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RESUM

El cancer de pulmo6 ¢€s la neoplasia més prevalent i la primera causa de mort a nivell
mundial per cancer. Es molt important poder fer un diagnostic precog i una minuciosa
estadificacid per conéixer 1’extensié de la malaltia. Quan la malaltia esta confinada al
torax, I’abordatge dels ganglis mediastinics és de crucial importancia i de gran

dificultat.

Aquesta tesi doctoral avalua la informacié obtinguda de técniques no invasives i

semiinvasives en |’estadificacié mediastinica en el cancer de pulmod.

En el primer treball s’avalua el punt de tall del SUVmax en la PET que permet sospitar
disseminacid mediastinica previ a 1’estadificacio histologica i valora altres marcadors no
influenciats per la variabilitat entre centres. També¢ s’analitza si aquests parametres de la
PET ens permeten millorar la seleccid de técniques pel mostreig posterior. L’estudi
permet determinar que un punt de tall de 4 en el SUVmax dels ganglis mediastinics €s
predictor de malignitat (OR 10.68, 95% IC 2.98-14.69), sent la precisio diagnostica 1 el
VPN > 70%. A més, un valor del quocient SUVmax dels ganglis mediastinics/SUVmax
del tumor > 0.4, és un bon predictor de malignitat en els ganglis del mediasti (OR 6.62,
95%IC 2.98-14.69) permetent homogeneitzar els resultats entre centres. La sensibilitat 1
el VPN de ’EBUS-TBNA van ser inferiors al 90%, independentment del resultat de la
PET. Per tant, si el resultat de ’EBUS-TBNA ¢és negatiu (a excepcio de tumors < 3cm)
1 el quocient SUVmax tumor/SUVmax mediasti < 0.4, cal realitzar técniques

complementaries.
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En el segon treball s’avaluen els falsos negatius de ’EBUS-TBNA en I’estadificaci6 del
mediasti. L’estudi estableix que el 15% de falsos negatius de la técnica disminueix fins
al 3% quan el mostreig es realitza en tres estacions ganglionars. Per tant, el principal
determinant per minimitzar resultats falsos negatius en els territoris accessibles per la
técnica és 1’exhaustivitat en 1’obtencid de la mostra en les tres estacions ganglionars. No
obstant, en el cas dels territoris ganglionars no accessibles per EBUS-TBNA els falsos negatius
estan relacionats amb la localitzacié del tumor a pulmé esquerre, el que fa recomanable la
utilitzaci6 de técniques complementaries per millorar el mostreig en els tumors del pulmo

esquerre.

Finalment, en el tercer treball s’avalua la relacié entre I’estat de metilacio dels gens p16,
DAPK, RASSFla, APC 1 CDHI13 en la mostra obtinguda dels ganglis per EBUS-
TBNA 1 I’estadificacio 1 el pronostic de la malaltia. Es conclou que PEBUS-TBNA
proporciona mostres adequades per fer bloc cel-lular en més de la meitat dels pacients
per ’estudi epigenétic. La metilacio dels gens APC 1 pl6 en pacients amb CPNCP esta

associat amb estadis avancats 1 en pitjor supervivéncia als sis mesos.
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SUMMARY

Lung cancer is the world’s most widespread neoplasm and the main cause of death from
cancer worldwide. An acurate lymph node evaluation is mandatory in pacients with

lung cancer who do not present distant metastasis at their first examination.

This thesis is a compilation of three articles that investigate the contributions of
noninvasive and semi-invasive techiques in the mediastinal stage of lung cancer. The
first study evaluated the SUVmax value that proved to be a good predictor of
mediastinal dissemination and identified other parameters which are not influenced by
the variability between centers. In the multicenter study performed, a SUVmax in
mediastinal lymph nodes above 4 showed an accuracy and a VPN greater than 70% in
mediastinum staging (OR 10.68, 95% CI 2.98-14.69). A ratio SUVmax of mediastinum
lymph nodes/SUV max of the tumour > 0.4 was also a good predictor for malignancy
(OR 6.62, 95% CI 2.98-14.69). This factor allowed the homogenization of the results
between centers. Regardless of PET’s results, EBUS-TBNA sensitivity and EBUS-
TBNA negative predictive value were below 90%. Consequently, if EBUS-TBNA’s
results are negative (except in tumor < 3 cm) and SUVmax mediastinum/SUVmax

tumor < 0.4, complementary techniques should be performed.

The second study focused on false negative results of endobronchial ultrasound-guided
trasnbronchial needle aspiration (EBUS-TBNA) in the staging of mediastinal lymph
nodes. The study stablished that the 15% of false negative results of the technique were
lowered to 3% when the sampling is obtained from the three lower tracheal mediastinal
stations. Therefore, the main factor in minimizing false negative results in stations

reacheable by endobronchial was associated with the extensiveness of sampling these
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three mediastinal stations. On the other hand, in case of involvement of non-accessible
stations to EBUS-NA, the foremost determinant of a false negative result was the

location of the main tumor in the left lung.

Finally, the third study evaluates the relationship between methylation status of pl6,
DAPK, RASSF1la, APC and CDHI13 genes in lymph nodes sampled by EBUS-TBNA,
tumor staging and prognosis of the disease. EBUS-TBNA allowed to obtain cell blocks
of the lymph nodes in more than 50% of the patients, to perfom an epigenetic study.
Methylation of pl16 and APC genes in NSCLC patients was associated with advanced

staging and lower six month survival.
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1. INTRODUCCIO
1.1 Epidemiologia

El cancer de pulmé (CP) és la neoplasia més freqiient a nivell mundial des del 1985 (1),
1 s’estima que hi van haver 1.8 milions de nous casos al 2013, el 58% en regions en vies
de desenvolupament (2). La seva incidéncia ha augmentat a nivell mundial un 51% des
del 1985 (44% en homes i 76% en dones) (1). Es la primera causa de mortalitat per
neoplasia en tot el mon (1.64 milions de morts anuals) (2). A nivell europeu, el CP va
ser el quart en freqiiencia després del cancer de mama, el colonorectal i el de prostata
respectivament i el més mortifer amb 353.000 morts anuals durant el 2012 (3). En el

nostre pais, en el 2013 es van diagnosticar 26715 nous casos (4, 5).

La supervivencia als cinc anys varia considerablement en funcid del’estadificacio en el
moment del diagnostic: 52.2% per la malaltia localitzada, 25% en cas de malaltia
regional i finalment 4% en cas de malaltia disseminada. Malauradament, només el 15%

dels casos, en el moment del diagnostic tindran malaltia localitzada.

1.2 Etiologia

L’etiologia del CP depén de dos factors: 1’exposicid a agents carcinogens i la
susceptibilitat individual. El fum de tabac és el principal agent responsable 1 s’estima
que es podria evitar fins a un 20% de la mortalitat de tots els cancers a nivell mundial si

s’eliminés el seu consum (6).

El CP és el cancer més freqiientment associat a 1’exposicid ocupacional (7, 8).
L’exposicié al fum del tabac i 1’asbest son factors de risc independents que en

combinaci6 provoquen una actuacio sinergica augmentant el risc relatiu 59 vegades (9).
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Els hidrocarburs policiclics aromatics dels combustibles contribueixen a la
contaminacio de I’aire 1 es relacionen per aquesta via amb la carcinogeénesi. A més, les
dades obtingudes de I’American Cancer Society Prevention Study II apunten que per
cada augment de 10g/m’ de concentraci6 de particules fines s’incrementa en un 14% el

risc de desenvolupar CP (7).

Tot i que I’exposicio al fum del tabac és 1’agent causal més important per desenvolupar
CP, menys del 20% de fumadors presentaran al llarg de la seva vida aquest cancer.
Aquesta situacid suggereix que probablement existeix una susceptibilitat genctica de
cada individu. Sembla haver-hi també una certa agregacié familiar. Una metaanalisi de
41 estudis de casos i controls i de cohorts va demostrar que existeix una associaciéo (OR
1.63 95% CI, 1.3-2.01) entre la historia familiar 1 el CP, que augmenta de manera
significativa el risc de desenvolupar la malaltia quan ha afectat préviament a 2 0 més

familiars (OR 3.6; 95% CI, 1.7-3.8) (10).

1.3 Classificacio histologica del cancer de pulmo

El CP es desenvolupa a partir de les cel-lules epitelials respiratories i classicament es
divideix en dos tipus histologics ben diferenciats, el cancer de pulmd cel-lula petita
(CPCP) i el cancer de pulmd no cel-lula petita (CPNCP), amb una prevalenca del 20% i

80% respectivament.

En el 2015 la Organitzaci6 Mundial de la Salut (OMS) modifica 1’estadificacio
histologica del carcinoma de pulmo vigent, diferenciant entre CPNCP i1 carcinoma de

pulmé d’origen neuroendocri.
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El carcinoma de pulmé d’origen neuroendocri agrupa els subtipus carcinoide tipic,
carcinoide atipic, cancer de pulmo6 cel-lula petita (CPCP) 1 carcinoma neuroendocri de
cel-lula gran; i el CPNCP agrupa els subtipus adenocarcinoma, carcinoma escatds i

carcinoma de cel-lula gran (11).

