de
biomasa no procesados como la madera o el carbdn, se ha asociado a multiples

problemas respiratorios, incluido un aumento de la incidencia del CP (5).

2.1.2.6. Contaminacion atmosférica y gases de combustion diésel




Tanto la contaminacion atmosférica como la exposicion a gases de la
combustion diésel han demostrado estar asociados al riesgo de desarrollar CP
(6, 7).

2.1.2.7. Otros factores

Existen otros elementos que pueden influir en el riesgo de desarrollar CP. Entre
ellos se incluyen factores raciales, la radioterapia, algunas enfermedades
inflamatorias, y determinados factores genéticos que seran analizados mas

adelante.
2.1.3. Patogenia

Se sabe que el humo del tabaco junto con otros agentes etiolégicos causa una
alteracion en los mecanismos de reparacién de las células progenitoras en el
epitelio respiratorio. Diversos cambios genéticos y epigenéticos a este nivel dan
lugar a una proliferacién de clones celulares aberrantes. La extension y la
progresion de estas alteraciones condicionan un “estado premaligno” que
constituye el principio fundamental para el desarrollo del cancer (8). Asi, en el
CP existen ciertos protooncogenes que pueden activarse dando lugar a
oncogenes. La alteracion genética mas frecuente es la mutacion del gen
supresor tumoral p53, que actua impidiendo la adecuada division y crecimiento
de las células, favoreciendo asi el desarrollo del CP. Otro oncogén que
frecuentemente se ve afectado en el CP es el K-RAS, mutacion que puede
detectarse hasta en el 30% de los adenocarcinomas. Otros genes que pueden
asociarse al CP son la familia ERB-B, también conocida como la familia de
receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), la familia de receptores
de tipo | que se incluyen dentro de los receptores de la tirosin quinasa (TK); o la

del oncogén MYC, presente en el carcinoma de células pequefias (CCP).

Cabe destacar, la implicacion de otros mecanismos genéticos como pueden ser
la deleccion o inactivacion de genes supresores tumorales, que alteran los
fenomenos de apoptosis, provocando trastornos en los mecanismos de
reparacion del acido desoxirribonucleico (ADN). Por otro lado, se sabe que
existen diversos factores de crecimiento que desempefian un papel fundamental

en la activacion de los genes que controlan la diferenciaciéon y el desarrollo
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celular. Un ejemplo es la unién del EGF (por sus siglas en inglés Epidermal
Growth Factor) a su receptor especifico, provocando un aumento de expresion
de diversos oncogenes, como el C-MYC y el C-FOS. Estas alteraciones a nivel
de la activacion o pérdida de funcién de genes supresores tumorales no son los
unicos mecanismos por los que la carcinogénesis estd aumentada en pacientes
con CP. Existen otros mecanismos epigenéticos (cambios heredados en la
funcién del ADN que no suponen alteraciones en la secuencia del mismo), como
alteraciones en pequefas secuencias de acido ribonucleico (ARN) (microRNA),
metilacion del ADN o cambios en la cromatina, que desempenan un papel

determinante en la carcinogénesis.
2.1.4. Clasificacion histolégica

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) actualizé la clasificacidn histologica
de los tumores toracicos en 2021 (9). En las guias de practica clinica se clasifica
el CP en dos grandes grupos: carcinoma pulmonar de células no pequenas
(CPCNP) y carcinoma de células pequefias (CCP); constituyendo el primer grupo

el 85% de los casos de CP.

En el CPCNP se agrupan tres subtipos principales: el adenocarcinoma (63,8%),

el carcinoma escamoso (27,7%) y el carcinoma de células grandes (3.1%) (10).
2.1.5. Manifestaciones clinicas

Los sintomas del CP suelen ser consecuencia de los efectos locales del tumor o
de la diseminacion regional o a distancia. Aproximadamente tres cuartas partes
de los pacientes presentan algun sintoma en el momento del diagnéstico, siendo
los mas comunes la tos (55%), la disnea (45%), el dolor toracico (38%) y la
pérdida de peso (36%) (11). Excepcionalmente, las manifestaciones clinicas

pueden ser debidas a sindromes paraneoplasicos.
2.1.6. Diagnéstico

El objetivo principal en pacientes con sospecha de CP es disefiar una estrategia
clinica que permita identificar el tipo de lesidon neoplasica subyacente y conocer
su extension intra o extratoracica. De esta forma se podra disefiar un tratamiento

oncoldgico especifico en base a las caracteristicas histolégicas y moleculares

10



concretas. Actualmente se dispone de un arsenal de técnicas complementarias

que, utilizadas de forma racional y eficiente, permitiran alcanzar dicho objetivo.
2.1.6.1. Pruebas radiolégicas
2.1.6.1.1. Radiografia de térax

La radiografia de térax es una herramienta muy util en el diagnéstico inicial del
CP, siendo ampliamente utilizada debido a su disponibilidad y bajo coste.
Permite identificar no sélo nédulos o masas, sino que también aporta informacion
respecto a la presencia de derrame pleural, atelectasias o adenopatias
mediastinicas. En muchos casos, el diagndstico de sospecha de un CP se inicia
tras la realizacion de una radiografia de térax llevada a cabo por sintomas
inespecificos como la tos o el dolor toracico. Sin embargo, la dificultad para
discernir entre lesiones benignas y malignas, su baja sensibilidad con lesiones
de pequefio tamafo, o la superposicion de estructuras anatomicas, limita su
interpretacion y hace necesaria la realizacién de pruebas adicionales para

confirmar los hallazgos de la misma.
2.1.6.1.2. Tomografia computarizada (TC) de térax

La TC permite definir con gran exactitud el tamafo, la localizacién y las
caracteristicas (quistica, solida, presencia de necrosis...) de la lesién
sospechosa. Por otro lado, aporta informacién sobre la posible infiltracion de la
pleura, vasculatura pulmonar o la pared toracica, y ayuda a descartar la
afectacion de érganos a distancia como el higado, las glandulas suprarrenales o
los huesos. De esta forma, la TC no sélo es una herramienta imprescindible para
estimar la extensién de la enfermedad, sino que puede determinar las
exploraciones complementarias necesarias para obtener muestras cito-

histolégicas que permitan confirmar la naturaleza de los hallazgos evidenciados.

En este sentido, la puncion aspiracion con aguja fina o gruesa guiada por TC
(TC-PAAF/BAG) es una técnica de gran utilidad para el diagndstico de lesiones
pulmonares, especialmente de casos no accesibles mediante broncoscopia. Se
ha de considerar que la rentabilidad de la TC-PAAF/BAG se incrementa
significativamente en lesiones mayores de 30 mm y en lesiones periféricas,

pudiendo alcanzar una rentabilidad global de hasta el 97% (12). Aunque las
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complicaciones asociadas a esta técnica generalmente suelen ser leves, no esta
exenta de otras complicaciones como la hemoptisis (7-8%) y el neumotdrax (10-
37%) que puede requerir drenaje pleural en los casos mas graves (6-7%) (12-
14).

2.1.6.1.3. Tomografia por emision de positrones (PET)

La PET es una técnica de imagen no invasiva que se utiliza para localizar y
cuantificar la distribucién de diferentes radiotrazadores en el cuerpo humano. El
paciente recibe una dosis intravenosa de un radionuclido radiactivo que emite
positrones, generalmente fluorodeoxiglucosa (FDG). Mediante técnicas de
reconstruccidon de imagenes y anadlisis de datos, se genera una imagen
tridimensional que muestra la distribucion del radionuclido en el cuerpo. Esto
permite detectar y localizar areas de actividad metabdlica anormal que puede
ser cuantificada (15, 16). Asi, esta técnica al valorar el metabolismo de las
lesiones sospechosas incrementa el valor predictivo positivo y negativo de la TC,
optimizando el circuito diagnéstico y de estadificacion de los pacientes con CP
(17).

Cuando se realiza de forma conjunta con una TC (PET-TC), aporta informacion
muy fidedigna de la naturaleza de la invasién tumoral, de la afectacién de los
ganglios linfaticos y de la presencia de metastasis intra y extratoracicas (18, 19).
De esta forma, pueden evitarse la realizacidén de pruebas diagnédsticas invasivas
dando lugar a una disminucion del riesgo de complicaciones asociadas. Por otro
lado, al facilitar la identificacion de extensién sistémica no sospechada, pueden

descartarse pacientes inicialmente candidatos a cirugia.

Aunque la PET-TC ha supuesto una revolucién en el manejo de los pacientes
con sospecha de CP, es importante conocer sus limitaciones. La mayor
limitacion es la relativa alta tasa de falsos positivos (25-44%) (20-22) debido
principalmente a la captacion patolégica de FDG en patologias de etiologia
benigna como infecciones y diferentes tipos de enfermedades inflamatorias
(sarcoidosis, tuberculosis, histoplasmosis, silicosis, etc.) (23-25). Debido a ello,
el diagndstico cito-histolégico es esencial para confirmar o descartar la
afectacion neoplasica en pacientes con lesiones que presentan captacion

patolégica en la PET-TC.
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2.1.6.1.4. Ecografia toracica (ET)

La ET es una técnica de imagen no invasiva que utiliza ondas de sonido de alta
frecuencia (ultrasonidos) para producir imagenes de los 6rganos internos,
permitiendo la visualizacion en tiempo real de las estructuras pulmonares (tejido
muscular, pleura, vasos y parénquima pulmonar). Puede ser de gran utilidad en
casos concretos como en lesiones que contactan con la pleura. Se ha de
considerar como una técnica accesible y econdmica que complementa otras

modalidades de imagen, como la TC y la resonancia magnética (RM) (26).
2.1.6.1.5. Resonancia Magnética (RM)

Mediante esta técnica se obtienen imagenes del organismo a través de la accion
de un campo electromagnético producido por un iman potente y emitiendo ondas
de radio no ionizantes. La RM combina aspectos morfolégicos y funcionales

siendo especialmente util en la evaluacién del mediastino y la pared toracica.

Actualmente existen estudios con contraste dinamico (27) y técnicas de imagen
multiparamétricas, que valoran el uso potencial de la RM para diferenciar
lesiones malignas y benignas, asi como para evaluar la respuesta temprana al

tratamiento sistémico en pacientes con CP (28, 29).
2.1.6.2. Procedimientos endoscopicos

La broncoscopia convencional ha sido clasicamente la técnica mas utilizada
durante el proceso diagndstico del CP, ya que permite la toma de muestras de
lesiones endobronquiales y la valoracién del abordaje quirdrgico en caso
necesario (distancia a la carina, grado de invasién del arbol bronquial, etc). Esta
indicada especialmente en el estudio de las lesiones centrales, ya que las
posibilidades de identificar afectacion endobronquial con opcién de toma de

biopsias son mayores.

En el caso de las lesiones periféricas, puede ser de utilidad el uso combinado de
la vision radiolégica aportada por un arco de fluoroscopia. Aunque se ha de
considerar que la rentabilidad es baja en lesiones menores de 30 mm de
diametro (30), los avances tecnoldgicos conseguidos en el campo de la

endoscopia respiratoria como son el uso de la navegacién electromagnética y la
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ecobroncoscopia radial han llevado a un incremento considerable de la

rentabilidad diagndstica de este tipo de lesiones (31).

Por otro lado, es importante resaltar la introduccion de la puncién transbronquial
guiada por ecobroncoscopia (EBUS-TBNA), ya que puede permitir con una unica
exploracion obtener el diagnédstico y realizar la estadificacion de pacientes con
CP con afectacion locoregional. Las caracteristicas y la relevancia potencial del
EBUS-TBNA se exponen mas adelante (Apartado 4.2).

2.1.6.3. Procedimientos quirurgicos

Entre los procedimientos quirurgicos diagndsticos mas utilizados se encuentran
la mediastinoscopia cervical estandar (MCE), la toracoscopia videoasistida
(VATS) y la mediastinotomia anterior (técnica de Chamberlain). El caracter
invasivo de estas técnicas, asi como su mayor morbimortalidad y costes, las ha
relegado a un segundo plano en el diagndstico del CP y unicamente se plantean
en casos excepcionales en las que las otras pruebas diagndsticas referidas no

han sido rentables (19).
2.1.6.4. Procedimientos para el diagnéstico de metastasis

Segun su localizacién, las metastasis se clasifican en intratoracicas o
extratoracicas. Las localizaciones mas frecuentes intratoracicas incluyen los
nddulos pulmonares ipsi y contralaterales, la pleura y el pericardio. A nivel
extratoracico las localizaciones mas frecuentes incluyen el higado, las glandulas

suprarrenales, el sistema nervioso central y los huesos (32, 33).

La identificaciéon de la afectacion metastasica va a venir determinada por la
exploracion fisica y/o las pruebas de imagen. En funcién de la localizacién se
debera seleccionar la prueba diagndstica que sea menos invasiva y con mayor

rentabilidad diagnéstica.
2.1.7. Estadificacion.

La estadificacién del CP busca conocer en cada paciente, y con la maxima

precision posible, cual es la extension de la enfermedad neoplasica con el
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objetivo de disefiar el tratamiento individualizado mas idoneo y obtener una
informacion prondstica objetiva (Figura 2).
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Figura 2. Supervivencia global en meses segun el estadio concreto de acuerdo con la
estadificacién de la 82 edicién de la IASLC. Imagen extraida del Journal of Thoracic Oncology
(34).

Actualmente, la estadificacion del CP sigue la clasificacion propuesta por la
Asociacion Internacional para el Estudio del Cancer de Pulmén (IASLC). Dicha
clasificacion se renueva periédicamente y en la actualidad esta en su 82 edicion
(34). Este sistema cataloga a los pacientes en uno de los 11 estadios de la
enfermedad en virtud del tamafo del tumor primario, la afectacion de estructuras
vecinas, la posible afectacion de los ganglios linfaticos de drenaje y la extensién

a organos extratoracicos (Figura 3).

T ) | 3 T4
a b C a b
NO A, 1A, 1A 1B

N2 | 1A
N3

M1 IVA

M1 c IVB

Figura 3. Estadios segun la 82 edicién de la IASLC para el cancer de pulmén. Adaptacién del

Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery (35).
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El principal reto en los pacientes con CP consiste en obtener el diagndstico
histolégico y la estadificacién de la enfermedad de la manera mas eficiente y
utilizando las técnicas menos invasivas posibles. Para la correcta aplicacion del
sistema de estadificacion TNM, es necesario conocer la distribucién anatémica
de los ganglios linfaticos mediastinicos y seleccionar la técnica diagndstica mas
adecuada (Tabla 1).

ESTADIO N DESCRIPCION NODAL

NX No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales
NO Sin metastasis en los ganglios linfaticos regionales
N1 Metastasis en el ganglio linfatico peribronquial ipsilateral y/o

hiliar, y en el ganglio intrapulmonar, incluida la invasion por

extension directa

N2 Metastasis en el ganglio linfatico mediastinico ipsilateral y/o
subcarinal
N3 Metastasis en el mediastino contralateral, hiliar contralateral,

escaleno ipsilateral o contralateral, o ganglio(s) linfatico(s)

supraclavicular(es).

Tabla 1. Descriptores nodales de la 82 edicion de la IASLC. Adaptacion del Journal of Thoracic
Oncology (34).

Existen dos circunstancias relevantes en la estadificacion del CP. En primer
lugar, averiguar la posible afectacion ganglionar mediastinica ya sea homolateral
a la lesion pulmonar primaria (N1 o N2) o contralateral (N3). En segundo lugar,
determinar la presencia de enfermedad metastasica. Ambos factores van a
condicionar de manera determinante tanto el esquema terapéutico como el
pronéstico de la enfermedad. Aunque los datos clinicos y analiticos pueden
ayudar a conocer la extension de la enfermedad, la exploracion fundamental en

la estadificacién de pacientes con sospecha de CP es el PET-TC.

Cuando el PET-TC muestra afectacion metastasica, ya sea aislada en el pulmoén

contralateral (M1a) o multiple (un érgano M1b; dos o mas érganos M1c), y
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siempre que sea posible, la biopsia se dirigira hacia estas localizaciones para la
confirmacion cito-histologica. La determinacion de enfermedad metastasica es
crucial ya que confirma el estadio 1V, contraindica la cirugia en la mayoria de los
casos y selecciona a los pacientes que podrian beneficiarse de un tratamiento

sistémico.

En pacientes con afectacion localizada en el térax, sera fundamental determinar
la posible afectacion mediastinica. Se ha demostrado que la presencia de
adenopatias con didmetro > 10 mm en el TC y/o avidez por FDG en el PET
independientemente del tamano, tienen una probabilidad elevada de estar
afectas por la enfermedad neoplasica. Siguiendo el esquema TNM, si las
adenopatias mediastinicas supuestamente afectas en el PET-TC son hiliares
ipsilaterales se trataria de un N1, y N2 cuando lo son las localizadas en
mediastino homolateral y subcarinal. Las adenopatias hiliares y mediastinicas
contralaterales se clasifican como N3. Dado que la especificidad del PET-TC no
es suficientemente alta, y como ya se ha comentado, siempre sera necesario

confirmar la afectacion neoplasica mediante técnicas cito-histologicas.

Existen ciertas situaciones clinicas en las que la estadificacion del CP es
controvertida. Especialmente se han de considerar aquellos pacientes con riesgo
intermedio de afectacién mediastinica, ya que el porcentaje de N2-N3 en la
cirugia puede alcanzar hasta el 20% a pesar de que el PET-CT no muestre
afectacion ganglionar aparente. Dentro de este grupo se incluirian aquellos
pacientes con tumores de localizacion central, tumores de tamafo superior a 30
mm o con afectacion hiliar ipsilateral en el PET-TC. Aunque en este grupo de
pacientes no existe unanimidad en como proceder para descartar afectacion
mediastinica de la enfermedad, probablemente serian candidatos a
exploraciones mediastinicas adicionales con el objetivo de descartar

definitivamente la invasion ganglionar (36-39).

