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. RESUM

Objectiu: La present tesi es basa en tres articles que exploren les possibilitats
de la punci6é guiada per ultrasonografia endobronquial (USEB) en el camp de
I'estadiatge del cancer de pulmd, en el diagnostic de la ocupacio del mediasti i
en l'obtencidé de mostres on es pugui fer estudis genetics en els pacients amb

cancer de pulmo.

Resultats: La USEB ha estat util en I'estadiatge de la neoplasia pulmonar, amb
una sensibilitat molt elevada per a la deteccio de ganglis malignes.

També és una eina de diagnostic util en els pacients amb afectacio
mediastinica, el diagnostic anatomopatoldgic dels quals no s’hagi assolit
mitjangant exploracions no invasives ni broncoscopia amb llum blanca, i permet
evitar la realitzacio de técniques més invasives.

Les mostres de teixit maligne obtingudes per puncid-aspiracié guiada per USEB
dels pacients amb carcinoma pulmonar de cél-lula no petita soén utils per a la
deteccioé de mutacions de 'EGFR.

No hi ha hagut complicacions en cap dels procediments duts a terme per als

treballs que conformen aquesta tesi.

Conclusio: La ultrasonografia endobronquial és una técnica segura i util per a

'estudi del mediasti



II. JUSTIFICACIO

La puncio-aspiracio (PA) guiada per ultrasonografia endobronquial (USEB)
lineal en temps real és una técnica de recent introduccié que permet I'abordatge
de tumors i ganglis mediastinics i ha demostrat la seva utilitat per a I'estudi de la
neoplasia broncopulmonar. El fet que és una prova poc invasiva i sense
complicacions clinicament significatives ha fet d’aquesta técnica una eina molt
atractiva en l'estadiatge de la neoplasia broncopulmonar, camp en que s’han
focalitzat la majoria dels estudis realitzat fins al moment actual. Pocs autors han
investigat la utilitat de la PA guiada per USEB lineal com a instrument de
diagnostic en el pacient amb patologia mediastinica, de causa bé neoplasica o
benigna.

De la mateixa manera, pocs treballs han estudiat la capacitat de la USEB amb
PA per a obtenir mostres utils per a detectar-hi mutacions en els pacients amb
cancer de pulmo. Aquesta capacitat seria important, atés que un gran nombre
de pacients es troben en un estadi no quirurgic en el moment del diagnostic de
la malaltia. La mutacié que es pretén estudiar és la de I'epidermal growth factor
receptor (EGFR), ja que s’ha vist que la preséncia d’aquesta mutacié determina
una millor resposta als farmacs inhibidors de la tirosina-quinasa en els pacient
amb carcinoma de cel-lula no petita, sobretot els adenocarcinomes.

Finalment, no existeixen treballs en el camp de la ultrasonografia endobronquial
que hagin estudiat si les caracteristiques ultrasonografiques del ganglis poden
predir malignitat.

L’objectiu del present treball és demostrar que la PA guiada per USEB en temps
real és una eina util per a l'estudi del mediasti, més enlla de la seva ja

acceptada utilitzacio per a I'estadiatge del cancer de pulmao.



[1l. INTRODUCCIO

I11.1 Anatomia del mediasti

El mediasti es defineix com aquell espai que hi ha entre ambdds sacs pleurals.
Esta limitat per I'estérnum per davant, i darrera té la columna vertebral.
Cranialment acaba a l'obertura superior del torax, i caudalment hi ha el
diafragma. El mediasti es divideix en mediasti superior, i en mediasti inferior.
Alhora, aquest darrer es subdivideix en mediasti anterior, mig, i posterior. La
separacié entre el mediasti superior i inferior passa per un pla que passa a
nivell de I'articulacié manubrioesternal (ventralment) i de la cara inferior de la IV

vertebra toracica (dorsalment).

Dins el mediasti superior es troba: l'origen dels musculs esternohioideu i
esternotiroideu i I'extrem inferior del muscul llarg del coll, la crossa de I'aorta, el
tronc arterial braquiocefalic, les arteries carotides primitiva i subclavia esquerra,
els troncs venosos braquicefalics i la meitat superior de la vena cava superior, la
vena intercostal superior esquerra, els nervis vague, cardiac, frénic i laringi
recurrent esquerre, i la porcio superficial del plexe cardiac, la traquea, I'esofag,
el conducte toracic, les restes del timus, i els ganglis limfatics paratraqueals,

braquiocefalics i alguns dels traqueobronquials.

El mediasti anterior es troba entre el cos de I'estérnum per davant i el pericardi
per darrera. Conté teixit areolar, els ligaments esternopericardics, dos o tres
ganglis limfatics, algunes branques mediastiniques de I'artéria mamaria interna i

a vegades restes timiques.

El mediasti mig és la part més gran del mediasti inferior. Dins seu hi ha el cor, el
pericardi, 'aorta ascendent, la meitat inferior de la vena cava superior, la part
terminal de la vena azigos, la bifurcacid traqueal, els dos bronquis, I'artéria
pulmonar i la seva divisio en les branques dreta i esquerra, les venes pulmonars
dretes i esquerres, els nervis frénics, la part profunda del plexe cardiac i alguns

ganglis limfatics traqueobronquials.



El mediasti posterior esta limitat ventralment per la bifurcacié de la traquea, els
vasos pulmonars, el pericardi i per la part posterior de la cara superior del
diafragma; dorsalment, per la columna vertebral des del marge inferior de la IV
vertebra toracica fins a la Xll, i lateralment per la pleura mediastinica d’'ambdds
costats. Al seu interior trobem la porcid6 descendent de l'aorta toracica, les
venes azigos i hemiazigos, els nervis vagues i esplacnics, I'esofag, el conducte

toracic i els ganglis limfatics mediastinics posteriors (1).

DFOY 40.9cm

6/ Average

Figura 1.- Imatge obliqua de TC que mostra les subdivisions del mediasti: mediasti anterior (A),

mig (B) i posterior (C)



[1l.2 Patologia del mediasti

Hi ha un gran nombre de patologies que poden produir afectacié del mediasti, i
la subdivisi6 abans esmentada és cabdal per al diagndstic d’aquestes
patologies (2,3) (Taula 1).

La probabilitat que aquesta afectacid sigui d’etiologia maligna depén
basicament de tres factors: la localitzacié de la massa (4,5); I'edat del pacient; i
la preséncia o no de simptomes (5). Tot i que la majoria de les tumoracions
mediastiniques sén benignes, és més probable que les del compartiment

anterior siguin malignes (4,5).

MEDIASTi ANTERIOR MEDIASTI MIG
Neoplasies timiques Limfadenopaties
Tumors de cél-lules germinals Inflamacid reactiva i granulomatosa
Teratoma Metastasis
Seminoma Malaltia de Castleman
Coriocarcinoma Limfoma
Limfoma Quists
Limfoma de Hodgkin Pericardic
Limfoma no Hodgkin De la duplicacié de lintesti
Neoplasies de tiroides Quist broncogénic
Neoplasies de paratiroides Quist entéric
Tumors mesenquimatosos Altres
Lipoma Engrandiments vasculars
Fibroma Hérnia diafragmatica (de hiatus)
Limfangioma
Hemangioma MEDIASTi POSTERIOR
Mesotelioma
Altres Tumors neurogénics
Hérnia diafragmatica (Morgagni) Meningocele
Carcinoma primari Lesions esofagiques (carcinoma, diverticle)
Hernia diafragmatica (Bochdalek)
Miscel-lania

Taula 1.- Tumoracions del mediasti en funcié de la seva localitzacié
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Les manifestacions cliniques, quan n’hi ha, més habituals, sén: tos (60%), dolor
toracic (30%), febre i/o calfreds (20%), i dispnea (16%) (3).

Quan se sospita una massa mediastinica, el primer pas és sol-licitar una
radiografia simple de torax (front i perfil). Per a aconseguir una millor
caracteritzacio de la massa el seguent pas sera realitzar una tomografia
computada (TC) de torax, que a més ens servira per a coneéixer si hi ha
afectacié de les estructures veines, i també per a identificar les lesions
quistiques, vasculars, i de parts toves (6). La ressonancia magnética (RM)
també és util a 'hora d’estudiar el mediasti. Basicament és util per a confirmar
el caracter quistic d’'una lesio solida a la TC, i també pot suggerir els diagnostics
d’hemangioma, teratoma o hematopoiesi extramedul-lar a partir de la preséncia
de greix intralesional. A més, és la técnica d’eleccié per a I'estudi dels tumors
neurogenics, perqué pot veure el nombre de lesions, I'extensié intraespinal, i la
longitud craneocaudal, i en aquells pacients a qui no es pugui administrar

contrast iodat (7).

Figura 2.- TC (A) i RM (B) de pacient amb quist broncogenic
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[11.3 Cancer de pulmd

El cancer de pulmo és, en el moment actual, la causa més frequent de mortalitat
per malaltia neoplasica als paisos desenvolupats, i provoca més morts que la
combinacié dels altres tres tipus de cancer més habituals: colon, mama i

prostata (8).

Basicament, dins dels tumors de tipus epitelials malignes hi ha dos tipus de
cancer, i son el de cel-lula petita o microcitic (un 15% aproximadament dels
cancers de pulmo), i el carcinoma pulmonar de cél-lula no petita (CPCNP) (el
85% que manca). EI CPCNP es por dividir en tres subtipus histologics
principals: el carcinoma escatds, I'adenocarcinoma i el carcinoma de cél-lules
grans. Fora d’aquests dos grans grups, també hi ha altres tumors menys
freqUents, que son els carcinomes amb elements pleomorfics, sarcomatoides o
sarcomatosos, els carcinoides (tipics i atipics), els carcinomes de tipus glandula
salivar, i els carcinomes inclassificats (9). Aquests tumors menys frequents,
perod, no s’estudien en la present tesi.

El consum de tabac es relaciona amb [l'aparicié de qualssevol d’aquests
subtipus, perd sobretot esta associat amb el carcinoma microcitic i el de
cél-lules escatoses. L’adenocarcinoma és el més frequent en aquells pacients
amb neoplasia de pulmé sense antecedent de tabaquisme, tot i que cal deixar
clar que és més habitual en fumadors que en no fumadors. Per a expressar el
grau d’extensio anatomica en el CPCNP s'utilitza el TNM (Taula 2) (10). El
carcinoma microcitic es classifica en funcio de si existeix malaltia extratoracica, i
per aquest motiu d’ara en endavant, quan parlem de I'estadiatge mediastinic
ens referirem solament al CPCNP.

L’estadificacio de la neoplasia de pulmé segons el TNM és el principal factor
pronostic i, malauradament, en el moment del diagnostic la malaltia es troba en
una fase avangada en més de la meitat dels pacients, i és poc probable poder
dur a terme un tractament curatiu.

Globalment la supervivencia del cancer de pulmé als 5 anys es situa entre el 6 i
el 14% en el cas dels homes i entre el 7 i el 18% en el de les dones (11). Una
de les causes possibles d’aquesta baixa taxa de supervivéncia pot ser el fet que

€s una neoplasia asimptomatica a les fases inicials. La reseccié quirurgica és el
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tractament més efectiu per als tumors localitzats perd, malauradament, menys
de la meitat dels cancers de pulmo es diagnostiquen en aquests estadis més
inicials. Una altra possible causa d’aquesta baixa supervivéncia poden ésser
I'alt nombre de comorbiditats associades a I'antecedent de tabaquisme, com la

malaltia pulmonar obstructiva cronica o les malalties cardiovasculars (12).

Descriptors Definicions
T Tumor primari
TO Abseéncia de tumor primari
T Tumor < 3cm, envoltat de pulmé o pleura visceral, distal a bronqui lobar
T1a Tumor £ 2cm
T1b Tumor >2 perd < 3cm
T2 Tumor >3 perd < 7cm o bé: envaeix pleura visceral, afecta bronqui principal
a = 2 cm de carina, ateléctasi o pneumonitis obstructiva que no afecta
tot el pulmo
T2a Tumor > 3 pero <5cm
T2b Tumor >5 perd £ 7 cm
T3 Tumor >7 cm;

o bé invasié de paret toracica, diafragma, nervi frénic, pleura mediastinica o pericardi parietal;
o bé tumor a bronqui principal < 2 cm de carina;
o bé ateléctasi/pneumonitis obstructiva de tot el pulmé;
0 bé noduls tumorals al mateix lobul
T4 Tumor de qualsevol mida que envaeixi;
cor, grans vasos, traquea, nervi laringi recurrent, esofag, cos vertebral, o carina;

0 bé ndduls tumorals a un altre I6bul del mateix pulmo

N Ganglis limfatics regionals
NO No hi ha metastasis ganglionars
N1 Metastasis a ganglis limfatics;
peribronquials i/o perihiliars i ganglis intrapulmonars, ipsilaterals, inclosa afectacié per
extensi6é directa
N2 Metastasis a ganglis mediastinics ipsilaterals i/o subcarinals
N3 Metastasis a ganglis mediastinics o hiliars contralaterals, escalens ipsi o contralaterals, o
ganglis supraclaviculars
M Metastasis a distancia
MO No hi ha metastasis a distancia
M1a Noduls tumorals a lobul contralateral;
0 bé tumor amb ndduls pleurals o disseminacié pleural maligna
M1b Metastasis a distancia

Taula 2.- Classificacio TNM del cancer de pulmé de cél-lula no petita (adaptat de Detterbeck et
al (10))
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Estadiatge mediastinic en el cancer de pulmé no microcitic

El correcte estadiatge mediastinic és fonamental en els pacient amb cancer de

pulmd no microcitic, | és el més important, de cara al prondstic i al tractament, si

no hi ha metastasis a distancia (13,14).

fil00% Median
il Deaths /N  in Months
cNO 11709/ 19806 40
80% — cN1 2545/ 3631 23
cN2 9174 /11619 14

b 10
Years After Entry

1¥r | 5Yrs HR P
cNO 7% | 42%
cN1 67% 29% | vs cNO: | 1.44 <.0001
cN2 55% 16% | vs cN1: | 1.49 <.0001

Figura 3.- Supervivéncia en funcié de la N clinica per als pacients sense metastasis a distancia

(extret de Rusch et al (14)).

A la darrera edici6 de la classificaci6 TNM no s’ha fet canvis pel que fa ala N

respecte la classificacio anterior (12).
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Algoritme per a I’estadiatge del cancer de pulmo

La Societat Europea de Cirurgia Toracica (European Society of Thoracic

Surgery, ESTS) proposa el seguents algoritmes (13), en funcié de si es disposa

o no de TC-PET:

AN

Negatiu (NO) Positiu (N2-N3)
| b Confirmacié amb mostra
| c T ERRREEEN
' a USEB/USE
E Mediastinoscopia d Negatiu
|
I
I
E Negatiu Positiu Positiu
v / l
Cirurgia Tractament multidisciplinar

a: només a escatosos T1NO no cal estadiatge invasiu
b: tota la resta, cal excloure metastasis ganglionars amb mediastinoscopia
c: poden ser de primera eleccio ja que son poc invasives

d: caldria mediastinoscopia, ja que té un valor predictiu negatiu més elevat

Taula 3.- Algoritme proposat per la ESTS per a I'estadiatge primari del mediasti quan no es
disposa de TC-PET (adaptat de De Leyn et al (13))

15



PET oTC-PET

Negatiu (NO) Positiu (N2-N3)

l

a Confirmacié amb mostra

USEB/USE
v

Mediastinoscopia < c Negatiu

4
Negatiu Positiu Positiu

v l

Cirurgia Tractament multidisciplinar

a: a tumors centrals, amb baixa captacié de FDG, tumors amb ganglis de = 1.6 cm i/o malaltia
N1 per PET, I'estadiatge invasiu continua estant indicat
b: poden ser de primera eleccioé ja que sén poc invasives

c: caldria mediastinoscopia, ja que té un valor predictiu negatiu més elevat

Taula 4.- Algoritme proposat per la ESTS per a I'estadiatge primari del mediasti quan es
disposa de TC-PET (adaptat de De Leyn et al (13)).

Biologia molecular del cancer de pulmo

Els origens moleculars del cancer de pulmé es basen en interaccions
complexes entre 'ambient i la susceptibilitat genética de I'hoste. El cancer de
pulmo, per tant, evoluciona a través de canvis genétic i epigenétics, incloent-hi
vies de senyalitzacié que han perdut la regulacié, que sén objectius potencials
per a la quimioprevencié i quimioterapia (15).

Les noves técniques d’estudi genétic poden revolucionar I'actuacio clinica sobre

alguns tipus de cancer, identificant-ne els marcadors moleculars de risc,
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facilitant-ne la deteccid precog, i determinant-ne la sensibilitat als diferents
farmacs disponibles (15,16,17).

La recerca sobre possibles dianes terapeutiques a nivell molecular ha facilitat
I'aparicié de farmacs inhibidors de I'epidermal growth factor receptor (EGFR) i
del vascular epidermal growth factor receptor (VEGFR) que son,
respectivament, I'erlotinib i el bevacizumab, que han demostrat ser utils en
pacients amb CPCNP (15,16).

Tot i que no estan tant estudiades com les mutacions de 'lEGFR, en el CPCNP
n’existeixen moltes altres que també disposen de potencials inhibidors. Aquest
és el cas de 'ALK, MET, PDGFR, ROS, ERBB2, BRAF, PIK3CA, MEK1. Per a
KRAS en el moment actual no es disposa de cap inhibidor que hagi demostrat

activitat per al seu Us terapeutic (17).

[1l.4 Tecniques per a estudi del mediasti

Malgrat els importants avencos que han aparegut al camp de les técniques
d'imatge (TC i CT-PET) per al diagnostic de les metastasis ganglionars
mediastiniques, I'analisi del teixit continua essent fonamental en els pacients
amb CPCNP. En aquest sentit, disposem de les técniques de puncid-aspiracio i
de les técniques quirurgiques. Aquestes darreres, a dia d’avui, continuen sent el
patré de referencia.

Per a entendre millor les avantatges i les limitacions de cada técnica, cal tenir
ben present la situacid dins del mediasti de cada una de les estacions

ganglionars (Taula 5).

[11.4.1 Tecniques quirurgiques

Mediastinoscopia cervical

La mediastinoscopia cervical, inicialment descrita per Carlens I'any 1959 (18),

es va utilitzar inicialment com a eina diagnostica perd, a mesura que ha
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augmentat la consciéncia de la importancia de l'estadiatge mediastinic s’ha

convertit en el patro or en I'estadiatge mediastinic pre-quirurgic. La intervencié

Zona supraclavicular

1 Cervicals baixos, supraclaviculars i esternals

Ganglis mediastinics superiors
2R Paratraqueals superiors drets
2L Paratraqueals superiors esquerres
3a Prevasculars
3p Retrotraqueals
4R Paratraqueals inferiors drets

4L Paratraqueals inferiors esquerres

Ganglis de l'aorta
5  Subaortics
(finestra aortopulmonar) ZONA AORTOPULMONAR
6  Para-aodrtic (aorta ascendent

o frénic)

Ganglis mediastinics inferiors
7  Subcarinal ZONA SUBCARINAL

8 Paraesofagics (sota de carina) ZONA INFERIOR

9 Lligament pulmonar

Ganglis N1
10 Hiliars ZONA HILIAR/INTERLOBAR
11 Interlobars
12 Lobars
13 Segmentaris ZONA PERIFERICA

14 Subsegmentaris

Taula 5.- Classificacié dels ganglis mediastinics, adaptat de Rusch et al (19).

es realitza sota anestésia general i el pacient pot marxar fins i tot el mateix dia
de la intervenci6. Mitjangant aquesta técnica es poden examinar les arees
paratraqueals (2R i 2L), les pretraqueals (1 i 3), els angles traqueobronquials

(estacions 4R i 4L), i I'espai subcarinal (7) (15). Queden habitualment fora del

18



seu abast el mediasti més inferior (estacions 8 i 9), la finestra aortopulmonar
(estacio 5) i el mediasti anterior (estacions 6 i 3A) (20).

Les principals complicacions de la técnica, tot i que poc habituals, son el sagnat,
la lesi6 del nervi laringi recurrent, la lesi6 de l'esofag o de [larbre
traqueobronquial.

Posteriorment ha aparegut la mediastinoscopia guiada per video (21), la qual

permet tenir més visibilitat i facilita la manipulacio de I'instrumental.

Mediastinoscopia cervical ampliada

Més tard va apareixer la mediastinoscopia cervical ampliada, que pot arribar a
examinar la zona pre-aortica (estacié 6) i la finestra aortopulmonar (estacio 5)

(22). Malgrat tot, és una técnica molt poc utilitzada.

Mediastinotomia anterior esquerra

Va ser introduida I'any 1966 (23), i permet accedir als ganglis del mediasti
anterior i de la finestra aortopulmonar. Aixo és especialment util per a diagnostic
histologic i estadiatge dels tumors del I0bul superior esquerre, que tenen

tendéncia a afectar els ganglis de la finestra aortopulmonar.