1.3.1 Tumors neuroendocrins

Les cel-lules neuroendocrines deriven de cel-lules pluripotencials i es caracteritzen per
produir neurotransmisors i no realitzar sinapsis. Els tumors neuroendocrins representen
entre el 20 al 25% del CP compartint els mateixos trets morfologics i
immunohistoquimics. Tenen en comu marcadors neuroendocrins com la cromogranina
A, la sinaptofisina i el CD56. Cal destacar que donat que I’index de proliferacio
cel-lular esta relacionat amb el pronostic, els tumors neuroendocrins es diferencien en
tres grups, els tumors neuroendocrins de baix grau, que inclouen el carcinoide tipic 1
tenen millor pronostic, els de grau mig amb el carcinoide atipic 1 finalment amb els d’alt
grau que inclouen al CPCP 1 el carcinoma neuroendocri de cél-lula gran, amb pitjor

supervivéncia.

1.3.1.1 Carcinoma de pulmé cel-lula petita (CPCP)

En series recents el CPCP ha suposat una mica més del 10% del total dels CP (12). Més
del 95% dels casos estan associat al tabaquisme. Destaca pel seu rapid creixement i la
seva afectacid més central. Presenta bona resposta tant a la quimioterapia com la
radioterapia, perd desenvolupa rapidament resisténcia al tractament, presentant una

supervivencia als 2 anys de menys del 10% en pacients amb malaltia disseminada (11).
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El CPCP histologicament presenta cel-lules petites (aproximadament dos vegades el
tamany d’un limfocit) amb escas citoplasma i nucleol absent. Presenta una alta taxa de
mitosi, d’apoptosi i d’important necrosi. Els marcadors immunohistoquimics poden
ajudar a fer el diagnostic, sent positius per sinaptofisina, cromogranina A 1 CD56. A
diferéncia dels tumors carcinoides, presenta un 1’alt index de ki-67, del voltant de 70-

100% (13, 14).

1.3.2 Cancer de pulmo no cél-lula petita (CPNCP)

Aquest tipus histologic representa el 80% del CP. Els CPNCP es classifiquen
histologicament en adenocarcinoma, carcinoma escatds i carcinoma de cel-lules grans.
En els ultims anys la subclassificacié histologica i les técniques inmunohistoquimiques

del CPNCP han esdevingut indispensable pel tractament amb dianes terapeutiques.
1.3.2.1 Adenocarcinoma pulmonar

Es el tipus histologic més freqiient sent més del 50% del CPNCP. Esta constituit per
cel-lules grans amb citoplasma abundant. Forma estructures glandulars sovint amb
material mucinds. Pot existir en un mateix tumor més d’un patré morfologic. Els seus
marcadors immunohistoquimics son TTF1 i la Napsina-A amb un sensibilitat superior al

80%.

Degut a la seva heterogeneitat en els patrons histologics es poden diferenciar diferents
subtipus de lesions (Taula 1). En la nova classificacio del 2012 es contemplen les
lesions preinvasives, diferenciant-se la hiperplasia adenomatoidea atipica (HAA) amb

tamany menor de 0,5 cm 1 I’adenocarcinoma in situ (AIS) amb un tamany menor de 3
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cm, creixement purament lepidic i sense invasio de I’estroma. L’ AIS es subclassifica en

no mucinds, mucinds i mixte.

L’adenocarcinoma minimament invasiu (AMI) és un tumor amb patré predominantment
lepidic amb un tamany de < 3 cm i amb invasié de menys de 5 mm de I’estroma
miofibroblastic. No presenta invasi6é limfatica, vascular ni pleural ni conté necrosi
tumoral. El tumor presenta una supervivencia als cinc anys al voltant del 100% després

del tractament.

L’ adenocarcinoma pulmonar invasiu (> 5 mm d’invasid) representa al voltant del 70-
90% dels casos en que es realitza resseccid quirurgica (Taula 1). Habitualment els
tumors tenen una morfologia mixta i es classifiquen segons el subtipus morfologic

predominant, sent el més prevalent i el de millor pronostic el que presenta patrd lepidic

(15).

Table 1 Recommended nomenclature for reporting pulmonary adenocarcinoma and related lesions in surgical resection specimens and the
equivalent nomenclature for use in small diagnostic samples

Adenocarcinoma diagnosis nomenclature in surgical resection

specimens Adenocarcinoma diagnosis nomenclature in small samples (biopsy and cytology)
Atypical adenomatous hyperplasia (AAH) “Atypical bronchioloalveolar proliferation’.
AAH diagnosis not possible in small samples
Adenocarcinoma in situ (AIS) ‘Lepidic pattern adenocarcinoma’ on biopsy.
In situ disease can be neither confirmed nor assumed
Minimally invasive adenocarcinoma (MIA) *Adenocarcinoma’.

MIA not possible in small samples
Depending on sample, lepidic or other patterns may be seen (see below)

Invasive Adenocardinoma Adenocarcinoma’.!
Lepidic predominant Depending on sample, pattern may be seen, but the reliability of this observation is
Acinar predominant unknown.
Papillary predominant ‘Non-small-cell carcinoma, probably adenocarcinoma’ (after predictive IHC)
Micropapillary predominant Some cases will remain ‘NSCLC-NOS’ if IHC is not predictive
Solid (with mucin) predominant

Adenocarcinoma variants *Adenocarcinoma’
Invasive mucinous™ Variant histology may be seen and pattern described in small samples, but reliability
Colloid pattern unknown.
Enterict Be aware of possible extrapulmonary metastases mimicking these

Foetal (low and high grade)

Signet-ring cell and clear cell features no longer indicate variants. They are simply cellular changes, not unigue to adenocarcinoma, worthy of mention in the report. The possibility of
metastatic disease should be considered. Signet-ring cells raise possibility of ALK gene g

*Formerly known as mucinous BAC, these lesions are nearly always multifocal, with distinct radiological features mimicking pneumonia.

1A rare tumour with an IHC phenotype identical to colorectal carcinoma. Clinicopathological correlation is required for diagnosis.

BAC, bronchioloalveolar carcinoma; IHC, immunohistochemistry; NSCLC, non-small-cell lung carcinomas.

Taula 1. Nova classificacié de I’ Adenocarcinoma pulmonar (15)
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Les guies IASLC/ATS/ERS recomanen en 1’adenocarcinoma integrar la informacio
molecular per completar el diagnostic i per tal de valorar tractament dirigit. En uns dos
ter¢os de casos s’objectiva alguna alteracio molecular en el tumor, i €s molt important
recon¢ixer biomarcadors que permetin seleccionar el tractament en els subgrups de

pacients amb adenocarcinoma (15).

1.3.2.2 Carcinoma escatos

El carcinoma escatés o epidermoide és el segon en freqliencia després del
adenocarcinoma, sent el 30-40% del CPNCP (16). Morfologicament consisteix en
cel-lules grans amb citoplasma abundant i nucli hipercromatic. N'existeixen tres
variants: queratinitzants, no queratinitzants i basaloides. En el cas de les formes no
queratinitzants o poc diferenciades és molt important la immunohistoquimica a fi de
diferenciar-les de 1’adenocarcinoma. El carcinoma escatds presenta positivitat per p40,
sent el marcador més especific i sensible, que s’identifica al voltant del 100%. També
son positius en aquest subtipus altres anticossos com p63 (sensibilitat 92-99% i

especificitat 74-96%) 1 citoqueratina 5/6 (11).

1.3.2.3 Carcinoma cel-lula gran

Representa un 2% dels CPNCP. Presenta cel-lules de mida gran amb morfologia,
arquitectura 1 immunohistoquimica no compatible amb carcinoma c¢l-lula petita,

escatos o adenocarcinoma (11).
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1.4 Classificacio TNM

El sistema d’estadificacié anatomica més utilitzat és el TNM. Aquest sistema fa
referéncia a I’extensié anatomica del tumor primari (T) que ve determinat pel seu
tamany, localitzacié i per les estructures anatomiques que invaeix; 1’afectacio dels
ganglis limfatics regionals (N) i la preséncia de disseminacié a distancia del tumor
primari o metastasi (M). El TNM no inclou informacié molecular del tumor. D’aquesta

manera se'n determinen diferents estadis (estadi I fins estadi IV).

El sistema TNM combina les caracteristiques de cada tumor per assignar-hi una
estadificacidé que es correlaciona amb la supervivéncia i1 esta vinculada a les
recomanacions per al tractament. L’objectiu d’aquest métode d'estadificaci6 és aportar
informaci6 descriptiva de 1’extensié neoplasica facilitant la presa de decisions en el

tractament 1 una guia pel pronostic de la malaltia.