Clasicamente el CCP se estadificaba en funcion de si la afectacion neoplasica
estaba limitada al térax (enfermedad intratoracica, y por tanto abarcable en un
unico campo de radioterapia), o si se extendia a otros 6rganos (enfermedad

extratoracica). Sin embargo, en la actualidad, la estadificacién del CCP se realiza
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igual que la del CPCNP siguiendo el sistema TNM (tumor, ganglios y metastasis)

propuesto por la IASLC.
2.1.8. Tratamiento.

El abordaje terapéutico en el CPCNP depende de la extension de la enfermedad
y la presencia de biomarcadores. Durante los ultimos afios se han evidenciado
avances significativos en la caracterizacion molecular del tumor que han
permitido el desarrollo de terapias dirigidas. Por otra parte, la inmunoterapia (IT)
ha cambiado el paradigma de tratamiento en el CPCNP. El beneficio de ambas
estrategias se confirma tanto en estadios avanzados como en la enfermedad
inicial resecable, por lo que en la actualidad la individualizacion terapéutica en
base a biomarcadores esta recomendada por guias clinicasen todos los estadios
de la enfermedad (40-42).

En los estadios iniciales el tratamiento estandar es la cirugia, siempre que se
cumplan los criterios de resecabilidad y operabilidad. La IT adyuvante con
atezolizumab (anticuerpo monoclonal humanizado anti ligando del receptor de
muerte programada 1 (anti PD-L1)), en tumores con alta expresion de dicho
receptor ha demostrado una mayor supervivencia libre de enfermedad
convirtiéndose en el estandar de tratamiento en Europa y EEUU (43). Por otra
parte, el tratamiento adyuvante con inhibidores de EGFR (osimertinib) o ALK
(alectinib) ha demostrado disminuir significativamente el riesgo de recidiva en
pacientes portadores de mutaciones en el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) (44), asi como genes de fusion de ALK (45).

En Espafa, en pacientes en estadios II-llIA, se recomienda tratamiento
adyuvante con quimioterapia (QT) basada en platino y, en tumores con alta
expresion de PD-L1 (>50%) posteriormente IT con atezolizumab durante 1 afio
(46), u osimertinib adyuvante durante 3 afios en tumores con mutacién del gen
EGFR en exén 19 o 21 (47). El tratamiento adyuvante con inhibidores de ALK
aun no dispone de aprobacién en nuestro pais. En pacientes no candidatos a
cirugia o que la hayan rechazado, la radioterapia corporal estereotactica (SBRT)

es una alternativa valida (48, 49).

18



Sin ninguna duda, uno de los campos que ha evidenciado un mayor cambio en
el abordaje terapéutico ha sido la enfermedad localmente avanzada con
afectacion ganglionar N2 positiva. El tratamiento multimodal con QT de induccién
con o sin radioterapia (RT) seguido de cirugia en los estadios Il resecables (llIIA
con afectacion N2) ha sido motivo de debate. A pesar de demostrar un aumento
en la tasa de respuesta patoldégica (RP) completa y RP mayor, ningun estudio ha
confirmado su beneficio en términos de supervivencia, por lo que su uso siempre
en la practica clinica es debatible. Durante los ultimos anos, la introduccion de la
IT neoadyuvante en combinacién con QT en el CPCNP resecable ha demostrado
aumentar significativamente las respuestas patoldgicas, asi como Ia
supervivencia libre de eventos (50). En la actualidad, el tratamiento de induccién
con tres ciclos de nivolumab (anti-PD-L1) combinado con QT seguido de cirugia
se ha convertido en un nuevo estandar de tratamiento en pacientes con CPNCP
resecable de alto riesg (N2) con niveles de expresion positiva de PD-L1 y sin
alteraciones diana en EGFR o ALK. No obstante, este escenario puede cambiar
en los proximos afios con la introduccion de IT perioperatoria de induccion y

adyuvante en los tumores resecables (51).

En los pacientes con estadio |l que son inoperables o irresecables el tratamiento
de eleccion es la combinacion de QT basada en platino y RT concurrente. En los
pacientes que no presenten progresion al tratamiento de QT/RT, y que tengan
marcador PD-L1 positivo, esta indicado el tratamiento de mantenimiento con
durvalumab durante un afio. Dicho tratamiento de consolidacién ha demostrado

una supervivencia del 40% a los 5 afios (52).

El tratamiento del CPCNP metastasico (estadio V), fue el inductor del cambio
de paradigma del tratamiento basado en la medicina personalizada con la
identificaciéon de determinadas vias moleculares tributarias de terapia dirigida y
con la introduccién de la IT. Estos avances han mejorado de manera sustancial
la supervivencia y la calidad de vida de este grupo de pacientes. Por ello, en la
actualidad, el proceso diagnostico de la enfermedad avanzada requiere de la
identificacion de tres factores: subtipo histoldgico, expresion de PD-L1 y la
presencia de “drivers genéticos”. La presencia de un “driver genético” y los
niveles de expresion de PD-L1 determinan el algoritmo terapéutico recomendado

(figuras 4y 5).
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Asi pues, observamos como la caracterizacion molecular del CPCNP se ha
convertido en una necesidad imperiosa en todos los estadios de la enfermedad
desde el inicial quirurgico, el irresecabele localmente avanzado y el estadio
metastasico avanzado. La correcta identificacion de biomarcadores genéticos y
expresion de PD-L1 permite la seleccién de la mejor estrategia en todos los
ambitos de la enfermedad.

CARCINOMA PULMONAR DE CELULAS NO PEQUENAS ESTADIO IV

(DIANA TERAPEUTICA CONOCIDA)

l

TRASLOCACION METex14 MUTACION DE
DE RET SKIPPING KRAS G12C

TRANSLOCACION
DE ALK

MUTACION
DE EGFR

TRANSLOCACION MUTACION DE
DE ROS BRAFV600E

NTRK/HER2/EGFR
ex20ins

Osimertini Crizotinlb Dabrafenib + Quimioterpia + Pralsetinib Quimioterpia + Sotorasib
Alectinib Gefitinib +/- Entrectinib Trametinib Inmunoterapia Selpercatinib Inmunoterapia Adagrasib
Brigatinib carboplatin- Alternativa: Capmatinib
Lorlatinib pemetrexed Repotrectinib Tepotinib
Crizotinb Erlotinib +/-
Ceritinib bevacizumab
/ramucirumab

TRASLOCACION
NTRK

Entrectinib
Larotrectinib
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Amivantamab
Mobocertinib

Afatinib
Dacomitinib

MUTACION
HER2

Trastuzumab +
deruxtecan

Figura 4. Esquema de tratamiento en el CPCNP estadio IV y presencia de “driver genético”.

Adaptada de las guias clinicas de la Sociedad Europea de Oncologia Médica (ESMO) (40).

CARCINOMA PULMONAR DE CELULAS NO PEQUENAS ESTADIO IV
(SIN DIANA TERAPEUTICA)
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Quimioterapia Tratamiento
Carcinoma No en monoterapia paliativo
Escamoso o0 combinacién
Pembrolizumab con carboplatino

Quimioterapia con base de platino Platino + Premetexed
Platino + Taxanos + Pembrolizumab Taxol + CBDCA + Bevacizumab (Bev)
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Platino + Taxanos + Atezolizumab Paclitaxel + CBDCA + Bev + Atezolizumab
Platino + Pemetrexed + Pembrolizumab
Platino + Pemetrexed + Atezolizumab
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Figura 5. Esquema de tratamiento en CPCNP con estadio IV y ausencia de “driver genético”.
Adaptada de las guias clinicas SEOM 2018 (41).

En resumen, la caracterizacion genomica del CPCNP ha permitido la
identificacion y clasificacion de multiples alteraciones gendmicas tributarias de
tratamientos personalizados. Hoy en dia se tiene una clara descripcion de la
incidencia y distribucion de dichas alteraciones en el CPCNP. Un aspecto
relevante radica en que dichas alteraciones se encuentran representadas con la
misma incidencia en la enfermedad avanzada, asi como en los estadios mas

iniciales de la enfermedad (53).

La alteracién genética mas frecuente en el CPCNP es la mutacién de KRAS, que
se detecta en aproximadamente el 25%, seguida de la mutacion de EGFR
(=18%) y la fusidn de ALK (4%). Otras alteraciones diana identificadas con menor
frecuencia incluyen las mutaciones de HER-2, MET y B-RAF (2-3%), y las
fusiones de ROS1, RET, NTRK1/3 (<1-2%).

La expresién de PD-L1 se evalua en la membrana de las células tumorales y/o
estromales mediante técnicas de inmunohistoquimica (IHQ). El nivel de
expresion de PD-L1 predice la respuesta a la IT y determina la indicacion

terapéutica subyacente en todos los distintos estadios de la enfermedad.

Las necesidades en la caracterizacion molecular y la identificacion de
alteraciones genéticas en el CPCNP ha sido creciente durante las ultimas
décadas a medida que las indicaciones terapéuticas con tratamientos diana han
ido aumentando. Inicialmente, se realizaban técnicas moleculares de analisis
individual, es decir, técnicas que permitian la identificacion de un solo gen como
la reaccidon en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR),
hibridacién fluorescente in situ (FISH) o IHQ. Sin embargo, la creciente
necesidad de identificar diferentes “drivers genéticos” en el estudio del CPCNP
ha llevado a la necesidad imperiosa de introducir técnicas multiplex de
secuenciacion de nueva generacion, como la secuenciacién genética o Next
Generation Sequencing (NGS). Estas técnicas permiten el analisis simultaneo
de varias alteraciones genéticas al mismo tiempo, optimizando asi el tiempo de
respuesta y la eficiencia diagndstica con muestras histolégicas. Uno de los

aspectos relevantes a destacar es la disposicion de material para la realizacién
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de los analisis moleculares. A diferencia de otros tumores, en el CP, se dispone
de muy poco material por lo que la optimizacién de la muestra y de las técnicas

de evaluacion molecular es un requisito esencial en todo el proceso diagnéstico.
2.2. Ecobroncoscopia (EBUS-TBNA)
2.2.1. Definiciéon

Desde su introduccién en el mundo de la medicina en el afio 1992, la
ecobroncoscopia, mas conocida con el acrénimo inglés EBUS (Endobronchial
Ultrasound), ha revolucionado la manera en la que se realiza la estadificacion
mediastinica del CP (54).

En el aino 2004 Olympus ®, en colaboracién con el departamento de Cirugia
Toracica de la Universidad de Chiba, desarrollaron el EBUS tal y como lo
conocemos en la actualidad (55, 56). Consiste en un broncoscopio clasico que
incorpora en su extremo distal un transductor con un rango de frecuencia de entre
5-10 MHz, que permite la obtencidon de imagenes ecogréficas en tiempo real de
las estructuras localizadas alrededor de la traquea y los bronquios, e incorpora un
canal de trabajo de 2.0 mm de diametro. Para mejorar la impedancia acustica y
aumentar la superficie de contacto con el ecobroncoscopio, se dispone de un

micro balén que rodea al transductor y que puede inflarse con suero fisioldgico.

2.2.2. Aspectos técnicos

La toma de muestras se realiza en tiempo real, bajo vision directa y con la ayuda
de una aguja de puncion-aspiracion transbronquial (TBNA). Dicha aguja, tiene un
diametro entre 19 y 22 G y esta cubierta por un catéter semi-rigido que se
introduce a través del canal de trabajo del ecobroncoscopio. Una vez identificada
la zona de puncion (en general ganglios hilio-mediastinicos y/o masas pulmonares
o mediastinicas que contactan con el arbol traqueobronquial), se procede a la
introduccién del catéter en el canal de trabajo del ecobroncoscopio deslizando la
aguja a través de este. La TBNA se realiza bajo visidon ecografica directa.

Seguidamente, se procede a la extraccidon completa del sistema de puncion del
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ecobroncoscopio. La muestra del material aspirado se extiende en un portaobjetos

o puede introducirse en una solucion fijadora para realizar bloques celulares.

EI EBUS-TBNA permite evaluar la practica totalidad de las regiones adenopaticas
hilio-mediastinicas a excepcion de las regiones: subaortica (5), paraadrtica (6),
paraesofagica (8) y el ligamento pulmonar (9) (57). Debido a que estas estaciones
ganglionares son casi siempre accesibles a ecoendoscopia digestiva (EUS), en
los ultimos afios algunos centros han optado por realizar una exploracion
mediastinica completa utilizando ambas técnicas endoscopicas (EBUS/EUS-b
TBNA) (58, 59).

2.2.3. Indicaciones

En general, cualquier patologia que pueda afectar a AHM, ya sea benigna o
maligna, podria ser subsidiaria de estudio mediante EBUS-TBNA con un
rendimiento diagnostico elevado que variara dependiendo de la patologia de
base (60).

2.2.3.1. Diagnéstico y estadificacion del CPCNP

El EBUS-TBNA tiene un papel establecido tanto en el diagndstico como en la
estadificacion mediastinica de los pacientes con CPCNP. Aunque
historicamente, la mediastinoscopia habia sido la técnica de eleccién para el
estudio de las adenopatias mediastinicas en estos pacientes, la menor
morbilidad del EBUS-TBNA, junto con una rentabilidad diagndstica similar y el
hecho de no requerir quiréfano ni anestesia general, justifican el uso de esta

técnica endoscoépica como primera opcion en la valoracion del mediastino.

Asi pues, la capacidad del EBUS-TBNA para proporcionar en un mismo
procedimiento el diagndstico y la estadificacion de los pacientes con CP, hace
que actualmente sea la técnica de eleccidn inicial en el proceso diagndstico de
estos pacientes con una sensibilidad, valor predictivo negativo y precision

diagnostica del 92%, 90% y 95% respectivamente (61).

2.2.3.2. Linfadenopatias mediastinicas no neoplasicas
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En los dultimos anos, las indicaciones del EBUS-TBNA han crecido
exponencialmente. Su eficacia diagnéstica ha quedado demostrada en

enfermedades como la sarcoidosis o la tuberculosis (62, 63).

En el caso de la sarcoidosis pulmonar, la aparicion del EBUS-TBNA ha facilitado
su diagndstico, evitando la realizacion de otras técnicas mas invasivas vy
costosas, disminuyendo asi el riesgo de complicaciones asociadas. La
rentabilidad diagnéstica del EBUS en esta patologia es muy alta, llegando a
alcanzar una sensibilidad, especificidad y precision del 84%, 100% y 79%

respectivamente (64).

Por otro lado, son varios los estudios que demuestran la utilidad del EBUS-TBNA
en el diagndstico de infecciones pulmonares. Cabe destacar, la relevancia de esta
técnica en pacientes con infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) donde las infecciones oportunistas pueden ser frecuentes. En este
escenario, el EBUS-TBNA puede ser de gran utilidad facilitando el diagnéstico de

multiples patologias como la tuberculosis, la histoplasmosis o la criptococosis (65).
2.2.3.3. Papel del EBUS en sindromes linfoproliferativos

En lo que respecta al papel diagnéstico del EBUS en el ambito de los sindromes
proliferativos, se ha suscitado un notable interés en los ultimos afios, aunque su
papel aun no esta completamente definido. En este contexto, donde resulta
crucial llevar a cabo una tipificacion precisa de la lesién, las muestras citologicas
no han demostrado ser tan efectivas, lo que ha contribuido a resultados

controvertidos en los estudios llevados a cabo hasta la fecha (66, 67).

Sin embargo, en los ultimos afios la creciente utilizacion de criosondas (crio-
EBUS) para la obtencién de muestras histolégicas de las adenopatias ha
permitido obtener resultados muy prometedores. No obstante, son necesarios
estudios prospectivos que definan mejor el papel del crio-EBUS en el manejo

diagndstico de los sindromes mieloproliferativos (68, 69).
2.2.4. Limitaciones

Como cualquier técnica, el EBUS-TBNA no esta exenta de limitaciones. En primer

lugar, se ha de senalar que, mediante esta técnica, y como se ha mencionado con
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anterioridad, no se puede acceder a todos los territorios ganglionares. Asi
adenopatias localizadas en la region subadrtica (5), paraaodrtica (6), paraesofagica
(8) y el ligamento pulmonar (9), no son accesibles mediante este procedimiento
(57).

Por otro lado, destacar que pueden existir limitaciones técnicas como la dificultad
para atravesar la pared traqueobronquial debido al endurecimiento en aquellos
pacientes que hayan recibido radioterapia previa. Finalmente, cabe sefalar su

papel limitado en el genotipado o en la filiacién especifica de los linfomas.
2.2.5. Complicaciones

El EBUS-TBNA es un procedimiento seguro, con tasas de complicaciones
menores que oscilan entre el 0,1 y el 0,53% (70, 71). La mayoria de las
complicaciones asociadas a este procedimiento vienen determinadas por la

sedacioén o por la TBNA.

Las complicaciones tras la TBNA son infrecuentes si se toman las precauciones
adecuadas y se emplea la técnica apropiada. Aunque se han descrito diversas
complicaciones relacionadas con la TBNA, los dafos en el canal de trabajo del

broncoscopio son, con diferencia, los mas frecuentes.

La presencia de fiebre y/o bacteriemia post-procedimiento también han sido
descritas, sin embargo, no se pueden hacer recomendaciones firmes sobre la

necesidad o no de profilaxis antibidtica (72, 73).