Limfadenectomia mediastinica guiada per video

La limfadenectomia mediastinica guiada per video, o video-assisted
mediastinoscopic lymphadenectomy (VAMLA), és una extensi6 de la
mediastinoscopia estandard. S’utilitza un mediastinoscopi amb una doble
articulacio que permet crear un camp operatori molt més ampli. D’aquesta
manera, es pot dur a terme reseccio en bloc dels compartiments subcarinal,
paratraqueal dret, traqueobronquial dret, i pretraqueal, i disseccio i obtencié de

mostres dels compartiments traqueobronquial i paratraqueal esquerres (24).
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Aixi, en cas que posteriorment es dugui a terme cirurgia curativa, tedricament la

reseccio ganglionar ja estaria feta.

Limfadenectomia mediastinica transcervical ampliada

Es la traduccié de transcervical extended mediastinal lymphadenectomy
(TEMLA). Aquesta técnica, apareguda I'any 2004, permet I'exéresi de tots els
ganglis de les estacions 1, 2R, 2L, 3, 4R, 4L, 5, 6, 7 i 8, i només queden fora del
seu abast els ganglis del lligament pulmonar (estacid 9) i els ganglis 4L més
distals (25). Igual que amb I'anterior, en cas de fer cirurgia curativa, tedricament

la limfadenectomia ja estaria feta.

Toracoscopia guiada per video

La toracoscopia guiada per video, o video-assisted thoracoscopy (VATS) és una
técnica molt versatil, que s'utilitza per al diagnostic i per a I'estadiatge dels
pacients amb cancer de pulmo (26). Les técniques guiades per toracoscopia
permeten disposar d’una visid panoramica de I'hemitdrax i, a més de poder
biopsiar ganglis, permet investigar la preséncia d’invasié local, embassament
pleural, biopsiar quan se sospita I'existéncia de lesions de la pleura, i permet
també realitzar una pericardioscopia.

S’ha utilitzat per a biopsiar ganglis de les estacions 5, 6, 8 i 9, les quals es
consideren habitualment fora de I'abast de la mediastinoscopia estandard (27),

per la qual cosa s’ha d’utilitzar com a tecnica complementaria.
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[11.4.2 Técniques endoscopiques

Puncio transtraqueal i puncio6 transbronquial

La puncio transtraqueal (PTT) i la puncio transbronquial (PTB) a través d'un
fibrobroncoscopi s’han utilitzat per a I'estudi del mediasti de pacients amb
cancer de pulmé durant més de 30 anys (28-30). La majoria dels treballs han
demostrat una sensibilitat per sobre del 50% amb una especificitat propera al
100% (31,32). No obstant aix0, aquesta sensibilitat depén de la localitzacié dels
ganglis (és més gran per a ganglis subcarinals i paratraqueals drets) (33,34), i
de la mida del gangli, ja que nGmés és alta per a ganglis amb diametre de més
de 20 mm (33,35).

Ultrasonografia endoscopica esofagica

La ultrasonografia endoscopica (USE) inicialment es va utilitzar per a
I'estadiatge de neoplasies del tracte gastrointestinal, perd també proporciona
una via d’accés excel-lent al mediasti posterior a través de la paret de I'esofag
(36). Els treball inicials (37) expressaven el risc de malignitat dels ganglis en
funcié de la mida, la forma, I'ecogenicitat i si estaven ben delimitats o no. El fet
que s’afegis la puncié aspirativa guiada per la ESE va millorar de forma
substancial la sensibilitat i I'especificitat a I'hora de detectar malignitat
ganglionar mitjangant aquesta técnica (38).

Posteriorment han aparegut nombrosos treballs que han demostrat que la USE
€s una eina segura per a l'estadiatge del cancer de pulmd, amb bons nivells de
sensibilitat per a confirmar metastasis ganglionars observades a la TC de torax
(39). A més, també pot diagnosticar metastasis en pacients amb TC normal, tot i
que amb sensibilitat més baixa (40). Com a limitacions d’aquesta técnica, no és

util per a mostrejar les estacions 4R ni lobars.
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Ultrasonografia endobronquial

Ultrasonografia endobronquial radial

La ultrasonografia endobronquial (USEB) radial permet visualitzar els ganglis
mediastinics i hilars abans de dur a terme la puncid, i aix0 ha augmentat la

sensibilitat respecte de la puncio a cegues fins al 80% (40,41).

Ultrasonografia endobronquial sectorial

La USEB sectorial o lineal, que permet realitzar la puncié dels ganglis sota visi6
ultrasonografica directa (Figura 4), ha fet encara més util aquesta eina, i permet
puncionar ganglis considerats normals a la TC de torax (42,43).

Darrerament han aparegut dos articles de revisido que han estudiat la utilitat i la
seguretat d’aquesta técnica en I'estadiatge mediastinic del cancer de pulmé. .
Ambdds han coincidit a afirmar que la técnica és util i presenta un baix nombre

de complicacions (44,45).

Figura 4.- Puncio del gangli amb visié en temps real.
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Per a dur a terme aquesta exploracié s’utilitza un broncoscopi flexible amb un
transductor a I'extrem distal, que és capa¢ de generar imatges lineals paral-leles
de teixit mediastinic paratraqueal i para bronquial. EI broncoscopi disposa d’un
canal de treball per a realitzar les puncions. Per tal d’obtenir la imatge
ultrasonografica, I'extrem distal del broncoscopi es posa en contacte amb la
paret de la traquea o del bronqui. L’equip permet obtenir imatges del mediasti
amb efecte Doppler, que permet diferenciar les estructures vasculars del tumor
i/o dels ganglis mediastinics quan calgui.

Els tumors i els ganglis visualitzats es puncionen amb control visual en temps
real amb una agulla citoldgica, que es fa avancgar pel canal de treball fins a la
llum de la traquea, on s’empeny fora de la seva funda i s’'introdueix a través de
la paret traqueal o bronquial fins a arribar al gangli o tumor que es pretén
abordar, comencant sempre amb els ganglis que impliquin un pitjor estadiatge,

si s’utilitza la mateixa agulla durant tot el procediment.

El fet que la puncié sigui sota visio en temps real és el que realment marca la
diferencia respecte de la USEB radial, en qué s’ha d’enretirar el transductor per
a poder passar pel mateix canal de treball I'agulla citoldgica amb que es dura a

terme la puncio.
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IV. HIPOTESI | OBJECTIUS

HIPOTESI
La punci6 aspirativa guiada per ultrasonografia bronquial en temps real pot ser

una eina util per a I'estudi del mediasti, més enlla de la seva ja acceptada

utilitzacié per a I'estadiatge del cancer de pulmo.
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OBJECTIUS

Objectius principals:

Objectiu general

Demostrar que la puncié de ganglis del mediasti guiada per ultrasonografia
endobronquial és una eina util per a I'estudi del mediasti, tant per a I'estadiatge
del cancer de pulmé com per al diagnostic de patologies malignes i benignes.

Objectius especifics

Demostrar que la USEB és util en I'estadiatge mediastinic dels pacients amb

neoplasia pulmonar

La principal aplicaci6 de la ultrasonografia endobronquial és a I'estadiatge
mediastinic de la neoplasia pulmonar. Pretenem confirmar el que s’ha publicat
anteriorment, que és una eina util, amb bons nivells de sensibilitat per a detectar

malignitat.

Demostrar que la USEB és utii com a eina diagnostica en pacients amb

patologia no diagnosticada pels métodes disponibles no quirdrgics, amb un

rendiment superior a d’altres técniques no quirdrgiques

Com hem dit anteriorment, els diferents grups s’han centrat en I'aplicacié de la
ultrasonografia endobronquial per a l'estadiatge mediastinic, i cap d’ells en
I'aplicacio de la técnica com a eina diagnodstica en aquells casos amb ocupacié
mediastinica en qué no s’ha pogut assolir un diagnostic anatomopatoldgic amb

técniques no quirurgiques.
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Demostrar que la USEB és util per a obtenir mostres en qué es poden detectar

mutacions en pacients amb carcinoma pulmonar de cél-lula no petita.

A mesura que el coneixement de les neoplasies augmenta, I'estudi genétic dels
tumors és més important de cara al tractament. A més tenint en compte que
molts dels pacients amb neoplasia de pulmé tenen un estadi avancat de la
malaltia en el moment del diagnostic (la qual cosa desaconsella una intervencio
quirurgica), encara es fa més evident la urgéncia de disposar de técniques el
minim d’invasives possibles per a obtenir mostres de teixit en les quals es
puguin fer estudis genétics.

En aquest cas s’estudien les mutacions dels exons 19 i 21 de I'EGFR,
ampliament relacionat amb la resposta a certs farmacs quimioterapics.

Es disposa de treballs que demostren I'associacié d’aquestes mutacions amb
una millor resposta a alguns farmacs. No obstant aix0, la literatura al voltant de

la deteccidé de mutacions per endoscopia respiratoria €s escassa.

Objectius secundaris:

Demostrar que la USEB pot estalviar mediastinoscopies

Es d’esperar que es puguin evitar un cert nombre d’intervencions quirdrgiques
en aquells pacients on la mostra obtinguda mitjancant la ultrasonografia
endobronquial sigui suficient per a establir el diagnostic de la patologia que

afecta al gangli puncionat.

Demostrar que la USEB és una técnica segura

Es tracta de demostrar que és una eina util sense complicacions significatives.
Si bé s’han descrit complicacions, aquestes entren dintre del que es podria
esperar per la técnica: pneumotorax, sagnat, agitacio, o tos. En tots els treballs,

pero, la preséncia de complicacions ha estat anecdodtica.

26



Demostrar la utilitat de la USEB per a predir malignitat en funcié de la forma del

gangli visualitzat per ultrasonografia

Tot i que hi ha hagut alguns intents de relacionar les caracteristiques
ecografiques dels ganglis amb la probabilitat que aquests siguin malignes,
aquests intents han estat dins el camp de la ultrasonografia endoscopica
esofagica.

Hem pretes relacionar la forma del gangli (expressant de la forma més senzilla
possible la rodonesa o no del mateix) amb la probabilitat que aquest sigui

maligne.
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V. METODOLOGIA

V.1 Metodologia general

Criteris d’inclusié

A cada treball els criteris d’inclusié variaven, i per aquest motiu els criteris
d’inclusié es comentaran de manera més detallada a la part corresponent de

cada estudi.

Criteris d’exclusio

Es varen excloure aquells pacients que presentaven alteracions de la
coagulacio o plaquetopénia que contraindiquessin I'exploracio, i aquells que no
signaren el consentiment informat.

Tampoc es varen incloure a cap dels estudis aquells malalts que havien estat

remesos per a re-estadificacio.

Técnica

Per a la técnica es va aplicar anestésia local amb lidocaina, fins a un maxim de
8.2 mgl/kg, i sedacio profunda amb midazolam amb una dosi inicial de 0.07
mg/kg, que es va augmentar en 1 mg cada minut fins assolir I'efecte desitjat, i
posteriorment en 1 mg cada 5-10 minuts per a mantenir aquest efecte, fins a
una dosi maxima acumulada de 0.67 mg/kg. Es va utilitzar un broncoscopi
flexible (BF-UC160F-OL8, Olympus Optical Co. Ltd., Tokio, Japd), que té a
'extrem distal un transductor (Figura 5) capa¢ de generar imatges lineals
paral-leles de teixit mediastinic paratraqueal i para bronquial. EI broncoscopi

disposa d’un canal de treball pera realitzar les puncions.
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Figura 5.- Extrem distal del fibrobroncoscopi.

Per tal d’obtenir la imatge ultrasonografica, I'extrem distal del broncoscopi es
posa en contacte amb la paret de la traquea o del bronqui i, a fi de millorar la
imatge s’utilitza un globus col-locat préviament sobre el transductor que s'’infla
amb sérum fisiologic, quan la posicidé del transductor ultrasonografic sobre la
paret no és l'adient. L’'equip permet obtenir imatges del mediasti amb efecte
Doppler, que permet diferenciar les estructures vasculars del tumor /o0 dels
ganglis mediastinics quan calgui.

A cada exploracié es visualitza el tumor (si existia), i els ganglis mediastinics
laterotraqueals drets i esquerres, els subcarinals, els de la finestra
aortopulmonar i els ganglis lobars, i es va mesurar el seu diametre menor i
major, quan aixo era possible (EUS EXERA EU-C80, Olympus Optical Co. Ltd.,
Tokio, Japd). Quan el diametre major sortia de la pantalla de visualitzacié
perqué el gangli era molt gran aquesta mesura no s’efectuava. Els tumors i els
ganglis visualitzats que fessin com a minim 5 mm es varen puncionar amb
control visual en temps real amb una agulla citologica dissenyada expressament
per a I'equip (NA2015X-4022, Olympus Optical Co. Ltd., Tokio, Japd), que es
feia avangar pel canal de treball fins a la llum de la traquea, on s’empenyia fora

de la seva funda i era introduida a través de la paret traqueal o bronquial fins a
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arribar al gangli o tumor que es pretenia abordar, comengant sempre amb els
ganglis que impliquessin un estadiatge més avangat. Mentre l'agulla es
desplagava a I'interior del tumor o gangli entre 8 i 10 cops, es mantenia pressio

negativa a I'extrem proximal del catéter (Figura 6).

Figura 6.- Xeringa a I'extrem proximal del catéter, que produeix pressié negativa mentre es

punciona el gangli.

Un cop obtinguda la mostra, s’enretirava l'agulla i es realitzava un examen
citologic (Figura 7) immediat en que es valorava la mostra com a provinent de
gangli normal (predomini de cél-lules limfocitaries en abséncia de cél-lules
neoplasiques) (Figura 8) o bé com a neoplasica (quan s’observaven cél-lules
malignes) (Figures 9, 10, i 11). Les mostres que només tenien ceél-lules
bronquials (Figura 12), sang (Figura 13), material insuficient o cél-lules amb
atipia, que no confirmaven cap diagnostic, es consideraren no valorables, i es

va repetir la puncié sobre el tumor o gangli fins a un maxim de 3 cops (46).
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Figura 7.- Després de la puncid es diposita la mostra obtinguda sobre un portaobjectes (A).
Posteriorment es tenyeix la mostra i s’observa al microscopi (B).

Figura 8.- Gangli normal
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Figura 10.- Adenocarcinoma

32



Figura 11.- Carcinoma de cél-lula petita

Figura 12.- Cél-lules bronquials
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Figura 13.- Mostra hematica

Tractament de les mostres

Un cop obtinguda la mostra immediatament s’ha de posar en alcohol de 96°
com a minim 15 segons. Un cop fet aixd es posa en hematoxilina pura durant 1
minut, i posteriorment es renta amb aigua i es col-loca un cobreobjectes. En
aquest punt es pot fer la observacio intraoperatoria.

Posteriorment cal completar la tincid de Papanicolau (caldra acabar de tenyir
amb orange i amb eosina 65), i fer una darrera revisié per a confirmar les

observacions intraoperatories.

Métodes de laboratori per a I’estudi de les mutacions de I'EGFR
La preséncia de les mutacions en el gen de 'EGFR (epidermal growth factor

receptor) es va determinar després de la microdisseccid de les ceéllules

tumorals de les mostres obtingudes en el diagnostic, tant en fresc com en
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parafina, i es va aconseguir fer fins i tot en mostres que tinguessin només vuit

cél-lules tumorals.

El métode utilitzat consta de quatre passos:

1)  Microdisseccio directa per laser (Palm, Oberlensheim, Alemanya) de les
cél-lules tumorals. Les ceél-lules es van obtenir tant de mostres en parafina com
en fresc. Les mostres o talls en parafina es varen aconseguir per métodes
convencionals. Les mostres en fresc s’extenien en una superficie adient,
normalment en un portaobjectes dotat de una membrana (penmembrane), i es
fixava amb etanol al 96% i es tenyia amb hematoxilina de Harris durant 1 minut.
Aquest pas permet una més facil identificacio de les cél-lules tumorals.

2) Una primera ronda d’amplificacié per PCR per a cada ex6 de 'EGFR (exons
19i21)

3) Determinacio de I'estat mutacional de I'exé 19 del gen EGFR per amplificacio
per PCR amb un primer marcat amb fluorescéncia (carboxyfluorescein, FAM),
seqguit d’electroforesi capil-lar en equip ABI Prism 3100 DNA Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). El resultat final es va analitzar amb el
software GeneScan (AB).

4) Deteccio de les mutacions en I'exd 21 del gen EGFR (posicié L858R) fent
servir la técnica de I'assaig 5’ nucleasa, utilitzant sondes Tagman-MGB (minor
groove binding), una especifica per I'al-lel salvatge o wild type, i I'altre especifica
per lallel mutat. Cadascuna d’aquestes sondes es va marcar amb

fluorescencia FAM i VIC, respectivament.

Totes les mostres que varen resultar mutades tant per I'exo 19 com pel 21, es
van analitzar de nou fent servir sequenciacio d’ADN, amb primers especifics per
a cada exo0, en equip AB3100. Amb aquesta doble técnica d’analisi per a cada
ex6 es disminueix el nombre potencial de falsos negatius, augmentant doncs la

sensibilitat i especificitat de I'analisi mutacional.
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V.2 Metodologia especifica de cada treball

Estudi_I: Sensitivity of linear endobronchial ultrasonography and guided
transbronchial needle aspiration for the identification of nodal metastasis

in lung cancer staging.

Es un treball de tipus prospectiu, i s’hi varen incloure tots els pacients remesos
a la Unitat de Diagnostic de Cancer de Pulmé del Barcelonés Nord entre el
2005 i el 2007, excepte els que tenien algun dels criteri d’exclusié anteriorment

esmentats.

Estudi_II: La ultrasonografia endobronquial lineal como instrumento de

diagnostico inicial en el paciente con ocupacion mediastinica.

Treball de tipus prospectiu. Es varen incloure tots els pacients remesos a la
Unitat d’Endoscopia Respiratoria de referéncia del Barcelonés Nord, entre I'abril
del 2005 i el marg del 2008, per al diagnostic de tumors i/o adenopaties
mediastiniques mitjancant PA guiada per USEB.

Els criteris d’inclusié varen ser la presencia d'un tumor mediastinic i/o
adenopaties a la TC, amb negativitat dels resultats de la resta de proves no
quirurgiques practicades anteriorment. Aixd incloia cultius de secrecions
respiratories per a microorganismes potencialment patdgens i micobactéries,
citologies d’esput i broncoaspirat, raspallat bronquial, rentada broncoalveolar,
liquid pleural si hi havia embassament pleural i bidopsia bronquial si es veia lesio
endobronquial durant la broncoscopia amb llum blanca.

Els criteris d’exclusio en aquest cas en concret varen ser I'antecedent d’'una
neoplasia, excepte si feia més de 10 anys i no hi havia hagut evidencia de

recidiva durant el seguiment.

Estudi__Ill: Endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle
aspiration for identifying EGFR mutations.

Estudi de tipus prospectiu, en qué es varen incloure tots aquells pacients

remesos a la Unitat de Diagnostic de Cancer de Pulmé del Barcelonés Nord,
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per a diagnostic o bé estadiatge de cancer de pulmd mitjangant USEB entre
gener del 2006 i juny del 2007, i que varen tenir un diagnostic final de
d’adenocarcinoma o de cancer de pulmé de cél-lula no petita. Es realitzava
toracocentesi o pericardiocentesi si hi havia evidéncia d’embassament pleural o
pericardic.

Als pacients remesos per a diagnostic tambeé se’ls va practicar citologia d’esput i
broncoscopia amb llum blanca, la qual incloia recollida d’aspirat bronquial i
rentada broncoalveolar. Quan hi havia lesid6 endobronquial es feia bidpsia
bronquial. Si el pacient tenia imatge nodular periférica a la TC i no s’havia
assolit el diagnostic el seguent pas era una puncio transtoracica guiada per TC.
Si encara no es disposava de diagnostic un cop fetes totes aquestes proves, i si
clinicament la malaltia encara estava localitzada, es duia a terme cirurgia

diagnostica/terapeutica.
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VI. PUBLICACIONS

VI.1 Estudi | (47)

Sensitivity of linear endobronchial ultrasonography and guided
transbronchial needle aspiration for the identification of nodal metastasis

in lung cancer staging.

Ignasi Garcia-Olivé, Eduard Monso, Felipe Andreo, José Sanz, Eva Castella,

Mariona Llatjés, Eduardo de Miguel i Julio Astudillo.

Ultrasound in Medicine and Biology 2009;35:1271-77.