Fins 2016 es va utilitzar la 7a edicié del TNM creada per la International Association
for the Study of Lung Cancer (IASLC) (17) perd actualment ja se’n ha creat una nova
versio, concretada en la 8a edicid (18). Els estudis realitzats en aquesta Tesi Doctoral
s’han realitzat tenint en compte la setena edicid que era la que estava vigent en el

moment de realitzar el treball (Taules 2 1 3).

Per tal de crear la 8a edici6 del sistema s’ha desenvolupat una base de dades amb
aproximadament 95000 pacients amb CP que han estat diagnosticats i tractats en 16

paisos diferents.

En la nova edici6 s’emfatitza i es dona molta importancia a la mida del tumor ja que té

un impacte pronostic significatiu. Aixi doncs, el limit dels 3 cm de tamany tumoral
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continua separant els tumors T1 de T2, pero es distingeixen diverses categories
compreses entre 1 cm 1 5 cm segons la mida. Es subclassifica en T1a els tumors de < 1
cm, T1b en tumors amb tamany entre 1-2 cm i Tlc en tumors entre 2 1 3 cm. Els T2 es
subclassifiquen en T2a aquells compresos entre 3 14 cm 1 T2b els tumors entre 41 5 cm
de tamany. No hi ha canvis respecte el T3 1 T4 respecte I’edicio anterior, sent T3
aquells tumors de > 5 cm 1 < 7 cm de mida i T4 el tumors superiors a 7 cm. Per altra
banda, el pronostic dels tumors classificats per la seva extensio enbronquial a menys de
2 cm de la carina, sense invasio de la carina, és similar a la dels tumors localitzats a més
de 2 cm de carina i per tant, es reclassifiquen com a T2. Tampoc hi ha diferéncia de
superviveéncia en tumors que provoquen una atelectasia o pneumonitis total comparat
amb la parcial, reclassificant-se també com a T2. Finalment, aquells tumors amb

afectacio diafragmatica es reclassifiquen com a T4.

En quant a I’afectacid ganglionar, no hi ha canvis descriptius pero es recomana indicar
si hi ha afectacié només d’una estaci6 o de multiples estacions, ja que en aquest segon

cas empitjora la supervivencia.

Finalment, en quant a la malaltia disseminada, es diferencien en si 1’afectaci6d és
intratoracica (M1a), extratoracica unica (M1b) o multiple (M1c) ja que en el cas de

disseminacid extratoracica multiple s’observen diferéncies significatives en el pronostic

(18).
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T: Tumor primari

Tx
TO No evidéncia de tumor primari
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor <3 cm de diametre major sense evidéncia d’invasi6 del bronqui lobar
Tla Tumor <2 cm de diametre major
T1b Tumor > 2 cm pero < 3cm de diametre major
T2 Tumor > 3 cm pero < 7 cm de diametre major o tumor que presenti:
afectacio de bronquis principals sense afectar a carina (distant a > 2cm carina),
invasio a pleura visceral, preséncia d’atelectasia/ pneumonitis distal extenent-se
des de la regio hiliar i afectant parcialment el pulmo.
T2a Tumor > 3 cm pero < 5 cm de diametre major
T2b Tumor > 5cm pero < 7 cm de diametre major
T3 Tumor > 7 cm de diametre major

Nodul(s) tumoral(s) en el mateix lobul que el tumor primari

Tumor a bronqui principal sense afectar a carina (distant <2 cm de carina)

Invasié directa de qualsevol de les segiients estructures: paret toracica (incloent pleura
parietal i tumors del sulcus superior), diafragma, nervi frénic, pericardi parietal.
Preséncia d’atelectasia/pneumonitis distal extenent-se des de la regio hiliar i afectant
totalment el pulmd

T4 Nodul(s) tumoral(s) separat del tumor primari en un lobul diferent al pulmé homolateral
Invasio d’alguna de les segiients estructures: mediasti, cor, grans vasos, traquea, nervi
recurrent laringi, esofag, cos vertebral i carina

N: Afectaci6 ganglionar

Nx Ganglis limfatics regionals que no es poden avaluar
NO No metastasi en ganglis regionals
N1 Metastasi en ganglis ispilaterals peribronquials i/o hiliars i gangli intrapulmonars, incloent

afectacio per extensio directa.

N2 Metastasis mediastiniques ipsilaterals i/o subcarinals

N3 Metastasis ganglionars contra laterals mediastiniques, hiliars contralaterals, escaleniques
ipsilaterals o contralaterals o afectaci6 supraclavicular.

M: Metastasi a distancia

MO

No metastasi

M1
Mla

Mi1b

Preséncia de metastasi

Nodul (s) en pulmé contra lateral, tumor amb nddul (s) pleural o pericardics o vessament
pleural o vessament pericardic

Metastasi a distancia

Taula 2. Classificacié del TNM-estadis de la IASLC (7a edici6). Descriptors TNM. (17)

Estadi T N M
Carcinoma ocult Tx NO MO
IA Tla-T1b NO MO
IB T2a NO MO
ITA Tla-T1b N1 MO
T2a N1 MO
T2b NO MO
T2b N1 MO
1B T3 NO MO
T1-T2 N2 MO
1A T3 NI1-N2 MO
T4 NO-N1 MO
T4 N2 MO
I8 Qualsevol T N3 MO
v Qualsevol T Qualsevol N Mla-Mlb

Taula 3. Classificaci6 TNM-estadis de la IASLC (7a edici6). Agrupacié d’estadis. (17)
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1.5 Estadificacio mediastinica

Una estadificacié ganglionar mediastinica precisa €s de crucial importancia en malaltia
no disseminada ja que pot condicionar una opcid quirtrgica curativa. Per a la seva

realitzacié disposem de técniques d’imatge, proves semiinvasives i invasives.

L’American College of Chest Physicians (ACCP) estableix per troballes en la TAC,

quatre grups a partir de la relacio entre el tumor primari i I’afectacié mediastinica (19).

El primer grup (grup A) presenta infiltraciéo mediastinica envoltant vasos 1 bronquis sent
impossible distingir entre el tumor 1 els ganglis afectats; en aquest cas la disseminacio
mediastinica s’accepta només amb les troballes en la TAC i al tractant-se d’estadi III
només cal confirmaci6 histologica de la malaltia sense ser necessari 1’estadificacio del
mediasti. En el segon grup (grup B) es pot diferenciar entre tumor i ganglis sent sempre

obligatori la confirmaci6 histologica de 1’afectaci6 mediastinica.

Els grups C i1 D tenen ganglis mediastinics de tamany normal en la TAC. En el grup C
els pacients presenten tumor central (tumor en el ter¢ proximal del hemitérax) o sospita
de N1, sent la probabilitat d’infiltracid6 N2/N3 relativament alta (20-30%), 1 per tant la
confirmaci6 histologica és imprescindible. Finalment els pacients del grup D presenten
tumor periferic (tumor en els dos tercos externs del hemitérax) 1 no caldra fer més
estudis per valorar el mediasti perque la probabilitat de malaltia a distancia o invasio

mediastinica és baixa (19).

La guia de I’European Society of Thoracic Surgeons recomana realitzar també 1’estudi

invasiu del mediasti en aquells pacients amb tumor primari > 3 c¢m tot i una prova
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d’imatge amb el mediasti normal (TAC i PET o PET-TAC) donada la alta probabilitat

de N2 oculta (20).

1.5.1. Tecniques d’imatge

1.5.1.1 Tomografia axial computeritzada (TAC) de torax

La TAC de torax amb contrast que inclou talls d’abdomen superior €s la primera prova
a realitzar quan hi ha sospita de CP per valorar el mediasti ja que permet avaluar la
mida 1 la localitzacio dels ganglis mediastinics. Tot i que no es disposa d’un consens
ferm, es determina que els ganglis son patologics quan el seu diametre menor és > 1 cm
(19). La sensibilitat, especificitat i el valor predictiu positiu (VPP) de la TAC en la
identificacié d’adenopaties mediastiniques metastasiques en estudis amb prevalenca de

malaltia mediastinica del 30%, va ser del 55%, 81% 1 58% respectivament (19).

1.5.1.2 La tomografia per emissio de positrons (PET)

La PET és una prova d’imatge que es basa en detectar i1 analitzar la distribucidé que
adopta a D’interior del cos un radiofarmac marcat que emet positrons, en el nostre cas un
analeg de la glucosa, la 2-fluoro-2-desoxi-D-glucosa (FDG). Ens permet detectar
I’activitat metabolica de les cel-lules neoplasiques que mostren una alta captacid i un

augment de glicolisis comparades amb les cel-lules sanes del teixit circumdant.

En la interpretaci6 de la prova es realitza, per una banda una valoracid subjectiva
mitjancant una analisi visual considerant-se patologica tota captacié del FDG que no es
correspongui amb una captacidé fisiologica del radiofarmac, en relacid6 amb les
estructures de referéncia com el mediasti i la regi6 homologa contralateral. Per altra

banda, es fa una valoraci6 semiquantitativa determinant el valor estandarditzat de

33



captacid maxima (SUVmax) que es defineix pel quocient entre la concentracié del FDG

en el tumor i la dosis injectada dividit pel pes corporal.