Suele ser habitual un minimo sangrado en el lugar de la puncién. La hemorragia
masiva, incluso en pacientes que reciben anticoagulacién o antiagregacion, es

excepcional (74, 75).

Otras complicaciones menos frecuentes incluyen neumotérax,
neumomediastino, hemomediastino, fractura de la aguja, mediastinitis y

trombosis vascular pulmonar en el area de puncion (76-80).
2.2.6. Ampliando horizontes del EBUS-TBNA

El EBUS-TBNA se ha ido posicionando en las unidades de endoscopia

respiratoria, llegando a convertirse en una herramienta indispensable para los
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neumologos debido a su rendimiento diagndstico, a su versatilidad y a su
elevado perfil de seguridad. Sus indicaciones estan creciendo de forma
exponencial a medida que aparece nueva evidencia cientifica en diferentes
escenarios. Sin embargo, existen algunas situaciones donde el papel del EBUS-

TBNA esta aun por definir.
2.2.6.1. Utilidad en situaciones clinicas especiales

Como se ha mencionado con anterioridad, existe un riesgo incrementado de
afectacion mediastinica, N2 o N3, en determinados grupos de pacientes a pesar
de disponer de un PET-TC negativo. En concreto se trataria de pacientes con
tumores mayores de 30 mm, que tuvieran una localizacion central, o afectacién
hiliar ipsilateral (N1 clinico) (36, 39). En estos casos, parece necesario descartar
afectacion mediastinica previo a la cirugia. En este sentido, existen estudios
recientes que recomiendan una valoracion del mediastino mediante EBUS-TBNA
(81).

La necesidad de establecer una estrategia de estadificacion integral del
mediastino, es decir, la realizacién de una mediastinoscopia en pacientes con un
EBUS-TBNA negativo cuando exista riesgo de afectacion N2 o N3 oculto, es

desconocida, pero potencialmente relevante.
2.2.6.2. Utilidad en la era de la terapia dirigida

A raiz del descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas, se ha producido un
cambio de paradigma en el tratamiento del CPCNP que obliga a llevar a cabo
numerosas determinaciones genéticas (EGFR, ALK, ROS, RET BRAF, NTRK,
METex14, PDL1). Clasicamente, el estudio de biomarcadores se ha realizado de
forma individualizada y secuencial (gen a gen), dando lugar a una escasa
eficacia en términos de tiempo y obtencién de tejido. Por otra parte, la biopsia
continua siendo el gold standard recomendado en las guias clinicas para la
realizacion de las técnicas moleculares. No obstante, durante los ultimos afos
se han introducido nuevas tecnologias de secuenciacion multiple que permiten
el estudio simultaneo de paneles de genes en una sola reaccién, optimizando

asi el tiempo de respuesta y la eficiencia diagndstica con muestras histologicas.
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Estudios recientes en pacientes intervenidos de CPCNP muestran una alta
sensibilidad y reproducibilidad de las técnicas moleculares en tejido parafinado,
pero su utilizacién en la practica clinica en muestras citolégicas en el CPCNP no

ha sido validada.

Es en este escenario donde el papel del EBUS-TBNA podria ser determinante.
Por un lado, permitiria realizar el diagndéstico y la estadificacion mediastinica y
por otro lado y en el mismo acto, podria facilitar la obtencion de material
citolégico adecuado para identificar alteraciones genéticas con potenciales

dianas terapéuticas.
2.2.6.3. Rentabilidad en neoplasia pulmonares extratoracicas

Otra de las situaciones clinicas en las que el EBUS-TBNA podria tener un papel
fundamental es en la evaluacion de las AHM en pacientes con neoplasias

extratoracicas (NE).

Se ha demostrado que hasta un 30% de las AHM consideradas radiolégicamente
patologicas en pacientes con antecedentes de NE (adenopatias mayores a 10 mm
en la TC o con una captacion patolégica en la PET) no son debidas a infiltracién
metastasica por la enfermedad extratoracica, sino que son secundarias a
infecciones o procesos inflamatorios (82-84). Por tanto, con el fin de determinar
una estrategia terapéutica éptima y poder establecer el prondstico, la correcta

caracterizacion de estas AHM sera fundamental.

27



Fundamentos de la Tesis

5. FUNDAMENTOS DE LA TESIS

28



Fundamentos de la Tesis

29



Tesis Doctoral Ecobroncoscopia y Mediastino: Ampliando Horizontes

3. FUNDAMENTOS DE LA TESIS

Los fundamentos generales en los que se basa la presente tesis son:

1. EICP es el cancer con mayor mortalidad global. La correcta estadificacién de
la enfermedad es determinante para establecer el prondstico y seleccionar el

tratamiento 6ptimo.

2. EIEBUS-TBNA es la técnica de eleccion en la estadificacion mediastinica en
pacientes con CPCNP. Esto se debe fundamentalmente a su alta rentabilidad
diagnéstica, siendo considerada una técnica menos invasiva que los
procedimientos quirurgicos. Sin embargo, la utilidad del EBUS-TBNA en
situaciones en las que no existe evidencia de afectacion mediastinica radiologica
(PET-TC) es controvertida.

3. La identificacibn de drivers genéticos potencialmente tratables y Ila
inmunoterapia han supuesto una revolucion en el tratamiento de los pacientes con
CPCNP, al permitir el desarrollo de nuevas terapias que han mejorado de manera

sustancial el pronéstico y la calidad de vida de este grupo de pacientes.

4. Las muestras citologicas obtenidas mediante EBUS-TBNA podrian ser
suficientes para obtener el diagndstico especifico y confirmar la afectacion
mediastinica en pacientes con CPCNP. Por otro lado, mediante técnicas de
secuenciacion multiple se podrian determinar las caracteristicas genotipicas
concretas. Todo ello optimizaria el manejo clinico del paciente y evitaria pruebas

diagndésticas invasivas adicionales.

5. La utilidad del EBUS-TBNA en la afectacion mediastinica por neoplasias
extratoracicas es conocida pero su rentabilidad y repercusion pronéstica no estan

bien determinadas.
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La presente tesis doctoral pretende conocer el papel del EBUS en determinados
escenarios clinicos en los que su rentabilidad es controvertida, asi como
averiguar su capacidad para identificar drivers genéticos que permitan

individualizar los tratamientos oncoldgicos.

Articulo 1

La afectacion mediastinica en pacientes con CPCNP determina no sdlo la actitud
terapéutica si no también el prondstico de estos pacientes. El objetivo del
presente estudio fue conocer la aportacion de una estadificacion mediastinica
integral (EBUS-TBNA seguido de MCE) en un grupo de pacientes con factores

de riesgo para MMO pero sin afectacion mediastinica radiologica.

Articulo 2

El interés de este estudio se basa en valorar la utilidad de las muestras
citolégicas obtenidas mediante EBUS-TBNA para un genotipado completo del
CPCNP. Por otro lado, se pretende determinar si la informacién proporcionada
por el andlisis de las muestras del ganglio afecto es equiparable a la

proporcionada por las biopsias del tumor primario.

Articulo 3

A lo largo de la evolucion de los pacientes con NE, es frecuente obijetivar la
aparicion de adenopatias hilio-mediastinicas de significado incierto. A pesar de
que técnicas de imagen como la TC o la PET pueden aportar informacién
relevante, el abanico de posibilidades diagndsticas es muy amplio. Todo esto
obliga a obtener muestras citolégicas que confirmen la etiologia especifica del
proceso. El papel del EBUS-TBNA en esta situacion clinica y su rentabilidad
concreta entre los diversos tumores que pueden afectar al mediastino es
controvertido. Por otro lado, la relevancia prondstica de la afectacion

mediastinica en la evolucidon de la enfermedad no estda demostrada.
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HIPOTESIS

Diferentes estudios han demostrado que en determinados pacientes con CP y
pruebas de imagen (PET-TC) negativas, existe un riesgo incrementado de
presentar invasion ganglionar mediastinica (N2-N3). Los factores de riesgo
identificados son: la presencia de ganglios linfaticos hiliares patologicos en las
pruebas de imagen (N1 clinico; cN1), los tumores de localizacion central y los
tumores con un diametro mayor de 30 mm. En estos casos parece evidente que
esta indicado realizar un EBUS-TBNA antes de la cirugia, pero se desconoce la
rentabilidad de realizar una evaluacion mediastinica integral. Es decir, cual es
el valor anadido de realizar una VAM en pacientes de riesgo cuando el EBUS-

TBNA ha sido previamente negativo.

Actualmente la biopsia del tejido afectado por el CP (ya sea el tumor primario,
ganglios o metastasis) es la muestra de referencia para la realizacion de estudios
genéticos en el CP. La posibilidad de realizar dichos estudios en muestras
citologicas obtenidas mediante EBUS-TBNA facilitaria el manejo clinico de estos
pacientes al tratarse de una técnica minimamente invasiva, segura y coste-
efectiva. Conocer la utilidad de las muestras de AHM, obtenidas mediante EBUS-
TBNA, para el analisis molecular y la correlacion existente entre ellas y las
muestras de referencia (biopsias del tumor primario) sera determinante para

clarificar el papel del EBUS en el manejo diagnéstico de los pacientes con CP.

Por otro lado, la presencia de AHM en pacientes afectos de NE es relativamente
frecuente. A menudo dicha afectacion mediastinica es debida a metastasis del
tumor primario. Sin embargo, hasta en un 30% de los casos se debe a patologia
benigna, ya sea por procesos inflamatorios o infecciosos o secundarios al
tratamiento oncolégico establecido. Dada la relevancia clinica que supone
conocer la posible afectacion metastasica de las AHM, es obligada una
caracterizacion citolégica adecuada. En este sentido, la rentabilidad del EBUS-
TBNA en el estudio de las AHM de pacientes con diversos tipos de NE no esta
bien establecida. Por otro lado, tampoco se conoce la implicacion prondstica de

la afectacion metastasica de dichos ganglios.
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OBJETIVOS

1. Valorar de manera prospectiva la utilidad de una evaluacion mediastinica
integral (realizacion de VAM después de un EBUS-TBNA negativo) en pacientes
con CPCNP con factores de riesgo para MMO. Adicionalmente, se analizara la
prevalencia de la enfermedad N2/N3 y el rendimiento diagndstico del EBUS-

TBNA en este grupo de pacientes.

2. Analizar la utilidad de las muestras citolégicas de EBUS-TBNA para el analisis
molecular utilizando técnicas de genotipado multiple (NGS y nCounter) y estudio
inmunohistoquimico (IHQ) (determinacion de PD-L1) en pacientes con CPCNP.
Posteriormente, se va a evaluar la reproducibilidad de los resultados del analisis
molecular entre muestras citolégicas y biopsias bronquiales de pacientes con
CPCNP.

3. Conocer la rentabilidad diagndstica global y especifica del EBUS-TBNA en
pacientes con NE y presencia de AHM, asi como determinar la implicacion

prondstica de la afectacion neoplasica mediastinica por la enfermedad de base.
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ARTICULO 1

“Integral Mediastinal Staging In Patients
With Non-Small Cell Lung Cancer And Risk

Factors For Occult N2 Disease”

Lucena CM, Martin-Deleon R, Boada M, Marrades RM, Sanchez D, Sanchez M,
Vollmer |, Martinez D, Fontana A, Reguart N, Molins L, Agusti C.

Respir Med 2023; 208:107132. doi: 10.1016/j.rmed.2023.107132.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Endobronchial ultrasound
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N2 disease

Background: In patients with non-small cell lung cancer (NSCLC), the presence of abnormal hiliar lymph nodes
(clinical N1; cN1), central tumor location and/or tumor size (diameter >3 cm) increases the risk of occult
mediastinal metastasis (OMM). This study investigates prospectively the diagnostic value of an integral medi-
astinal staging (IMS) strategy that combines EndoBronchial Ultrasound-TransBronchial Needle Aspiration (EBUS-
TBNA) and Video-Assisted Mediastinoscopy (VAM) in patients with NSCLC at risk of OMM.

Methods: Patients with NSCLC and radiologically normal mediastinum assessed non-invasively by positron
emission tomography and computed tomography of the chest (PET-CT), and OMM risk factors (cN1, central
tumor and/or >3 c¢m) underwent EBUS-TBNA followed by VAM if the former was negative. Those with negative
IMS underwent resection surgery of the tumor.

Results: EBUS-TBNA identified OMM in 2 out of the 49 patients evaluated (4%) and VAM in 1 of the 47 patients
with negative EBUS (2%). Two patients with a negative IMS had OMM at surgery. Overall, the prevalence of
OMM was 10%. EBUS-TBNA has a sensitivity of 40%, a negative predictive value (NPV) of 93.6%, and negative
likelihood ratio of 0.60 (95%CI:0.30-1.16). The risk of not diagnosing OMM after EBUS was 6% and after IMS
was 4.4%.

Conclusion: Integral mediastinal staging in patients with NSCLC and clinical risk factors for OMM, does not seem
to provide added diagnostic value to that of EBUS-TBNA, except perhaps in patients with c¢N1 disease who
deserve further research.

1. Introduction

Lung cancer (LC) is the first cause of cancer death worldwide both in
males and females [1]. Because mediastinal node involvement de-
termines treatment options and prognosis in patients with non-small cell
lung cancer (NSCLC), their mediastinal staging should exclude the
presence of mediastinal node metastasis with the highest certainty and

the lowest morbidity [2-5]. The combination of positron emission to-
mography and computed tomography (PET-CT) is useful in clinical
practice to detect mediastinal node invasion. The negative predictive
value (NPV) of PET-CT is high, so most patients can go straight to sur-
gery [2,3], but it is important to exclude potential false positive results
[6]. Different studies have shown that the risk of occult mediastinal
metastasis (OMM), this is clinical N2 or N3, increases with the presence

Abbreviations: ¢N1, clinical N1; EBUS-TBNA, endobronchial ultrasound-transbronchial needle aspiration; ESTS, European Society of Thoracic Surgery; EUS,
esophageal endoscopic ultrasound; FDG, F-fluorodeoxyglucose; IMS, integral mediastinal staging; LC, lung cancer; MDT, multi-disciplinary team; NPV, negative
predictive value; NSCLC, non-small cell lung cancer; OMM, occult mediastinal metastasis; PET-TC, Positron emission tomography with computed tomography; ROSE,

rapid on-site evaluation; VAM, video-assisted mediastinoscopy.
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of abnormal hilar lymph nodes (clinical N1; ¢N1), when the tumor is
centrally located and/or when it is larger than 3 cm in diameter, even if
the mediastinal PET-CT is negative [4,5,7,8]. Whether these patients at
risk of OMM require systematic mediastinal evaluation before surgery as
well as the specific procedure to do it (EndoBronchial
Ultasound-TransBronchial Needle Aspiration (EBUS-TBNA) vs.
Video-Assisted Mediastinoscopy (VAM)) is unclear [9,10]. The potential
role of an integral mediastinal staging (IMS) strategy, this is performing
VAM despite a previously negative EBUS-TBNA in patients at risk of
OMM, is unknown but potentially relevant [11]. Accordingly, this study
sought to evaluate prospectively the usefulness of IMS in patients with
NSCLC at risk of OMM, the prevalence of N2/N3 disease and the diag-
nostic yield of EBUS-TBNA in this setting.

2. Methods
2.1. Study design and ethics

Prospective study to determine diagnostic yield of an IMS, which
includes EBUS-TBNA followed by VAM if the result of EBUS mediastinal
staging was negative, in patients with NSCLC and negative mediastinal
PET-CT but at risk of OMM, including either cN1, had a central tumor
and/or the latter was larger than 3 cm in diameter. If VAM confirmed the
absence of mediastinal metastasis, surgical resection was indicated. The
time elapsed between EBUS and surgery never exceeded 4 weeks. Pa-
tients in whom IMS showed the presence of lymph node metastasis were
excluded for surgery, and other therapeutic option were offered.

All participants signed their informed consent before mediastinal
staging and surgery. The study protocol was approved by the Ethics
Committee of our institution (HCB/2022/0172).

2.2. Study population

We included in the study patients with NSCLC diagnosed according
to international recommendations [2,3] and staged followed the 8th
edition of the TNM classification [12,13]. Exclusion criteria included
patients older than 85 years, diagnosis of small cell LC, previous LC
resection, low performance status and lung function tests precluding
surgical resection. Patients included in this prospective study were
evaluated from April 2015 to April 2019.

2.3. Non-invasive mediastinal nodal staging

Thoracoabdominal CT was performed on all patients at the time of
diagnosis with different equipment’s (Siemens Sensation 16, Siemens
Sensation 64 and Siemens Flash 128; Elargen, Germany). All the studies
were carried out after injection of jodinated contrast and with the same
exploration protocol.

PET-CT scans were performed after 6 h fasting period following
intravenous administration of 18F-FDG, using a Biograph mCT TrueV
PET-CT hybrid device (Siemens, USA) with a low-dose CT for attenua-
tion cormrection and image fusion. PET data reconstruction was per-
formed with a standard iterative algorithm from CT records.