Factor d’'impacte 2008: 2.395

RESUM:

La finalitat d’aquest estudi és determinar la sensibilitat de la puncio
transbronquial guiada per ultrasonografia endobronquial en temps real (PTB-
USEB) en l'estadiatge del cancer de pulmd. Es varen mesurar els diametres
major i menor durant els procediments en aquells pacients que havien estat
remesos per a estadificacio, i es va determinar la sensibilitat de la PTB-USEB
per a la deteccid de malignitat als ganglis.

Es varen realitzar 315 puncions ganglionars en 161 pacients, i en 87 d’aquests
pacients es va confirmar metastasis a N2/N3, amb la qual cosa es va fer
innecessaria la practica d’'una mediastinoscopia.

La mediana dels diametres menors (rang interquartilic) dels ganglis
mediastinics i hiliars va ser, respectivament d’11 (8-15) i 8 (7-12) mm.

La puncié va proporcionar mostres satisfactories en 269 ganglis (85.4%), i es va
assolir una sensibilitat del 100% per a la identificacié de ganglis malignes en la
citologia de la puncio (agafant com a referéncia el resultat de la citologia de la
puncid) per a aquells ganglis amb diametre menor de més de 5 mm i aquells

amb un quocient diametre menor/diametre major per sobre de 0.5.
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La probabilitat que un gangli fos maligne era superior al 90% per ganglis amb
un diametre menor de més de 20 mm, i del 55% per a ganglis rodons (quocient
d’1).

En 18 dels 50 pacients amb mediasti normal a la TC, la ultrasonografia
endobronquial va identificar ganglis augmentats de mida (36%), especialment a
regioé subcarinal, i la puncié en va confirmar la malignitat en 5 (10%).

La PTB-USEB obté mostres ganglionars satisfactories en gairebé el 90% dels
casos i millora la identificacié de ganglis augmentats de tamany en pacients en
qué la TC mostra un mediasti normal.

Si s’agafa com a patro6 de referéncia el resultat de la citologia de la puncio, el fet
de tenir un diametre menor =2 5 mm i un quocient 2 0.5 detecta la malignitat d’'un

gangli amb una sensibilitat del 100%.
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SENSITIVITY OF LINEAR ENDOBRONCHIAL ULTRASONOGRAPHY AND
GUIDED TRANSBRONCHIAL NEEDLE ASPIRATION FOR THE IDENTIFICATION
OF NODAL METASTASIS IN LUNG CANCER STAGING
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Abstract—The aim of this study is to determine the sensitivity of real-time endobronchial ultrasonography
(EBUS)-guided transbronchial needle aspiration (TBNA) in lung cancer staging. Short- and long-axis node diam-
eters were measured during EBUS in patients referred for lung cancer staging and sensitivities for the identifica-
tion of nodal malignancy at TBNA determined. Three hundred fifteen real-time EBUS-guided TBNA nodal
sampling procedures were performed in 161 patients and in 87 of them, N2/N3 metastasis was confirmed
(50.9%), eliminating the need for mediastinoscopy. The median (interquartile range [IQR]) short-axis diameters
of the sampled mediastinal and lobar nodes were 11 (8-15) and 8 (7-12) mm, respectively. TBNA provided satis-
factory samples from 269 nodes (85.4%) and a sensitivity of 100% for the identification of malignant TBNA
samples was reached for a short-axis diameter cut-off of 5 mm and a short- to long-axis ratio of 0.5. The probability
of malignancy was over 90% for nodes with a short-axis diameter >20 mm and 55% for round nodes (short- to
long-axis ratio of 1). In 18 out of 50 patients with a normal mediastinal computed tomography (CT) scan, the tech-
nique identified enlarged nodes in the mediastinum (36 %), mainly in the subcarinal region and confirmed medi-
astinal malignancy in 8 (10%). Real-time EBUS-guided TBNA obtains satisfactory node samples in almost 90 % of
cases and improves the identification of enlarged nodes in patients with a normal mediastinum at CT. If sampling
all nodes with a short-axis diameter of =5 mm and a short- to long-axis ratio =0.5, a sensitivity of 100% for the
cytologic identification of malignant nodes can be expected. (E-mail: ignasigo@separ.es) © 2009 World Feder-
ation for Ultrasound in Medicine & Biology.

Key Words: Endobronchial ultrasonography, EBUS, Real-time transbronchial needle aspiration, TBNA, Lung
cancer, Staging, Node morphology, Sensitivity.

INTRODUCTION the performance of TBNA under direct ultrasonographic
visualization, an approach that allows noninvasive
sampling of nodes with high sampling accuracy regardless
of nodal size (Krasnik et al. 2003; Rintoul et al. 2005;
Yasufuku et al. 2004a, 2005).

The aim of the present study was to determine the
usefulness of the lymph node morphologic appearance
during real-time EBUS-guided TBNA in patients
referred for lung cancer staging who show both enlarged
or normal-appearing mediastinal lymph nodes in
computed tomography (CT) scans, in terms of the sensi-
tivities and relationships of EBUS-measured lymph node
diameters with nodal malignancy identified at TBNA

Endobronchial ultrasonography (EBUS) is a recently
introduced technique that improves transbronchial needle
aspiration (TBNA) results in lung cancer staging thanks
to the visualization of mediastinal and lobar lymph nodes.
The use of radial EBUS before TBNA has increased the
sensitivity of the technique above 80%, mainly through
an increase in the accuracy of upper and left paratracheal
nodal sampling (Herth et al. 2003, 2004). Linear EBUS
with real-time TBNA has further improved results through
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sampling and the frequency of identification of medias-
tinal nodes with a short-axis diameter over 10 mm during
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EBUS in patients with a normal mediastinum at their CT
scan.

MATERIALS AND METHODS

Population

We performed a prospective study including all
patients who were referred for lung cancer staging through
real-time EBUS-guided TBNA to the North Barcelona
Lung Cancer Unit between 2005 and 2007. A CT scan
of the lung, mediastinum and upper abdomen was per-
formed in all cases using a multidetector-row spiral CT
scanner (Marconi MS8000; Phillips, Best, The
Netherlands) in the month prior to staging and mediastinal
nodes with a short-axis diameter greater than 10 mm in the
scan were considered to be abnormally enlarged accord-
ing to this radiologic procedure (Colice et al. 1994; Quint
et al. 1995). Patients with coagulation disorders were
excluded from staging by real-time EBUS-guided
TBNA. All patients agreed to participate in the present
study, which was approved by the regional ethics
committee.

Procedure

EBUS was performed on an outpatient basis under
local anesthesia and sedation, using a flexible broncho-
scope (BF-UC160F-OLS; Olympus Optical Co Ltd., To-
kyo, Japan); this instrument has a distal curved linear
probe that allows 7.5 MHz ultrasonic imaging and is
capable of producing linear parallel scans of the medias-
tinal and peribronchial tissues. This bronchoscope had
a working channel suited to the performance of TBNA
under direct ultrasound visualization. Local anesthesia
and sedation were achieved using a topical lidocaine
spray and intravenous midazolam, in accordance with
standard recommendations (British Thoracic Society
Guidelines 2001; Reed et al. 1992). After the procedure,
patients were admitted to a recovery room, where they
stayed for 4 h. A chest X-ray was performed after this
period. Mediastinal (subcarinal, aortopulmonary
window, right and left paratracheal) and lobar lymph no-
des were explored with the bronchoscope positioned in
the trachea or main bronchus and short- and long-axis
diameters were measured (EUS EXERA EU-C80;
Olympus Optical Co Ltd.). The short- to long-axis ratio
was calculated. Nodes were considered to be rounder
as the short- to long-axis ratio was closer to 1. Nodes
with a short-axis diameter greater than 3 mm detected
during the procedure were sampled under direct ultra-
sound visualization with a specially designed 21-gauge
cytology needle (NA2015X-4022; Olympus Optical Co
Ltd.) and rapid on-site cytologic examination was per-
formed, always by the same pathologist. All reachable
nodes in N3 regions were sampled first, followed by no-
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des in N2 and N1 regions, until a positive result for
malignancy was attained. The obtained material was
fixed with 95% ethanol, stained with hematoxylin-eosin
and labeled according to whether it had been extracted
from a normal node, with lymphocytic cells, or from
a metastatic node, with groups of neoplastic cells. Aspi-
rates containing insufficient material were considered
unsatisfactory, and in such cases the procedure was
repeated up to three times (Baker et al. 1990).

Statistical analysis

Data were introduced in a database and analyzed
using SPSS software version 15.0 (Chicago, IL, USA).
First, the cut-offs of EBUS-measured node size (short-
axis and short- to long-axis ratio) for a maximal sensitivity
(true positive/true positive + false negative) in the identi-
fication of nodal malignancy in the TBNA sample were
determined, together with the relationships of these
EBUS-measured parameters to a cytologically-confirmed
diagnosis of malignant node. Specificities of different
proposed cut-offs were not calculated because the aim
of the study was to define criteria for the performance of
TBNA during the ultrasonographic examination to guar-
antee the highest sensitivity. The result of the TBNA cyto-
logic examination was considered as the gold standard.
Nodes whose aspirates contained insufficient material
for a cytologic diagnosis were excluded from this analysis.
Second, the added value of EBUS-measured lymph node
diameters was assessed in terms of frequency of a new
finding of mediastinal nodes with a short-axis diameter
over 10 mm during EBUS in patients with a normal medi-
astinum at the CT scan, considering the cytology findings
in these patients. To guarantee the precision of nodal
diameter measurements during EBUS, large-axis diame-
ters were only considered when the full node appeared
on the ultrasound screen. Statistical significance was set
at a level of p = 0.05.

RESULTS

Population

The number of patients referred to the North Barce-
lona Lung Cancer Unit for lung cancer diagnosis and/or
staging in the period of study was 370. Real-time
EBUS-guided TBNA was used for staging in 171 patients
with lung cancer who required mediastinal and lobar
lymph node sampling and did not have any contraindica-
tion for the performance of the procedure. A total of 121 of
these patients (70.0%) had mediastinal nodes with a small-
axis diameter greater than 10 mm on the CT scan (Table
1). In 10 patients (5.8%), eight of them with normal CT
scans, mediastinal and/or lobar lymph nodes were not
identified during EBUS. Accordingly, 315 real-time
EBUS-guided TBNA nodal sampling procedures were
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Table 1. Characteristics of the 171 lung cancer patients

Table 3. Results of node transbronchial needle aspiration

Age (years), mean (SD) 63.4 (10.1)
Gender (woman), N (%) 17 (9.9)
Computed tomography findings, N (%)
Lung nodule 55 (32.2)
Lung mass 97 (56.7)
Atelectasia/alveolar opacity 15 (8.8)
Normal lung 4(2.4)
Mediastinal nodes short-axis diameter >10 mm 121 (70.8)
Final diagnoses, N (%)
Adenocarcinoma 67 (39.2)
Squamous carcinoma 43 (25.1)

Large-cell carcinoma 74.1)

Nonsmall cell carcinoma 33 (19.3)
Small cell carcinoma 19 (11.1)
Atypical carcinoid 2(1.2)

performed in 161 patients with EBUS-visualized medias-
tinal and/or lobar lymph nodes, 263 (79.4%) on medias-
tinal nodes and 52 (15.7%) on lobar nodes (Table 2). No
complications related to the procedure developed during
its performance or in the following 48 h in any of the
studied patients. The median interquartile range (IQR)
small-axis EBUS-measured diameter of the sampled
mediastinal and lobar nodes was 11 (8—15) mm and 8
(7-12) mm, respectively. TBNA provided satisfactory
samples from 269 nodes (85.4%). One hundred twenty-
six (40%) nodes showed malignant cells, 142 (45.1%)
normal lymph node cells and 1 (0.3%) non-necrotizing
granulomas (Table 3). Most of the nodes with a small-
axis diameter greater than 10 mm (104 of 165, 63%)
were malignant but over a quarter of them (44 of 165,
26.7%) showed normal lymph node cells. The majority
of nodes with a small-axis diameter of 10 mm or less

Table 2. Characteristics of nodes sampled by
transbronchial needle aspiration (TBNA) guided by real-
time endobronchial ultrasonography in 315 procedures

Absence of accessible tumors/nodes >3 mm, N (%) 10 (2.9)
Mediastinal node, N (%) 263 (79.5)
Right paratracheal level 2, N (%) 4(1.2)
Left paratracheal level 2, N (%) 2 (0.6)
Right paratracheal level 4, N (%) 74 (22.4)
Left paratracheal level 4, N (%) 32.(9.7)
Aortopulmonary window level 5, N (%) 2 (0.6)
Subcarinal level 7, N (%) 149 (45.0)
Diameter
Short-axis (mm), median (IQR) 11 (8-15)
Short-axis =10 mm, N (%) 117 (44.5)
Long-axis (mm), median (IQR) 12 (11-15)
Short- to long-axis, median (IQR) 0.7 (0.6-0.9)
Lobar node, N (%) 52 (15.7)
Level 10, N (%) 34 (10.3)
Level 11/12, N (%) 18 (5.4)
Diameter
Short-axis (mm), median (IQR) 8 (7-12)
Short-axis =10 mm, N (%) 33 (63.5)
Long-axis (mm), median (IQR) 11 (10-14)
Short-to long-axis, median (IQR) 0.7 (0.6-0.8)

Nodes sampled, N 315
Normal node, N (%) 142 (45.1)
Granuloma, N (%) 1(0.3)
Malignant cells, N (%) 126 (40.0)
Adenocarcinoma 53 (16.8)
Squamous carcinoma 20 (6.3)
Nonsmall cell carcinoma 32 (10.2)
Small cell carcinoma 21 (6.7)

Atypical cells, N (%) 1(0.3)
Unsatisfactory sample*, N (%) 45 (14.3)

*Containing only blood cells, bronchial cells or insufficient material.

(98 of 150, 65.3%) were normal, but over a tenth of
them (22 of 150, 14.7%) contained malignant cells. Unsat-
isfactory samples were unusual in nodes larger than 10
mm at EBUS examination but slightly more common in
nodes with an EBUS-measured short-axis diameter of
10 mm or less (9.1% vs. 20.0%, respectively; p =
0.009, x> test) (Table 4).

To assess the sensitivity of node size measured by
real-time EBUS-guided TBNA for the identification of
malignant nodes, we studied the 269 nodes that yielded
satisfactory samples. A sensitivity of 100% for the identi-
fication of nodal malignancy was attained when a cut-off of
5 mm was used for the short-axis diameter. Likewise, when
the short- to long-axis ratio was considered as a single
measure (n = 131), 100% sensitivity was attained with
a cut-off ratio of 0.5. The probability of malignancy
increased from 10% for a short-axis diameter over 5 mm
to over 90% for a short-axis diameter of over 20 mm
(Fig. 1). For short- to long-axis ratios, the probability of
malignancy increased from 23% for a ratio of over 0.5 to
55% for the round nodes, with a ratio of 1 (Figs. 2 and 3).

In 42 of the 50 patients with a CT scan showing
a normal mediastinum, EBUS demonstrated nodes suit-
able for TBNA (84.0%). Enlarged mediastinal nodes
were found in 18 of these patients by EBUS (36%).
The median short-axis diameter in these cases was 13
mm (IQR 11-14) and they were found mainly in the sub-
carinal region (15 subcarinal, three paratracheal). TBNA
of these enlarged nodes demonstrated malignancy in four
cases (three adenocarcinoma, one squamous cell

Table 4. Node pathologic classification according to
endobronchial ultrasonography (EBUS)-measured size

Short-axis diameter

>10 mm =10 mm p
Nodes, N 165 150
Normal node, N (%) 44 (26.7) 98 (65.3) <.001
Granuloma, N (%) 1 (0.6) 0(0.0) _
Malignant cells, N (%) 104 (63.0) 22 (14.7) <.001
Atypical cells, N (%) 1 (0.6) 0(0.0) E—
Unsatisfactory sample*, N (%) 159.1) 30 (20.0) =.009

IQR = interquartile range.

*Containing only blood cells, bronchial cells or insufficient material.
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Fig. 1. Malignancy according to short-axis diameter in satisfactory samples (n = 269).

carcinoma, 22.2%). EBUS-guided TBNA additionally
found adenocarcinoma cells in a paratracheal lymph
node with a short-axis diameter measuring 10 mm by
this method.

DISCUSSION

Our study confirms that EBUS-guided TBNA is an
appropriate technique for sampling mediastinal and lobar
lymph nodes in lung cancer staging, in patients with
either abnormal or normal mediastinal CT scans, and

shows that the procedure is able to identify mediastinal
malignancy in more than half of the studied patients.
Our findings also show that in order to ensure maximum
sensitivity, all accessible nodes with a short-axis diam-
eter of 5 mm or more and a short- to long-axis ratio of
0.5 or higher must be sampled. When this approach is
followed, a sensitivity of 100% for the identification of
nodal malignancy at TBNA can be expected. Addition-
ally, we found that the use of EBUS allowed the identi-
fication of slightly enlarged mediastinal nodes in more
than a third of lung cancer patients with a normal
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Fig. 2. Malignancy according to short- to long-axis diameter ratio in satisfactory samples with both diameters measured.
(n = 131) (long-axis diameter measured only when full node appeared in the ultrasonography screen).
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Fig. 3. Scatter-plot of malignant (O ) and nonmalignant (x) nodes according to short- and long-axis diameter in satisfac-
tory samples with both diameters measured. (n = 131).

mediastinum at CT. Such nodes were mainly in the sub-
carinal region and nearly a quarter of them were malig-
nant.

Mediastinoscopy is currently considered the surgical
gold standard for identifying malignant mediastinal nodes
and it is widely accepted that the procedure has 80% sensi-
tivity and 100% specificity for the identification of node
malignancy (Detterbeck et al. 2007; Toloza et al. 2003).
Parasternal mediastinotomy is a complementary surgical
technique used for staging lung cancer when it is sus-
pected that the disease might have spread to nodes in
the prevascular regions or aortopulmonary window,
which are inaccessible through mediastinoscopy. Real-
time EBUS-guided TBNA provides visualization and
access to both mediastinal and lobar nodes without clini-
cally significant complications and has shown high diag-
nostic sensitivity and specificity (>90% and 100%,
respectively) (Detterbeck et al. 2007; Herth et al. 2006a;
Krasnik et al. 2003; Plat et al. 2006; Rintoul et al. 2005;
Vilmann et al. 2005; Yasufuku et al. 2004a, 2004b,
2005), equivalent to the figures reported for mediastino-
scopy (Larsen et al. 2005). In our study, real-time
EBUS-guided TBNA diagnosed malignancy in medias-
tinal nodes and eliminated the need for mediastinoscopy
in more than half of the patients, and no procedure-related
complications were observed in any of the 161 sampled

outpatients, corroborating the reported safety of the
procedure (Vilmann and Larsen 2005).

One of the main advantages of real-time EBUS-
guided TBNA is its ability to obtain valuable samples
from nodes with short-axis diameters =10 mm or nodes
within what is considered the normal size range (Colice
at al. 1994; Quint et al. 1995). In our study, sampled medi-
astinal and lobar nodes had a median (IQR) short-axis
diameter measuring 11 (8—15) and 8 (7-12) mm, respec-
tively, and 150 (53.2%) of the 282 samples obtained
were from nodes with a short-axis diameter of 10 mm or
less. Although the yield was not as high for normal-sized
nodes as for enlarged nodes, 80% of nodes with a short-
axis diameter of 10 mm or less provided satisfactory
samples. More importantly, malignant cells were detected
in almost 15% of these nodes, confirming the need for
sampling.

We evaluated the utility of EBUS-measured node
size as a means of identifying malignant nodes during
EBUS-guided TBNA sampling, something that has not
been assessed by previous studies. Analyzing only nodes
that yielded satisfactory samples, we found a sensitivity of
100% for nodes with a short-axis diameter of 5 mm or
greater and for a short- to long-axis ratio of 0.5 or greater.
Our results both confirm the need to sample all visible no-
des with a short-axis diameter of at least 5 mm and
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corroborate empirical recommendations from previous
studies (Herth et al. 2006b). They also confirm the suspi-
cion that round nodes (Fig. 4) may more often be found to
be malignant (Figs. 5 and 6) than elongated nodes (Cata-
lano et al. 1994; Schmulewitz et al. 2004) and that the no-
des with a short- to long-axis ratio of less than 0.5 (Fig. 7)
can be considered benign. The probability of detecting
malignant cells in nodes grew with an increase in both
the short-axis diameter (90% for diameters over 20 mm)
and the short- to long-axis ratio (>50% for round nodes).
In our case, we would not have detected disease spread in
almost 15% of normal-sized nodes if we had only sampled
nodes with a short-axis diameter greater than 10 mm. Our
results also show that sampling nodes in patients with an
abnormal mediastinal CT scan can play an important role
inreducing CT overstaging as slightly over a quarter of the
nodes classified as enlarged by CT in our study contained
normal lymph node cells.