El SUVmax es pot veure alterat per diferents factors independentment del metabolisme
intrinsec del tumor que fan que la seva reproductibilitat sigui variable. Alguns factors
que l'afecten son entre altres les diferents cases comercials de 1’aparell, D’interval de
temps entre la injecci6 del radiofarmac i la realitzaci6 de la prova d’imatge, i els nivells
de glucosa en plasma que competeixen amb el FDG en la captacido de les cel-lules
neoplasiques. Els nivells d’insulina, el pes corporal del pacient i el moviment del
pacient també influeixen en el valor, i tenen també una rellevancia important els

algoritmes de reconstruccio radiologica i les variables d’atenuacio utilitzades (21).

S’han realitzat diferents estudis per establir el poder predictiu del SUVmax per
identificar disseminacié de la malaltia als ganglis limfatics del mediasti, establint-se
diferents punts de tall compresos entre 2.5 a 5.3 (22-24). Cal puntualitzar que existeix
una variabilitat entre diferents centres en aquesta determinacié que oscil-la entre 10 i el
15% (25). Cerfolio i col-laboradors al 2007 per tal de poder millorar la reproductibilitat
1 homogeneitzar els resultats obtinguts van proposar la utilitzacié de la ratio entre el
SUVmax del mediasti i el del tumor (26). En el seu estudi multicéntric van incloure 339
pacients que en la PET mostraven SUVmax del tumor primari i dels ganglis del
mediasti (N2) superior a 2.5. Es van biopsiar mitjancant mediastinoscopia i
ecocobroncoscopia transesofagica per aspiracid d’agulla fina (EUS-NA) els ganglis
patologics per PET previ a la disseccid ganglionar. Es va concloure que quan la ratio era
igual o superior a 0.56 hi havia un 94% de probabilitats de que fos maligne amb una

sensibilitat del 94% 1 especificitat del 72% respectivament.
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Posteriorment, s’han realitzat altres estudis amb resultats similars reforcant la utilitzacio

de la ratio com a predictor de disseminaci6é mediastinica (27-29).

La PET ¢és superior a la TAC en precisi6é diagnostica en 1’estadificacio del mediasti amb
una sensibilitat i especificitat de 84% 1 89% respectivament (30). La sensibilitat

disminueix en ganglis amb diametre menor comprés entre 7 1 10 mm.

La PET presenta un valor predictiu positiu (VPP) del 75%, ja que mesura activitat
metabolica dels teixits, i presenta falsos positius en altres lesions actives
metabolicament com a les malalties infeccioses o inflamatories, sent obligada una prova

semiinvasiva o invasiva que confirmi el diagnostic (29).

La tecnica no esta exempta de falsos negatius en I’estadificacié mediastinica, que
oscil-len entre el 15-30% en aquells casos amb alta sospita clinica (estadi III) pero,

disminueix fins al 5% en aquells tumors amb baixa sospita clinica (estadi I-II) (31).

En el cas de PET negatiu, només es recomana confirmacié histologica previa la cirurgia
en cas els segiients casos: quan la TAC mostri ganglis mediastinics augmentats de
tamany, en tumors centrals (en especial menci6 si contacta amb mediasti), en tumors
amb baixa activitat metabolica en la PET, en sospita de N1 i en aquells tumors de > 3

cm de tamany (32).

La limitacié més important en la PET ¢és la poca informaci6 anatomica que ofereix, sent
quasi impossible poder diferenciar les diferents estacions ganglionars amb aquesta

tecnica (19).
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1.5.1.3. La PET-TAC

Al 2001 s’introdueix la PET-TAC que és una prova hibrida que permet combinar la
informaci6 anatomica de la TAC juntament amb la informacié metabolica obtinguda de
la PET, permetent un estudi més precis del mediasti. La técnica és superior a la
realitzacio de la PET o la TAC per separat amb una sensibilitat i especificitat per N2 del

80-90% 1 84-95% respectivament (20).

Al 2014 es va realitzar una revisio Cochrane per valorar la precisié de la técnica per
N2/N3. Es van incloure 45 estudis destacant una sensibilitat i especificitat al voltant del
80% perd amb molta heterogeneitat en resultats, el que feia que la precisié diagndstica
fos baixa (33). Per tant, d’acord amb les guies actuals, si el resultat és positiu cal fer
proves invasives per confirmar l'afectacié mediastinica. En el cas que sigui negatiu, la
prova presenta un elevat valor predictiu negatiu (VPN) per descartar disseminacio

mediastinica en tumors periferics.

1.5.2 Tecniques semiinvasives

Les guies actuals recomanen confirmaci6 histologica dels ganglis del mediasti encara
que la PET-TAC sigui normal en el cas de que el tumor sigui central, hi hagi sospita de
malaltia hiliar (N1), en tumors de mida > 3 cm sobretot en adenocarcinomes que
presentin una limitada captacié de FDG, situacions en les que la proporcié de falsos

negatius es més elevada (Figura 2) (20).

Es considera que en la majoria de tumors periférics de < 3 cm sense augment de mida
dels ganglis limfatics (hiliar i/0 mediastinics) a la TAC i amb PET-TAC o PET negatiu

es pot ometre la confirmaci6 histologica del mediasti (20, 34).
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(a) : In tumours > 3 cm (manly in adenocarcinoma with high FDG uptake) invasive staging should be considered

(b) : Depending on local expertise to adhere to minimal requeriments for staging

(c) : Endoscopic techniques are minimally invasive and are the first choice if local expertise with EBUS/EUS needle aspiration is available

(d) : Due to its higher NPV, in case of PET positive or CT enlarged mediastinal LN’s, vid isted mediastin py (VAM) with nodal dissection
or biopsy remain indicated when endoscopic staging is negative. Nodal dissection has an increased accuracy over biopsy

Figura 2. Guia ESTS de ’estadificacié mediastinica (20).

Inicialment s’indica la realitzaci6 d’una ecobroncoscopia amb puncid-aspiracio
transbronquial (EBUS-TBNA) que es pot combinar amb 1’ultrasonografia endoscopica
digestiva amb punci¢ aspirativa amb agulla fina (EUS-NA).

Ambdues teécniques redueixen toracotomies innecessaries 1 tenen una elevada
sensibilitat (20, 32, 35). Cal destacar que son més cost-efectives i presenten menys
complicacions que les técniques invasives.

En el cas de negativitat en les proves semiinvasives es recomana realitzar

mediastinoscopia, ja que ambdues tenen una proporcié de falsos negatius propera al 13-
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15% (20). Cada una de les tecniques esmentades permet accedir a diferents territoris

ganglionars, el que fa que en bona mesura siguin técniques complementaries.

1.5.2.1 Ecobroncoscopia amb puncié-aspiracié transbronquial (EBUS-TBNA)

Existeixen dos tipus d’ecobroncoscopis disponibles depenent del tipus de transductor
utilizat: L’EBUS lineal que permet orientar la puncié guiada en temps real i ’EBUS
radial que requereix retirar la sonda de visié préviament a la biopsia i per tant, no es

dirigeix amb visio ultrasonografrica directe el trajecte de 1’agulla.

1.5.2.1.1 EBUS radial

L’EBUS radial data de principis dels anys noranta. Disposa d’una sonda radial que
s’introdueix pel canal de treball del broncoscopi convencional i conté en la seva part
distal un transductor d’ultrasons rotatori que emet freqiiencies de 12 a 20 mHz. La
imatge ecografica obtinguda ¢€s circular en 360° i1 perpendicular a 1’eix del broncoscopi.
Aquesta tecnica permet visualitzar estructures de la paret traqueobronquial amb les

seves capes 1 també ganglis mediastinics.

L’EBUS-TBNA radial proporciona informaci6 de gran resolucié que permet diferenciar
entre compressio 1 invasio tumoral de la paret bronquial, identifica la profunditat de
I’afectacio del tumor i1 ajuda en la localitzacié 1 diagnostic de les lesions pulmonars

perifériques de petit tamany.

La sonda radial s’introdueix a través del broncoscopi, i un cop esta localitzada la lesio,
es retira la sonda deixant el catéter i es pot introduir I’agulla per la presa de mostres.

Aixi doncs, no es pot fer un seguiment a temps real del mostreig.
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1.5.2.1.2. EBUS lineal

Al 2002 es crea ’EBUS-TBNA lineal que integra en I’extrem distal del fibroncoscopi
un transductor que emet ultrasons en paral-lel a una frequeéncia de 7.5 mHz o similar,
permentent un camp visual sectorial de 50° a 90°. D’aquesta manera s’obté una major

penetracid en els teixits adjacents perd menor poder de definicié que I’EBUS radial.