Negative mediastinum by CT was defined as the absence of hilar-
mediastinal lymph nodes or, if present, with a short-axis diameter
<10 mm. Similarly, PET was considered negative when there was
minimum (similar to the surrounding mediastinum) or no mediastinal
lymph nodes F-fluorodeoxyglucose (FDG) uptake. Tumor size was
determined by measuring the larger CT diameter in lung window.
Centrality was considered when at least half of the tumor was located in
the inner third of the lung on ransverse CT scan, and cN1 was defined as
the presence of hilar lymph nodes > 10 mm on the short axis on CT scan
and/or FDG-PET uptake in N1 nodes [13].
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2.4. Invasive mediastinal nodal staging

2.4.1. EndoBronchial UltraSound-TransBronchial needle aspiration
(EBUS-TBNA)

EBUS was performed in the bronchoscopy unit using a convex probe
ultrasound bronchoscope (Pentax EB-1970UK 2.0) and 22-gauge needle
(Echotip® Ultra, Cook Medical, US). Conscious sedation was performed
by an anesthesiologist using a continuous infusion of propofol and
remifentanil and maintaining spontaneous breathing throughout the
procedure. A systematic nodal evaluation with the EBUS was done ac-
cording to clinical guidelines [2,3,14] starting with the exploration of
N3 hilar stations followed by N2. All identified lymph nodes with a
minor diameter of >5 mm were sampled. The cytological preparation
was performed with both air-dried and wet-fixed methods. Aspirates
were placed in formaldehyde solution to cell block preparation. To
ensure the sample quality, a rapid on-site evaluation (ROSE) was done.
Lymph node was considered to be non-malignant after 3 needle passes
per station showing normal lymphocytes with no atypical cells. In case
of malignant cell identification, ROSE confirmed that sufficient material
for identification, subtyping and molecular testing was available.
Cytological samples were classified as neoplastic when definitive fea-
tures of malignancy were identified in the obtained sample and
non-neoplastic when there were cytological findings of a specific benign
condition and/or presence of lymphocytes in a significant number
consistent with normal lymph node (more than 150 lymphocytes/field)
[15].

2.4.2. Video-assisted mediastinoscopy (VAM) and surgical resection

All patients with negative EBUS results undergone VAM under gen-
eral anesthesia in an operating room. A transverse cervicotomy was
carried out until the opening of pretracheal fascia. Video-
mediastinoscope was inttoduced into the mediastinum after finger
blunt dissection. A systematic assessment of right and left paratracheal
and subcarinal spaces (2R, 2L, 4R, 4L and 7) was performed in all cases
according to current guidelines [2,3]. Patients with VAM negative re-
sults according to the European Society of Thoracic Surgery (ESTS)
guidelines on intraoperative systematic nodal dissection [16] underwent
surgical resection of the lung tumor and mediastinal dissection.

2.5. Statistical analysis

Results are expressed as absolute and relative frequencies for cate-
gorical variables and as mean + SD for continuous variables. The ac-
curacy, sensitivity, NPV and negative likelihood ratio of EBUS and VAM
were computed using standard definitions [17].

3. Results
3.1. Patients characteristics

Fig. 1 presents the consort diagram of the study. During the study
period, we assessed 63 patients with NSCLC and risk factors for OMM; 49
of them (78%) were finally enrolled in the study. Six patients were
excluded due to a low performance status and 8 because they were
already included in another clinical wial [18].

Table 1 summarizes the clinical characteristics of the 49 patients
included. Their mean age was 66 + 9.4 years. The most common risk
factor for OMM were tumor size (88%), followed by centrality (35%)
and c¢N1 (249%). Seven patients (14%) had the three of them, 10 (20%)
had a central and large (>>3 cm) tumor, and 5 (10%) had ¢N1 and also a
large tumor.

3.2. Mediastinal staging

In the 49 patients in whom EBUS was performed, a total of 52 lymph
nodes were sampled, with a mean of 1.04 + 0.8 nodal station samples/
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Fig. 1. Consort diagram of the study.

patient. The mean diameter of the punctured lymph nodes was 9.3 +
2.9 mm. The most commonly sampled stations were the subcarinal
(station 7) (52%), followed by the low right paratracheal (station 4R)
(13%). There were no complications with the procedure.

Asillustrated in Fig. 1, EBUS-TBNA identified metastatic lymph node
invasion in 2 of the 49 patients evaluated (4%), one with a tumor >3 cm
and a positive contralateral hilar lymph node (N3 disease) and the other
one with a central tumor >3 em and ¢N1 disease in whom EBUS-TBNA
identified a positive right low paratracheal lymph node (station 4R).

VAM was then performed in the 47 patients with a negative EBUS-
TBNA and it identified an additional mediastinal nodal metastasis (sta-
tion 4R, N2 disease) in one patient (2.1%) (Fig. 1). Then, the 46 patients
with no evidence of mediastinal involvement after IMS were referred to
surgical resection during which 2 additional patients with metastatic
mediastinal invasion were identified after systematic nodal dissection
(4.3%). One of them with a positive right low paratracheal lymph node
(station 4R, N2 disease) and the other with invasion of the subaortic
lymph node (station 5, N2 disease) (Fig. 1). Overall, the prevalence of
OMM in the study population was 10.2%.

3.3. Risk factors for mediastinal invasion

Table 2 presents the individual data of the 5 patients with medias-
tinal lymph node invasion after IMS or surgery. Four of them (80%) had
a tumor size >3 cmand 3 (60%) were classified as cN1 after the PET-CT
study. In one of the latter 3 patients with undetected N2 disease by
EBUS-TBNA, the involved station was out of reach of the procedure

(station 5L).

The probability of having OMM was 9% in patients with a lung tumor
higher than 3 em in diameter, 6% in those with a central location of the
tumor and 25% in those with cN1.

3.4. Diagnostic accuracy

The sensitivity of EBUS-TBNA for detecting mediastinal invasion was
40%, the NPV was 93.6%, and the negative likelihood ratio was 0.60
(95%CT: 0.30-1.16). The sensitivity, NPV and negative likelihood ratio
for VAM (after a negative EBUS) were 60%, 95.6% and 0.67 (95%CL
0.30-1.35) respectively. According to these results the risk of over-
looking OMM (N2/N3 disease) after both negative EBUS and VAM was
4.4%.

4. Discussion

Revised ESTS guidelines for preoperative mediastinal lymph node
staging for NSCLC states that when there are no abnormal lymph nodes
on PET-CT, preoperative mediastinal staging is indicated in patients
with central tumors, clinical N1 nodes and/or tumors larger than 3 cm
[3]. The choice between endoscopic staging with EBUS/EUS or
video-assisted mediastinoscopy depends on local expertise. What is not
known is the added value of VAM in this selected group of patients
where EBUS is negative.

This is the first study to evaluate prospectively the utility of IMS
strategy that combines EBUS-TBNA and VAM to diagnose mediastinal
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Table 1
Characteristics of included patients (n ~ 49).
Characteristics Values
Age, years, m £ SD 66 + 9.4
Male sex, n (%) 32 (65)
Smoking status, n (%)
Never smoker 9(18)
Prior smoker 28 (57)
Current smoker 12 (25)
Lobar location, n (%)
Right upper lobe 21 (43)
Right middle lobe 1(2)
Right lower lobe 9(18)
Left upper lobe 10 (20)
Left Lower lobe 8(16)
Histology, n (%)
ADC 26 (53)
sCC 19 (39)
Neuroendocrine tumor 2(4)
ADC + 8CC 1(2)
ADC + Neuroendoctine tumor 1(2)
Risk factors, n (%)
T>3cm 43 (88)
Central tumor 17 (35)
cN1 stage 12 (24)
Stage, n (%)
1A3 1(2)
i:] 17 (35)
A 13 (27)
IIB 5(10)
A 10 (20)
I1IB 1(2)
IVA 2(4)

Abbreviations: ADC: Adenocarcinoma; SCC: Squamous cell
carcinoma.

disease in patients with NSCLC, negative mediastinum on imaging and
risk factors for OMM. Main results show that, in this patient population:
(1) the prevalence of OMM is low (10%); (2) EBUS-TBNA has a low
sensitivity (40%) but a high NPV (94%); and that (3) the added value of
VAM to detect OMM in patients with a previously negative EBUS-TBNA
is small since it reduces the probability of detecting OMM only from 6%
to 4%.

4.1. Previous studies

Several previous studies have evaluated the role of EBUS-TBNA in
NSCLC patients with radiclogically normal mediastinum [4,19]. Most of
them are retrospective, include patients with or without clinical risk
factors for OMM, use different methodology for performing EBUS-TBNA
(type of anesthesia, presence of ROSE, thoroughness of the endoscopic
exploration) and often employ only one (CT or PET-CT) imaging tech-
nique for considering the mediastinum “negative”. Likely because this
heterogeneity, the reported prevalence of OMM in these studies is highly
variable. In a meta-analysis of these previous investigations, El-Osta
et al. showed that the prevalence of OMM was 12.8%, and the
EBUS-TBNA sensitivity and NPV were 49.5% and 93% respectively, and
concluded that a negative pre-operative EBUS-TBNA in the absence of
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radiologic mediastinal involvement indicates a low probability of OMM
[20]. Similar results were observed in a sub-analysis of the ASTER trial
in patients with negative mediastinum on imaging, that showed that
despite a high prevalence of mediastinal metastasis (24%), the proba-
bility of OMM after a negative integral endo-sonography (both EBUS and
esophageal endoscopic ultrasound-EUS-) was only 9% [11]. This sug-
gests that the addition of VAM staging may expose patients to potential
complications of the surgical procedure without a clear-cut clinical
benefit. The choice between endo-sonography vs VAM depends on local
expertise, but beginning mediastinal staging with EBUS-TBNA, which is
cheaper and safer than VAM [9,21,22], seems a reasonable option. What
is not known and constitutes the primary aim of the present study is the
added value of VAM after a negative previous EBUS-TBNA in patients
with NSCLC at risk of OMM.

4.2. Interpretation of findings

The present prospective study, using well defined criteria for pa-
tient’s selection and performance of the staging techniques, shows that
the prevalence of OMM in patients at risk was 10%, just around the
threshold proposed by the ESTS as reasonable for proceeding to medi-
astinal staging [3]. However, a diagnostic procedure with a post-test
probability of 5% means that the result is highly accurate and that no
further investigations are necessary [23]. In our study the post-test
probability of having OMM after a negative EBUS-TBNA was 6% and
the addition of VAM decreased it to 4%. This reduced added diagnostic
value of VAW, its cost, potential morbility and time delay entailing the
performance of two consecutive staging procedures, make VAM not
advisable in this clinical setting. Thus, our results indicate that patients
with negative mediastinum on imaging and a negative EBUS-TBNA may
go straight to surgery without VAM. In this scenario, lymph node
dissection should be routinely performed to recognize the potentially
missed mediastinal involvement.

In contrast with the high diagnostic yield of EBUS-TBNA in patients
with pathological mediastinum on imaging, the sensitivity of EBUS-
TBNA is rather low in patients with negative mediastinum on imaging
and OMM. It is known that both sensitivity and NPV depend upon the
overall prevalence of N2/N3 metastasis in the population undergoing
EBUS. In particular, sensitivity is positively correlated with the overall
prevalence of N2/N3 disease, whereas NPV is negatively cormrelated
[24]. Actually, it can reflect some interesting biological differences in
the lymph nodes since larger and FDG-avid nodes might have diffuse
metastatic involvement whereas normal sized and non FDG-avid one
may reflect the presence of microscopic metastasis. Theoretically, the
presence of false negative samples by EBUS-TBNA would be higher in
the latter situation. Our results are in line with this hypothesis since 2 of
the 3 patients with mediastinal nodal disease not detected by
EBUS-TBNA, had localized intracapsular neoplastic infiltration.

Finally, we recruited patients with different clinical risk factors
assuming that the risk for having OMM between them was equipoised,
but probably this in not the case. In our study the risk of having OMM in
patients with central tumors or a tumor size >3 cm was rather low (9%
and 6% respectively), suggesting that in this specific group of patients a
negative EBUS should preclude the performance of VAM. By contrast,

Table 2

Occult mediastinal metastasis identified by invasive mediastinal staging or surgery.
Mediastinal Staging ~ Node Involvement  Sex Age (years) Primary tumor location ~ OMM risk factors Tumot size (cm) N stage Histology
EBUS 11R male 72 LLL T>3 4.1 N3 ADC
EBUS 4R male 68 RUL T > 3 + Central tumor + cN1 4.5 N2 ADC
VAM 4R* male 76 RUL T>3 4 N2 ADC
Surgery 4R* male 79 RML T >3+ cN1 3.3 N2 SCC + ADC
Surgery 5L female 49 LUL cN1 0.7 N2 NEC

Abbreviations: OMM: Occult mediastinal metastasis; EBUS: Endobronchial Ultrasound; VAM: Video Assisted Mediastinoscopy; LLL: left lower lobe, RUL: right upper
lobe; RML: right middle lobe; LUL: left upper lobe; ADC: Adenocarcinoma; SCC: Squamous cell carcinoma; NEC: Neuroendocrine carcinoma.

# Intracapsular.
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the chance of having OMM increases up to 25% when the risk factor
considered is the presence of N1 by imaging. Other studies have shown
similar percentages of OMM in patients with cN1 disease [18,25].
Notoriously two different multicenter studies have shown that, in this
group of patients, VAM after a negative EBUS-TBNA had a much higher
sensitivity (38% vs 73%) [11,18]. Although a recent meta-analysis by
Leong et al. improved EBUS-TBNA sensitivity up to 49% in this clinical
setting, it seems that endo-sonography alone has an unsatisfactory
sensitivity to detect mediastinal nodal metastasis in patients with cN1
disease, and the addition of a confirmatory mediastinoscopy adds value
[18,26]. The low prevalence of mediastinal metastasis and the relative
low number of patients with cN1 disease in our cohort preclude us to
provide any firm conclusion in this regard.

4.3. Potential limitations

We acknowledge the following limitations of our study. First, sample
size is relatively small since patients were enrolled in a single University
Hospital. Yet, our results are in line with previous results with respect to
both the prevalence of OMM and the diagnostic yield of the staging
procedures. Future studies in larger, multicenter cohorts are needed to
confirm or dispute our findings. Second, guidelines support integral
endo-sonography (combined EBUS and EUS) as the most efficient way to
perform stage the mediastinum. In the present study we only performed
EBUS-TBNA. Potentially, the addition of EUS might have improved the
diagnostic yield of clinical staging, but this would have made VAM even
less useful.

5. Conclusions

Integral mediastinal staging, that includes VAM after a negative
EBUS-TBNA, in patients with NSCLC and clinical risk factors for OMM,
does not provide added diagnostic value to that of EBUS-TBNA, except
perhaps in patients with ¢N1 disease who deserve further research.
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[

Simple Summary: Endobronchial-ultrasound transbronchial needle aspiration (EBUS-TBNA) is
essential in the diagnosis and staging of NSCLC, but its usefulness for a full molecular charac-
terization remains controversial. The aim of this prospective study was to assess if EBUS-TBNA
samples were reliable for a comprehensive molecular and immunohistochemical testing in NSCLC.
We prospectively evaluated EBUS-TBNA specimens for molecular characterization showing that
they are useful for NSCLC genotyping and have the same potential to improve the selection of
patients for personalized therapies as bronchial biopsy samples. EBUS-TBNA samples are reliable
samples for NSCLC genotyping with the consequent potential to improve patient’s selection for
targeted therapies.

Abstract: Clinical guidelines promote the identification of several targetable biomarkers to drive
treatment decisions in advanced non-small cell lung cancer (NSCLC), but half of all patients do not
have a viable biopsy. Specimens from endobronchial-ultrasound transbronchial needle aspiration
(EBUS-TBNA) are an alternative source of material for the initial diagnosis of NSCLC, however their
usefulness for a complete molecular characterization remains controversial. EBUS-TBNA samples
were prospectively tested for several biomarkers by next-generation sequencing (NGS), nCounter,
and immunohistochemistry (PD-L1). The primary objectives were to assess the sensitivity of EBUS-
TBNA samples for a comprehensive molecular characterization and to compare its performance to
the reference standard of biopsy samples. Seventy-two EBUS-TBNA procedures were performed,
and 42 NSCLC patients were diagnosed. Among all cytological samples, 92.9% were successfully
genotyped by NGS, 95.2% by nCounter, and 100% by immunohistochemistry. There were 29 paired
biopsy samples; 79.3% samples had enough tumor material for genomic genotyping, and 96.6% for
PD-L1 immunohistochemistry. A good concordance was found between both sources of material:
88.9% for PD-1.1, 100% for NGS and nCounter. EBUS-TBNA is a feasible alternative source of material
for NSCLC genotyping and allows the identification of patient candidates for personalized therapies
with high concordance when compared with biopsy.

Cancers 2021, 13, 2084. https:/ /doi.org/10.3390/ cancers13092084
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1. Introduction

Lung cancer is the most common malignancy worldwide and remains the first cause
of cancer death in both men and women. Non-small cell lung cancer (NSCLC) constitutes
85% of all lung cancers and 60% of them are diagnosed in advanced stages with a median
five-year survival of 15% [1]. However, the use of predictive cancer biomarkers in advanced
NSCLC for specific targeted therapies and immunotherapies has emerged in recent decades,
increasing positive patient outcomes [2]. Genomic profiling is now a standard of care in
the routine diagnostic workup of patients with advanced lung cancer and a necessity to
drive treatment decisions in clinical practice [3]. Testing of EGFR, BRAF, ALK, ROS1, and
PD-L1 expression [2,4-7] is considered mandatory in patients with advanced disease and
the most recently updated guidelines encourage the evaluation for several other evolving
targets such as NTRK, RET, MET exonl4 skipping (METAex14), HER2, and KRAS [2]. With
the growing demand for gene testing in lung cancer, multiplex approaches are increasingly
necessary to allow the study of several genes at the same time [5,8].

Bronchoscopy has been traditionally employed in the diagnosis of lung cancer. The re-
cent implementation of endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle aspiration
(EBUS-TBNA) as an additional tool in the endoscopic exploration allows us not only to
obtain a specific histological diagnosis but also to establish an accurate nodal mediastinal
staging in a unique investigation. This results in a reduction in the time-to treatment
decision [9], which is of paramount importance since timeliness of lung cancer care is a
fundamental quality indicator.