Real-time EBUS-guided TBNA identified slightly
enlarged nodes in 36% of patients with a normal medias-
tinal CT scan and confirmed mediastinal nodal malig-
nancy in 10% of these patients, in most of the cases
showing malignancy in enlarged mediastinal nodes
missed by CT, mainly in the subcarinal region. Our find-
ings coincide with those reported by Herth et al. (2006b,
2008) in two studies performed in patients with lung
cancer and a normal mediastinal CT scan. EBUS-guided
TBNA uncovered malignant nodes and N2/N3 disease
in around one tenth of the patients enrolled in these
studies. These results confirm the overriding importance
of performing real-time EBUS-guided TBNA in all
patients with lung cancer, irrespective of the appearance
of the mediastinum on the CT scan. EBUS-guided
TBNA improve the detection rate of stage III disease,
which is found in up to a quarter of patients initially
considered candidates for surgery (Gdeedo et al. 1997,
Hammoud et al. 1999).
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Fig. 4. Node with short- to long-axis diameter ratio =0.5.
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Fig. 5. Transbronchial needle aspiration. Adenocarcinoma
(X400).

In summary, real-time EBUS-guided TBNA yielded
satisfactory samples from mediastinal and lobar lymph
nodes in almost 90% of cases, regardless of node size.
The procedure improved the diagnostic yield of CT by
diagnosing N2/N3 disease in one tenth of patients with
a normal mediastinal CT scan and eliminated the need
for mediastinoscopy in more than half the patients. Our
results confirm that all nodes with a short-axis diameter
of at least 5 mm and a short- to long-axis diameter ratio
of at least 0.5 measured by EBUS should be sampled to
achieve maximum sensitivity.
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Resum dels resultats:

Utilitat de la técnica:

Es varen realitzar 315 puncions ganglionars guiades per USEB en temps real
en 161 pacients. D’aquestes puncions, 263 (79.4%) varen ser de ganglis
mediastinics i 52 (15.7%) de ganglis lobars. Les mostres obtingudes mitjangant
USEB varen ser valorables el 85.4%. Cent vint-i-sis (40%) dels ganglis varen
mostrar malignitat, 142 (45.1%) cel-lularitat normal i 1 (0.3%) granulomes no
necrosats. La majoria de ganglis amb un diametre menor de més de 10 mm
(104 de 165, 63%) foren malignes, perd meés d’'una quarta part d’aquests (44 de
165, 26.7%) mostraren cel-lularitat normal. Dels ganglis amb diametre menor
de 10 mm o menys, la majoria (98 de 150, 65.3%) foren normals, perd a més
d’'un de cada deu d’ells (22 de 150, 14.7%) es trobaren cél-lules malignes.

No va ser frequent trobar mostres no valorables als ganglis de més de 10 mm,
perd ho era més als ganglis amb diametre menor de 10 mm o menys, de
manera significativa.

Per tal d’establir la sensibilitat de la mida del gangli mesurada per USEB per a
detectar malignitat, es varen estudiar els 269 ganglis les mostres dels quals
varen ser valorables. Es va assolir una sensibilitat del 100% quan s'utilitzava un
punt de tall de 5 mm de diametre menor. A més, quan s'agafava com a
referéncia el quocient entre el diametre menor i el diametre major (n=131),
s'assolia una sensibilitat del 100% si s'agafava un punt de tall de 0.5. La
probabilitat que un gangli fos maligne augmentava del 10% per als ganglis amb
diametre menor de 5 mm o més fins al 90% per a un diametre menor del 20
mm. Pel que fa als quocients entre el diametre menor i el major, la probabilitat
que un gangli fos maligne augmentava del 23% per a un quocient de 0.5 al 55%
per als ganglis rodons (és adir, amb un quocient d'1).

A 42 dels 50 pacients amb una TC amb mediasti normal, la USEB va evidenciar
ganglis abordables (84%). Es varen detectar ganglis augmentats de mida
mitjangcant USEB en 18 d’aquests pacients (36%). La mediana del diametre
menor en aquests pacients va ser de 13 mm (RIQ 11-14), i es trobaven

fonamentalment a la regié subcarinal (15 subcarinals, 3 paratraqueals). La
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puncid guiada per USEB d'aquests ganglis varen demostrar malignitat en

quatre casos (3 adenocarcinomes, 1 carcinoma de cel-lules escatoses).

Complicacions:

No va haver-hi complicacions relacionades amb la técnica ni amb la sedacio.

Reduccid del nombre de mediastinoscopies:
La punci6 guiada per USEB va permetre establir el diagnostic final de malignitat

ganglionar en més de la meitat dels pacients, evitant aixi la necessitat de

realitzar un elevat nombre de mediastinoscopies.
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V1.2 Estudi Il (48)

La ultrasonografia endobronquial lineal como instrumento de diagndstico

inicial en el paciente con ocupacién mediastinica.

Ignasi Garcia-Olivé, Eduard Xavier Valverde Forcada, Felipe Andreo Garcia,
Jose Sanz-Santos, Eva Castella, Mariona Llatjés, Julio Astudillo, Eduard Mons6é.

Arch Bronconeumol 2009;45:266-70.

Factor d’'impacte 2008: 1.624

RESUM:

La puncié aspirativa (PA) guiada per ultrasonografia endobronquial (USEB)
lineal permet el mostreig de masses i ganglis mediastinics, i ha mostrat ser util
en l'estadificacid del pacient amb neoplasia broncopulmonar. L’objectiu de
I'estudi ha estat determinar la seva utilitat com a instrument diagnostic en el
pacient amb ocupacié mediastinica de causa desconeguda després d’obtenir
mostres amb exploracions no invasives i amb broncoscopia amb llum blanca.

Es varen incloure a I'estudi tots els pacients explorats per PA guiada per USEB
lineal per al diagnostic de massa i/o adenopatia/es mediastinica/ques. Es
consideraren diagnostics finals aquells obtinguts amb PA guiada per USEB
lineal i els assolits amb qualsevol altra tecnica quirdrgica realitzada
posteriorment a la USEB, quan aquesta no havia estat diagnostica.

Es varen estudiar 128 pacients (edat mitja + desviacié estandard: 62.0 £ 11.2
anys) als quals es va realitzar 294 PA sobre 12 masses i 282 ganglis. A les
masses mediastiniques es varen obtenir mostres valorables en 11 casos
(91.7%) i als ganglis, en 233 casos (82.6%). La PA dirigida per USEB lineal va
ser I'eina diagnostica i va evitar la mediastinoscopia en 115 pacients (sensibilitat
diagnostica: 89.8%). La técnica va confirmar el diagnostic en 85 dels 94% amb
neoplasia (90.4%), en 8 dels 10 amb tuberculosi (80.0%), i als 5 amb sarcoidosi
(100%).
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La PA guiada per USEB lineal és una eina de diagndstic util en els pacients
amb afectacid6 mediastinica, el diagnostic anatomopatologic dels quals no

s’assoleix mitjangant exploracions no invasives ni broncoscopia amb Ilum

blanca.
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RESUMEN

Introduccion: La puncién aspirativa (PA) guiada por ultrasonografia endobronquial (USEB) lineal permite el
muestreo de masas y ganglios mediastinicos, y ha mostrado su utilidad en la estadificacion del paciente
con neoplasia broncopulmonar. El objetivo del estudio ha sido determinar su utilidad como instrumento
diagnostico en el paciente con ocupacién mediastinica cuya causa permanece indeterminada después de
obtener muestras con exploraciones no invasivas y broncoscopia con luz blanca.
Pacientes y métodos: Se incluy6 en el estudio a todos los pacientes explorados por PA guiada por USEB
lineal para el diagnostico de masa y/o adenopatia/s mediastinica/s. Se consideraron diagndsticos finales
aquéllos obtenidos con PA guiada por USEB lineal y los alcanzados con cualquier técnica quirtrgica
realizada con posterioridad a la USEB cuando ésta no habia sido diagnéstica.
Resultados: Se estudiaron 128 pacientes (edad media +desviacion estandar: 62,0+ 11,2 afios) en los que se
realizaron 294 PA sobre 12 masas y 282 ganglios. En las masas mediastinicas se obtuvieron muestras
valorables en 11 casos (91,7%) y en los ganglios, en 233 casos (82,6%). La PA dirigida por USEB lineal fue el
instrumento diagnoéstico y evit6é la mediastinoscopia en 115 pacientes (sensibilidad diagnéstica: 89,8%).
La técnica confirmé el diagnostico en 85 de los 94 pacientes con neoplasia (90,4%), en 8 de los 10 con
tuberculosis (80,0%) y en los 5 con sarcoidosis (100%).
Conclusiones: La PA guiada por USEB lineal es un instrumento de diagndstico ttil en los pacientes con
afectacion mediastinica cuyo diagnéstico anatomopatolégico no se alcanza por medio de exploraciones no
invasivas ni broncoscopia con luz blanca.

© 2008 SEPAR. Publicado por Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.

Linear Endobronchial Ultrasound as the Initial Diagnostic Tool in Patients With
Indications of Mediastinal Disease

ABSTRACT

Background and Objective: Linear endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle aspiration
(EBUS-TBNA) has proven useful for sampling mediastinal masses and nodes and for staging lung cancer.
The aim of this study was to assess the usefulness of this diagnostic tool in patients with indications of
mediastinal disease that could not be diagnosed by noninvasive methods or white light bronchoscopy.
Patients and Methods: All patients undergoing linear EBUS-TBNA for the diagnosis of mediastinal masses
and/or adenopathy at our endoscopy unit were included in the study. Diagnoses obtained by linear EBUS-
TBNA or any surgical technique performed after a nondiagnostic EBUS-TBNA were considered as final.
Results: In the study population of 128 patients with a mean (SD) age of 62.0 (11.2) years, a total of 294
TBNAs were performed on 12 masses and 282 nodes. Satisfactory samples were obtained in 11 cases
(91.7%) from masses and in 233 cases (82.6%) from nodes. Linear EBUS-TBNA was diagnostic, obviating the
need for mediastinoscopy in 115 patients (diagnostic sensitivity, 89.8%). The technique confirmed the
diagnosis in 85 of the 94 patients with cancer (90.4%), in 8 of the 10 patients with tuberculosis (80.0%), and
in the 5 patients with sarcoidosis.
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Conclusions: Linear EBUS-TBNA is a useful diagnostic tool in patients with mediastinal disease for whom a
pathologic diagnosis is not achieved by noninvasive methods or white light bronchoscopy.

© 2008 SEPAR. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La puncién aspirativa (PA) guiada por ultrasonografia endo-
bronquial (USEB) lineal en tiempo real es una técnica de
introduccién reciente que permite el abordaje de tumores y
ganglios mediastinicos, y ha demostrado su utilidad en el estudio
de la neoplasia broncopulmonar'=®. El hecho de que sea poco
invasiva y sin complicaciones clinicamente significativas’ ha
convertido esta técnica en una herramienta muy atractiva en la
estadificacion de la neoplasia broncopulmonar, campo en el que se
ha centrado la mayoria de los estudios realizados hasta el
presente!~®. Pocos autores han investigado su utilidad como
instrumento de diagndstico en el paciente con mediastino
patologico, cuya causa sea una enfermedad neoplasica o benig-
na®~'%. El objetivo de nuestro trabajo es mostrar el rendimiento de
la PA guiada por USEB lineal en tiempo real en el diagnoéstico de la
enfermedad mediastinica de etiologia no determinada por
técnicas no invasivas ni endoscopia con luz blanca.

Pacientes y métodos
Poblacion

Se incluy6 prospectivamente en el estudio a todos los pacientes
remitidos a la Unidad de Endoscopia Respiratoria de referencia del
Barcelonés Nord para el diagnéstico de tumor y/o adenopatia/s
mediastinica/s por PA guiada por USEB lineal en tiempo real, en el
periodo comprendido entre abril de 2005 y marzo de 2008. Los
criterios de inclusion fueron la existencia de un tumor mediastinico
y/o adenopatia/s mediastinica/s en la tomografia computarizada
(TC), con negatividad en los resultados del estudio diagnostico no
quirdrgico inicial, que incluia cultivos de secreciones respiratorias
para microorganismos potencialmente patdégenos y micobacterias,
citologias de esputo, broncoaspirado, cepillado bronquial, lavado
broncoalveolar, liquido pleural, si habia derrame y biopsia bronquial
si se visualizaba tumor bronquial en la exploracién endoscopica
respiratoria. Fueron criterios de exclusion para el estudio la
existencia de un trastorno de la coagulacion o plaquetopenia que
imposibilitara la realizacion de la PA, la ventilacion mecanica y el
antecedente de una neoplasia, excepto cuando éste era de una
antigiiedad superior a 10 afios, sin evidencia de recidiva en el
seguimiento. La realizacion del estudio fue aprobada por el Comité
Etico del Barcelonés Nord y las exploraciones se llevaron a cabo
previo consentimiento informado del paciente.

Técnica

Para la realizacién de la USEB lineal se aplicaron anestesia local
con lidocaina, hasta un maximo de 8,2 mg/kg, y sedacion profunda
con midazolam a una dosis inicial de 0,07 mg/kg, que se
incrementd en 1mg cada minuto hasta conseguir el efecto
deseado, y posteriormente en 1 mg cada 5-10 min para mantener
este efecto, hasta una maxima dosis acumulada de 0,67 mg/kg,
siguiendo las recomendaciones de las guias clinicas de endoscopia
respiratoria'®. Se utilizd para ello un broncoscopio flexible (BF-
UC160F-0L8, Olympus Optical Co. Ltd., Tokio, Japén), que dispone
en el extremo distal de un transductor capaz de generar imagenes
lineales paralelas del tejido mediastinico paratraqueal y para-

bronquial. El broncoscopio tiene un canal de trabajo para realizar
la PA transtraqueal y transbronquial bajo control visual. Para la
obtencion de la imagen ultrasonografica, el extremo distal del
broncoscopio entra en contacto con la pared de la traquea o el
bronquio, y para mejorar la imagen se utiliza un globo colocado
previamente sobre el transductor que se llena con suero
fisioldgico, cuando la posiciéon del transductor ultrasonografico
sobre la pared no es la adecuada. El equipo utilizado en la
exploracion posibilita obtener imagenes del mediastino con efecto
Doppler, que permite diferenciar las estructuras vasculares del
tumor y/o los ganglios mediastinicos cuando esto es necesario. En
cada exploracion se visualizaron el tumor mediastinico, cuando
existia, los ganglios mediastinicos laterotraqueales derechos e
izquierdos, los subcarinales, los de la ventana aortopulmonar y los
ganglios lobulares, y se midi6 su diametro menor (EUS EXERA EU-
C80, Olympus Optical Co. Ltd., Tokio, Jap6én). Los tumores y los
ganglios visualizados cuyo didametro menor era de 5mm como
minimo se puncionaron bajo control visual en tiempo real con una
aguja citologica disefiada especialmente para el equipo (NA2015X-
4022, Olympus Optical Co. Ltd., Tokio, Japén), que se hacia avanzar
por el canal del broncoscopio hasta la luz de la triquea, donde era
empujada fuera de su funda e introducida a través de la pared
traqueal o bronquial bajo control ultrasonografico directo, hasta
alcanzar el ganglio o tumor que se pretendia abordar, empezando
en el primer caso por las adenopatias que pudiesen implicar una
estadificacion mas avanzada. Mientras la aguja se desplazaba en el
interior del tumor o ganglio 8-12 veces, se mantenia presion
negativa en el extremo proximal del catéter. Una vez obtenida la
muestra, se retiraba la aguja y se realizaba un examen citol6gico
inmediato en el que se valoraba la muestra como procedente de
un ganglio normal (cuando, en ausencia de células neoplasicas,
predominaban las células linfocitarias) o de un tumor maligno o
ganglio metastasico (cuando se encontraba celularidad neopla-
sica). Se considerd que el hallazgo de granulomas en la muestra
confirmaba la existencia de tuberculosis o sarcoidosis, en funcion
de la presencia o ausencia de necrosis central y los resultados de
los cultivos para micobacterias realizados con el material
recuperado. Las muestras que contenian @nicamente células
bronquiales, sangre, material insuficiente o células con atipia no
confirmativas de neoplasia se consideraron no valorables, y en
este caso se procedi6 a repetir la PA sobre el tumor o ganglio hasta
un maximo de 3 veces.

Posteriormente el Servicio de Anatomia Patoldgica volvié a
evaluar las muestras para la confirmacién diagndstica. Se
consideraron diagndsticos finales de ocupaciéon mediastinica los
obtenidos con PA guiada por USEB lineal o, cuando los resultados
de la técnica no habian sido concluyentes, los alcanzados con
cualquier técnica quirtrgica realizada con posterioridad a la USEB.
En los pacientes en quienes la PA guiada por USEB lineal mostrd
tan sblo ganglios normales, se consider6 que la técnica habia
diagnosticado correctamente enfermedad benigna cuando en el
seguimiento del paciente, durante un minimo de 6 meses después
de su realizacion, se evidencidé regresion de la ocupacion
mediastinica en ausencia de un diagnostico de malignidad.

Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utiliz6 la version 15.0 del paquete
estadistico SPSS (Chicago, Illinois, EE.UU.). Se realiz6 un analisis
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estadistico descriptivo de los resultados obtenidos, expresando las
variables cuantitativas como media+ desviaciéon estandar o como
mediana y rango intercuartilico, cuando la distribucién no era
normal, y las variables cualitativas como frecuencias absolutas y
relativas. Se determinaron la sensibilidad diagnéstica y el valor
predictivo negativo de la técnica para neoplasia, y a tal efecto se
estableci6 como referencia el diagnoéstico final, independiente-
mente del método que hubiera permitido alcanzarlo.

Resultados

Del total de pacientes remitidos a la Unidad de Endoscopia
Respiratoria de referencia del Barcelonés Nord para el abordaje de
tumor y/o adenopatia/s mediastinica/s por PA guiada por USEB
lineal en tiempo real, en el periodo establecido, 141 cumplian los
criterios de inclusion en el estudio. Se establecid el diagnostico
final de ocupacion mediastinica en 128 (90,1%), que fueron los
considerados para la presente serie. En los 13 no incluidos en el
estudio, en el muestreo de los ganglios mediastinicos se recuperd
tejido ganglionar normal, y en las exploraciones subsiguientes no
se consiguié un diagnoéstico de certeza; el seguimiento a los 6
meses resulté imposible porque el domicilio de los pacientes se
hallaba fuera del area del Barcelonés Nord o por negativa del
paciente.

Los 128 pacientes incluidos en el estudio tenian una edad
media (+desviacion estandar) de 62,0+11,2 afios y eran predo-
minantemente varones. La TC mostré en todos los casos un tumor
y/o adenopatias en el mediastino, ademas de objetivar en el
parénquima pulmonar un noédulo o masa pulmonar en 88
pacientes (68,7%) y un patron alveolar o atelectasia en 9 (7,0%).
En 26 pacientes (20,3%) no revelé anomalias en los campos
pulmonares (tabla 1).

Se realizaron en total 294 PA sobre 12 masas mediastinicas y
282 ganglios en los 128 pacientes incluidos en el estudio. Se
obtuvo una muestra valorable de la puncion de 11 masas
mediastinicas (91,7%), en 9 de las cuales (75,0%) el diagnostico
fue de neoplasia broncopulmonar (fig. 1). De las punciones
ganglionares, se obtuvo una muestra valorable en 233 casos
(82,6%), con obtencion de células malignas en 127 de ellas (45,0%),
de celularidad ganglionar normal en 92 (32,6%) (fig. 2) y de
granulomas en 14 (5,0%) (tabla 2). Ninguno de los 128 pacientes a
quienes se efectud la exploraciéon endoscopica presenté compli-
caciones ni como consecuencia de la sedacion aplicada durante el
procedimiento ni de la PA realizada.

El diagnoéstico final fue de neoplasia en 94 casos (73,4%),
mayoritariamente de origen pulmonar. En 10 pacientes el
diagnostico final fue de tuberculosis y en 5, de sarcoidosis. La PA

Tabla 1
Caracteristicas clinicorradiologicas

Namero de pacientes 128
Edad media (afios) 61,7+11,3
Sexo: mujer 25 (19,5%)

Tomografia computarizada
Adenopatias/masa mediastinicas
Campos pulmonares

128 (100,0%)

Nodulo/s pulmonar/es 41 (32,0%)
Masa pulmonar 47 (36,7%)
Patrén alveolar/atelectasia 9 (7,0%)
Derrame pleural 3 (2,3%)
Patrén intersticial 2 (1,6%)
Normal 26 (20,3%)

Datos expresados como media + desviacion estandar o niimero (porcentaje).
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Figura 1. Tumor laterotraqueal derecho. Diagndstico de la puncion: adenocarci-
noma.
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Figura 2. Ganglio subcarinal. Diagndstico de la puncién: ganglio normal.