Les imatges es poden obtenir directament amb la sonda o es disposa d’un globus a la
punta del broncoscopi que un cop inflat amb sérum fisidlogic ajuda a millorar la imatge
ecografica en suprimir la interfa¢ aéria entre el transductor i la superficie bronquial,

quan aquesta existeix.

La imatge ecografica ajuda a determinar com és [’estructura a estudi en quant a
dimensions, contingut i forma. Aixi mateix, incorpora un flux Doppler color que permet

diferenciar les estructures vasculars.

La prova es realitza sota sedacid o anestesia convencional. El broncoscopi té una canal
de treball de 2 mm per on s’inserta una agulla especifica habitualment de 22G
ecogenica. Un cop la punta esta insertada 1 fixada, es crea succid per pressid negativa
amb una xeringa al extrem proximal de ’agulla i es realitzen unes maniobres
d’avancament 1 retrocés. Finalment es retira la succio 1 s’allibera 1’agulla amb la mostra.
Les complicacions derivades de la prova son poc freqiients 1 oscil-len entre el 0.03 al
1.79%, sent la principal complicacié I’hemorragia (0.73%) que s’autolimita la major
part dels casos. També esta descrit el pneumotorax i el pneumomediasti, infeccio,

broncoespasme i laringoespasme (36).
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L’EBUS-TBNA

concretament en estacions ganglionars paratraqueals altes 1 baixes (4R/4L, 2R/2L, 3p),
amb D’estaci6 subcarinal (7), 1 hiliars (10R/10L, 11R/11L) (Figura 3 i1 Taula 4). La
tecnica no té accessibilitat als territoris ganglionars aortics (5, 6), paraesofagic (8) ni del
lligament pulmonar (9). Es la primera técnica d’eleccié per mostreig del mediasti.
Diversos metaanalisis han demostrat una excel-lent sensibilitat i especificitat de la
tecnica, de 0.88-0.93 (95% IC, 0.79-0.94) 1 1.00 (95% IC, 0.92-1.00) respectivament

amb un VPN del 91% (rang, 83-96%). L’EBUS-TBNA, per tant, redueix la necessitat

lineal

permet

avaluar adenopaties mediastiniques

de la mediastinoscopia en I’estadiatge mediastinic en el CP (34).

Brachiocephalic
(innominate) a-,

Ligamentum
/ arteriosum

¢  L.pulmonary a.

Figura 3. Mapa ganglionar pulmonar proposat per Mountain and Dresler (37)

Superior Mediastinal Nodes
@ 1 Highest Mediastinal
@ 2 Upper Paratracheal

@ 3 Pre-vascular and Retrotracheal

@ 4 Lower Paratracheal
(including Azygos Nodes)

N. = single digit, ipsilateral

N; = single digit, contralateral or supraclavicular

Aortic Nodes
@ 5 Subaortic (A-P window)

@ 6 Para-aortic (ascending
aorta or phrenic)

Inferior Mediastinal Nodes
@ 7 Subcarinal

@ 8 Paraesophageal
(below carina)

@ 9 Pulmonary Ligament

N; Nodes

O 10 Hilar

@ 11 Interlobar

© 12 Lobar

© 13 Segmental
© 14 Subsegmental
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Estacio Estacio Estacio

e . L, ., Estacio Estacio
. ey 2 mediasti mediasti mediasti . .
Modalitat  Sensibilitat . . . hiliar interlobar
superior inferior AP 10) an
2,4,7) 38,9 S, 6)
EBUS 89 4 - - 4 4
EUS 89 + + + - -
MED 81 + - +P + -
VAM 89 + - +° -
EBUS+
91 + 4 e 4 3
EUS
EBUS +
EUS+ 94 + + + + +
MED
VATS 99 S e e + +

EBUS= Ecobroncoscop amb puncid-aspiracio transbronquial EUS= Ultrasonografia endoscopica digestiva amb puncid aspirativa
amb agulla, MED=Mediastinoscopia. AP= aortopulmonar; VAM= mediastinoscopia videoassistida; VATS= cirurgia toracica video-
assistida “Sensibilitat general no és especific per territoris ganglionars ® Només accessible per mediastinoscopia cervical extensa, no
per mediastinoscopia tradicional

Taula 4. Proves diagnostiques invasives i semiinvasives (32)
Tots els estudis han demostrat superioritat de ’EBUS-TBNA lineal sobre 1’aspiracio
transbronquial convencional amb agulla cega presentant una major sensibilitat,
especificitat 1 seguretat del procediment donat que es pot visualitzar 1 avaluar en tot

moment I’estructura que es vol mostrejar, 1 efectuar-ne la seva puncié a temps real.

L’avaluacio del mediasti ha de ser minuciosa 1 sistematica de tot el territori ganglionar
mediastinic (estacions 2, 4, 7) i hiliar (10, 11). Es recomana puncionar els ganglis amb
diametre menor superior a 5 mm independentment de les caracteristiques ecografiques
(38). Es necessari iniciar les puncions en la localitzacié ganglionar que impliqui un
estadi més avancat, €és a dir, les estacions contralaterals (N3) seguit de N2 1 finalment
N1, per tal d’evitar la contaminacié de les estacions que implicarien un estadi més

avangat si es mostregen després d’una estacid positiva més propera al tumor.

Es recomana fer tres puncions de cada gangli que s’explori, i si es realitza estudi

molecular se’n recomanen quatre. Si es disposa de citopatoleg en la sala que permeti
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una avaluaci6 citologica immediata (ROSE; en anglés rapid on-site examination) no es

requeriran puncions addicionals si es demostra la preséncia de cel-lules malignes (39).

La citologia estandard i el bloc cel-lular obtingut en aquesta técnica poden ser utilitzats
per diagnostic anatomopatologic, perd també per estudi inmunohistoquimic i

determinacions moleculars.

S’han realitzat tres estudis prospectius que comparen EBUS-TBNA realitzats en centres
d'expertesa 1 mediastinoscopia convencional demostrant que els resultats soén
equivalents o fins i tot, s’obtenen més bons resultats en ’EBUS-TBNA (40-42). En una
recent metaanalisis extensa que inclou 10 estudis més heterogenis els resultats
divergeixen. En aquesta metaanalisi la sensibilitat d’ambdues técniques és equivalent,
en el cas de ’EBUS-TBNA 0.84 i de la mediastinoscopia 0.86. La mediastinoscopia va
associar-se a més complicacions 1 a un menor nombre de falsos negatius. Els falsos
negatius es van atribuir a regions inaccessibles (estacido 51 6) 1 a una presa d'un nombre
insuficient de biopsies en les zones accessibles (43). Per tant, els resultats dependran de
I’experiencia de cada centre i la prevalenca de I’afectacié mediastinica en la poblacid

estudiada.

Les guies actuals recomanen realitzar la mediastinoscopia ja que continua sent el gold-

standard en els casos en que ’EBUS-TBNA mostri resultats negatius.

1.5.2.2 Ultrasonografia endoscopica digestiva amb puncié aspirativa amb agulla

fina (EUS-NA)

La ultrasonografia endoscopica digestiva amb punci6 aspirativa amb agulla fina (EUS-

NA) permet avaluar els territoris paratraqueal esquerre (4L), subcarinal (7), subaortic
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(5) 1 també al mediasti inferior, on hi ha els ganglis en la zona paraesofagica (8) 1 el
lligament pulmonar (9) (aquests darrers no son accessibles per EBUS-TBNA ni
mediastinoscopia). Es pot abordar també amb aquesta técnica la glandula suprarrenal
esquerra (Figura 3, Taula 4). La técnica té una sensibilitat del 89-92%, especificitat

100% 1 VPN 80% pel CP (34, 44, 45).

La combinacié de EBUS-TBNA linecal amb EUS-NA augmenta la sensibilitat al 93-
96% 1 la precisio al 97% en I’ estadificacio ja que pot accedir a la majoria de les
estacions ganglionars exceptuant la prevascular (3) i la paraaortica (6) (20, 34, 44). En
pacients amb afectacié adenopatica en les zones paraesofagica, mediastinica posterior o
inferior és de gran utilitzat realitzar EUS-NA ja que ’EBUS-TBNA lineal no hi té

accés. (Figura 4) (46).
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Figura 4. Mapa de regions ganglionars amb accessibilitat per EBUS-TBNA i EUS-NA (46).
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Hwangbo 1 col-laboradors van avaluar en un estudi el paper de ’EUS-NA en aquells
ganglis que no eren accessibles per EBUS-TBNA en 143 pacients. Van constatar que la
combinacio de les dues técniques millorava la sensibilitat, el VPN i la precisio, fins el
91%, 96% 1 97% respectivament (47).

Actualment, donat que els estudis realitzats han obtingut resultats heterogenis i no s’han
realitzat estudis aleatoritzats, les guies actuals recomanen iniciar 1’estudi del mediasti
amb teécniques semiinvasives 1 si el resultat és negatiu, realitzar mediastinoscopia per

confirmaci6, com s'ha comentat préviament (20).