Although biopsies are still considered the gold standard source of material for genetic
testing [10-13], current molecular testing guidelines highlight that any source of material,
including cytology samples, with adequate tumor cellularity may be used for diagnosis
or therapy-predictive biomarker testing [5,14]. This is of relevance as small biopsy and
cytology samples may represent the sole diagnostic material for diagnosis in up to two
thirds of patients [15,16], and formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) biopsies have
frequently limited tumor content, since many diagnostic tests are required [17].

This situation prompted us to investigate the yield of EBUS-TBNA specimens, a
cytological methodology, using a comprehensive multiplex genotyping based on combined
next-generation sequencing (NGS) (DNA) and nCounter (RNA) multiplex testing [18],
as well as PD-L1, in a series of patients with newly diagnosed NSCLC at our institution.
We also aimed to assess the reproducibility of results between cytological specimens and
paired tissue biopsies taken from the same tumor.

2. Materials and Methods
2.1. Patients

Patients from Hospital Clinic Barcelona (Barcelona, Spain) with suspected lung cancer
were evaluated by the Respiratory Department where the different diagnostic and staging
procedures were indicated and performed according to international recommendations [9].
All cases were discussed in multi-disciplinary team meetings composed of various profes-
sionals involved in the care of lung cancer patients. Patients undergoing an EBUS-TBNA
with confirmed diagnosis of stage III or IV NSCLC were prospectively included in the
study. Patients were staged according to the International Association for the Study of
Lung Cancer classification (eighth edition) [19]. Patients who were diagnosed on cytology
were not required to have a confirmation on biopsy.

2.2. EBUS-TBNA

EBUS-TBNA was performed in the Bronchoscopy Unit on an outpatient basis using
a convex probe ultrasound bronchoscope (EB-1970UK 2.0, Pentax ® Pentax Medical,
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New Jersey, USA). Conscious sedation was performed by an anesthesiologist using a
continuous infusion of propofol and remifentanil. The bronchoscope was inserted orally
and a systematic echographic nodal evaluation was done according to clinical guidelines [2],
starting with the exploration of N3 hilar and interlobar stations then mediastinal N3
stations, and finally N2 stations. Once the suspected lymph node was ecographically
located, its minimum diameter was measure and a dedicated 22-gauge needle (ECHO-
HD-22-EBUS-P, Echotip ® yltra, Cook Medical, Bloomington, USA) was used to obtain
cytological samples. An expert cytopathologist carried out a rapid on-site evaluation
(ROSE) with diff-quik staining for the assessment of the amount and viability of the tumor
cells. Based on this, a number of passes were made, ranging from 1 to 13, with smears or
blocks being carried out as appropriate. A lymph node was considered to be non-malignant
when at least three needle passes evidenced normal lymphocytes with no atypical cells.

Cytology smears were suitable for molecular testing when at least 300 tumor cells
were observed. Smears with an insufficient tumor cell percentage (<20%) were considered
not evaluable in order to avoid false negative results. In those cases, for which low-tumor
cellularity cytology smears were observed, cells collected from up to three smears were
combined for DNA and/or RNA isolation. Cell blocks were prepared from normal saline
with Histogel ® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).

2.3. Flexible Bronchoscopy

Patients with suspicion of bronchial infiltration of the primary tumor underwent, after
the EBUS-TBNA procedure, a flexible bronchoscopy (FB) for obtaining biopsy samples. A
total of 3 to 6 bronchial biopsies were obtained with a single-use biopsy forceps (Radial
Jaw ™ 4, Boston Scientific ®, Marlborough, USA) that were preserved in 4% “ready to use”
formol (Histofix ® Panreac Quimica, Castellar del Vallas, Spain) for further histological

and molecular analysis.

2.4. Genetic Testing

After diagnosis, biopsy (when feasible) and /or EBUS-TBNA cytology material was
used to perform the molecular analyses. The best scenario was to have enough tumor
cells to perform the three different techniques: NGS (DNA mutations), nCounter (RNA
gene fusions and METAex14), and immunohistochemistry (IHC) for PD-L1 expression
(see supplementary material and methods). For NGS and nCounter only smears were
used, while for PD-L1, smears or cell-blocks were used according to availability. All
immunohistochemical studies were evaluated by two anatomical pathologists specialists
(CT and DM). For controversial cases, a consensus was reached over a double headed
microscope. References [18,20-23] are cited in the supplementary material.

2.5. Statistical Analysis

Descriptive statistics were tabulated and presented, including mean, standard devia-
tion, median, minimum value and maximum value, and range for continuous variables, or
percentages and frequencies for categorical variables. Characteristics of all patients included
in the study were compared with Student’s t-test for mean values between groups. The
Kappa value was used to evaluate concordance between measurements. For the statistical
analysis, the SPSS program version 24.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) was used. All tests were
performed at a significance level of p = 0.05 and calculated at confidence level 1 — o = 0.95.
Cases with missing data for analyzes were omitted and the remaining data was analyzed.

3. Results
3.1. Patients

During the study period (August 2018 to December 2019), 72 patients with suspected
stage Il or IV lung cancer underwent EBUS-TBNA for mediastinal evaluation. In 42 out
of these 72 patients, metastatic mediastinal lymph nodes from NSCLC were confirmed
(68.3%). The presence of malignant cells was ruled out in 17 cases (23.6%), whereas an
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alternate diagnosis was provided in 13 cases (18.1%), including nine patients with small-cell
lung cancer, one with breast neoplasia, one with biliopancreatic cancer, one with urothelial
carcinoma, and one case of pulmonary tuberculosis (Figure 1).

Known/suspected
NSCLC and
EBUS-TBNA

N=72

Patients excluded:

. i involvement ruled out (N = 17)
= Differential diagnosis of NSCLC (N = 13)

Confirmed NSCLC
N =42

|
I |

ADC sce NOS LCC
N=24 N=10 N=4 N=4

Paired biopsy samples (N = 29)
| | | 1
ADC sce NOS LCC
N=15 N=8 N=3 N=3

Figure 1. Flow chart of the patient cohort included in this study. Abbreviations: ADC, adenocar-
cinoma; LCC, large cell carcinoma; NOS, not otherwise specified; SCC, squamous cell carcinoma;
NSCLC, non-small cell lung cancer.

The final study population consisted of 42 patients with NSCLC, of whom 31 (73.8%)
were men and 11 (26.2%) were women (Table 1). The mean age was 67.1 years (range 52-83).
The majority of patients were smokers (47.6%; 20/42). A total of 57.1% had extensive or
stage IV disease (24/42) and 42.9% locally-advanced disease (18/42). Adenocarcinoma
was the most common histological subtype (57.2%; 24/42), followed by squamous cell
carcinoma (23.8%; 10/42), non-otherwise specified (NOS) and large cell carcinoma (9.5%;
4/42, each) (Table 1).

Table 1. Characteristics of study population (N = 42).

No. (%) or Mean (Range)

Age (years) 67.1 (52-83)
Sex
Male 31(73.8)
Female 11 (26.2)
Smoking status
Current 20 (47.6)
Former 17 (40.5)
Never 5(11.9)
Staging by CT or PET
A 4(9.5)
111B 12 (28.5)
mc 2 (4.8)
VA 6(14.3)
VB 18 (42.9)
Histological type
Adenocarcinoma 24 (57.2)
Squamous cell carcinoma 10 (23.8)
Non-otherwise specified 4(9.5)
Large cell carcinoma 4(9.5)

Abbreviations: CT, computed tomography; PET, positron emission tomography.
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3.2. Flexible Bronchoscopy and EBUS-TBNA Representativeness

A total of 78 different anatomical regions (according to the lymph node map of the
International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC)) were sampled with EBUS-
TBNA, 50 (64.1%) on mediastinum, 13 (16.7%) on lobar nodes. In 15 patients, cytology
samples were obtained directly from the peribronchial primary tumor mass (Table 2). The
most commonly sampled nodal locations were subcarinal (28.2%; 22 /78), followed by right
lower paratracheal (24.3%, 19/78). No clinically significant complications appeared in
any patient during the procedure, but in four the following two weeks (2 hemoptysis and
2 respiratory infections).

Table 2. Characteristics of the sampled regions by EBUS-TBNA procedure.

EBUS Findings No. (%) or Mean (Range)
Regions sampled 78
Nodes 63 (80.8%)
Mediastinal
Subcarinal 22 (28.2)
Right lower paratracheal 19 (24.3)
Left lower paratracheal 7 (9.0)
Right higher paratracheal 2(2.6)
Lobar
Right interlobar 7 (9.0)
Left interlobar 3(3.8)
Right hilar 2 (2.6)
Left hilar 1(1.3)
Peribronchial primary tumor mass 15 (19.2)
Number passes per each node station /site 6 (1-13)
Lymph node characteristics
Size by EBUS (mm) 13.7 (5.9-32.7)
SUV by PET 16.9 (0.0-48.5)

Abbreviations: EBUS-TBNA, endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle aspiration; PET, positron
emission tomography; SUV; standard uptake value.

Sixty-eight out of the 78 anatomical regions were positive (87.2%), 9 negative (11.5%),
and one not evaluable (1.3%) due to the absence of a confirmatory lymphocytic background.
The average lymph node size on EBUS was 13.7 mm, the mean standard uptake value
(SUV) was 16.9, and the mean number of punctures per adenopathy was 6. Positive node
regions were significantly larger (14.5 vs. 8.8 mm, p = 0.029) and had an increased SUV
uptake (SUV max mean difference 19.3 vs. 0.0, p = 0.002) compared to the negative nodes.
Furthermore, FB exploration showed macroscopic evidence of bronchial infiltration by the
tumor in 18 of the 42 patients (42.9%).

3.3. Molecular Analysis of Cytological Material Obtained by EBUS-TBNA

Overall, 39 out of 42 (92.8%) patients samples yielded sufficient material to success-
fully proceed with all genomic tests (92.8% (39/42) for NGS, 95.2% (40/42) for nCounter
and 100% (42/42) for PD-L1). All three cases with insufficient material corresponded to
multiplexed testing, whereas all samples were sufficient for PD-L1 IHC testing (Supple-
mentary Figure S1). There were two samples with a non-evaluable result, accounting for
one Oncomine Solid Tumor (OST) NGS and another PD-L1 IHC due to low quality of the
DNA and insufficient number of tumor cells, respectively.

Forty-seven somatic alterations were identified in 29 cases, representing 74.4% of the
samples successfully tested with OST NGS (29/39). The genes most commonly detected
were TP53 (53.8%, 21/39), KRAS (35.9%, 14/39), and STK11 (10.3%, 4/39). Other genes
identified with lower incidence were EGER (5.1%, 2/39), BRAF V600E (5.1%, 2/39), PIK3CA
(5.1%, 2/39), DDR2 (2.6%, 1/39) and SMAD4 (2.6%, 1/39) (Figure 2). Molecular alterations
were more commonly found in women than men (80%, 8/10 and 72.4%, 21/29 respectively),
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whereas cases with co-mutations per sample were very-similar between sexes (men with
50%, 21 /42 vs. women with 53.3%, 8/15).

The customized lung cancer nCounter panel (RNA test) was successfully performed
on 40 samples (95.2%), all of them providing an evaluable result (Figure 2). All genes
included in the panel (ALK, ROS1, RET) were negative, except for a METexA14 that resulted
positive in one sample (2.5%; 1/40).

PD-L1 expression was successfully evaluated in all samples (100%, 42/42). Among
them, 16 (38.1%) were smears and 26 (61.9%) cell blocks. Cases were classified according
to the Tumor Proportion Score (TPS) and both types of samples (smear and cell block)
contained cases within the three PD-L1 categories. PD-L1 was negative in 17 patients
(40.5%; 17/42), low-positive in ten (23.8%; 10/42), and high-positive in 14 patients (33.3%;
14/42) (Figure 3).

3.4. Comparison of Paired EBUS-TBNA Cytology and Biopsy Samples by Targeted NGS
and NCounter

Overall, FFPE samples yielded sufficient material to successfully proceed with all
study testing (OST NGS, nCounter, and PD-L1 IHC) in 22 out of 29 patients (75.8%). There
were six cases with insufficient material to proceed with all or any of the multiplex testing,
and one sample was also insufficient for PD-L1 IHC testing. Overall, results for NGS
and nCounter using biopsies were provided in 79.3% (23/29) of samples (Supplementary
Figure S1). In two cases (patients 1 and 13), there was not enough tumor cell content
for both DNA and RNA analyses. In patient 1, NGS was prioritized over the nCounter
technique because no targetable alteration was found in the cytology material, whereas for
patient 13, nCounter technique was prioritized because a MET Aex14 was identified from
the EBUS-TBNA material.

Twenty-nine cases had a paired cytology/FFPE biopsy for comparison purposes
(Figure 1). Table 3 shows the concordance of the NGS results between the cytology and
the biopsy samples. Among the 23 samples with an NGS result and paired cytology/FFPE
biopsy, 18 cases were positive for any alteration. There was full agreement in the positive
and negative results between both sample sources. Most of the reported results were
the same (91.3%, 21/23) and only two samples (patients 9 and 37) showed discrepancies
regarding co-mutations. In the first case, both cytology/FFPE biopsy agreed with a common
KRAS mutation but co-mutations detected were different, with TP53 in the cytology and
ALK/FGFR2 point-mutations in the biopsy. In the second sample, cytology resulted in a
TP53 and SMAD4 mutation, whereas only TP53 alteration was identified in the biopsy. The
number of agreements expected by chance was 15.2 (66% of the observations).

Table 3. Concordance of the NGS results between EBUS-TBNA and biopsy samples.

Biopsy
Positive Negative Total
EBUS-TBNA Positive 8% 0 18
Negative 0 5 5
Total 18 5 23

® 2 samples were identified with the same driver, but different co-mutations identified by NGS. Concordance
samples are in bold. Number of observed agreements: 23 (100% of the observations). Number of agreements
expected by chance: 15.2 (65.97% of the observations). Abbreviations: EBUS-TBNA, EBUS-TBNA, endobronchial
ultrasound-guided transbronchial needle; NGS, next-generation sequencing.

For the nCounter technique, all of the results were concordant (23 /23, 100%) with the
number of agreements expected by chance 21.1 (91.7% of the observations). As mentioned
above, only one patient resulted positive for the METAex14 mutation in both cytology
and biopsy.
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(Figure 3A). High-positive PD-L1 TPS were more frequently observed in the biopsies than
the cytologies (16 vs. 11 cases, respectively), independent of the cytology sample type
(smear or cell block). Representative images of three different cases of PD-L1 expression
from both types of samples are shown in Figure 3B.

However, if we only segregate samples into two groups, positive (tumor cells > 1%)
and negative, or high (tumor cells > 50%) and negative/low-positive, the strength of agree-
ment was substantial at 88.9% and 81.5%, respectively (Supplementary Tables S1 and 52,
respectively).

Table 4. Comparison of PD-L1 results between paired cytological and biopsy samples using three
cutoffs, negative (tumor cells < 1%), low- (TPS1-49%) and high-positive (TPS > 50%) (N = 27).

Biopsy
Negative Low-Positive High-Positive  Total
Negative 4 2 1 7
EBUS-TBNA Low-positive 0 5 -+ 9
High-positive 0 0 11 11
Total 4 7 16 27

Number of observed agreements: 20 (74.1% of the observations). Number of agreements expected by chance:
9.9 (36.6% of the observations). Kappa = 0591 (95% confidence interval from 0.344 to 0.838). Abbreviations:
EBUS-TBNA, endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle.

4. Discussion

Numerous studies have explored the efficiency of EBUS-TBNA in NSCLC to evalu-
ate PD-L1 expression status or the genomic phenotype using single-gene testing, rapid
techniques (RTPCR, IHC) or direct sequencing [10,24]. However, very few have evaluated
prospectively the efficiency of EBUS-TBNA for using NGS [25,26] or combining both NGS
and PD-L1, and fewer still have included tissue for the genomic evaluation for comparison
(Supplementary Table S3) [27,28]. To our knowledge, we are the first to provide prospective
data comparing EBUS-TBNA vs. tissue for a comprehensive genomic evaluation including
PD-L1 and genetic phenotype determination by NGS.

Most of the samples obtained from EBUS-TBNA, 92.8% (39/42), yielded sufficient
material to successfully proceed with all of the biomarker evaluations, overtaking the 75.8%
(22/29) achieved with biopsies. This is significant, as cytology obtained from EBUS-TBNA
was the only source of material for diagnosis in 13 cases (30.9%), which highlights the
relevance of employing such material for other purposes apart from diagnosis.

The use of rapid on-site evaluation (ROSE) and an increased number of needle passes
was used to improve the genomic and diagnostic yield of EBUS-TBNA. Whereas three
needle passes are sufficient in the diagnosis of mediastinal disease [29,30], a minimum of
four needle passes might be required to get enough material for molecular testing [31].
Indeed, the average number of needle passes in our cohort was six. Therefore, an optimal
on-site coordination between the pneumology and pathology departments is essential to
ensure the lower limits of adequacy and guarantee the acquisition of sufficient tumor cell
content for molecular testing.

Cytologies, particularly those from EBUS-TBNA, have some limitations over biopsies
including a lower preservation of tissue architecture and a reduced amount of tumor cell
content, especially using smears. However, they can be a rich source of genetic material as
they can be preserved without FFPE, avoiding the risk of fading of PD-L1 IHC expression
or DNA quality found with samples with an extended storage time [5,32]. Fielding and
colleagues investigated the potential of using DNA extracted from diff-1uik cytology
smears versus cell blocks from EBUS-TBNA procedure and observed that smears have a
better yield and therefore success in triaging samples to sequencing [33].