Tabla 2

Caracteristicas de las masas y ganglios puncionados

Namero de masas y ganglios puncionados 294

Masa mediastinica 12 (4,1%)

Ganglio mediastinico 239 (81,3%)
Laterotraqueal derecho, estacion 2 4 (1,4%)
Laterotraqueal izquierdo, estacion 2 1 (0,3%)
Laterotraqueal derecho, estacion 4 62 (21,1%)
Laterotraqueal izquierdo, estacion 4 25 (8,5%)
Ventana aortopulmonar, estacion 5 1(0,3%)
Subcarinal, estacién 7 146 (49,7%)
Diametro menor (mm) 12 (5-19)

Ganglio lobular 43 (14,6%)
Estacion 10 29 (9,9%)
Estacion 11/12 14 (4,8%)
Diametro menor (mm) 10 (4-16)

Valores expresados como niimero (porcentaje) o mediana (rango intercuartilico).

dirigida por USEB lineal fue el instrumento diagndstico en 115
pacientes (89,9%). La técnica permiti6 confirmar el diagnostico en
85 pacientes con neoplasia (el 90,4% del total con ese diagnodstico
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Tabla 3
Resultados de la puncién aspirativa guiada por ultrasonografia endobronquial
lineal

Tabla 4
Diagnostico final y puncion aspirativa guiada por ultrasonografia endobronquial
lineal como técnica diagnostica

Masas puncionadas 12
Malignidad 9 (75,0%)
Adenocarcinoma 3 (25,0%)
Carcinoma escamoso 2 (16,7%)
Carcinoma no microcitico 3 (25,0%)
Carcinoma microcitico 1(8,3%)
Atipia celular 1 (8,3%)
Tumor benigno 2 (16,7%)
Ganglios puncionados 282
Ganglio normal 92 (32,6%)
Granuloma 14 (5,0%)
Malignidad 127 (45,0%)
Adenocarcinoma 50 (17,7%)
Carcinoma escamoso 18 (6,4%)
Carcinoma no microcitico 38 (13,5%)
Carcinoma microcitico 21 (7,4%)
Atipia celular 5(1,8%)
Muestra no valorable 41 (14,5%)

final), en 8 afectados de tuberculosis (el 80,0% del total) y en los 5
con sarcoidosis (el 100% del total).

La PA guiada por USEB lineal (tabla 3) permitié, ademas del
diagnostico, la confirmaciéon de una estadificacion mediastinica
N2/N3 en 83 de los 92 pacientes con neoplasia broncopulmonar
en quienes la técnica obtuvo un resultado positivo para maligni-
dad (90,2%). En 9 de los pacientes con diagnoéstico final de
neoplasia broncopulmonar, la estadificaciéon realizada por PA
guiada llevo a considerar la enfermedad como NO/N1 (9,8%). En
4 de estos pacientes se practicd una mediastinoscopia que
confirmé la estadificacion establecida con la PA guiada. Esta
exploracion quiriirgica se descart6 en 5 pacientes con estadifica-
ciobn NO/N1 por USEB debido a la existencia de enfermedad
pulmonar obstructiva cronica de caracter grave y/o la demostra-
cion de metastasis a distancia en estudios ulteriores a la
exploracion broncoscopica, que descartaban la posibilidad de un
tratamiento quirtrgico. La toracotomia confirmé la estadificacion
prequirirgica en 3 de los 4 pacientes en que todas las
exploraciones realizadas habian mostrado ausencia de afectacion
neoplasica de los ganglios mediastinicos, y en un caso objetivd
metastasis en un ganglio N2 prevascular.

La mediastinoscopia fue la técnica quirtrgica utilizada para el
diagnostico de tuberculosis en los 2 pacientes con ese diagnostico
final en los que con la PA guiada se habia obtenido Gnicamente
celularidad ganglionar normal. En 2 de los 4 pacientes con
diagnostico final de tumor benigno éste se obtuvo por la PA
guiada, que recuper6 tejido tiroideo normal. En los otros 2
pacientes las muestras obtenidas mostraron celularidad ganglio-
nar normal y el diagndstico de benignidad se establecid por
toracotomia. En 15 pacientes en quienes el material recuperado de
la PA guiada correspondid a ganglio normal, la presentacion
clinica y la ausencia de anomalias en los campos pulmonares
llevaron a pensar en el diagnostico de enfermedad benigna, que se
confirmé por la regresion de la ocupaciéon mediastinica y la
inexistencia de enfermedad neoplasica en los 6 meses siguientes a
la realizaci6én de la técnica.

La PA guiada por USEB lineal permiti6 establecer el diagnostico
final (tabla 4) y evitar la realizacion de una mediastinoscopia
diagnostica en 115 del total de pacientes estudiados —en 85 casos
entre los pacientes con diagnoéstico final de neoplasia (90,4%) y en
30 casos entre aquéllos con enfermedad benigna (88,2%)—,
alcanzando, por lo tanto, una sensibilidad diagnoéstica del 89,8%.
El valor predictivo negativo de la técnica para enfermedad
maligna en nuestro estudio fue del 69,8%.

Diagnostico final Diagnéstico por ultrasonografia endobronquial

N N %
Pacientes 128 115 89,8
Neoplasia 94 85 90,4
Adenocarcinoma 38 32 84,2
Carcinoma escamoso 13 11 84,6
Carcinoma no microcitico 25 25 100
Carcinoma microcitico 16 15 93,7
No pulmonar 2 2 100
Tuberculosis 10 8 80,0
Sarcoidosis 5 5 100
Tumor benigno 4 2 50,0
Enfermedad benigna 15 15 100

Discusion

Nuestro trabajo demuestra que la PA guiada por USEB lineal en
tiempo real es una herramienta de diagndstico Gtil en los
pacientes con ocupaciéon mediastinica sin diagndstico anatomo-
patoldgico después de obtener muestras por exploraciones no
invasivas y broncoscopia con luz blanca, incluso para los casos en
que la etiologia no es neoplasica. Con la técnica se alcanz6 una
sensibilidad diagnostica del 89,8% en los casos estudiados, con un
valor predictivo negativo para malignidad del 69,8%.

La mayoria de los estudios publicados desde que comenzd a
utilizarse la PA guiada por USEB lineal en tiempo real se ha
centrado en el campo de la neoplasia broncopulmonar, sobre todo
en su estadificacion'~6. Nuestra serie demuestra que la técnica es
extremadamente Util en el diagnostico de la neoplasia bronco-
pulmonar cuando la TC objetiva ocupacion mediastinica y las
técnicas broncoscopicas convencionales han obtenido resultados
negativos. En nuestro estudio, la PA guiada por USEB lineal
establecio el diagnoéstico en cerca del 90% de los pacientes en esta
situacion, con la ventaja adicional de facilitar en el mismo acto
médico la estadificacién de la enfermedad. En 2 pacientes (1,6%)
se hallaron metastasis ganglionares de adenocarcinoma, que con
posterioridad, mediante técnicas de inmunohistoquimica reali-
zadas en la misma muestra, se identificaron como de origen
mamario en un caso y de colon en el otro. En ambos pacientes la
TC mostraba adenopatias mediastinicas y campos pulmonares
normales. Hasta el momento, esta situacion sélo se habia descrito
en un caso'l, en el que la PA guiada por USEB lineal posibilit6 el
diagnéstico de un carcinoma papilar de tiroides.

La extension progresiva de la PA guiada por USEB lineal en
tiempo real ha posibilitado su uso en el diagnoéstico de
enfermedades no neoplasicas, con un rendimiento elevado sobre
la base de los resultados obtenidos en el presente estudio. Nuestra
serie confirma su utilidad en el diagnoéstico de la sarcoidosis,
confirmado en 5 pacientes con una presentacion clinicorradiolo-
gica indicativa de la enfermedad y con una muestra en la que se
observaban granulomas no necrosados con cultivo negativo para
micobacterias. Otros autores, con un nimero mayor de observa-
ciones®~ %13 han sefialado la utilidad de la PA para el diagnéstico
de sarcoidosis, y nuestros resultados indican que en dicha
enfermedad esta técnica es capaz de incrementar sensiblemente
el rendimiento de la PA a ciegas sobre adenopatias mediastinicas.
De manera similar, en el presente estudio el diagnostico de
tuberculosis ganglionar fue relativamente frecuente, con un total
de 10 casos, un 7,8% de los pacientes incluidos. En 8 casos (80%) la
muestra obtenida por PA guiada por USEB lineal fue suficiente
para establecer el diagnéstico, cuando mostraba los granulomas
caseificantes caracteristicos de la enfermedad en un contexto



Documento descargado de http://www.archbronconeumol.org el 30/07/2009. Copia para uso personal, se prohibe la transmisién de este documento por cualquier medio o formato.

270 1. Garcia-Olivé et al / Arch Bronconeumol. 2009;45(6):266-270

clinicorradiolégico indicativo de ésta. En 2 casos en que
Gnicamente se recuperd celularidad ganglionar normal fue
necesario practicar una mediastinoscopia para llegar al diagnos-
tico final.

La utilizacion de la PA en el diagnostico de las enfermedades
causadas por micobacterias ha sido excepcional hasta el presen-
te'*15 pero los resultados de nuestro estudio indican que, cuando
se realiza guiada por USEB lineal, es capaz de conseguir la
confirmacién diagnoéstica en una proporcion elevada de casos en
que la enfermedad cursa con afectacion mediastinica. Estas
granulomatosis ganglionares deben diferenciarse del hallazgo
ocasional de granulomas aislados en una PA de ganglios
mediastinicos realizada en pacientes con neoplasia tratada, como
se ha descrito recientemente’®.

La PA guiada por ultrasonografia se ha utilizado para el
diagnéstico de linfoma en la endoscopia digestiva'® y respirato-
ria'”. Las muestras obtenidas con la ayuda de USEB han sido titiles
para diagnosticar linfomas de Hodgkin, confirmados por la
visualizacion de células de Reed-Sternberg en la muestra
citolégica, y no hodgkinianos, combinando en estos casos la
utilizacion de citologia, inmunohistoquimica y citometria de flujo
sobre la muestra'®!”. En 2 de los 3 casos descritos en los que se ha
utilizado esta técnica para el diagnostico, fue necesario, sin
embargo, obtener biopsias adicionales en otras localizaciones
para subclasificar la enfermedad’. A pesar de esta limitacion, la
técnica puede dar mejores resultados que la mediastinoscopia en
casos concretos, como cuando se ha realizado previamente una
exploraciébn mediastinica y el diagnostico se plantea en el
seguimiento de la enfermedad, ante una posible recidiva o cuando
la afectacion de la enfermedad es Gnicamente hiliar. En nuestra
serie, ninguna puncion fue indicativa de linfoma, y en ninguno de
los casos en que la celularidad recuperada con la PA correspondia
a un ganglio normal se diagnosticé un linfoma en los 6 meses
siguientes.

Las muestras obtenidas mediante la técnica fueron adecuadas
en un 83,0% de los casos, porcentaje superior al observado en otras
series sin visualizacién directa de la lesién a puncionar'®'®. La
diferencia en los resultados, obviamente, se debe a la gran ventaja
que supone la visualizacion ultrasonografica del ganglio en
tiempo real, que permite saber en todo momento qué estructura
se esta abordando y que disminuye el riesgo de puncionar
estructuras vasculares cuando la ultrasonografia se combina con
el modo Doppler. Por lo que respecta a las posibles complicaciones
descritas para la PA transtraqueal y transbronquial, como el
neumotorax, el neumomediastino, el hemomediastino, la bacte-
riemia y la pericarditis®, no se observaron en ninguno de nuestros
pacientes, y tampoco se han comunicado en series previas que
han utilizado la PA guiada por USEB lineal.

En conclusion, la PA guiada por USEB lineal en tiempo real ha
sido el instrumento diagnoéstico en 115 de los pacientes con
ocupaciéon mediastinica por tumor o adenopatias incluidos en
nuestra serie por la ausencia de diagnostico previo a la
exploracion, y después de la obtencién de muestras por técnicas
no invasivas y broncoscopia con luz blanca, lo cual equivale al
89,8% de los casos estudiados. En el subgrupo de pacientes con
afectacion granulomatosa de los ganglios mediastinicos por
tuberculosis o sarcoidosis, el porcentaje diagnoéstico alcanzado
fue también superior al 80%. La técnica hizo innecesaria la
utilizacion de la mediastinoscopia para el diagndstico en casi el
90% de los pacientes estudiados, lo que confirma su elevado
protagonismo en el campo de la endoscopia respiratoria diagnos-
tica ante el paciente con ocupacion mediastinica de causa
desconocida. Sin embargo, un resultado negativo para malignidad
de la PA guiada por USEB lineal obliga a aplicar técnicas
diagnosticas invasivas, ya que el valor predictivo negativo para

neoplasia, del 69,8% en nuestra serie, no es suficiente para
descartar esta posibilidad.
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Resum dels resultats:

Utilitat de la técnica:

Es varen fer 294 puncions (12 masses mediastiniques i 282 ganglis) en 128
pacients. Es va obtenir mostra valorable de la puncié d’11 d’aquestes masses
(91.7%), i en 9 de les masses (75%) el diagnostic va ser neoplasia
broncopulmonar.

De les puncions ganglionars, es va obtenir mostra valorable en 233 casos
(82.6%), amb obtencié de cel-lules neoplasiques en 127 d’aquestes (45%), de

cel-lularitat ganglionar normal en 92 (32.6%) i de granulomes en 14 (5%).

El diagnostic final va ser neoplasia en 94 casos (73.4%), sobretot pulmonar. En
10 pacients el diagnostic va ser tuberculosi, i en 5, sarcoidosi. La punci6 guiada
per USEB lineal fou I'eina diagnostica en 115 pacients (89.9%), i va permetre
confirmar el diagnostic en 85 pacients amb neoplasia (el 90.4% del total amb
aquest diagnostic final), en 8 pacients amb tuberculosi (80% del total) i en tots 5

pacient amb sarcoidosi.

La puncié guiada per USEB lineal va permetre, a banda de diagnosticar,
confirmar I'estadiatge mediastinic N2/N3 en 83 dels 92 pacients amb neoplasia
broncopulmonar en que la técnica havia donat resultat positiu per a malignitat
(90.2%). En 9 dels pacients amb diagnostic final de neoplasia broncopulmonar,
I'estadificacié feta per la puncié va dur a considerar la malaltia com a NO/N1
(9.8%). En 4 d’aquests pacients es va fer mediastinoscopia que confirma
I'estadificacié establerta per la puncié guiada per USEB. No es va realitzar
I'estadificacié quirdrgica als altres 5 pacients per la presencia de malaltia
pulmonar obstructiva cronica greu i/o la demostracié de metastasis a distancia
mitjangant estudis posteriors a la realitzaci6 de la USEB. La toracotomia
confirma l'estadificacié prequirdrgica en 3 dels 4 pacients en qué totes les
exploracions prévies havien estat negatives a I'hora de detectar malignitat als
ganglis mediastinics, i en un cas es va objectivar metastasis a un gangli N2

prevascular.
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La mediastinoscopia fou la técnica quirdrgica utilitzada per al diagnostic de
tuberculosi en tots 2 pacients amb aquell diagnostic final en qué amb la USEB
s’havia aconseguit només cel-lularitat ganglionar normal. En 2 dels 4 pacients
amb diagnostic final de tumor benigne aquest es va assolir amb la USEB, que
recupera teixit tiroidal normal. Als altres 2 pacients les mostres evidenciaren
cel-lularitat normal, i el diagnostic de benignitat es va aconseguir mitjangant
técnica quirurgica. A 15 pacients amb teixit ganglionar normal per la puncio, la
presentacio clinica i 'abséncia d’anomalies als camps pulmonars ens va fer
considerar el diagnostic de malaltia benigna, la qual es va confirmar per la
regressio de la ocupacié mediastinica i la inexisténcia de malaltia neoplasica

durant els 6 mesos posteriors a la realitzacio de la técnica.

Complicacions:

No va haver-hi complicacions relacionades amb la técnica ni amb la sedacio.

Reduccié del nombre de mediastinoscopies:

La puncié guiada per USEB va permetre establir el diagnostic final i, per tant,
evitar la realitzacid d’'una mediastinoscopia diagnostica en 115 del total de
pacients estudiats- en 85 casos entre els pacients amb diagnostic final de
neoplasia (90.4%) i en 30 casos entre aquells amb malaltia benigna (88.2%)-,
assolint una sensibilitat diagnostica del 89.8%. El valor predictiu negatiu de la

tecnica per a malaltia maligna va ser del 69.8%.
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VI.3 Estudi Il (49)

Endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle aspiration for

identifying EGFR mutations.

Ignasi Garcia-Olivé, Eduard Monso, Felipe Andreo, Jose Sanz-Santos, Miquel
Taron, Miguel A Molina-Vila, Mariona Llatjés, Eva Castella, Teresa Moran, Jordi

Bertran-Alamillo, Clara Mayo-de-las-Casas, Cristina Queralt i Rafael Rosell.

Eur Resp J 2010;35:391-5

Factor d’impacte 2008: 5.545

RESUM:

La presencia de mutacions somatiques del domini tirosina-quinasa del gen de
I'epidermal growth factor receptor (EGFR) en pacients amb cancer pulmonar de
cél-lula no petita (CPCNP) avancgat es correlaciona amb una bona resposta als
inhibidors de la tirosina-quinasa. Es va estudiar la utilitat de la puncio
transbronquial guiada per ultrasonografia endobronquial (PTB-USEB) per
obtenir mostres de ganglis malignes en les quals es pogués detectar mutacions
de 'EGFR.

Es varen incloure tots aquells pacients amb adenocarcinoma pulmonar o
CPCNP no especificat remesos per a estadificacido mitjangant USEB. Es varen
prendre mostres de tots aquells ganglis amb diametre menor de més de 5 mm, i
es va obtenir DNA genomic de cel-lules tumorals per a analitzar els exons 19 i
21. Es va estudiar I'impacte dels resultats en el maneig del pacient.

L’analisi del gen de 'EGFR en mostres obtingudes per PTB-USEB va ser
possible en 26 (72.2%) dels 36 pacients amb metastasis ganglionars
mediastiniques. Es varen detectar mutacions somatiques del gen de 'lEGFR en
teixit obtingut per PTB-USEB en 2 (10%) dels 20 pacients amb adenocarcinoma
pulmonar metastatic.

Les mostres de teixit maligne obtingudes per PTB-USEB dels pacients amb

metastasis ganglionars de CPCNP son utils per a la deteccié de mutacions de
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'EGFR en la majoria dels casos, i aquesta técnica evidencia la preséncia de
cél-lules neoplasiques mutades en una desena part dels pacients amb

adenocarcinoma.
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Endobronchial ultrasound-guided
transbronchial needle aspiration for
identifying EGFR mutations
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ABSTRACT: The presence of somatic mutations of the tyrosine kinase domain of the epidermal
growth factor receptor (EGFR) gene in patients with advanced nonsmall cell lung cancer (NSCLC)
correlates with a good response to tyrosine kinase inhibitors. The usefulness of endobronchial
ultrasound-guided transbronchial needle aspiration (EBUS-TBNA) for the detection of EGFR
mutations in cells recovered from malignant mediastinal nodes in patients with NSCLC was

assessed.

All patients with lung adenocarcinoma or unspecified NSCLC referred for staging with EBUS-
TBNA were included. Nodes with a short-axis diameter of >5 mm were sampled, and genomic
DNA from metastatic tumour cells was obtained for analysis of exons 19 and 21. The impact of

sampling on management was assessed.

EGFR gene analysis of the EBUS-TBNA sample was feasible in 26 (72.2%) out of the 36 patients
with lymph node metastasis. Somatic mutations of the EGFR gene were detected in tissue obtained
through EBUS-TBNA in two (10%) out of 20 patients with metastasic lung adenocarcinoma.

Malignant tissue samples obtained by EBUS-TBNA from patients with nodal metastasis of
NSCLC are suitable for the detection of EGFR mutations in most cases, and this technique
demonstrates mutated neoplastic cells in a tenth of patients with adenocarcinoma.