1.5.3 Tecniques invasives

La mediastinoscopia permet accés a les estacions ganglionars paratraqueals altes i
baixes (2R/L, 4R/L), subcarinal anterior (7) 1 hiliars (10R/L). Hi han dos tipus de
mediastinoscopia, la mediastinoscopia cervical estandard 1 la mediastinoscopia cervical
extensa. Ambdues es realitzen sota anestesia general. Es practica una cervicotomia
transversa per on s’inserta el mediastinoscop que permetra realitzar les biopsies en les

diferents estacions ganglionars.

Les noves guies estableixen que la mediastinoscopia cervical estandard €s la técnica
d’eleccio en cas de sospita de N2/N3 quan els resultats de les proves semiinvasives son
negatius. Les taxes de morbiditat i mortalitat son baixes (0.08%-2%). En el procediment
es requereix biopsiar sempre els territoris paratraqueals (4R/4L) i subcarinal (7). La
sensibilitat oscil-la entre 72% 1 89%, el VPN és de 91% 1 la precisié diagnostica del

81% (19, 20, 36).
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La mediastinoscopia cervical extensa permet biopsiar, a més a més de les estacions
descrites previament en la mediastinoscopia cervical estandard, les estacions
ganglionars paraaortica i subaortica (5 1 6), mitjangant una incisid en el segon espai
intercostal esquerre. La técnica té especial indicacié en tumors del 1obul superior
esquerre que tenen un drenatge limfatic a la finestra aortopulmonar, i sovint no tenen
afectacid a cap altre territori mediastinic. La sensibilitat oscil-la entre 75%-91% 1 el
VPN entre 84%-91% pero cal destacar que la técnica suposa una complexitat afegida i

es realitza en pocs centres (36).

Finalment la limfadenectomia per videomediastinoscopia (VAMLA) 1 la
limfadenectomia mediastinica transcervical extensa (TEMLA) son técniques que
permeten extirpar tots els ganglis limfatics amb el seu teixit circumdant augmentant la
precisid diagnostica respecte la mediastinoscopia. No obstant només es realitzen en

centres especialitzats 1 tenen una taxa de complicacions més elevada (6-13%).

1.6 Marcadors moleculars

1.6.1 Alteracions genetiques

Multiples mutacions somatiques en oncogens, gens reparadors de DNA 1 gens
supressors de tumors contribueixen en la transformaci6 a cel-lules cancerigenes, sent els

més implicats en la carcinogeénesis el EGFR, p53 1 KRAS (48).

1.6.2 Alteracions epigenétiques

Les alteracions en I’ epigenética cel-lular son les modificacions que es produeixen en la
cromatina que influeixen en 1’expressio geénica sense alterar directament la seqiliencia

del DNA. Existeixen tres processos epigenetics de regulacidé que son la metilacid del
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DNA, la regulaci6 mediada per microRNA 1 les modificacions en les histones. Les
alteracions en aquests processos de regulacid poden afectar a oncogens 1 gens

Supressors.

La metilacié del DNA es produeix a les zones promotores CpG en la regi6 5’ dels gens
reguladors d’expressio. El procés esta mediat per les DNA metiltransferases que
mantenen la metilacié i participen en a la replicacié del DNA. La hipermetilacio
aberrant esta relacionada amb la inactivacié dels gens supressors de tumors i la
hipometilacié produeix inestabilitat en 1’expressio genomica. Les dues alteracions estan
presents entre el 15-80% del casos de CP. Brock i col-laboradors van demostrar que la
metilaci6é de les regions promotores de quatre gens (TP16, CDH13, RASSFIA i APC)
esta relacionada amb la recurréncia en pacients amb carcinoma no cel-lula petita estadi [
tractats quirurgicament (49). Aixi en I’actualitat la metilacido es considera marcador

pronostic, 1 s'esta avaluant la seva utilitat com a diana terapcutica.

1.7 Estudis moleculars

Els marcadors predictius moleculars son mutacions impulsores que es poden utilitzar
com indicadors de 1’agressivitat del tumor i s’associen a la resposta a la quimioterapia.
Permeten seleccionar pacients que puguin respondre a un tractament biologic dirigit i

han suposat un canvi del paradigma en el tractament del CP en estadis avangats.

En el cas de I’adenocarcinoma pulmonar es pot identificar una mutacié en més del 60%
del casos sent les més freqiients les de KRAS (35%), EGFR (15%) o una translocacio
dels gens EML4-ALK (5%). Estan descrites tamb¢é mutacions en ROS1, cMET, BRAF i

Her-2/neu (Figura 5). En I’actualitat les guies IASLC/ATS/ERS recomanen en aquest
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tumor integrar la informaci®6 molecular per completar el diagnostic 1 valorar el

tractament dirigit (15).

Unknown (32 5%) KRAS (35%)

!} Gene Mutation

ROS1 (1%) I]» Gene Fusion
KIFSB-RET (1.5%) M+ Gene Amplification
M} Unknown

HER2 (2%)
EGFR (15%)

BRAF (4%) ALK (5%)

MET (4%)

Figura 5. Alteracions genétiques moleculars en 1’adenocarcinoma (15).

L’EGFR ¢és una glucoproteina transmembrana que conté un domini tirosina quinasa.
Una mutacid6 en el receptor de la proteina dona lloc a un augment de ’activitat del factor
de creixement que conduira a la sintesi de DNA 1 la proliferacio cel-lular.

A TP’administrar un inhibidor de la tirosin quinasa (TKI) aquesta activacio s’interromp
desencadenant apoptosis, sent un tractament diana efectiu. Aquesta mutacid es presenta
entre el 5-15% dels adenocarcinomes pulmonars. El tractament amb TKI produeix una

resposta al voltant del 75 % dels casos (13).

L’ALK és també una proteina transmembrana amb un receptor tirosina quinasa de la
insulina. La fusi6 de I’ALK amb ’EMLA4, una proteina citoplasmatica involucrada en la
formacié de microtibuls, produeix una inversid de la banda cromosomica 2p23

originant activitat tirosina quinasa de manera permanent. Aquesta mutaci6 s’identifica
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entre el 4-7% dels casos de CP. Actualment hi ha inhibidors que utilitzen ALK com a

diana terapéutica (13, 15).

Finalment, cal destacar que I’alteracio genética més freqiient en un 30% dels casos és
I’activacio de la via mediada per RAS, especialment a través de KRAS. KRAS codifica
una proteina implicada en la traducci6é de senyals regulant la proliferacié cel-lular i la
supervivéncia. Diversos estudis han demostrat que les mutacions en KRAS
disminueixen la resposta dels TKI en pacients amb EGFR mutat. En 1’actualitat no hi ha
un tractament oncoespecific enfront aquesta mutacid, sent per tant, ara per ara,

unicament un marcador de mal pronostic.
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2. HIPOTESI

Hipotesi general

L’acurada estadificacio del cancer de pulmd és basica per ajustar el tractament de
manera adequada. Una avaluacié més acurada de la informaci6 que ens proporciona la
PET, I’us sistematic de ’EBUS-TBNA en la presa de mostres i finalment 1’estudi
epigenetic de les cel-lules tumorals dels ganglis obtinguts mitjancant ’EBUS-TBNA
pot millorar I’estadificacio i per tant, comportar implicacions pronostiques i predictives

de resposta al tractament en la malaltia.

Les hipotesis de cada treball son les segiients:

1r treball

La utilitzacié del SUVmax del mediasti obtingut per la PET fent servir punts de tall
préviament validats permet classificar amb precisid els pacients que presenten
disseminacid mediastinica en el cancer de pulmd. La variabilitat entre centres es pot
minimitzar amb la utilitzacié de parametres de la PET modificats amb aquest objectiu.
Els resultats de la PET poden facilitar la seleccié de procediments per 1’estadificacio

posterior.

2n treball

L’estadificaci6 sistematica per EBUS-TBNA en el cancer de pulmd minimitza la

necessitat d’ampliar altres técniques d’estadificacio prequirargica. La localitzacié del
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tumor primari ¢és un determinant en els falsos negatius de I’EBUS-TBNA en

I’estadificacid mediastinica del CP.

3r treball

La informacid epigenética en el cancer de pulmo es pot obtenir per EBUS-TBNA dels

ganglis mediastinics afectats i t€ implicacions pronostiques.
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3. OBJECTIUS

Objectiu general

Optimitzar la informaci6 de les técniques no invasives i semiinvasives en

I’estadificacid del cancer de pulmo.

Objectius especifics

1.

Identificar en la PET predictors de malignitat mediastinica que permetin
minimitzar la variabilitat entre centres i millorar la seleccié de procediments per

I’estadificacio posterior.

Identificar quins son els determinants dels falsos negatius de ’EBUS-TBNA

relacionats amb el procediment 1 amb les caracteristiques del tumor.