In our series, the adequacy of EBUS-TBNA cytologies for genetic testing was high,
above 90% for both NGS and nCounter, and was in line with other previously published
studies (Supplementary Table 53 [24-28,33-43]). Molecular results in cytology fully agreed
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with that of tissue testing, including some EGFR, BRAF, and MET Aex14 alterations, en-
dorsing cytologies as an optimal source of material for genetic testing.

PD-L1 assessment was also feasible on cytologic material and all EBUS-TBNA samples
were successfully tested for PD-L1 expression. Although an 88.9% agreement with tumor
biopsies was observed when using a positive—negative PD-L1 cutoff point (TPS > 1%),
a lower concordance rate of 74.1% was observed when classifying in three categories
(negative, low-, and high-positive). Most of the discordant cases presented higher PD-L1
expression levels in biopsies regardless of the type of cytology sample evaluated (smear or
cell block samples).

To date, PD-L1 testing on EBUS-TBNA smear samples has not been validated with
any of the commercially available platforms. Several studies have compared PD-L1 testing
between EBUS-TBNA and other tissue specimens, reporting a diverse range of concordance
rates—between 69.8 and 91.3% [35,37,39-41,43]. Whereas some studies have shown lower
rates of PD-L1 expression in cytology specimens [32,43,44], others have reported a higher
expression in metastatic lymph nodes than in primary tumors [37].

We found an 18.5% incidence of false negative cases at the TPS > 50% cutoff. This is in
contrast to the results of Smith, et al. [37,40], who did not find any false-negative case either
at the TPS > 1% or the TPS > 50% cutoffs, but is in line with Sakata, et al. [41], where at
the TPS > 50% PD-L1 cutoff, EBUS misclassified the status of 53% (8/15) of PD-L1-positive
tumors with an overall concordance between EBUS-TBNA samples and surgical resection
specimens of 82%.

Based on the data mentioned above, it is unclear whether EBUS-TBNA specimens
may misclassify the status of PD-L1, especially when the PD-L1 cutoff of TPS > 50% is
applied. Spatial and temporal heterogeneity of PD-L1 expression have been described
in NSCLC and may be a plausible explanation of PD-L1 status discordance observed
between samples across studies [45-47], increasing the risk of false negatives in small
samples with low tumor cellularity, such as those obtained from EBUS-TBNA. Moreover,
stage differences may account for varying levels of PD-L1 expression and could partially
explain the limitations of EBUS in this setting. In our series only 50% of patients were in an
advanced stage of the disease.

The limitations of our study include the small number of patients used for comparison,
but nevertheless these results contribute to the existing data on the concordance between
EBUS samples and histological specimens.

5. Conclusions

Our results support the reliability and feasibility of EBUS-TBNA cytology specimens
as an optimal source of material for NSCLC genotyping, expanding the percentage of
patients that can be screened for biomarkers in the approximately one-third of patients
without biopsy. Although PD-L1 testing is achievable in the majority of EBUS-TBNA
samples, the lower agreement observed in higher PD-L1 [HC scores reinforces the need to
further prospectively evaluate the value of PD-L1 testing with EBUS-TBNA.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article/
10.3390/ cancers13092084/s1, Figure S1: Techniques performed on cytological and biopsy samples
(N = 42). Patients with paired samples are colored in yellow; Table 51: Comparison of PD-L1
status between paired cytological and biopsy samples (N = 27); Table S2: Comparison of PD-L1
immunostaining between paired EBUS-TBNA specimens and biopsy samples (N = 27); Table 53:
Characteristics of included studies exploring PD-L1 expression and/or other predictive biomarkers
relevant in NSCLC tested by NGS in EBUS-TBNA samples.
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Supplementary Material and Methods

DNA and Oncomine

Briefly, DNA isolation and Next-Generation Sequencing (NGS) were performed with
the QIAamp DNA FFPE Tissue kit (Qiagen, Hilden, Germany) and the Oncomine™ Solid
Tumour DNA Panel Kit (OST, ThermoFisher Scientific, Waltham, USA), respectively, both
according to the manufacturer’s instructions and as described previously[1]. Ten ng was
used as a template to generate genomic libraries. The Oncomine™ Solid Tumour DNA
Panel (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA), interrogates somatic mutations (substi-
tutions, insertions, deletions and inversions) on 22 genes, including EGFR, ALK, ERBB2,
ERBB4, FGFR1, FGFR2, FGFR3, MET, DDR2, KRAS, PIK3CA, BRAF, AKT1, PTEN, NRAS,
MAP2K1, STK11, NOTCH1, CTNNB1, SMAD4, FBXW7, and TP53. Amplicons were cov-
ered on average to a minimum of 500X. To be considered suitable for NGS testing, tumor
cells must comprise at least 20% of cells in the sample and there must be more than 300
tumor cells in total.

RNA and nCounter

RNA from formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) and cytological smear samples
was extracted with a high purity FFPE RNA isolation kit (Roche, Meylan, France) follow-
ing the manufacturer’s instructions. The total RNA (10-200ng) was hybridized with a cus-
tom-designed mixture of biotinylated capture tags and fluorescently labeled reporter
probes (ALK, ROS1, RET, NTRK1, METexA14; Elements Chemistry). The panel was cus-
tomized to identify ALK, ROS1, RET, and NTRK1 gene fusions, and METAex14 [2]. Sample
processing, imaging, and counting were performed with nCounter Prep Stationand Dig-
ital Analyzer automated instruments (NanoString Technologies Inc, Seattle, WA} accord-
ing to the manufacturer’s instructions. Expression levels were collected and normalized
with the nSolver analysis software version 2.6 [3, 4]. FFPE samples were considered for
analysis if they contained a minimum of 500 cells in total with at least 10% tumor cells.

PD-L1 immunohistochemistry

Immunohistochemistry (IHC) was performed on cytological smears or four-micron
deparaffinized, formalin-fixed tissue sections using the PD-L1 IHC 22C3 pharmDx assay
(Dako, Glostrup, Denmark; on a Dako Autostainer Link 48) with antigen retrieval and
antibody dilutions following manufacturer’s recommendations. Human tonsil tissue was
used as control. PD-L1 expression in tumor cells was evaluated based on the percentage
of PD-L1 positive on the membrane intensity staining pattern. Cases were classified ac-
cording to the Tumor Proportion Score (TPS) as follows: negative (0 and <1%); low-posi-
tive (1-49%); and high-positive (50-100%). A minimum of 100 tumor cells were evaluated
per sample and PD-L1 positivity was considered when a membrane stain (partial or com-
plete) of tumor cells »1% was observed[5].

60



Material, métodos y resultados

Figure 51. Techniques performed on cytological and biopsy samples (N = 42). Patients with paired
samples are colored in yellow.
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Abbreviations: Endobronquial ultrasound guided transbronchial needle aspiration (EBUS-TBNA),
immunohistochemistry (IHC), next-generation sequencing (NGS), patient (P).

Table S1. Comparison of PD-L1 status between paired cytological and biopsy samples (N =27).

- Biopey . Total
Positive Negative
EBUS-TBNA Positive 20 0 20
Negative 3 4 74
Total 23 4 27

Number of observed agreements: 24 (88.9% of the observations). Number of agreements expected
by chance: 18.1 (66.9% of the observations). Kappa = 0.664 (95% confidence interval from 0.326 to
1.000). Abbreviations: EBUS-TBNA, endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle.

Table 52. Comparison of PD-L1 immunostaining between paired EBUS-TBNA specimens and
biopsy samples (N = 27).

Biops
TPS250% ik TPS<50% Tl
EBUS-TBNA TPS=50% 11 0 11
TPS<50% 5 11 16
Total 16 11 27

Number of observed agreements: 22 (81.5% of the observations). Number of agreements expected
by chance: 13.0 (48.3% of the observations). Kappa= 0.642 (95% confidence interval from 0.377 to
0.906). Abbreviations: EBUS-TBNA, endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle; TPS,

tumor proportion score.
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Abstract

Purpose In patients with extrathoracic malignancies (EM) the role of endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle
aspiration (EBUS-TBNA) for the assessment of abnormal mediastinal lymph nodes (MLN) is controversial. The aim of this
study was to assess the diagnostic yield and prognostic significance of EBUS-TBNA in these patients.

Methods Retrospective analysis of patients with EM and abnormal MLN detected by Computed Tomography (CT) and/or
Positron Emission Tomography (PET).

Results A total of 161 patients with EM and abnormal MLN were included (93 males, 58%). The most common EM was
melanoma (19%) and gastrointestinal cancer (17%). Assessed lymph nodes were mediastinal in 70% of cases and hilar in 30%.
The most frequently sampled lymph nodes were subcarinal (45%) and lower right paratracheal (21%). Sensitivity, specific-
ity, positive predictive value (PPV) and negative predictive value (NPV) of EBUS-TBNA for the diagnosis of malignancy
were 88%, 100%, 100% and 87%, respectively. These values were similar regardless the type of EM except for head and
neck tumors where the NPV was particularly low (67%). The diagnosis of neoplastic involvement by EBUS-TBNA implied
a worse prognosis in terms of overall survival (p <0.02) and cancer-specific survival (p <0.001).

Conclusions In patients with EM and abnormal MLN, EBUS-TBNA has a high diagnostic yield. However, the NPV decrease
in patients with head and neck tumors. Neoplastic MLN detected by EBUS-TBNA has prognostic implications in these
patients.

Keywords EBUS - Fine needle aspiration - Mediastinal lymph nodes - Extrathoracic malignancy

Introduction

Endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle
aspiration (EBUS-TBNA) is of paramount importance in the
diagnosis and staging of lung cancer [1-3]. In recent years,
the indications for EBUS-TBNA have expanded, demonstrat-
ing also efficacy in diseases such as sarcoidosis, tuberculosis
or lymphomas [4—6]. Patients with extrathoracic malignan-
cies (EM) often present abnormal mediastinal lymph nodes
(MLN) that are not due to metastatic infiltration but second-
ary to inflammatory or infectious complications [7-9]. The
correct characterization of these MLN is essential to opti-
mize therapeutic strategies and to establish the prognosis of

Carles Agusti
cagusti @clinic.cat

Pulmonary Service, Thoracic Oncology Unit, Hospital
Clinic Barcelona, 170 Villarroel, 08036 Barcelona, Spain

Published online: 30 October 2022

these patients. Although several studies have evaluated the
usefulness of EBUS-TBNA in this clinical scenario, these
are series with a relatively small number of cases that use
variable selection criteria, so definitive conclusions can-
not be drawn [10-14]. Moreover, the prognostic implica-
tion of mediastinal invasion by the EM in these patients is
unknown. The objectives of the present study, carried out
in patients with EM and abnormal MLN are: (1) to know the
global and specific diagnostic yield of EBUS-TBNA and, (2)
to know the prognostic implication of mediastinal neoplastic
invasion due to the underlying disease.

@ Springer
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Methods
Study Design

Retrospective observational study performed in an inter-
ventional endoscopy unit of a tertiary hospital from Janu-
ary 2010 to September 2020 (Reg. HCB/2022/0230). All
patients with prior or concurrent diagnosis of EM who
underwent EBUS-TBNA to assess abnormal mediastinal or
hilar lymph nodes (minor diameter > 5 mm and/or pathologi-
cal uptake on PET-CT) were included.

Patients diagnosed with lymphoproliferative syndromes,
those with previous or final diagnosis of lung cancer and
patients with mediastinal metastases of unknown origin were
excluded.

Thoraco-Abdominal Computed Tomography (CT)

Different Siemens ® equipment 64 was used (Siemens
Sensation 16, Siemens Sensation 64 and Siemens Flash 65
128; Elargen, Germany). The studies were performed after
iodinated contrast injection and using the same standardized
protocol: 5 mm collimation with 3 mm reconstruction with
filter in mediastinal window, 1.5 mm collimation with filter
in pulmonary window and 5 mm collimation with 3 mm
reconstruction with filter in abdomen.

Positron Emission Tomography (PET-CT)

Hybrid equipment (Biograph mCT True V PET-CT, Sie-
mens USA) with a low dose CT with attenuation correction
and image fusion. The scan was performed with the patient
fasting for at least 6 h to achieve glycemia values below
140 mg/dL and at rest, in a dimly lit room for 60 min after
intravenous administration of 18-FDG (4.07 MBq/kg). PET
data reconstruction was performed following an iterative
algorithm from the CT images. PET was considered nega-
tive when there was minimum (similar to the surrounding
mediastinum) or no mediastinal lymph nodes F-fluorode-
oxyglucose (FDG) uptake. SUVmax (Standardized Maxim
Uptake) was calculated as the value that corresponds to the
ratio of uptake/volume of the voxel of maximum uptake.
Lymph nodes were considered pathological when they pre-
sented a minor diameter > 5 mm and/or were PET positive.

EBUS-TBNA

A linear endobronchial ultrasound (Pentax ® EB-1970UK 2.0)
and 22G needles (Cook Medical ® Echotip ® Ultra) were
used. The procedure was performed under anesthesiologist-
controlled conscious sedation using individualized doses of

@ Springer

intravenous propofol, remifentanil and/or midazolam. Abnor-
mal mediastinal/hilar lymph nodes were categorized follow-
ing the Mountain-Dresler classification [15]. A minimum of
three punctures of at least one of the identified abnormal MLN
were performed. The specimens obtained were spread on a
conventional slide and stained by Diff-Quick technique for "in
situ" evaluation by a cytopathologist (Rapid on-site evaluation;
ROSE) and subsequently by hematoxylin & eosin staining.
Part of the smears obtained was fixed in 96° alcohol for sub-
sequent staining in the laboratory and deferred examination.
‘Whenever the cytopathologist considered necessary, material
was obtained to prepare a cell block for immunohistochemical
analysis. The cytological samples obtained were classified as:
(1) neoplastic: when definitive features of malignancy were
identified in the sample obtained; (2) benign: when there were
specific cytological findings of a specific benign condition
including granulomatous inflammation; (3) non-diagnostic:
when only the presence of lymphocytes were observed in a
significant number consistent with normal lymph node (more
than 150 lymphocytes/field [16]). Neoplastic and benign sam-
ples were assumed to be true positive and no further exami-
nations were performed for confirmation. In non diagnostic
cases, clinical/radiological follow-up was performed for a
minimum of six months or alternative diagnostic tests were
conducted according to clinical judgement.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the SPSS (Statistical
Package for Social Sciences) version 24.0. Normally distrib-
uted continuous variables are expressed as mean +standard
deviation (X +SD), asymmetrically distributed variables as
median and interquartile range [Me, (IQR)] and categorical
variables as frequencies. Comparison of means was calcu-
lated with Student's 7 test if the distribution was normal or
with the Mann—Whitney U test in the opposite case. A value
of p<0.05 was considered statistically significant. Standard
formulas were used to calculate sensitivity, specificity, accu-
racy, positive predictive value (PPV) and negative predictive
value (NPV) [17].

Overall Survival (OS) and Cancer-Specific Survival (CSS)
defined respectively as the time elapsed from the diagnosis
of mediastinal involvement to death from any cause or from
the previously diagnosed EM were analyzed. Kaplan-Meier
curves for OS and CSS were constructed by comparing means
using the log-rank test.
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Table 1 General characteristics of the study population

N (%) o mean (range)

Age (years) 61.5 (28-86)
Sex

Male 93 (57.8)

Female 68 (42.2)
Origin of the neoplasm

Melanoma 30(18.6)

Gastrointestinal 27 (16.8)

Breast 19(11.8)

Renal 19(11.8)

Gynecological 18(11.2)

Head and Neck 15(9.3)

Others* 33 (20.5)

*Qthers: bladder, prostate, thymoma, hepatocarcinoma, sarcoma, thy-
roid, pancreas, nasal squamous cell carcinoma

Results
Patients

Table 1 shows the general characteristics of the popula-
tion. A total of 161 patients with EM were evaluated with
a median age of 64 years (range 28-86) with 58% (93/161)
being male. The most frequent EM was melanoma (19%,
30/161) followed by gastrointestinal cancer (17%, 27/161).

Characteristics of Lymph Node Involvement

Seventy per cent (113/161) of the MLN evaluated by EBUS-
TBNA were mediastinal and 30% were hilar (48/161). The
most frequently evaluated anatomical regions were sub-
carinal (45%, 73/161) and lower right paratracheal (21%,
34/161) (Table 2). The median size of the punctured MLN
was 13.2 mm [9.4-17.4]. In 81 patients (50%) the PET-CT
result was available before EBUS-TBNA. Metastatic MLN
had a larger size (16.3 mm vs. 10.7 mm; p <0.001) and
greater SUVmax (7.3 vs. 5.2; p <0.03) than benign MLN.

EBUS-TBNA

Figure 1 shows the diagram flow of the study. EBUS-TBNA
specimens were classified as neoplastic in 74 cases (46%),
benign in 13 cases (8%) (2 simple mediastinal cysts; 10 pul-
monary sarcoidosis and one non-granulomatous disease),
non-diagnostic in 74 cases (46%).