KEYWORDS: Adenocarcinoma, endobronchial ultrasonography, endobronchial ultrasonography
needle aspiration, epidermal growth factor receptor, lung cancer

presence of somatic mutations in the part of

the gene encoding the tyrosine kinase (TK)
domain of the epidermal growth factor receptor
(EGFR) correlates with a good response to TK
inhibitors, such as gefitinib [1-9] or erlotinib [9-12].
These mutations consist of small in-frame deletions
or substitutions clustered around the adenosine-
triphosphate-binding site in exons 18, 19 and 21 of
the EGFR gene. In most of the reports that have
indicated the presence of these mutations, tissue
samples had been obtained surgically [6, 7]. At the
moment of diagnosis, however, advanced staging
precludes the use of surgery as a first therapeutic
approach in a large number of patients, limiting
the availability of tissue samples for this kind of
analysis. Nonsurgical approaches to tissue sam-
pling are required in order to increase the
proportion of cases in which tumour tissue is
available for genetic examination. SHIH et al. [8]
reported that the presence of EGFR mutations
in needle aspiration samples of lung tumours

I n nonsmall cell lung cancer (NSCLC), the
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correlates with a better outcome in these patients,
and other studies have since demonstrated the
feasibility of transbronchial needle aspiration
(TBNA) of tumours reaching the mediastinum or
located near the main bronchus in order to obtain
samples for mutation studies [13]. More recently,
NAKAJIMA et al. [14] demonstrated that EGFR
mutations could be detected in samples from
metastatic lymph nodes obtained using endo-
bronchial ultrasound (EBUS)-guided TBNA
(EBUS-TBNA) in 43 patients suffering from lung
cancer. This technique permits the bronchoscopist
to perform multiple nonsurgical TBNAs, which
give appropriate cytology samples and histology
cores in most cases, and has been shown to be
useful and safe for both the diagnosis and staging
of lung cancer [15, 16].

In the present study, the usefulness of EBUS-
TBNA for obtaining tissue samples from med-
iastinal and lobar nodes for the analysis of EGFR
gene mutations was investigated in all patients
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referred for diagnosis or staging who had a final diagnosis of
lung adenocarcinoma or unspecified NSCLC.

MATERIAL AND METHODS

Subjects and diagnostic procedure

A prospective study was performed, including all patients
who were referred to the North Barcelona Lung Cancer Unit
(Hospital Germans Trias i Pujol, Badalona, Spain) for lung
cancer diagnosis and/or staging by means of EBUS-TBNA
between January 2006 and June 2007 and who had a final
diagnosis of lung adenocarcinoma or unspecified NSCLC. In
all cases, a computed tomography (CT) scan of the lung,
mediastinum and upper abdomen was performed using a
multidetector-row spiral CT scanner (Marconi M8000; Philips,
Best, the Netherlands) in the month prior to the performance of
EBUS-TBNA. Nodes seen to have a short-axis diameter of
>10 mm on CT were considered to be abnormally enlarged,
according to the criteria used in this technique [17, 18]. Sputum
cytology and white-light bronchoscopy were additionally
performed in patients referred for a diagnostic study, which
included bronchial aspiration and bronchoalveolar lavage
during the endoscopic procedure. When a bronchial tumour
was visible, bronchial biopsy specimens were taken. In patients
undiagnosed after the endoscopic procedures and whose CT
scan showed a peripheral nodular opacity, transthoracic
percutaneous needle aspiration was performed in the absence
of any contraindication. Those patients without a final
diagnosis after the performance of the diagnostic study whose
clinical staging suggested limited disease underwent diagnos-
tic/therapeutic surgery. Patients with coagulation disorders
were excluded from staging by EBUS-TBNA and were not
included in the present study. All patients agreed to participate
and the research protocol was approved by the regional ethics
committee (Ethics Committee for Clinical Research of the
Hospital Germans Trias i Pujol).

EBUS-TBNA

EBUS was performed under local anaesthesia and sedation,
using a flexible bronchoscope (BF-UC160F-OLS; Olympus
Optical Co, Tokyo, Japan) with a distal probe capable of
producing linear parallel scans of the mediastinal and
parabronchial tissues and a working channel suited to the
performance of TBNA under direct ultrasound guidance. Local
anaesthesia and sedation were achieved using topical lidocaine
spray and intravenous midazolam, respectively, in accordance
with standard recommendations [19, 20]. Nodes with a short-
axis diameter of >5 mm [21] that were detected during the
procedure were sampled under direct ultrasound visualisation
with a 21-gauge cytology needle specially designed for EBUS-
TBNA (NA2015X-4022; Olympus Optical Co). The broncho-
scopist proceeded from nodes in regions corresponding to N3
disease to regions corresponding to N1 disease. The needle
was guided through the bronchoscope channel as far as the
tracheal lumen, and then pushed forward from the sheath and
inserted into the tracheal or bronchial wall under ultrasound
control until the node was reached. Negative pressure was
maintained at the proximal end of the catheter while the needle
was pushed forward and backward inside the node. The needle
was removed after sampling, rapid on-site cytological examina-
tion was performed and the remaining material was processed
as a histology core. Pathology findings were classified as being

392 VOLUME 35 NUMBER 2

I. GARCIA-OLIVE ET AL.

extracted from a normal node, when it contained predominantly
lymphocytic cells and no neoplastic cells, or from a metastatic
node, when recognisable groups of neoplastic cells were found.
A second sample was obtained from metastatic nodes and
processed as a histology core for genetic analysis. Aspirates
containing bronchial or blood cells alone were considered
unsatisfactory, as were samples with isolated groups of
neoplastic cells insufficient for genetic analysis; in these
situations, the procedure was repeated up to three times [22].

Laboratory methods

The EGFR mutation screening methodology followed in the
present study has been described previously [4, 23]. EGFR
status was assessed by microdissection of tumour cells from
paraffin-embedded or fresh specimens, and could be deter-
mined in samples containing as few as eight tumour cells [23].
Briefly, it involves four steps. 1) Direct laser microdissection
(Palm, Oberlensheim, Germany) of tumour cells into PCR
buffer. The cells were obtained from either paraffin-embedded
or fresh specimens. Paraffin-embedded samples and slides
were obtained using standard procedures. Fresh specimens
were extended over an appropriate slide, fixed in 96% ethanol
and stained with Harris” haematoxylin for 1 min. 2) A first
round of PCR amplification for each EGFR exon [19, 21].
3) Determination of exon 19 EGFR status by PCR amplification
with use of a carboxyfluorescein (FAM)-labelled primer,
followed by length analysis in an ABI prism 3130 DNA
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 4) Detec-
tion of exon 21 point mutations with a 5-nuclease PCR assay
(TagMan assay; Applied Biosystems) using FAM and VIC
minor groove binder (MGB)-labelled probes for the wild-type
and mutant sequence, respectively. This method was used for
the examination of neoplastic cells from histology cores
obtained by EBUS-TBNA, biological fluids and samples
obtained by biopsy or surgery, and was complemented by
further analysis using nested PCR and sequencing.

Statistical analysis

Data were introduced into a database and analysed using SPSS
software version 15.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Results
are expressed as absolute and relative frequencies for
categorical variables and as mean+sD for continuous vari-
ables. First, the availability of an adequate tissue sample for
genetic examination of metastatic nodes from patients with a
diagnosis of lung adenocarcinoma or NSCLC was assessed.
Secondly, the prevalences of EGFR mutations in the examined
nodal samples of both adenocarcinoma and unspecified
NSCLC were determined. Finally, the impact of these results
on choice of treatment was assessed.

RESULTS

Patient characteristics

Of the 185 patients referred to the North Barcelona Lung
Cancer Unit for diagnosis and/or staging during the study
period who had a final diagnosis of lung cancer, 40 had
adenocarcinoma and 11 had unspecified NSCLC. These
patients comprised the study population sample (table 1). CT
scan findings in these 51 patients (mean +sD age 62.6 £9.1 yrs;
41 (80.4%) males) were lung tumour with a long axis of
>30 mm in 24 (47.1%) patients and <30 mm in 20 (39.2%),
alveolar opacity or atelectasia in six (11.7%) and pleural
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effusion in one (2%). These patients underwent EBUS-TBNA,
and a total number of 70 lymph nodes were identified and
sampled using this technique. EBUS revealed lymph nodes in
regions 2R (n=2), 2L (n=2), 4R (n=17), 4L (n=5), 7 (n=33) and
10/11 (n=11) in these 51 patients, with a median diameter of
11 mm (interquartile range (IQR) 9-17 mm). Examination of
EBUS-TBNA samples from the observed nodes showed lung
cancer cells in one or more samples in 36 patients (27
adenocarcinoma and nine unspecified NSCLC) and normal
lymph node cells alone in 12 patients. Samples from three
patients were nondiagnostic.

In 35 (68.6%) out of the 51 patients studied, it was feasible to
perform a genetic study on neoplastic cells recovered by
nonsurgical techniques, using either TBNA samples (26
patients) or other cytological specimens (nine patients). EGFR

Patient characteristics
Subjects n 51
Age yrs 62.6+9.1
Female sex 10 (19.6)
Stage
IIA 2 (3.9
1B 3 (5.9
A 19 (37.3)
1B 9 (17.6)
vV 18 (35.3)
Diagnosis
Adenocarcinoma 40 (78.4)
NSCLC 11 (21.6
Diagnostic procedure
EBUS-TBNA 26 (51.0)
Bronchoalveolar lavage 120
Bronchial biopsy 5 (9.8)
Pericardial fluid 1(2.0)
Bone metastasis 2 (3.9)
Surgery 16 (31.4)
Lymph node metastasis by EBUS-TBNA 36 (70.6)
Adenocarcinoma 29 (56.9)
Unspecified NSCLC 7 (13.7)
Metastatic lymph node region sampled
4R 10 (19.6)
4L 2 (3.9
7 22 (43.1)
Lobar node 2 (3.9)
EGFR analysis feasible
Adenocarcinoma EBUS-TBNA samples 20 (39.2)
NSCLC EBUS-TBNA samples 6 (11.8)
Other biopsy/cytology samples 25 (49.0)
EGFR mutation status
Present 5 (9.8)
Exon 19 2 (3.9
Exon 21 3 (5.9)
Wild-type 46 (90.2)
Mutation identified only in EBUS-TBNA sample 2 (3.9)

Data are presented as mean+sb or n (%), unless otherwise indicated. NSCLC:
nonsmall cell lung cancer; EBUS-TBNA: endobronchial ultrasound-guided
transbronchial needle aspiration; EGFR: epidermal growth factor receptor.
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mutations were analysed in the TBNA samples obtained from
26 (72.2%) patients with metastatic nodal specimens demon-
strated by EBUS-TBNA, 20 with adenocarcinoma and six with
unspecified NSCLC. In the remaining 10 node-positive patients,
no additional tumour cells were available for genetic analysis
in the EBUS-TBNA specimens after examination for diagnosis
and repetition of the procedure up to three times. The nine
nonsurgical samples with adenocarcinoma or unspecified
NSCLC cells suitable for genetic analysis in the series were
bronchial biopsy specimens (five cases; 9.8%), bronchoalveolar
lavage fluid (one case; 2%), pericardial fluid (one case; 2%) and
needle aspirations of a bone metastasis (two cases; 3.9%). In 16
(31.4%) patients without a final diagnosis after the performance
of nonsurgical techniques whose clinical staging following
EBUS-TBNA suggested local disease, the final diagnosis of
adenocarcinoma or unspecified NSCLC was attained after
therapeutic surgery. On surgery, mediastinal and hilar lymph
nodes were normal in 12 of these cases, but N2/N1 disease was
found in single nodes out of reach of EBUS-TBNA in four
patients. In these 16 patients, the genetic studies were performed
using the surgically obtained lung tumour tissue.

EGFR mutation

Lung adenocarcinoma was the diagnosis for 40 patients in the
present study, and analysis of the EGFR in these patients
found mutations in five (12.5%) of them, two cases in exon 19
and three in exon 21. Histology cores obtained using EBUS-
TBNA were the only samples permitting demonstration of an
EGFR mutation in two (5%) patients. In the three additional
adenocarcinoma patients who exhibited EGFR mutations, the
abnormality was identified in cells recovered from a malignant
pericardial effusion (one case) and in tumour samples obtained
during the surgical procedure (two cases). No lymph node
metastasis was demonstrated by EBUS-TBNA in these three
patients. No EGFR mutations were identified in the 11 patients
with unspecified NSCLC, neither in the six patients with
lymph node metastasis identified on EBUS-TBNA sampling
nor in the available samples from the other five patients
(table 2). The examination of EGFR mutations in samples from
the 40 patients with lung adenocarcinoma, accordingly, led to a
change in treatment in the five (12.5%) patients who showed an
EGEFR mutation, and, in two (5%) of these cases, this change in
management depended upon a sample obtained by EBUS-
TBNA, which was the only one showing the genetic abnormality
in the metastatic adenocarcinoma cells. All patients showing an
EGFR mutation were treated with erlotinib and were free of
disease progression for a median of 26 months (IQR 18-
36 months).

DISCUSSION

The objective of the present study was to determine the
suitability, for EGFR mutation analysis, of samples of meta-
static lymph nodes obtained through EBUS-TBNA from
patients with lung adenocarcinoma or unspecified NSCLC.
To that end, the prevalence of positive cases in these samples
and the impact of the performance of this diagnostic procedure
on treatment were determined. EBUS-TBNA permitted the
identification of metastasic nodal disease in 36 (70.6%) out of
the 51 patients with these types of lung cancer, and the
samples recovered using this technique were appropriate for
genetic examination of EGFR mutations in most (72.2%) of
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=188 Patients with epidermal growth factor receptor
mutations

Patient Age Sex Mutation exon Sampling Stage
No. yrs technique

1 62 Male 21 (Leu858Arg) Surgery %
2 47 Female 21 (Leu858Arg) Pericardiocentesis \%
3 69 Male 19 (745-750del) EBUS-TBNA vV
4 70 Female 21 (Leu858Arg) Surgery A
5 71 Male 19 (751-759del) EBUS-TBNA 2

In all cases, the patients exhibited an adenocarcinoma pathology. Leu858Arg:
substitution of leucine 858 with arginine; del: deletion of codon numbers
indicated; EBUS-TBNA: endobronchial ultrasound-guided transbronchial nee-
dle aspiration.

these cases. Samples obtained by EBUS-TBNA were the only
ones confirming the presence of an EGFR mutation in two
patients with lung adenocarcinoma (5.0% of the 40 patients
with this type of lung cancer). The present results confirm the
usefulness of EBUS-TBNA for obtaining samples appropriate
for genetic analysis in patients with lung cancer.

Since EGFR was initially signalled as an attractive target for
cancer chemotherapy [24], reports have shown a relationship
between the presence of EGFR mutations and a better response
to TK inhibitors in patients with lung adenocarcinoma and
unspecified NSCLC [1-12]. Since the 2006, some reports have
focused on proving that it is feasible to detect EGFR mutations
in nonsurgical specimens, a particularly relevant approach
considering that most patients with lung cancer have a
disseminated stage of the disease at diagnosis. In these studies,
EGFR mutations have been detected in bronchoscopic biopsy
and cytology specimens [25, 26], percutaneous and pleural
biopsy specimens, effusion cell blocks and blood samples [8,
27, 28]. Cases in which EGFR mutations were identified in
TBNA and EBUS-TBNA samples have also been reported
recently [13, 14].

The present results support the study of mutations of the EGFR
gene in samples from metastatic nodes obtained through
EBUS-TBNA in lung adenocarcinoma. The prevalence of EGFR
gene mutations in these patients in the present series is close to
10%, a frequency similar to that reported in another study in
Spain that examined lung tumour samples [3]. In the present
series, EBUS-TBNA provided the only sample that showed
EGFR mutations in 5% of patients with lung adenocarcinoma,
and emerged as a technique with a clear advantage over other
nonsurgical techniques for obtaining samples suitable for
genetic analysis in these patients. Sampling with EBUS-
TBNA is performed under direct vision, and, since it is a
real-time procedure, can be repeated in order to obtain the
volume of tumour cells appropriate for genetic determinations.

Mutations of the EGFR gene were not found in the 11 studied
patients with unspecified NSCLC. The reported prevalence of
EGFR mutations in this type of lung cancer is lower than that
in adenocarcinoma cases. This observation is in line with other
studies, in which the greater number of EGFR mutations
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occurred among those with adenocarcinoma, their prevalence
being lower in those with unspecified NSCLC [2, 6, 7, 28, 29].
In some of these previous studies, as in the present one,
mutations were, likewise, not found in unspecified NSCLC
cases [7, 29, 30]; others, however, have detected mutations in
this type of lung cancer [2, 6]. Thus, despite a probably lower
prevalence in unspecified NSCLC, and the negativity of the
present results in patients with this diagnosis, the study of
EGFR mutations in samples obtained by EBUS-TBNA from
patients with unspecified NSCLC may occasionally identify
mutations in patients, who can be treated accordingly.

EGFR mutations were found in slightly more than a tenth of
the patients with adenocarcinoma in the present study, a figure
lower than the 25% prevalence found by NAKJAMA et al. [14] in
Asians, an expected finding considering the different genetic
backgrounds of European and Eastern Asian populations [31,
32]. In the present patients, EGFR mutations in exon 21 were
single point mutations at amino acid 858, as was reported by
NAKIJAMA et al. [14], although those authors also found a
double point mutation of this exon in one patient. The present
results confirm that EBUS-TBNA is a useful technique for
obtaining histology cores suitable for genetic analysis in
European populations, who show a lower prevalence of these
mutations than Asians.

To conclude, the present study demonstrated that samples
obtained by EBUS-TBNA are useful for detecting EGFR
mutations in patients with lung adenocarcinoma, and positive
results can be expected in nearly a tenth of patients with this
diagnosis studied using this technique who exhibit metastasis
in mediastinal or lobar nodes, EBUS-TBNA being the only
technique providing adequate samples for this determination
in 5% of patients. The results obtained by genetic analysis of
the material recovered by EBUS-TBNA may determine a
change in the treatment pattern of these patients, permitting its
simplification and improving their prognosis.
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Resum dels resultats:

Utilitat de la técnica:

A 35 (68.6%) dels 51 pacients inclosos en aquest estudi es va poder dur a
terme un estudi genétic de les cél-lules neoplasiques recuperades mitjangant
técniques no quirdrgiques, bé amb mostres de puncié aspiracio (26 pacients) o
bé per mostres citologiques (9 pacients). Es varen analitzar les mutacions en
mostres obtingudes per PA en 26 /72.2%) pacients amb demostracié de
metastasis a ganglis mediastinics per USEB-PA, 20 varen ser adenocarcinomes
i 6 CPCNP. Als altres 10 pacients no es va disposar de més cél-lules tumorals
després del diagnostic, ni després de repetir la puncié del gangli fins a tres
cops. Dels altres nou pacients en qué I'estudi genétic es va fer sobre mostres
no quirurgiques aquestes varen provenir de: biopsia bronquial (cinc
casos;9.8%), rentada broncoalveolar (un cas;2%), liquid pericardic (un cas;2%) i
aspiracio de metastasis 0ssies (dos casos;3.9%). A 16 (31.4%) pacients sens
diagnostic final després d’haver dut a terme les exploracions no quirdrgiques
corresponents, en que la USEB suggeria malaltia localitzada, el diagnostic final
es va assolir mitjangant cirurgia terapéutica. Els ganglis mediastinics i hiliars
varen ser normals en 12 casos, pero es va detectar malaltia N2/N1 a ganglis

aillats fora de I'abast de la USEB en 4 pacients.

Complicacions:

No va haver-hi complicacions relacionades amb la técnica ni amb la sedacio.

Reduccié del nombre de mediastinoscopies:

La puncié guiada per USEB va permetre detectar la preséncia de mutacions de
'EGFR en 2 dels 40 pacients amb adenocarcinoma (5%). Aquests pacients es

trobaven en un estadi IV, i aquesta troballa va significar un canvi en el
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tractament amb quimioterapia, sense haver de practicar tecniques meés

invasives per a obtenci6 de teixit.
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VII. LIMITACIONS DELS ESTUDIS

Seleccié de pacients:

Les conclusions es poden aplicar a la poblacié estudiada, perd no es poden fer
extensives a tota una poblaciéo més general.

Podem dir, no obstant, que considerem la mostra representativa dels pacients
amb sospita alta de neoplasia broncopulmonar en qué es planteja inicialment la
opciod quirurgica. La mostra no seria representativa dels pacients considerats en

la primera valoracié com a estadi avancat.

Confirmacio del diagnostic:

La principal limitacié dels estudis €s que en la majoria dels pacients els resultats
obtinguts per la puncié guiada per ultrasonografia no han estat confirmats
posteriorment mitjangant técniques quirurgiques. En els casos en qué la USEB
ens donava el diagnostic, hem assumit que la especificitat de la técnica era del

100%, com ja ha estat publicat en diversos treballs (45).
Paper de latomografia per emissio de positrons (PET)
A diferéncia d’altres treballs existents a la literatura (43), no s’ha utilitzat PET a

cap dels treballs que conformen aquesta tesi, de manera que no es pot

comparar els resultats amb aquesta prova d’'imatge.
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VIII. DISCUSSIO

Des de l'aparicié de les primeres publicacions sobre la USEB amb puncié dels
ganglis en temps real (49-51), han aparegut un gran nombre de treballs
demostrant que és una eina util per a I'estadiatge mediastinic del cancer de
pulmé (40-45,49-64). La finalitat d’aquesta tesi ha estat, d'una banda, demostrar
que aquesta tecnica pot tenir altres aplicacions a banda de I'esmentada
estadificacié del mediasti, i d’altra banda, determinar en quin grau I'analisi de la
morfologia ganglionar visualitzada mitjangant ultrasonografia aporta informacio

clinicament util, no obtinguda per altres técniques diagnostiques.