Determinar la rendibilitat de PEBUS-TBNA en la identificaci6 de marcadors

epigenetics en ganglis mediastinics malignitzats, 1 identificar-ne els relacionats

amb pitjor supervivencia en el CP.
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4. PUBLICACIONS

A continuacio es presenten els articles publicats que fonamenten la tesis doctoral:

Primer estudi

Serra M, Gallego M, Berna L, Monton C, Vigil L, Masdeu MJ, Fernandez-Villar A,

Botana M, Cordovilla R, Garcia-Lujan R, Cases E.

FDG-PET parameters perdicting mediastinal malignancy in lung cancer

BMC Pulm Med. 2016; 16 (1): 177

Factor d’impacte: 2.43

Factor d’impacte acumulat de 5 anys: 2.61

Tercer quartil de [’especialitat

Segon estudi

Sanz-Santos J, Serra M, Gallego M, Monton C, Cosio B, Sauleda J, Ferndndez-Villar A,

Garcia-Lujan R, de Miguel E, Cordovilla R, Varela G, Cases E, Andreo F, Monso6 E.

Determinants of false-negative results in non-small-cell lung cancer staging by

endobronchial ultrasound guided needle aspiration.

Eur J Cardiothorac Surg. 2015; 47 (4): 642-7

Factor d’impacte: 2.6

Factor d’impacte acumulat de 5 anys: 2.57

Segon quartil de [’especialita
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Tercer estudi

Millares L, Serra M, Andreo F, Sanz-Santos J, Monton C, Grimau C, Gallego M, Setd

L, Combalia N, LLatjos M, Escoda R, Castella E, Monso E.

Assessment of methylation status of locoregional lymph nodes in lung cancer using

EBUS-NA.

Clin Exp Metastasis.2015; 32 (7): 637- 46

Factor impacte: 3.144

Factor d’impacte acumulat de 5 anys: 3.23

Segon quartil de ['especialitat
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4.1. Primer estudi

“FDG-PET parameters perdicting mediastinal malignancy in lung cancer”

Mireia Serra, Miguel Gallego, Luis Berna, Conchita Monton, Laura Vigil, Maria José
Masdeu, Alberto Fernandez-Villar, Maribel Botana, Rosa Cordovilla, Ricardo Garcia-

Lujan, Enrique Cases.

FDG-PET parameters perdicting mediastinal malignancy in lung cancer

Article publicat a BMC pulmonary medicine

BMC Pulm Med. 2016; 16 (1): 177
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Antecedents. L’estadificacié ganglionar mediastinica en el cancer de pulmo6 no cel-lula
petita (CPNCP) és decisiva per establir una correcte estadificacio del tumor. El valor
estandarditzat de la captaci6 maxima (SUVmax) de la tomografia per emissio de
positrons utilitzant la F-18 fluorodesoxiglucosa (FDG-PET) és una bona técnica no
invasiva per avaluar el mediasti, pero els valors varien d’un centre a un altre. L’objectiu
de D’estudi ¢és identificar els predictors de malignitat mediastinica en la FDG-PET que
permetin minimitzar la variabilitat entre centres 1 facilitar la seleccidé de técniques de

mostreig per 1’estadificacio posterior.

Meétode. Es va realitzar un estudi multicéntric incloent pacients amb CPNCP en que
s’avalua la disseminacié mediastinica mitjancant una FDG-PET 1 una ecobroncoscopia
amb puncid-aspiracié transbronquial (EBUS-TBNA). En els casos en que ’EBUS-
TBNA fou negatiu, es realitza la disseccid ganglionar que és el gold-standard. S’ avalua
la variabililitat entre centres i1 la capacitat predictiva dels diferents parametres de la
FDG-PET amb capacitat d’identificar malaltia mediastinica. Finalment, s’analitza la
utilitat d’aquests en la seleccid addicional de més proves de mostreig per 1’estadificacio

del mediasti.

Resultats. Es van incloure 121 pacients amb CPNCP. La PET-FDG va mostrar
captacio hipermetabolica en > 1 estacidé mediastinica en 94 pacients (74%). La mitjana
del SUVmax del tumor primari va ser 12.3 (DE 6.3) i la mediana del SUVmax de la
captacid6 més alta del mediasti va ser de 3.9 (Rang interquartil (2.4-7). Els dos
parametres descrits van mostrar variabilitat entre hospitals quan s’analitizaven com a
valor absolut (p=0.016 i p< 0.001). Tanmateix, quan s’avaluava el SUVmax del

mediasti expressat com a valor relatiu utilitzant una relacié de divisié o de sostraccio,
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és a dir, SUVmax medasti/SUVmax del tumor o SUVmax mediasti-SUVmax tumor, la
variabilitat entre centres desapareix (SUVmax mediasti/SUVmax tumor, p=0.083;
SUVmax mediasti-SUVmax tumor, p=0.428). El SUV max mediasti > 4 va ser
predictor d’afectaci6 mediastinica (OR 10.68, 95%IC 4.55-25.10) com també el
SUVmax mediasti/SUVmax tumor > 0.4 (OR 6.62, 95%IC 2.98-14.69) amb una alta

precisié diagnostica confirmada a 1’analisi ROC (AUC 0.77 IC 0.68-0.85, p< 0.001).

La sensibilitat i el VPN de ’EBUS-TBNA en 1’obtencié de mostres per I’estudi del
mediasti van ser inferiors al 90% tant en els pacients amb alta probabilitat de
disseminacié mediastinica com en els pacients en que aquesta probabilitat era baixa,

segons el resultat del SUVmax.

Conclusions. El SUVmax mediasti i el quocient SUVmax mediasti/SUVmax tumor sén
bons predictors d’extensio tumoral en el CPNCP. El SUVmax mediasti/SUVmax no es
veu influenciat per la variabilitat intercentres 1 té una precisio superior al 70% per la
identificaci6 de malignitat quan s’utilitza com a punt de tall el 0.4. La sensibilitat i el
VPN de ’EBUS-TBNA varen ser inferiors al 90% independentment del resultat de la
FDG-PET 1 per tant, cal realitzar altres técniques complementaries quan el resultat és
negatiu, a excepci6 de tumors de < 3cm i SUVmax tumor/SUVmax mediasti < 0.4 en

els que I’exploraci6 del mediasti no aporta valor addicional.

63



Serra Fortuny et al. BMC Pulmonary Medicine (2016) 16:177
DOI 10.1186/s12890-016-0338-6 BMC Pulmonary Medicn’]e

CrossMark

FDG-PET parameters predicting mediastinal ®
malignancy in lung cancer

M. Serra Fortunyl‘z*, M. Gallegol’3, Ll Berna', C. Monton'*, L. Vigilm, M. I. Masdeu', A. Fernandez-Villar’,
M. I. Botana®, R. Cordovilla® R. Garcia-Lujan®”’, E. Cases® and E. Monsé ">

Abstract

Background: Staging of mediastinal lymph nodes in non-small cell lung cancer (NSCLC) is mandatory. The
maximum Standard Uptake Value (SUVmax) obtained using F-18 fluorodeoxyglucose positron emission tomography
(FDG-PET) is the best non-invasive technique available for this evaluation, but its performance varies from center to
center. The aim of the present study was to identify FDG-PET predictors of mediastinal malignancy that are able to
minimize intercenter variability and improve the selection of subsequent staging procedures.

Method: A multicenter study of NSCLC patients staged through FDG-PET and endobronchial ultrasonography with
needle aspiration (EBUS-NA) was performed using therapeutic surgery with systematic nodal dissection as gold
standard. Intercenter variability and predictive power for mediastinal malignancy of different FDG-PET measures
were assessed, as well as the role of these measures for selecting additional staging procedures.

Results: One hundred and twenty-one NSCLC patients, of whom 94 (72%) had >1 hypermetabolic spots in the
mediastinum, were included in the study. Mean SUVmax of the primary tumor was 12.3 (SD 6.3), and median
SUVmax of the highest hypermetabolic spots in the mediastinum was 3.9 (IQR 2.4-7). Variability of FDG-PET
measures between hospitals was statistically significant (p=0.016 and p < 0.001 respectively), but lost significance
when SUVmax in the mediastinum was expressed as a ratio or a subtraction from the primary tumor (SUVmax
mediastinum/tumor, p= 0.083; and SUVmax mediastinum - tumor, p = 0.428 respectively). SUVmax mediastinum/
tumor showed higher accuracy in the ROC analysis (AUC 0.77 C10.68-0.85, p<0.001), and showed predictive power
for mediastinal malignancy when using a 0.4 cutoff (OR 6.62, 95%CI 2.98-14.69). Sensitivities and negative predictive
values of clinical staging through EBUS-NA attained values ranging between 57% and 92% after FDG-PET, which
improved with additional techniques when the tumor had a diameter >3 cm and/or a SUVmax mediastinum/tumor
ratio >0.4.

Conclusion: The SUVmax mediastinum/tumor ratio is a good predictor of regional tumor extension in NSCLC. This
measure is not influenced by intercenter variability and has an accuracy of over 70% for the identification of
malignancy when using a 0.4 cutoff.