In the group of 74 patients with non-diagnostic EBUS-
TBNA samples, radiological follow-up backed up the
absence of MLN neoplastic invasion in 58 patients and
confirmed the metastatic involvement in 6 [median dura-
tion of follow-up: 32 (19-75) months]. In 8 patients,

Table2 Anatomic mediastinal region explored by EBUS-TBNA and
PET uptake

N (%) o mean (range)

Subcarinal (7) 73 (45.3)
Low right paratracheal (4R) 34 (21.1)
Leftinterlobar (11L) 16 (9.9)
Right interlobar (11R) 12(@:5)
Right hilar (10R) 11 (6.8)
Left hilar (10L) 53.1)
Low left paratracheal (4L) 3(L9)
Right lobar (12R) 2(1.2)
Leftlobar (12L) 2(1.2)
High right paratracheal (2R) 212y
High left paratracheal (2L) 1(0.6)
Number of punctures 5.01 (1-16)

PET uptake (SuvMax)
Positive by EBUS
Negative by EBUS

7.58 (1.5-23.9)
5.34 (0.0-14.8)

alternative diagnostic procedures were performed (4 medi-
astinoscopies, 2 EBUS-TBNA, 1 Endoscopic ultrasonogra-
phy (EUS) and 1 CT-guided fine needle thoracic biopsy),
confirming the presence of malignancy in 4 patients and
its absence in the other 4 (one patient finally diagnosed
with sarcoidosis).

The prevalence of neoplastic disease in the study popu-
lation was 52% (84/161).

The overall sensitivity of EBUS-TBNA for the diagno-
sis of malignancy in patients with EM and abnormal MLN
was 88% (95% CI 79.5-93.4); specificity, 100% (95% CI
94.7-100), positive predictive value (PPV), 100% (95% CI
95.1-100) and negative predictive value (NPV), 87% (95%
CI 78.2-94) with an accuracy of 94% (95% CI 88.4-93.4)
(Table 3).

The sensitivity of EBUS-TBNA in patients with head
and neck carcinoma was lower than in patients with other
types of EM (Table 3).

No relevant complications were observed with EBUS-
TBNA in the studied population.

Immunohistochemical Analysis

Immunohistochemical analysis was performed in 41 of the
43 malignant cytologic specimens. Samples corresponded
to patients with breast cancer (13 cases (30% of the total),
melanoma (8 cases, 19%), and gastrointestinal cancer (7
cases, 16%). In only two cases, the quality of the sam-
ple did not allow to perform immunohistochemistry (one
patient with breast cancer and another with melanoma).
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1
Patients with EM and MLN
87 74
Definitive diagnosis by EBUS-TBNA Non-diagnostic by EBUS-TBNA
74 13
Neoplastic MLN Benign pathology ¢ ¢
8 66
Histological confirmation Clinical-radiological follow-up
4 3 1 6 58 2
Neoplastic MLN Negative MLN Benign pathology Neoplastic MLN Negative MLN Benign pathology

Abbreviations: EBUS-TBNA: Endobronchial Ultrasound Transbronchial Needle Aspiration; EM: extrathoracic Malignancies; MLN: mediastinal lymph nodes.

Fig. 1 Distribution of patients according to EBUS-TBNA results and final diagnosis

Table 3 Sensitivity, specificity,

- - Origin of the neoplasm  Sensitivity (%) Specificity (%) PPV (%) NPV (%) Accuracy (IC 95%)

positive predictive value (PPV)

and negative predictive value Global 88 100 100 87 94 (88.4-93.4)

{NEY) amenicing torthe arigin Melanoma 87 100 100 88 93 (78.7-98.2)

of the extrathoracic malignancy
Gastrointestinal 91 100 100 94 96 (81.1-99.3)
Breast 100 100 100 100 100 (83.2-100)
Renal 93 100 100 67 94 (73.0-99.0)
Gynecological 89 100 100 90 94 (74.2-99.0)
Head and Neck 57 100 100 67 77 (49.7-91.8)
Others* 83 100 100 90 93 (78.7-98.2)

*QOthers: bladder, prostate, thymoma, hepatocarcinoma, sarcoma, thyroid, pancreas,

carcinoma

Prognostic Analysis

Figures 2A and B show respectively the overall survival (OS)
and cancer-specific survival (CSS) of patients with and with-
out malignant MLN diagnosed by EBUS-TBNA.

Both OS and CSS were significantly worse in patients with
identified malignant MLN by EBUS-TBNA compared with
those with benign MLN. Overall survival: 49 months (95% CI
38-60) vs 71 months (95% CI 58.4—385); p<0.02 (Fig. 2A)
Cancer-specific survival: 52 months (95% CI 39.7-64) vs
89 months (95% CI 74—103) p<0.001; (Fig. 2B). When
analyzing the cohort by the origin of the EM, the prognos-
tic impact of MLN metastases on OS was maintained in
patients with gynecological cancer (p<0.005), and melanoma
(p<0.04) and there was statistical trend in patients with breast
cancer (p<0.09).
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nasal squamous cell

Discussion

The present study shows that in patients with EM, almost
half of the abnormal MLN evaluated by EBUS-TBNA are
not affected by the underlying disease. In this scenario, the
diagnostic yield of EBUS-TBNA shows high sensitivity and
NPV for the different types of EM with the exception of head
and neck tumors. Demonstration of mediastinal invasion by
EBUS-TBNA confers a poor prognosis to these patients.

Previous Studies

Several studies have evaluated the role of EBUS-TBNA in
patients with EM and abnormal MLN. Navani et al. [18],
reported an overall sensitivity of 87% and an accuracy of
88%, results that are comparable to other retrospective
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Fig.2 Kaplan Meier analysis A
of overall survival (OS) A and
cancer-specific survival (CSS)
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series with a smaller number of patients [10-14]. Yang
et al. [9] in a meta-analysis including 533 patients obtained
a sensitivity of 85%, a specificity of 99% and an accuracy
of 86%. Fournier et al. [19], in a multicenter study with a
similar amount of patients obtained however lower accu-
racy (54.6%), sensitivity 68.4% and NPV (53.3%) that was

probably explained by the lack of follow-up in 24 patients.
The evidence generated from these studies advocate the use
of EBUS-TBNA as the first examination to be performed in
these patients. However, no firm conclusions can be drawn
since most papers included relatively small cohorts and a
very heterogeneous population [9].
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Interpretation of Findings

The present cohort is one of the largest published to date
and, unlike others, specifically excludes patients with a final
diagnosis of lung cancer, lymphoproliferative syndrome or
mediastinal metastases of unknown origin, clinical scenarios
in which the diagnostic yield of EBUS-TBNA may differ
substantially [11, 14, 18, 19].

The present study confirms the favorable results of EBUS-
TBNA in terms of sensitivity and specificity with a high
NPV. However, independent analysis according to the type
of EM showed that the diagnostic yield of this procedure in
patients with primary head and neck neoplasm is lower, with
a sensitivity of 57% and a NPV of 67%. Although this find-
ing should be validated in prospective studies with a larger
number of patients, the relatively high percentage of false
negatives (global: 13%, and 33% for patients with head and
neck cancer) suggest that surgical mediastinal exploration
should be performed in those cases with a negative result of
EBUS-TBNA but a high clinical suspicion of lymph node
involvement due to the underlying disease [20]. It should
be noted that both lymph node size and SUV-max on PET
can provide useful clinical information [21]. In our cohort,
metastatic MLN had a larger size and an increase in the
SUV-max compared with benign MLN. Similarly, the pres-
ence of granulomas in EBUS samples could also be of help
since it has been shown that their presence confers a 100%
NPV in a retrospective series of patients with extrathoracic
malignancies [22].

Our results confirm that EBUS-TBNA samples are suit-
able for immunohistochemical analysis [11, 12, 14, 23].
This finding can be of great utility in patients with previous
history of simultaneous EM or when primary lung cancer
cannot be excluded. Cytological samples obtained by EBUS-
TBNA in patients with lung cancer may be used to identify
certain therapeutic targets and disease drivers [24], so it is
likely that they could also be useful in patients with EM.

One of the most clinically relevant finding of the pre-
sent study is that mediastinal involvement by EM confers a
poor prognosis. When analyzed specifically by type of EM,
the worse prognosis of mediastinal neoplastic invasion was
confirmed for patients with gynecologic cancer, melanoma
and breast cancer (the latter did not reach statistical signifi-
cance). These findings need to be confirmed in prospective
studies with the corresponding multivariate analysis. Nev-
ertheless, the knowledge that mediastinal invasion is a vari-
able that constitutes a poor prognosis "per se" could imply
changes in the therapeutic strategy for these patients.

Study Limitations

There are several limitations that need to be considered for
a proper analysis of the results. Firstly, this is a retrospective

@ Springer

study, which entails a potential selection bias. Secondly,
although this is the largest cohort published to date, when
the specific analysis by type of EM is performed, the sample
size is small. Nevertheless, the only published cohort evalu-
ating the role of EBUS-TBNA in patients with a single type
of EM (breast cancer) confirmed the efficacy of this diag-
nostic technique [23]. Finally, and as in the other published
studies, the majority of EBUS-TBNA-negative cases were
not confirmed by alternative techniques.

Conclusions

EBUS-TBNA has a high diagnostic yield in the study of
abnormal MLN in patients with EM. However, the NPV
could vary substantially depending on the origin of the EM,
being especially low in patients with head and neck can-
cer. Metastatic invasion of MLN by the EM has prognostic
implications.
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6. DISCUSION

Los trabajos que componen esta tesis han permitido profundizar en el
conocimiento sobre la rentabilidad diagndstica y las implicaciones clinicas
derivadas del uso del EBUS-TBNA tanto en pacientes con CPCNP como en otro
tipo de NE. EI EBUS-TBNA es una técnica que ofrece un perfil de seguridad y
un rendimiento diagndstico éptimo con una alta sensibilidad, especificidad y VPN
en el CP (61). Las indicaciones del EBUS-TBNA estan incrementandose de
manera significativa a medida que se conoce nueva evidencia cientifica sobre su
utilidad en diferentes situaciones clinicas (60). Esta tesis doctoral pretende
ampliar el horizonte de posibilidades que ofrece esta técnica endoscépica. En
concreto, los estudios realizados se han centrado en valorar la rentabilidad del
EBUS-TBNA en la estadificacion mediastinica del CPCNP con factores de riesgo
para MMO, determinar la utilidad del EBUS-TBNA en el genotipado y analisis del
PD-L1 en el CPCNP vy finalmente definir el valor diagndstico y prondstico del
EBUS-TBNA en la afectacién de AHM en pacientes con NE.

En pacientes con CPCNP es imprescindible realizar una correcta estadificacion
mediastinica, dado que de ella dependera tanto el tratamiento especifico como
el prondstico de la enfermedad (85). Varios estudios han determinado que ciertos
pacientes con CPCNP y PET-TC negativo podrian tener un riesgo incrementado
de MMO (39). Dichos pacientes incluirian aquellos en los que existe afectacion
de ganglios hiliares homolaterales en las pruebas de imagen (N1 clinico; cN1),
pacientes con un tumor de localizacion central y/o pacientes con un tumor de
mas de 30 mm de diametro mayor. No obstante, entre los diferentes estudios
publicados existen discrepancias respecto a la prevalencia de MMO en estos
casos (86, 87). Por otro lado, se desconoce cual es el mejor abordaje diagnostico

para conseguir una estadificacion eficiente (38, 86).

Asi, en el primer estudio se aborda de manera prospectiva la utilidad real de una
estrategia de estadificacion mediastinica integral. Para ello, en aquellos
pacientes con CPCNP que presentaban factores de riesgo para MMO se realizd

una VAM siempre que los resultados de un EBUS-TBNA previo fueran negativos.
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Durante un periodo de 4 afos desde abril de 2015 hasta abril de 2019, se
incluyeron un total de 63 pacientes con diagnéstico de CPCNP y factores de
riesgo para MMO. Se excluyeron del estudio los pacientes mayores de 85 afios,
los pacientes con CCP, los que presentaban un CP previo intervenido, los
pacientes con performance status bajo y aquellos que se consideraron

inoperables en base a las pruebas de funcién pulmonar.

En todos los casos, el estudio por imagen del mediastino fue negativo
definiéndose como tal: la ausencia en el PET-TC de AHM o la presencia de AHM
con un didmetro del eje corto < 10 mm y/o con captacion de FDG minima (similar
a la del mediastino circundante) o inexistente. La centralidad se definié cuando
al menos la mitad del tumor estaba localizada en el tercio interno del pulmén.
cN1 vino determinada como la presencia de ganglios linfaticos hiliares = 10 mm

en el eje corto en la TC y/o captacion de FDG en el PET en los ganglios N1.

El EBUS se realizé en la unidad de broncoscopia bajo sedacion consciente
llevada a cabo por un anestesidlogo experto. Se realizé una evaluacion
sistematica comenzando con la exploracion de las estaciones N3 seguidas de
las estaciones N2, y se tomaron muestras (TBNA) aquellas AHM con un diametro
menor de = 5 mm. Una evaluacion rapida in situ (ROSE, del inglés rapid on-site
evaluation) permitia garantizar la calidad de las muestras, descartando
malignidad cuando al menos 3 pases de aguja por estacion mostraran linfocitos

normales sin presencia de células atipicas.

A los pacientes con un EBUS-TBNA negativo, se les practicé una VAM. Para ello
se siguieron las guias clinicas europeas (88), incluyendo una evaluacién
sistematica de las estaciones paratraqueales derechas e izquierdas y subcarinal
(2R, 2L, 4R, 4L y 7). Los pacientes en los que la VAM fue negativa, se sometieron

a reseccion quirurgica del tumor pulmonar y diseccion mediastinica completa.

Se evaluaron un total de 63 pacientes con CPCNP y factores de riesgo para
MMO, incluyéndose en el estudio un total de 49 pacientes (78%). Ocho pacientes
fueron excluidos al estar participando en un ensayo clinico y otros seis debido a

una limitacion de la capacidad pulmonar que impedia la cirugia de reseccion.
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Se demostré que la prevalencia de MMO en la poblacién de estudio era baja
(10%); siendo la sensibilidad del EBUS-TBNA de un 40%, con un VPN del 94%.
En este escenario, el valor anadido que ofrece la VAM después de un EBUS-
TBNA negativo fue marginal; reduciendo la probabilidad de identificar una MMO

de un 6% con un EBUS previo negativo a un 4%.

La mayoria de los estudios que han evaluado el papel del EBUS-TBNA en
pacientes con CPCNP y mediastino normal son retrospectivos, incluyen una
poblaciéon heterogénea (con y sin factores de riesgo para MMO) y siguen una
metodologia de realizacion del EBUS-TBNA diferente (89, 90). Todo esto

condiciona una prevalencia de MMO variable.

El-Osta et al. (87), en un metaanalisis que incluia un total de 13 estudios
demostraron que la sensibilidad del EBUS-TBNA y el VPN eran del 49,5% vy el
93% respectivamente, con una prevalencia de MMO del 12,8%. Estos resultados
se asemejan a los obtenidos en nuestro estudio y a los del ensayo ASTER donde
pese a una mayor prevalencia (24%), el riesgo de MMO tras una endosonografia
negativa (tanto EBUS como EUS) era del 9% (86).

Una de las hipétesis que podria justificar la baja sensibilidad del EBUS-TBNA en
esta poblacion es el hecho de que el tamafno y la avidez de FDG podrian tener
una relacion directa con la extension de la afectacion ganglionar. Asi, los
ganglios de mayor tamafio y/o mayor avidez tendrian una afectacion neoplasica
extensa mientras que los de menor tamano y avidez podrian tener una afectacion
focal y limitada. Nuestros resultados apoyan esta teoria ya que en 2 de los 3
pacientes en los que la afectacion mediastinica no fue detectada por EBUS-

TBNA existia una infiltracién intracapsular focal.

Por otro lado, en todos los estudios, incluido el presente, se ha asumido que el
grado de riesgo de MMO es similar en pacientes con N1 clinico, tumor central y
tamano superior a 30 mm (89, 90). Sin embargo, dicha asuncién podria no ser
cierta. Asi, en nuestro estudio, el riesgo de MMO en pacientes con afectacion N1
por pruebas de imagen fue del 25%, muy superior al de presentar una tumoracion
central (9%) o un tamafio tumoral superior a 30 mm (6%). Otros estudios también
han demostrado que el riesgo de afectacion N2/3 en pacientes con afectacion

radiolégica N1 es elevado, pudiendo alcanzar el 37% (86, 91, 92). La baja
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prevalencia de MMO en nuestro estudio y el hecho de que soélo el 24% de
pacientes tenian cN1 clinico no nos permite establecer conclusiones definitivas
al respecto. Son necesarios estudios prospectivos que valoren de forma
independiente a cada uno de los factores identificados como de riesgo para
MMO.

En resumen, los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que la
probabilidad de presentar MMO tras un EBUS-TBNA negativo, en pacientes con
criterios de seleccion bien definidos, es muy baja. Debido a esto, la aportacion
de una VAM en este contexto es minima. Asi, considerando su elevado coste y
la potencial morbimortalidad asociada, esta técnica quirurgica quedaria

desaconsejada en este grupo seleccionado de poblacion con CP.

Posteriormente, en un segundo estudio determinamos la utilidad del EBUS-
TBNA en el genotipado y analisis de PD-L1 en el CPCNP. En los ultimos afios,
el pronéstico de los pacientes con CPCNP avanzado ha mejorado de manera
significativa gracias tanto al disefio de terapias basadas en drivers genéticos
especificos como al desarrollo de la inmunoterapia (93). Es por ello, que la
obtencién de muestras de tejido afecto por el tumor para la identificacién de estas
alteraciones genéticas y la identificacion de la expresiéon de PD-L1 es
imprescindible (41, 42, 94). Clasicamente, la determinacion de estas alteraciones
ha sido secuencial (gen a gen). La progresiva identificacion de nuevos drivers
genéticos y el desarrollo de nuevas terapias bioldgicas ha generado un
incremento en la demanda de estudios moleculares lo que ha favorecido el
desarrollo de tecnologias de secuenciacidon multiple y su implementacion en

muestras citoldgicas (95).