Per una banda, els resultats del primer treball corroboren el que ja ha aparegut
préviament a la literatura. Aixd és, que la PA guiada per USEB és una técnica
util per a prendre mostres dels ganglis mediastinics i hiliars per a I'estadiatge
d’aquells pacients amb cancer de pulmé (50-64), independentment de si la TC
de torax mostra adenopaties significatives, i també demostra que amb la técnica
s’ha detectat malignitat a més de la meitat dels pacients estudiats. També
segons el nostre treball (47), per tal d’assolir la maxima sensibilitat possible, cal
puncionar tots els ganglis abordables amb un diametre menor de 5 o més mm i
un quocient entre el diametre menor i el major de 0.5 o més. Si es fa aixi, la
sensibilitat supera el 90% per a la identificaci6 de ganglis malignes. A la
literatura es troben nivells de sensibilitat elevats, gairebé tots al voltant del 90%,
amb especificitats del 100% (42,54,58,60,63,64). La principal limitacio de la
técnica és el valor predictiu negatiu, que no és prou elevat (54,58) com per a no
fer mediastinoscopies quan el resultat de la puncié és negatiu, en els pacients
en qué el mostreig ganglionar no ha cobert un nombre ampli de regions
mediastiniques.

Simultaniament, varem trobar que Ila utilitzaci6 de la ultrasonografia
endobronquial permetia detectar ganglis mediastinics lleugerament augmentats
de mida en més d’un terg dels pacients amb TC de torax on el mediasti s’havia
considerat normal. Aquests ganglis es trobaven basicament a la regio

subcarinal, i gairebé una quarta part d’aquests ganglis varen ser malignes.
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Una de les principals avantatges de la PA guiada per USEB és que permet
obtenir mostres valorables de ganglis amb diametre menor inferior als 10 mm,
és a dir, ganglis amb una mida que es consideraria dins el rang de la normalitat.
Al nostre estudi (47), els ganglis mediastinics i hiliars puncionats tenien un
diametre menor d’11 (8-15) i 8 (7-12) mm respectivament de mediana (RIQ), i
150 (53.2%) de les 282 mostres obtingudes provenien de ganglis de 10 o
menys mm de diametre menor. Tot i que la rendibilitat de la técnica no és tan
alta amb els ganglis considerats de mida normal com amb aquells augmentats
de mida, es varen obtenir mostres satisfactories del 80% dels ganglis amb
diametre menor de 10 o menys mm. Nogensmenys, es va detectar malignitat en
gairebé un 15% d’aquests ganglis, la qual cosa confirma que aquests ganglis
cal puncionar-los. Aquesta troballa ja havia estat descrita anteriorment en
diferents treballs, en pacients amb una TC de torax normal (42) i fins i tot en
pacients amb TC i TC-PET normals (43). Als pacients inclosos al nostre estudi
(47) no se’ls va fer TC-PET de forma rutinaria, de manera que és una dada que
no hem pogut estudiar.

Com ja s’ha comentat a I'apartat de les limitacions, la manca de TC-PET és la
principal limitacié dels treballs que conformen aquesta tesi, i de la tesi mateixa.
En qualsevol cas, atés que la técnica del TC-PET pot tenir falsos negatius (43), i
també falsos positius (65-67), la nostra opinié és que cal practicar la PA guiada
per USEB a tots els pacient, ja que el nombre de falsos positius (65-67) i

negatius (43) és prou significatiu.

Tot i que la USEB per si mateixa ofereix bons resultats en I'estadiatge de la
neoplasia broncopulmonar, han aparegut diferents estudis que proposen la
utilitzacié combinada de la ultrasonografia endoscopica (per via digestiva) i
I'endobronquial (62,68-71), i aixi s’aconseguiria el que algun autor ha anomenat
la mediastinoscopia “médica” completa (68). De poc temps cap aqui fins i tot
s’ha publicat una série de 150 pacients en qué aquesta mediastinoscopia
“‘médica” completa s’ha realitzat utilitzant el mateix endoscopi d’ultrasonografia
endobronquial, amb la qual s’ha aconseguit una sensibilitat del 96% amb un
valor predictiu negatiu del 96% quan s’abordava per les dues vies (71). La
combinacié de les dues técniques permet I'abordatge de les regions 5, 8 i 9,

d’'accés impossible per via bronquial. Aix0 podria per tant, augmentar la
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sensibilitat de la ultrasonografia en els tumors de I0bul superior esquerre i dels

[dbuls inferiors.

La PA guiada per USEB lineal és també una eina util per al diagnostic
d’'ocupacions del mediasti sense diagnostic anatomopatologic en pacients als
quals ja s’ha practicat altres tecniques, fins i tot en aquells casos amb etiologia
no neoplasica. Al nostre treball (48) es va arribar a una sensibilitat diagnostica
en un 89.8% dels casos, amb un valor predictiu per a malignitat del 69.8%.

Com ja s’ha dit anteriorment, la majoria de treballs publicats en el cap de
'endoscopia endobronquial s’han basat en el camp de la neoplasia
broncopulmonar, especialment en [l'estadiatge (42,50,52). La nostra série
demostra que la técnica és util per al diagnostic de carcinoma broncogénic quan
s’observa ocupaci® mediastinica a la TC de torax i les técniques
broncoscopiques convencionals han donat resultats negatius. En el nostre
treball, la PA guiada per USEB lineal va establir el diagnostic en prop del 90%
dels pacients, amb I'avantatge de donar de manera simultania informacié sobre
I'estadiatge. La técnica no només és util en la neoplasia pulmonar, ja que varem
trobar en dos pacients (1.6%) metastasis ganglionars d’adenocarcinoma, que
posteriorment, després de técniques d’histoquimica practicades en aquelles
mateixes mostres, varen resultar ser d’origen mamari en un cas i de colon en
I'altre. En ambdds pacients la TC evidenciava adenopaties mediastiniques amb
camps pulmonars normals. Fins la publicacido d’aquestes dades, la troballa de
neoplasia d’origen no pulmonar mitjangant aquesta tecnica només havia estat

descrita en una ocasio, i es tractava d’'un carcinoma papil-lar de tiroides (72).

La nostra série també confirma la utilitat de la técnica per al diagnostic de
malalties no neoplasiques. En el nostre treball (48) s’han descrit el cas de 5
pacients que varen ser diagnosticats de sarcoidosi. El diagnostic es va fer en
base a una presentacio clinica i radioldgica suggestiva de la malaltia juntament
amb una mostra en la qual s’observaven granulomes no necrosats amb un
cultiu per a micobactéries negatiu. Altres grups, amb més observacions (73-76)
han evidenciat la utilitat de la PA per a diagnosticar sarcoidosi, i els nostres
resultats indiquen que en I'esmentada malaltia la técnica pot incrementar el

rendiment respecte la puncié a cegues. Aquesta observacié concorda amb el
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que recentment ha estat publicat per una altre grup, en qué es comparava la
puncié a cegues amb la guiada per USEB, essent aquesta darrera una millor
eina diagnostica en pacients amb sospita de sarcoidosi (77). La puncié guiada
per USEB també pot superar el rendiment diagnostic de la bidpsia
transbronquial, habitualment considerada d’eleccié per al diagnostic de
sarcoidosi (78-81), especialment en aquells pacients amb estadi | (és a dir,
afectacio ganglionar sense afectacié parenquimatosa a la radiografia de torax)
(82).

Cal tenir molt present que els granulomes no necrosats sén una troballa no
especifica de sarcoidosi (80,81). Entre les situacions o patologies
granulomatoses que poden simular una sarcoidosi hi ha el limfoma, les
infeccions per micobactéries (sobretot tuberculosi), i infeccions per fongs. De
manera menys habitual, granulomes similars als de la sarcoidosi es poden
formar com a resposta a una neoplasia, un cos estrany, beril-li, o bé a la
immunodeficiéncia comuna variable. Alguns tractaments (com per exemple
I'interferd alfa per a I'hepatitis) poden provocar reaccions granulomatoses.

Els patolegs, de forma rutinaria, tenyeixen les mostres que reben per a
descartar infeccions per micobatéries o fongs, tot i que hi poden haver falsos
negatius. Seria altament recomanable que s’enviés una fraccié de la mostra al
laboratori de Microbiologia per a cultiu, preferiblement en sérum i no en formol
(81).

El diagnostic de tuberculosi ganglionar també va ser relativament frequent, amb
10 casos en total (7.8% dels pacients). En 8 d’aquests casos (80%), la mostra
obtinguda per PA-USEB va ser suficient per a establir el diagnostic (quan
s’observaven els granulomes caseificants tipics d’aquesta malaltia, amb un
context clinic i radioldgic compatible). En 2 casos en qué només es va recuperar
cel-lularitat ganglionar normal va caldre practicar una mediastinoscopia per a
assolir el diagnostic definitiu. La utilitzacié de la PA en el diagnostic de les
malalties provocades per micobactéries ha estat anecdotica fins al moment
actual (83,84), perd els nostres resultats indiquen que quan es du a terme la
puncié guiada per USEB, es pot assolir la confirmacié diagndstica en una

proporcio elevada de casos queé la malaltia cursa amb afectacié mediastinica.
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La puncio guiada per ultrasonografia s’ha utilitzat per al diagnostic de limfoma
tant per via respiratoria (85) com digestiva (86). Les mostres obtingudes amb
'ajuda de la USEB han estat utils per a diagnosticar limfoma de Hodgkin
(confirmats per la visualitzacié de cél-lules de Reed-Sternberg a la mostra
citologica), i limfoma no hodgkinia, combinant en aquests casos la utilitzacié de
citologia, immunohistoquimica i citometria de flux sobre la mostra (85,86). En 2
dels 3 casos descrits als quals s’ha utilitzat aquesta técnica ha calgut obtenir
bidopsies addicionals a d’altres localitzacions per a subclassificar la malaltia (85).
Tot i aquesta limitacio, la técnica pot tenir resultats millors que Ila
mediastinoscopia en casos concrets, com quan ja s’ha fet préviament una
exploraci6 mediastinica i el diagndstic es planteja en el seguiment de la
malaltia, quan se sospita una recidiva o bé quan I'afectacié és solament hiliar. A
la nostra série, cap puncié va ser indicativa de limfoma, i en cap dels casos en
que la punci6 es va etiquetar de gangli normal es va diagnosticar un limfoma

durant els 6 mesos posteriors.

En conclusié, la PA guiada per USEB lineal en temps real ha estat I'eina
diagnostica en 115 dels pacients amb ocupacié mediastinica per tumor o per
adenopaties que no tenien diagnostic malgrat les exploracions practicades
anteriorment, i aixd vol dir el 89.8% dels casos estudiats. En el subgrup de
pacients amb malaltia granulomatosa dels ganglis mediastinics per sarcoidosi o
tuberculosi , el percentatge assolit també supera el 80%. Aquesta técnica va fer
innecessaria la realitzacié d’'una mediastinoscopia diagnostica en gairebé el
90% dels pacients estudiats. No obstant aix0, el fet de no trobar malignitat en
una mostra obtinguda per PA guiada per USEB lineal obliga a practicar
tecniques diagnostiques invasives, ja que el valor predictiu negatiu per
diagnostic de neoplasia (que no estadiatge), que és del 69.8% a la nostra série,
no €s prou alt per a descartar aquesta possibilitat. De la mateixa manera, altres
séries també recomanen continuar amb altres proves quan no s’ha assolit el

diagnostic amb la puncié guiada per USEB (87,88)

La PA guiada per USEB en temps real també pot ser util per a evitar técniques

invasives en els pacients amb carcinoma pulmonar de cél-lula no petita si a la
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mostra es pot estudiar la preséncia de mutacions de I'epidermal growth factor
receptor (EGFR). Per a estudiar aquesta possible aplicacié de la PA guiada per
USEB es va dur a terme aquest estudi (49), en que es va determinar la
prevalenga de mutacions d’aquest gen en les mostres obtingudes per puncio, i

I'impacte que aquesta técnica va tenir en el posterior maneig del pacient.

Des que es va assenyalar TEGFR com un objectiu en el tractament amb
quimioterapia (89) han aparegut diverses publicacions que mostren que hi ha
relacio entre la preséncia d’'unes determinades mutacions del gen de 'lEGFR i
una millor resposta als inhibidors de la tirosina-quinasa en els pacients amb
adenocarcinoma i carcinoma de cel-lula no petita (90-101). Des de I'any 2006,
han aparegut altres treballs que sobretot volien demostrar que és possible
d’estudiar la preséncia d’aquestes mutacions en mostres no quirdrgiques.
Aquest fet és important, atés que la majoria de pacients amb cancer de pulmé
es troben en un estadi no quirdrgic en el moment en que se’ls diagnostica la
malaltia. Aixi, les mutacions de 'lEGFR s’han trobat a mostres obtingudes amb
broncoscopia (102), mostres citologiques (103), bidpsia pleural, blocs cel-lulars
de liquid pleural i mostres de sang periférica (97,104,105). Més recentment
també s’han descrit la identificacié de mutacions en mostres obtingudes per
puncié aspirativa, tant a cegues (106) com guiada per ultrasonografia

endobronquial (107).

Els resultats del nostre treball (49) recolzen la idea que cal estudiar la preséncia
d’aquestes mutacions a les mostres obtingudes per PA-USEB en aquells
pacients amb adenocarcinoma de pulmé. La prevalenga de les mutacions és
propera al 10%, dada similar a una publicada en un altre estudi espanyol que
examinava mostres de tumor (92). En la nostra série, la PA guiada per USEB va
ser la unica técnica en la que es va evidenciar mutacions de 'EGFR en el 5%
de tots els pacients amb adenocarcinoma, i pot tenir certs avantatges per
damunt d’altres técniques no quirdrgiques de cara a obtenir prou mostra en la
qual estudiar la presencia de mutacions, ja que el fet de ser realitzada amb
observacio directa en temps real permet repetir les puncions el nombre de cops

que es consideri convenient fins que s’hagi obtingut prou volum de mostra.
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No es van trobar mutacions del gen de 'EGFR en cap dels 11 pacients amb
CPCNP inespecific, i és obvi per tant que la prevalenga de les mutacions és
inferior en aquest grup de pacients que en aquells que tenen un
adenocarcinoma. Aixd concorda amb el que existeix a la literatura, on la
prevalenca de mutacions és clarament més elevada en aquells pacients amb
adenocarcinoma. De fet, en alguns dels estudis previs no s’han trobat
mutacions en aquells pacients amb CPCNP inespecifics (96,108,109); a
d’altres, en canvi, si s’han trobat mutacions en aquest tipus de cancer pulmonar
(91,95). Aixi, tot i que la prevalenca esperable de mutacions en aquells pacients
amb CPCNP és menor que en adenocarcinomes, i la negativitat dels resultats
en el nostre treball, I'estudi de les mostres obtingudes per PA guiada per USEB
en aquests pacients pot evidenciar la presencia de mutacions en alguna ocasio,
la qual cosa pot provocar un canvi en el tractament del pacient que podria

millorar el prondstic de la seva malaltia (16).

Es varen detectar mutacions de 'lEGFR en una mica més del 10% dels pacients
amb adenocarcinoma. Aquesta prevalenca és inferior al 25% referit per
Nakajima et al. Aixd era esperable, si tenim en compte els diferents origens
genetics dels europeus i els habitants de I'extrem orient (109,110). Als nostres
pacients la mutacié a I'exd 21 era la substitucid d’'un sol aminoacid (com al
treball de Nakajima et al.), perd d’altres autors han descrit la substitucié de dos

aminoacids en aquest exo.

En un treball en qué s’ha estudiat la resposta dels pacients amb mutacions al
tractament amb inhibidors de la tirosina quinasa, s’ha vist que la presencia de la
mutacié a I'exd 19 es relaciona amb un millor pronodstic que la mutacié al 21,
expressat amb periode de temps en qué el pacient esta lliure de malaltia (16).
També existeixen d’altres mutacions que poden ser una diana potencial de
farmacs inhibidors. Aquestes mutacions sén, entre d’altres, la ALK, MET, o
PDGFR. Existeixen, a més, altres mutacions, per a les quals malauradament
encara no es disposa de cap inhibidor potencial (KRAS) (17). De totes maneres,

cap d’aquestes mutacions és tan coneguda com la de 'EGFR.
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En resum, la PA guiada per USEB és una técnica util per a obtenir mostres en
les qual es poden detectar mutacions del gen de I'EGFR, i la prevalenga
d’aquestes mutacions en la poblacié estudiada és inferior a la publicada en
pacients d’origen asiatic. Es possible que, amb el temps i amb I'evolucié de la
técnica, la PA guiada per USEB sigui util també per a obtenir mostres on es
pugui estudiar altres mutacions en pacient amb cancer de pulmo. Actualment es
coneixen diverses mutacions en el cancer de pulmé no microcitic, com per
exemple 'esmentat EGFR, o I'ALK, MET, o PDGFR, entre d’altres (17).

Sobre si la técnica de la USEB pot ser util per a reduir el nombre de
mediastinoscopies, cal remarcar que als pacients inclosos als estudis que
presentaven resultats positius, ja no va caldre realitzar técniques quirdrgiques
dins de lalgoritme diagnostic de la ocupacié mediastinica. Per aquest fet,
creiem que és una técnica que permet estalviar intervencions més agressives i
costoses, com la mediastinoscopia. En qualsevol cas, en el moment actual una
USEB amb resultat valorable perd negatiu encara no ha demostrat ser un
argument suficient per a no confirmar aquesta negativitat mitjangcant una altra
técnica.

La tecnica deleccid per a confirmar els resultats continua sent la
mediastinoscopia. En una revisio sobre I'estadiatge invasiu del CPCNP han
descrit una sensibilitat del 81%, assumint-ne una especificitat del 100%. El valor
predictiu negatiu (amb una prevalencga del 37% en 5687 procediments) era del
91%, mentre que s’atribuia un valor predictiu negatiu a la puncié guiada per

ultrasonografia endoscopica que oscil-lava entre el 71 i el 78% (112).

Pel que fa a la seguretat de la puncié guiada per USEB, cap dels pacients
inclosos als estudis que conformen aquesta tesi va presentar cap complicacio
significativa durant les 48 hores seglents a la realitzacio de la técnica (47-49).
Aix0 era esperable, ja que en general ha estat descrita com una técnica amb
escasses complicacions importants. Dintre de les complicacions que s’han
descrit hi ha I'agitacié (59), hipoxémia (46), el pneumotorax (63), tos (46,59,63),
i sagnat lleu (52). S’ha estudiat també la incidéncia de bacteriémia i s’ha trobat
que la incidéencia d’aquesta complicaci6 és comparable a la de la

fibrobroncoscopia convencional (113). Per a evitar el discomfort del pacient,
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atés que és una técnica més llarga que la fibrobroncoscopia convencional, s’ha

utilitzat amb éxit la mascareta laringia (114)

No hi ha gaires referéncies a la literatura que relacionin les caracteristiques
morfologiques dels ganglis visualitzades per ecografia endoscopica i la
possibilitat que aquests siguin malignes, i aquests estudis provenen
generalment del camp de I'endoscopia digestiva (37,115-117). Con a norma
general, consideren que els ganglis tenen més probabilitat de ser malignes
quan s6n de més d’1 cm de diametre, de forma arrodonida, ben delimitats, i
amb un patré ecografic homogeni i hipoecoic, encara que les evidéncies sobre
les que es fonamenten aquestes afirmacions, fins el moment actual, s6n molt

escasses (115).

En el nostre treball (47) no hem estudiat les caracteristiques ultrasonografiques,
perd si com la mida i la forma poden ser predictores de malignitat. Aixi, els
nostres resultats son comparables amb els treballs esmentats, ja que els
ganglis tenien més possibilitats de ser malignes a mesura que es feien més
grans d’1 cm i a mesura que eren més rodons (47). La novetat que aporta el
nostre treball és que podem expressar la rodonesa amb un valor numeric
(diametre menor dividit entre el diametre major), la qual cosa li pot treure
subjectivitat a la valoracié de la forma, i el confirmar que no és necessari
efectuar puncions en ganglis amb un diametre menor per sota dels 5 mm, en els
quals es pot assumir la benignitat. Aquesta era una practica habitual en les
unitats d’endoscopia que utilitzaven la USEB, perd no era basada en I'evidéncia

fins a la publicacié del treball inclos a la present tesi

De totes maneres, coincidim amb els esmentats treballs (115-117) a I'hora de
dir que aquestes caracteristiques morfoldgiques no poden substituir, en el
moment actual, la puncié ganglionar i I'estudi amb microscopi de la mostra
obtinguda. Si que podem afirmar, perd, que no cal puncionar ganglis amb un

diametre major de menys de 5 mm, ja que es pot assumir la seva benignitat.
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IX. CONCLUSIONS

IX.1 La ultrasonografia endobronquial és una técnica util en I'estadiatge de la
neoplasia pulmonar, i si es mostregen tots el ganglis amb un diametre menor =
5 mm i un quocient diametre menor/diametre major = 0.5, es pot assolir una

sensibilitat molt elevada per a la deteccié de ganglis malignes.

IX.2 La ultrasonografia endobronquial és una eina de diagnostic util en els
pacients amb afectacié mediastinica, el diagnostic anatomopatologic dels quals
no s’hagi assolit mitjangant exploracions no invasives ni broncoscopia amb llum
blanca, i és util per a evitar la realitzacié de técniques quirdrgiques en alguns

d’aquests pacients.

IX.3 Les mostres de teixit maligne obtingudes per puncio-aspiracio guiada per
ultrasonografia endobronquial dels pacients amb metastasis ganglionars de
carcinoma pulmonar de cél-lula no petita sén utils per a la deteccié de
mutacions de 'EGFR en la majoria dels casos, i aquesta técnica evidencia la
presencia de cél-lules neoplasiques mutades en una desena part dels pacients

amb adenocarcinoma.

IX.4 La ultrasonografia endobronquial és util per a evitar la realitzacié d’un
nombre important de mediastinoscopies en aquells casos en que sigui
diagnostica. Encara no s’han validat criteris per a considerar |'exploracio
d’extensio suficient per a estimar que el valor predictiu negatiu sera prou elevat
com per a no ser imprescindible la realitzacié d’'una mediastinoscopia o una

altra técnica equivalent, pero.

IX.5 La ultrasongrafia endobronquial és una técnica diagnostica del mediasti
que presenta un nombre de complicacions molt baix, i en la present série

absencia de complicacions majors.

IX.6 La forma i la mida dun gangli visualitzades per ultrasonografia

endobronquial poden ser utils per a predir-ne la malignitat. La probabilitat que
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un gangli sigui maligne és superior al 90% per a ganglis amb un diametre menor
de més de 20 mm, i del 55% per a ganglis rodons (quocient d’1). Aixd pot ser
util per a prioritzar els ganglis que s’han de puncionar, perd en el moment actual
no substitueix I'estudi anatomopatologic. No cal puncionar ganglis amb un

diametre major de menys de 5 mm, ja que es pot assumir la seva benignitat.
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ABSTRACT

The presence of somatic mutations of the tyrosine kinase (TK) domain of epidermal growth factor receptor (EGFR) gene in patients with
advanced non-small cell lung cancer (NSCLC) correlates with a good response to TK inhibitors. The objective of this review was to assess the
usefulness of real-time endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle aspiration (EBUS-TBNA) in detecting EGFR mutations in
cells recovered from malignant mediastinal nodes from patients with lung adenocarcinoma. A systematic review was carried out in
September 2009, and we found that two studies had investigated the usefulness of EBUS-TBNA for obtaining tissue samples from
mediastinal and hilar nodes to analyze EGFR gene mutations. Most patients had advanced-stage disease. The feasibility of performing an
EGFR gene analysis of the EBUS-TBNA sample ranged from 72.2% to 93.5% in patients with lymph node metastases. Prevalence of EGFR
mutations ranged from 9.8% to 25.6%. In conclusion, samples obtained by EBUS-TBNA in patients with lung adenocarcinoma are suitable
for the detection of EGFR gene mutations.

Keywords: real-time endobronchial ultrasonography needle aspiration (EBUS), epidermal growth factor receptor (EGFR), adenocarcinoma,
lung cancer
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INTRODUCTION

Receptor tyrosine kinases (RTKs) are high-affinity cell
surface receptors for many polypeptide growth factors. They
are transmembrane proteins with an extracellular ligand-
binding and an intracellular catalytic tyrosine kinase (TK)
domain that catalyze the transfer of phosphate from adenosine
triphosphate (ATP) to tyrosine residues in polypeptides. RTKs
have been shown to be not only key regulators of normal
cellular processes, such as proliferation and survival, but also
play a critical role in the development and progression of many
types of cancer [1]. In non-small cell lung cancer (NSCLC), the
presence of somatic mutations of the genes coding the TK
domain of epidermal growth factor receptor (EGFR) correlates
with a good response to TK inhibitors such as gefinitib [2—9]
or erlotinib [10]. These mutations consist of small, in-frame
deletions or substitutions clustered around the ATP-binding
site in exons 18, 19, and 21 of the EGFR gene. In most of the
reports that have indicated the presence of these mutations,
tissue samples had been obtained surgically [8, 9]. At the
moment of diagnosis, however, advanced staging precludes the
use of surgery as a first therapeutic approach in a large number
of patients, limiting the availability of tissue samples for this
kind of analysis [r1]. Non-surgical approaches to tissue
sampling are required to increase the proportion of cases in
which tumor tissue is available for genetic examination. This is

the reason why some reports have focused on proving that it is
feasible to detect EGFR mutations in non-surgical specimens,
which is important, considering that most patients with lung
cancer have a disseminated stage of the disease at diagnosis. In
these studies, EGFR mutations have been detected, for
example, in effusion cell blocks [12] and blood samples [13].
Shih et al [14] reported that the presence of EGFR mutations on
needle aspiration samples from lung tumors correlates with a
better outcome in these patients. More recently, different
studies have demonstrated that EGFR mutations could be
detected in samples from metastatic lymph nodes obtained
using either transbronchial needle aspiration (TBNA) [15] or
endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle
aspiration (EBUS-TBNA) [16, 17], with the advantage in the
case of EBUS-TBNA that sampling can be repeated under direct
ultrasound visualization of the node.

In this review, we have investigated the usefulness of EBUS-
TBNA to obtain tissue samples from mediastinal and hilar
nodes to analyze EGFR gene mutations.

METHODS

Bibliographic search and selection of papers

For study purposes, a bibliographic search was conducted in
September 2009. The following medical databases were

AoRM 2010; 000:(000). Month 2010

www.s|m-respiratory.com



Annals of Respiratory Medicine

searched: MedLine; Cochrane Library Plus; National Health
Service Centre for Reviews and Dissemination. A common
search strategy was used for all these databases, employing
the terms (“‘endobronchial ultrasound” OR ‘“‘endobronchial
ultrasonography” OR “EBUS”) AND (‘“epidermal growth
factor receptor’” OR “EGFR”). No time limits were specified.
Only original papers in English were included.

RESULTS

Only two papers matched the selection criteria, and both of
them are included in this short review.

Patient characteristics and usefulness of EBUS-TBNA to
detect EGFR mutations

Patient characteristics are described in Table 1. Patients had
similar mean age in both studies, and most of them were
men. In the study by Nakajima and coworkers [16], all
patients had lung adenocarcinoma, whereas in the study by
Garcia-Olivé et al [17], 11 patients had unspecified non-small
cell lung cancer (NSCLC). In both studies, less than 10% of
the patients were in stage I or II. EBUS-TBNA detected lymph
node metastasis in 46 patients (100%) in the study by

Table 1. Patient Characteristics

Nakajima [16]  Garcia-Olive [17]

N 43 51
Age (years), mean (SD) 64 (20) 62.6 (9.1)
Gender (female), n (%) 13 (30) 10 (19.6)
Diagnosis, n (%)
Adenocarcinoma 43 (100) 40 (78.4)
Unspecified NSCLC o (0) 11 (21.6)
Stage, n (%)

1A 0 (0) 2 (3.9)

1IB 3 (6.9) 3 (5:9)

1IIA 19 (44.1) 19 (37:3)

111B 10 (23.2) 9 (17.6)

v 3 (6.9) 18 (35.3)

Recurrence 8 (18.6) o (0)

Lymph node metastasis by 46 (100) 36 (70.6)

EBUS-TBNA, n (%)

EBUS-TBNA sample with EGFR 43 (93.5) 26 (72.2)
analysis feasible, n (%)
EGFR mutation status, n (%)

Present 11 (25.6) 5 (9.8)
Exon 19 1(2.3) 2 (3.9)
Exon 21 10 (23.3) 3 (5.9)

Wild-type 32 (74-4) 46 (90.2)

NSCLC, non-small cell lung carcinoma; EBUS-TBNA, endobronchial ultra-
sound-guided transbronchial needle aspiration; EGFR, epidermal growth
factor receptor.

Nakajima et al [16], and in 36 (70.6%) in the study by Garcia-
Olivé et al [17]. Of these patients with lymph node metastasis,
it was feasible to perform an EGFR gene analysis of the
EBUS-TBNA sample in 43 out of 46 patients (93.5%) in the
study by Nakajima and colleagues [16], and in 26 out of 36
patients (72.2%) in the study by Garcia-Olive et al [17].

In the study by Nakajima et al [16] (Table 2), somatic
mutations of the EGFR gene were present in II patients
(25.6%), and in the other study (Table 3), five patients
presented the mutation (9.8%). In two of these five patients
(40%), a sample was obtained by real-time EBUS-TBNA. In
both studies, mutation occurred mainly on exon 21. No
mutations were detected in unspecified NSCLC patients in the
study by Garcia-Olivé and coworkers [17].

Safety of the procedure

No complications were described in either of the two
studies reviewed.

DISCUSSION

Since EGFR was first signaled as an interesting target for
cancer chemotherapy [18], numerous reports have demonstrated
that the presence of somatic mutations of the EGFR correlates
with a good response to TK inhibitors such as gefinitib [2—g] or
erlotinib [10]. And, since then, many studies have reported that
the analysis for mutations is made in smaller and smaller
samples [19], and EGFR mutations have been detected in pleural
effusion [12], serum [13], or needle aspiration samples, either
transthoracic [14] or endobronchial [1-17].

Our objective in this review was to asses the usefulness of real-
time EBUS-TBNA for obtaining tissue samples from mediastinal
and hilar nodes to analyze EGFR gene mutations. Real-time
EBUS-TBNA is a relatively new technique, which consists of the
performance of transbronchial needle aspiration under direct
ultrasound visualization of mediastinal and hilar nodes. Since it

Table 2. Patients with EGFR Mutations (Nakajima) [16]

Patient (yiffs) Gender Pathology Mutation exon

1 70 Female Adenocarcinoma 21 (L858R)

2 69 Female Adenocarcinoma 19 (E746-A750del(2236—
2250del))

3 66 Female Adenocarcinoma 21 (L858R)

4 8o Female Adenocarcinoma 21 (L858R)

5 64 Female Adenocarcinoma 21 (L858R)

6 67 Female Adenocarcinoma 21 (L858R+ L361V)

7 44 Male  Adenocarcinoma 21 (L858R)

8 63 Male Adenocarcinoma 21 (L858R)

9 45 Male  Adenocarcinoma 21 (L858R)

10 54 Male  Adenocarcinoma 21 (L858R)

11 71 Male Adenocarcinoma 21 (L858R)

EGFR, epidermal growth factor receptor.
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www.slm-respiratory.com



Detection of EGFR mutations using EBUS-TBNA

Table 3. Patients with EGFR Mutations (Garcia-Olivé) [17]

Patient (ylszs) Gender Pathology Mutation exon

1 62 Male Adenocarcinoma 21(L858R)

2 47 Female Adenocarcinoma 21(L858R)

3 69 Male Adenocarcinoma 19 (745-750+ inserC g bp)
4 70 Female Adenocarcinoma 21(L858R)

5 71 Male Adenocarcinoma 19 (751-759+ inserA 24 bp)

EGFR, epidermal growth factor receptor.

was first reported in 2004 [20], many studies have demonstrated
its usefulness in staging and diagnosing lung cancer [21-23],
diagnosing mediastinal disease of unknown etiology [24], and
the two reviewed articles, which have focused on analyzing
EGFR mutations [16, 17]. The increase in the number of
applications of this technique, and the fact that it has
demonstrated its effectiveness and safety [25], makes it a very
interesting tool for pulmonologists and/or thoracic surgeons.

These two articles have many aspects in common. First, the
patients have similar mean age and are mainly man. Second,
very few patients (in fact less than 10% in both papers) are in
stage I or II. And last, in those patients in whom mutation
was present, it was settled in exon 21, which is not in line
with later findings by other groups [10].

At the same time, these papers differ in a few points. To
start with, in the work by Nakajima and colleagues [16], only
patients with adenocarcinoma were included, whereas in the
paper by Garcia-Olivé et al [17], they also included unspecified
NSCLC. And second, prevalence of EGFR mutations is slightly
higher in the study by Nakajima and colleagues (25.6%) [16]
than in the study by Garcia-Olivé et al (9.8%) [17].

There are two possible explanations for this finding. First,
as stated said Garcia-Olive et al [17] included patients without
well-differentiated adenocarcinoma, and no mutation was
detected in any of these patients, which could be justified by
the small number of patients and the fact that EGFR
mutations are more often found in adenocarcinomas than
in NSCLC [4]. Second, patients in the study by Nakajima et al
[16] were Asian, whereas in the study by Garcia-Olive and
colleagues [17], patients were Caucasian, and it is widely
accepted that mutations are more frequent in never smokers,
adenocarcinoma, women, and the Asian population.

To the best of our knowledge, there are no other studies
with regard to EBUS-TBNA and EGFR gene mutations or
other genetic changes that could be useful for customizing
treatment, but hopefully these two articles will not be the last
for, as the future will lead to individualized treatment in
NSCLC [26], minimally invasive and safe techniques will be
needed to obtain tissue samples.

CONCLUSION

The presence of somatic mutations of the EGFR gene in
patients with NSCLC correlates with a good response to TK
inhibitors.

Samples obtained by EBUS-TBNA in these patients are
suitable for the detection of EGFR mutations. EBUS-TBNA is
a non-surgical safe technique, which can be useful to avoid
the performance of surgical procedures to obtain samples in
which genetic studies can be performed. However, it requires
further validation in larger groups of patients.
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Abstract

Linear endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle aspiration (EBUS-
TBNA) is a recently introduced technique which allows needle aspiration under real-
time ultrasound visualization of the node. Although it has been demonstrated as a

useful tool in mediastinal staging of lung cancer, it is not used in most institutes
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Introduction

Transtracheal needle aspiration (TTNA) and transbronchial
needle aspiration (TBNA) have been used to assess media-
stinal nodes in patients with lung cancer for more than 30
years."” Most studies have reported sensitivity over 50% with
specificity near to 100% when this technique is performed to
detect mediastinal lymph node metastases in patients with
bronchogenic carcinoma.*® Nevertheless, this sensitivity
depends on the location of nodes (it is higher for subcarinal
and right paratracheal nodes),”'® and on nodal size, and is
especially high in nodes with a diameter greater than
20 mm.>"" Due to this variability in sensitivity this technique
is underused, being used by only 30% of pulmonologists who
perform respiratory endoscopy.'>"”

Radial endobronchial ultrasound (EBUS) allows visualiza-
tion of mediastinal and hilar nodes during TTNA or TBNA,
and this has lead to an increase in sensitivity, up to 80% when
this new technique is used, as it is possible to obtain a radial

worldwide. Our aim with this report is to share our experience using EBUS-TBNA
and to make a short review of the literature. We performed a short review on the
existing literature on this technique, paying special attention to our experience in
this field. EBUS-TBNA has shown to be useful and safe in detecting metastatic medi-
astinal and/or hilar lymph nodes in patients with lung cancer. It is also useful as a
diagnostic tool in other pathological conditions.

ultrasonographic image of the location of the node previous
to its punction.'*"

Subsequently, the emergence of linear EBUS has allowed
the performance of TTNA and TBNA under real-time ultra-
sound visualization of the node, which makes punction more
precise and permits sampling nodes in radiologically normal
mediastinum.'""®

Recently, two review articles have assessed the usefulness
and safety of EBUS-TBNA in detecting metastatic mediasti-

nal lymph nodes in patients with lung cancer.'**

Procedure

EBUS consists of a flexible bronchoscope with a distal curved
linear probe (Fig 1) that allows ultrasonic imaging and is
capable of producing linear parallel scans of the mediastinal
and peribronchial tissues. This bronchoscope has a working
channel suited to TBNA under direct ultrasound visualiza-
tion. Local anesthesia and sedation are achieved using a

Thoracic Cancer 1(2010) 23-27 © Tianjin Lung Cancer Institute and Blackwell Publishing Asia Pty. Ltd 23
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o

Figure 1 Distal curved linear probe.

topical lidocaine spray and intravenous midazolam, as rec-
ommended.*"* Mediastinal (subcarinal [Fig 2], aortopulmo-
nary window, right and left paratracheal [Figs 3, 4] and hilar
[Fig 5]) lymph nodes can be explored with the bronchoscope
positioned in the trachea or main bronchus, and diameters
can be measured. Nodes with a short axis diameter greater
than 3 mm detected during the procedure can be sampled'®
under direct ultrasound visualization with a specially
designed 21- or 22-gauge cytology needle and rapid on-site
cytological examination is performed. All reachable nodes in
N3 regions are sampled first, followed by nodes in N2 and N1
regions, until a positive result for malignancy is attained. The
obtained material is fixed with 95% ethanol, stained with
hematoxylin-eosin and labeled according to whether it had
been extracted from a normal node with lymphocytic cells
or from a metastatic node with groups of neoplastic cells.

oF8 0.51cm
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Figure 2 Endobronchial ultrasound of subcarinal node.
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Figure 3 Endobronchial ultrasound of right paratracheal node.

Aspirates containing insufficient material are considered
unsatisfactory, and in such cases we repeat the procedure up
to three times.”

Safety

No complications related to the procedure arose during its
performance or in the following 48 hours in any of the
patients studied in our institution. This is in keeping with
what has been reported previously in review articles.'”
According to the literature possible complications could be
pneumothorax,” hypoxemia,” agitation,”® cough,** and
presence of blood at the punction site.”” Nevertheless, these
complications are extremely rare.

088 0.87cm

2006Jun14 09:43

Figure 4 Endobronchial ultrasound of left paratracheal node.

24 Thoracic Cancer 1(2010) 23-27 © Tianjin Lung Cancer Institute and Blackwell Publishing Asia Pty. Ltd



I. Garcia-Olivé et al.

088 0.74cm

(%3
PR

6

4.0
cm

2007May07 09:24

Figure 5 Endobronchial ultrasound of hilar node.

EBUS in lung cancer staging

Since 2003, numerous studies on lung cancer staging have
been published."*'®***>?>* In these studies, EBUS-TBNA
demonstrated very high sensitivity and specificity. In
some of these studies the authors compare EBUS-TBNA
with other staging methods, such as computed tomography
(CT) or CT-positron emission tomography, showing
higher sensitivity and specificity than these imaging
techniques.™

Another interesting aspect of EBUS-TBNA is that it is pos-
sible to sample nodes of less than 1 cm in size, which would
not have been detected by imaging techniques.'®"

The principal limitation of EBUS-TBNA is that it is not
possible to visualize and sample prevascular and lower nodes
(stations 5, 6, 8 and 9).*> In our experience, it has been
possible to visualize and sample station 5 under certain con-
ditions, especially when there are large nodes.

Unfortunately, there is no evidence that ultrasonographic
features of mediastinal lymph nodes (features such as size or
echographic heterogeneity) can predict malignancy, so it is
necessary to sample all lymph nodes, especially those that
are larger and rounder,” sampling N3 regions first and,
if these punctions do not show malignancy, N2 and N1
regions.

Our experience using this technique is good. We have
found that EBUS-TBNA allowed detected enlarged nodes in
about 30% of patients with normal mediastinum in CT
scan, showing malignancy in 25%." Additionally, in our
previous report, it was not necessary to perform a mediasti-
noscopy in more than half of our patients,'® which meant a
reduction of surgical complications and of economical cost
due to the fact that hospitalization was not required.

A useful and safe technique for the study of the mediastinum

EBUS as a diagnostic tool

Although most reports have focused on EBUS in lung cancer
staging, some authors have reported that EBUS-TBNA is a
useful technique for diagnosing lymphoma,” sarcoidosis,’**
tuberculosis,” and lung cancer.’®*

Endoscopic ultrasonography and EBUS

It has been reported that the combination of endoscopic
ultrasonography (EUS) and EBUS allows near complete,
minimally invasive mediastinal staging in patients with lung
cancer, and that it can be helpful in avoiding mediastinoscopy

in some cases.?*>%

Conclusion

EBUS-TBNA has shown to be useful and safe in detecting
metastatic mediastinal and/or hilar lymph nodes in patients
with lung cancer, even in those with radiologically normal
mediastinum. It can also be useful as a diagnostic tool in other
mediastinal diseases. The combination of EUS-TBNA and
EBUS-TBNA can sample nearly the whole mediastinum; this
could lead to a decrease in the number of mediastinoscopies
performed.
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