Son varios los estudios que han explorado la utilidad del EBUS-TBNA en el
CPCNP para evaluar la expresion de PD-L1 o el fenotipo genémico secuencial
(96). En cambio, pocos estudios han valorado prospectivamente la eficacia de
las técnicas de secuenciacion multiple combinadas con la determinacién de PD-
L1 mediante inmunohistoquimica en muestras de EBUS-TBNA (97). Ademas, se
desconoce la correlacion existente entre el analisis genético e IHQ de muestras

del tumor primario y muestras de las AHM afectas en un mismo paciente (98).
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El objetivo principal de este segundo estudio fue analizar el rendimiento de las
muestras citolégicas de EBUS-TBNA mediante técnicas de genotipado multiple
(NGS y nCounter) y estudio IHQ de expresion de PD-L1 en pacientes con
CPCNP. Como objetivo secundario se planted evaluar la reproducibilidad de los
resultados del analisis molecular entre muestras citologicas y biopsias

bronquiales de estos pacientes.

Se incluyeron de manera prospectiva pacientes con CPCNP avanzado (estadios
Iy 1IV) que fueron sometidos a un EBUS-TBNA desde agosto de 2018 a
diciembre de 2019. EI EBUS-TBNA se llevd a cabo de acuerdo con las guias
internacionales, realizando una exploracién desde las regiones que conferian un
estadio mas avanzado (N3) hasta las hiliares ipsilaterales (N1). Un cito-patdlogo
experto realizaba una evaluacién rapida “in situ” de la muestra obtenida con
tincion Diff-Quick. El nUmero de punciones realizas variaba en relacion con la
cantidad y viabilidad de las células tumorales. Las AHM se consideraron
negativas cuando al menos tres muestras diferentes mostraban linfocitos
normales sin células atipicas. Se consideré que la muestra era apta para
estudios moleculares cuando se observaban al menos 300 células tumorales, y

no viables aquellas muestras con < 20% de celularidad tumoral.

En las muestras de EBUS-TBNA y/o de la biopsia (en los casos en los que se
disponia) se realizaron tres técnicas diferentes: NGS (mutaciones de ADN),
nCounter (fusiones génicas de ARN y METAex14), e inmunohistoquimica

(expresion de PD-L1).

Se realizé un EBUS-TBNA a un total de 72 pacientes con sospecha de CPCNP
en estadio avanzado, siendo la poblacion final con diagndstico definitivo de
CPCNP de 42 (58,3%). En 29 de estos pacientes se obtuvieron simultdneamente
biopsias bronquiales de la zona tumoral, lo que permitié la comparacion de las
diferentes muestras (muestras citologicas de las AHM obtenidas mediante

EBUS-TBNA y muestras de biopsia bronquial del tumor primario).

En la practica totalidad de las muestras obtenidas por EBUS-TBNA (92,8%,
39/42), el material fue suficiente para proceder a la evaluacién de todos los

biomarcadores utilizados. Estos resultados mejoraron lo conseguido con las
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biopsias bronquiales (75,8% (22/29)), siendo ademas la muestra de EBUS-TBNA

la unica fuente de material para el diagndstico en 13 casos (30,9%).

Fielding et al. (99), valoraron el ADN extraido de frotis citoldgicos frente a bloques
celulares de muestras obtenidas mediante EBUS-TBNA y observaron que los
frotis presentaban un mejor rendimiento siendo muestras éptimas para llevar a

cabo la secuenciacion.

En nuestra serie, mas del 90% de las muestras de EBUS-TBNA fueron utiles
para realizar tanto NGS como nCounter, en linea con otros estudios publicados
previamente (97, 100, 101). Asi, Kunimasa et al. (102), analizaron las tasas de
éxito para NGS en muestras obtenidas mediante diferentes técnicas entre las
que se encontraba el EBUS-TBNA obteniendo tasas de éxito similares a las
obtenidas en el presente estudio (82.6%). Estos autores sugerian ademas, que
el EBUS-TBNA era una técnica preferible a la biopsia endobronquial en lesiones
de localizacién central. Zhao et al. (103), en un metaanalisis que incluia 21
estudios con un total de 1175 pacientes, reafirmaron la idoneidad de las
muestras de EBUS-TBNA para el analisis molecular con NGS y encontraron que
el éxito se veia incrementado con un mayor numero de pases, llegando a ser del
94.9% cuando el numero de pases era de 6. Cabe destacar que en el presente
estudio no solo se confirma la idoneidad de las muestras de EBUS-TBNA para
el analisis molecular, sino que ademas se pudo demostrar que los resultados de
la citologia coincidian plenamente con los de las biopsias tisulares, o que avala
a las muestras citolégicas obtenidas mediante EBUS-TBNA como una fuente

optima de material para los estudios genéticos.

Con respecto a la evaluacién de PD-L1, la concordancia entre las muestras de
EBUS-TBNA vy las de las biopsias del tumor primario fue muy alta (88,9%)
cuando se utilizé un punto de corte de PD-L1 positivo-negativo, considerandose
positivo un Tumor Proportion Score (TPS) = 1%. Al realizar la comparacion en
las tres categorias del TPS, a saber: muestras con expresion negativa: menos
del 1% de las células tumorales positivas mediante IHQ; muestras con expresion
media: entre 1 y 49% de las células tumorales positivas; y muestras con
expresion alta: mas del 50% de células tumorales positivas, la correlacion entre

las muestras descendié hasta el 74,1%, y ello fue asi, independientemente del
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tipo de muestra citologica evaluada (frotis 0 muestras de bloques celulares). La
mayoria de los casos discordantes presentaron mayores niveles de expresion
de PD-L1 en las biopsias bronquiales de la zona tumoral. Estos hallazgos van
acordes con otros estudios donde se comparé la determinacion de PD-L1 entre
muestras de EBUS-TBNA y otras muestras de tejido, con tasas de concordancia
dispares y que oscilaban entre el 70 y el 91% (98, 104-108). En nuestra serie, la
incidencia de falsos negativos en muestras de EBUS-TBNA considerando el
punto de corte TPS = 50% fue del 18,5%, muy inferior a los obtenidos por Sakata,
et al. (108), que utilizando el mismo umbral TPS = 50% PD-L1, evidenciaban que
las muestras de EBUS clasificaban erréoneamente el 53% (8/15) de los tumores
PD-L1-positivos. Algunos autores han propuesto que esta discordancia pudiera
ser debida a la heterogeneidad de la expresion de PD-L1 en el CPCNP (109,
110), aumentando el riesgo de falsos negativos en muestras pequefias o con
baja celularidad tumoral, como las obtenidas mediante EBUS-TBNA. Las
diferencias de expresion de PD-L1 segun el estadio podrian explicar
parcialmente las limitaciones del EBUS en este contexto (111), ya que, en
nuestra serie solo el 50% de los pacientes se encontraban en un estadio

metastasico de la enfermedad.

El segundo estudio afianza el potencial de las muestras de EBUS-TBNA en el
genotipado del CPCNP. La utilidad de dichas muestras en el estudio de la
expresion de PD-L1 no es 6ptima y requiere de futuros estudios para aclarar su

relevancia.

Finalmente, se quiso demostrar la utilidad del EBUS-TBNA en el estudio de AHM
en pacientes con NE. Un porcentaje significativo de pacientes con NE presentan
AHM patoldgicas ya sea en el momento del diagndstico o a lo largo de la
evolucion de la enfermedad (82-84). Para el correcto diagnéstico etioldgico es
necesario un analisis cito-histolégico de las muestras ganglionares, dado que
hasta en un 30% de los casos, el aumento de tamafio y/o la avidez para FDG de
los ganglios afectos no se debe a invasion neoplasica de la enfermedad primaria,
sino que son consecuencia de procesos infecciosos y/o inflamatorios que

pueden estar relacionados con el tratamiento oncolégico especifico (112).
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Aunque la utilidad del EBUS-TBNA en este escenario clinico ha sido previamente
evaluada en algunos estudios, en general se tratan de cohortes con criterios de
seleccién muy variables y un numero relativamente pequefio de pacientes (113,
114). Ademas, se desconoce la implicacion prondstica de la invasién

mediastinica en pacientes con NE.

En este tercer estudio se analizaron todos los pacientes con NE a los que se
realizd6 un EBUS-TBNA por la presencia de AHM patoldgicas (diametro menor
de la AHM = 5 mm y/o captacion patolégica en PET-TC) desde enero de 2010
hasta septiembre de 2020.

Las muestras obtenidas por EBUS-TBNA fueron clasificadas como “neoplasicas”
cuando se identificaban células atipicas concordantes con el tumor primario
extratoracico; “benignas”, cuando el analisis citolégico era concordante con un
proceso inflamatorio especifico (ej: granulomas sarcoideos) y “no diagnosticas”
cuando la muestra identificaba unicamente la presencia de linfocitos en un

numero = 150 por campo.

Se evaluaron un total de 161 pacientes con NE, siendo el tumor extratoracico
mas frecuente el melanoma seguido del cancer gastrointestinal. Tan sélo el 52%
(84/161) de los pacientes con NE y AHM patolégicas tenia invasion tumoral. El
7% (12/161) de los pacientes evaluados estaban afectos de diferentes procesos
inflamatorios (sarcoidosis en 11/12 de los pacientes, siendo el otro una
enfermedad no-granulomatosa). La rentabilidad diagndstica del EBUS-TBNA en
estos pacientes fue alta con una sensibilidad global del 88% y un VPN del 87%.
Finalmente, se demostrd que la afectacion de las AHM por el tumor extratoracico
era un factor de mal prondstico de manera que los pacientes que presentaban
invasién neoplasica por la enfermedad de base tenian una supervivencia global
(SG) de 49 meses (IC 95%: 38-60), mientras que aquellos en los que el EBUS
no confirmé la invasién neoplasica de las AHM la SG fue de 71 meses (IC 95%:
58,4-85).

Una de las fortalezas de este estudio es que evalua la mayor cohorte publicada
hasta la fecha, diferenciandose ademas de otras, al excluir especificamente

pacientes con diagndstico final de CP, sindrome linfoproliferativo o metastasis
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mediastinicas de origen desconocido, situaciones donde el rendimiento
diagndstico del EBUS-TBNA puede diferir (19, 57, 115).

Con estos resultados, se confirma la idoneidad del EBUS-TBNA en términos de
sensibilidad, especificidad y VPN en pacientes con NE para detectar metastasis
mediastinicas (84, 112-114, 116, 117). Cabe destacar que en el analisis
independiente segun el tipo de NE el rendimiento diagndstico se ve reducido en
pacientes con neoplasia primaria de cabeza y cuello. Estos hallazgos deberian
ser validados en estudios prospectivos con un mayor numero de pacientes, pero,
dado el significativo porcentaje de falsos negativos encontrados (global: 13%, y
33% para pacientes con cancer de cabeza y cuello) parece logico realizar una
exploracion mediastinica quirurgica en aquellos casos con un resultado negativo

del EBUS-TBNA vy alta sospecha clinica de afectacion mediastinica por la NE.

En nuestra cohorte, las AHM metastasicas presentaban un mayor tamafio y un
aumento de captacién de FDG en comparacién con las AHM benignas. Estos
resultados van en sintonia con lo demostrado en otros estudios, donde tanto el
tamano de los ganglios linfaticos como la captacion de FDG en PET pueden

proporcionar informacion clinica util (118).

Por otro lado, hemos confirmado la validez de las muestras obtenidas por EBUS-
TBNA para el analisis IHQ, siendo de gran utilidad en aquellos pacientes que

presentan dos NE o para diferenciarlo de un CP primario.

Finalmente, uno de los hallazgos clinicamente mas relevantes que observamos
en nuestro estudio, radica en el valor prondstico del EBUS-TBNA en estos
pacientes, si bien dichos hallazgo debe confirmarse en estudios prospectivos con

un numero adecuado de pacientes y con un mismo tipo de NE.

Esta tesis pretende dilucidar el papel del EBUS-TBNA en diferentes situaciones
clinicas en las que no existe un criterio uniforme de actuacién o en la que los
resultados previos no han sido concluyentes. Ademas, la aportacion de los
estudios que incluyen la presente tesis doctoral clarifica aspectos controvertidos
de actuacion médica y facilita el circuito diagnodstico y de estadificacion de los
pacientes con CPNCP. Para poder llevar a cabo una correcta valoracién de los

resultados obtenidos se han de considerar una serie de limitaciones.
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En primer lugar, y pese a que las cohortes de pacientes incluidas en los
diferentes trabajos que componen la presente tesis doctoral estan entre las mas
largas publicadas sobre el tema especifico que se evalua, el numero de
pacientes estudiados puede ser limitado a la hora de establecer conclusiones
firmes. Dicha limitacién es inherente a la dificultad de reclutamiento de pacientes

con caracteristicas muy especificas y que no tienen una gran prevalencia global.

Por otra parte, la determinacién de la utilidad del EBUS-TBNA en pacientes con
NE se basa en una serie retrospectiva, lo que puede llevar a un sesgo de

seleccion.

Al igual que en muchos otros estudios, en la mayoria de los casos en los que el
EBUS-TBNA demostrd un resultado “positivo”, éste se asumidé como verdadero
positivo y no se comprobé mediante otras técnicas invasivas, lo que puede
magnificar su valor predictivo positivo. No obstante, los falsos positivos del
EBUS-TBNA reportados en la literatura son excepcionales, y debido en la gran
mayoria de ocasiones, a errores en el manejo de las muestras de puncion. Por
otro lado, las muestras citolégicas que mostraban > 150 linfocitos por campo
fueron consideradas como verdaderas negativas sin comprobacién mediante
técnicas diagnosticas alternativas. No obstante, se requeria un seguimiento
clinico-radiolégico de al menos 6 meses para considerarla como “verdadero

negativo”.

Finalmente, hay que tener en cuenta que los estudios que componen la presente
tesis doctoral se han realizado en un unico centro. En este sentido, la
extrapolacion de los resultados a otras instituciones debe tomarse con cautela,

ya que los procesos asistenciales pueden diferir entre los diferentes centros.

La presente tesis doctoral aporta informacion clinica relevante sobre la utilidad
del EBUS-TBNA en diversos escenarios clinicos, y expande los horizontes de su

aplicacién en la patologia mediastinica.

Es importante resaltar, que se ha definido el papel del EBUS-TBNA en la
estadificacion mediastinica de pacientes con riesgo de sufrir MMO pese a tener

un PET-TC negativo. En este escenario, se demuestra el papel marginal de la
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VAM, lo que clarifica el circuito diagnéstico y evita la realizacion de técnicas

diagndsticas invasivas.

Por otra parte, se ha confirmado la utilidad de las muestras de EBUS-TBNA en
el analisis del genotipado molecular del CPCNP lo que permite definir una terapia

individualizada que mejore el prondstico de estos pacientes.

Los resultados obtenidos permiten mejorar el circuito diagnéstico de los
pacientes con CPCNP haciéndolo mas eficiente y coste-efectivo y representan

un cambio significativo de la practica clinica.

Finalmente, se ha confirmado tanto la necesidad de establecer un diagnéstico
histolégico en pacientes con NE y AHM patolégicas, como la utilidad del EBUS-
TBNA en este contexto. La informacion prondstica asociada que supone la
demostracién de invasion neoplasica del tumor primario es un hallazgo novedoso

que puede mejorar el manejo clinico de este grupo de pacientes.
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7. CONCLUSIONES

A partir de los estudios realizados que constituyen la base de la presente tesis

doctoral, se pueden establecer las siguientes conclusiones:

Articulo 1

“Integral Mediastinal Staging In Patients With Non-Small Cell Lung Cancer

And Risk Factors For Occult N2 Disease”

- La prevalencia de N2-3 oculto en pacientes con factores de riesgo para MMO
es relativamente baja (10%).

- Aunque la sensibilidad del EBUS-TBNA en este grupo de pacientes es baja, el
valor predictivo negativo es alto. Esto supone que el riesgo de detectar afectacion
mediastinica durante la intervencion quirurgica es minimo.

- La VAM no aporta informacion clinica relevante en estos pacientes.

- Es probable que el riesgo de MMO sea mayor en pacientes con afectacién N1

clinica que en aquellos con tumores centrales o mayores de 30 mm de diametro.

Articulo 2

“EBUS-TBNA Cytological Samples for Comprehensive Molecular Testing

in Non-Small Cell Lung Cancer”

- Enpacientes con CPCNP, el EBUS-TBNA es una técnica citolégica iddnea para
obtener material con el que realizar estudios moleculares completos y técnicas de
secuenciacion multiple.

- La determinacién de la expresion de PD-L1 se puede realizar en la mayoria de

las muestras de EBUS-TBNA. A pesar de esto, en los casos con minima expresion
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de PD-L1, debido a la menor concordancia con las muestras de biopsia, se
deberia plantear la necesidad de conseguir material adicional con técnicas

alternativas.

Articulo 3

“EBUS-TBNA in Extrathoracic Malignancies: Diagnostic and Prognostic

Implications”

- Tan sélo la mitad de los pacientes con NE y AHM patolégicas por imagen son
debidas a infiltracién neoplasica.

- Las AHM metastasicas en pacientes con NE presentan un mayor tamafo y
captacion de FDG que las benignas.

- En estos pacientes, el EBUS-TBNA es una técnica con un alto rendimiento
diagnéstico y permite la diferenciacion entre infiltracion maligna y afectacién
inflamatoria benigna.

- EI'VPN del EBUS-TBNA puede verse disminuido en ciertos tipos de NE como
cabeza y cuello.

- El diagnéstico por EBUS-TBNA de AHM metastasicas en las NE confiere valor

pronostico.
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