Keywords: FDG-PET, F-18 fluorodeoxyglucose positron emission tomography, Lung cancer, NSCLC, EBUS-NA,
Endobronchial ultrasonography with needle aspiration
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Background

An accurate lymph node evaluation is mandatory in pa-
tients with lung cancer (LC) who do not present distant
metastasis at their first examination. The implementa-
tion of F-18 fluorodeoxyglucose positron  emission
tomography (FDG-PET) has improved non-invasive LC
staging, because this technique adds metabolic informa-
tion to thoracic imaging and optimizes mediastinal sam-
pling by improving targeting accumcy in comparison
with computed tomography (CT) [1-7].

The maximum Standard Uptake WValue (SUVmax)
provides information on the metabolic activity of the
primary tumor and its regional lymph nodes. It is usually
increased in the mediastinum when lymph nodes show
malignant infiltration, although high FDG uptake may
also be observed i inflammatory diseases. Several stud-
ies have assessed the predictive power of SUVmax for
identifying malignant extension of LC to lymph nodes in
the mediastinum, and wvarious cutoffs for mediastinal
malignancy have been proposed, ranging from 2.5 to 5.3
[8-10]. The extensive use of these cutoffs, however is
limited by the variability in the SUVmax values recorded
at different FDG-PET centers, which is reported to range
between 10% and 15% [11, 12]. The use of ratios be-
tween SUVmax wvalues in the mediastinum and the
fumor has been proposed as a way of homogenizing the
results obtained at different centers and allows the defin-
ition of cutoffs that may not be influenced by intercenter
variability [13—15].

Although the sensitivity and specificity of imaging
techniques for LC staging have improved with the intro-
duction of FDG-PET, the technique lacks sufficient ac-
curacy to guide treatment after the procedure, mainly
because its sensitivity and negative predictive value
(NPV) for malignancy have shown figures below 80% in
most studies [6, 16-18]. Therefore, in accordance with
current guidelines a biopsy is still needed to confirm
lymph node involvement, except in peripheral lung
cancers below 3 cm in diameter and negative results of
imaging studies of the mediastinum in which case the
probability of malignancy is very low [19-21]. Endo-
scopic techniques like endobronchial ultrasonography
with needle aspimation (EBUS-NA) are used to confirm
FDG-PET results. However, the NPV of this technique
after FDG-PET has not been determined, and current
guidelines recommend the performance of invasive tech-
niques such as cervical mediastinoscopy after a negative
EBUS-NA before therapeutic surgerv, regardless of the
FDG-PET imaging results.

The aim of the present studv was to identifv optimal
predictors of mediastinal malignancy from a PET exam
which are able to minimize the wvariability between
hospitals and improve the selection of subsequent sam-
pling procedures such as EBUS-NA. First, the variability
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and predictive power of absolute and relative SUVmax
values obtained from the primary tumor and the medias-
tinom by FDG-PET were assessed in a multicenter LC
study; then, the sensitivity and NPV of EBUS-NA were
calculated according with FDG-PET results.

Methods

Design and patients

A prospective, multicenter study including patients with
a diagnosis of non-small cell lung cancer (NSCLC) was
conducted at five university hospitals between 2010 and
2012. Patients with suspected NSCLC were referred by
their general practitioner to one of the participating
hospitals for diagnosis and staging. Non-invasive staging
examinations included a CT scan of the lung, mediasti-
num and upper abdomen using a multidetector-row
spiral CT scanner, considering nodes in the mediastinum
as abnormal when their short-axis diameter was greater
than 10 mm, and a FDG-PET in patients with no sus-
pected distant metastasis at first examination. Non-
surgical pathological staging was performed by EBUS-NA,
and patients with an EBUS-NA procedure negative for
malignancy in the mediastinum were staged by esophageal
ultrasound with needle aspiration (EUS-NA) and/or cer-
vical mediastinoscopy when their thoracic imaging sug-
gested mediastinal malionancy and/or their primary
tumor was central or over 3 em in diameter [19. 20]. All
staging procedures were performed 1-3 weeks after the
first hospital visit, to proceed to treatment not later that
one month after that visit, according with fast-track proto-
cols for lung cancer. Patients with hemorrhagic diseases
or coagulation disorders were excluded from staging by
EBUS-NA. Operability was assessed by physical examin-
ation, blood tests and lung function. Only patients with a
diagnosis of NSCLC who were staged by CT, FDG-PET
and EBUS-NA and treated surgically when staging results
were negative were included in the study. Therapeutic sur-
gery with systematic nodal dissection was performed after
EBUS and mediastinoscopy negative for malignancy, and
was considered the gold standard for the present study
The research protocol was approved by the reference re-
gional ethics committee for the project (Institut de
Recerca en Ciéncies de la Salut Germans Trias i Pujol
reference: FIS PS09/01612) and by the local ethics
committees of all participating centers. Written informed
consents were obtained from all participating patients.

F-18 fluorodeoxyglucose positron emission tomography

FDG-PET with a integrated CT equipment (FDG-PET/CT)
(4 hospitals) or performed just after CT (1 hospital) (Phillips,
Amsterdam, The Netherlands; or General Electric, Fairfield,
Connecticut, United States of America), was used to stage
the mediastinum at each hospital in patients with no
suspected distant metastasis at first examination. Prior to
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18 F-FDG administration, patients fasted for at least six
hours and plasma glucose level was confirmed to be nferor
to 175 mg/dL. The patient received intravenously standard
activity 3,7 MBq of 18 F-FDG per kg of weight and rested
60 minute for the scheduled uptake period FDG-PET im-
ages were acquired from mid-skull to the mid-thish with
the patient supine, reconstructed with a standard iterative
algorithm, and reformatted into axial, coronal, and sagital
views. Administered activity, time of administration, and
patients body weight were recorded for calculation of max-
imum standardized uptake values (SUV max). Recovered
images were interpreted by a nuclear medicine physician
who evaluated both the appearance of the primary lung
fumor and the hypermetabolic lymph nodes in the mediasti-
num. Standard uptake wvalues of examined regions were
assigned by the software of the equipment used in each hos-
pital To quantify the maximal metabolic activity of lymph
nodes in the mediastinum their highest SUVmax was mea-
sured, as an absolute value, as a ratio between this value and
the SUVmax of the primary tumor, and after the subtraction
of this second walue from this highest SUVmax in the medi-
[13-15]. Homogeneity of FDG-PET between
hospitals was assessed through comparisons of the SUVmax
values of primary lung tumors and of lymph node regions
with the highest SUVmax in the mediastinum, both as abso-
Iute and as relative values.

astinum

Cytopathologic staging

EBUS-NA was performed in an outpatient setting using
a flexible bronchoscope with a linear scanning trans-
ducer (BFUCI180F, Olvmpus Optical Co Ltd., Tokvo,
Japan). The bronchoscope has a convex distal probe cap-
able of producing linear parallel scans of the mediastinal
and peribronchial tissues and a working channel suitable
for the performance of NA under direct ultrasound
guidance. Local anesthesia and sedation were achieved
using topical lidocaine spray and intravenous midazolam,
propofol and/or fentanyl in accordance with standard rec-
ommendations [22]. Regional lymph node stations of the
mediastinum and hilar regions (stations 2,4, 7, 10 and 11)
were systematically imaged and measured, and all nodes
with a shortaxis diameter of 5 mm or more were sampled
with a 22-gauge mneedle (NA-201SX-4022, Olympus
Optical Co Ltd.).

Samples were categorized according to whether they
had been extracted from a normal node, showing lym-
phocytes and no neoplastic cells, or from a metastatic
node, with groups of neoplastic cells. Aspirates contain-
ing only bronchial or blood cells, non-diagnostic atypical
cells or insufficient material were considered inadequate.
Every identified node was sampled at least three times,
unless rapid on-site evaluation performed by a patholo-
gist during the procedure confirmed the adequacy of the
sample after the first or the second aspiration [23, 24].
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Patients with negative EBUS-NA results were staged
through EUS-NA, in left-sided tumors with abnormal lymph
nodes by CT and/or FDG-PET in mediastinal regions 7, 8
or 9 [25-28]. Samples obtained through this procedure were
categorized with the same criteria used for EBUS-NA. Pa-
tients with negative results in all the endoscopic procedures
underwent cervical mediastinoscopy in accordance with
guidelines [19, 20]. Systematic nodal dissection was per-
formed during therapeutic surgery as the gold standard pro-
cedure for mediastinal staging.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the SPSS stat-
istical software package version 18 (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA). Results obtained from categorical variables are
expressed as absolute and relative frequencies, and
results for continuous variables as means and standard
deviations (SD) when the distribution was normal, or as
medians and interquartile ranges (IQRs) when the distri-
bution was not normal.

First, absolute SUVmax values for the primary tumor and
the mediastinal node with highest FDG-PET uptake were
measured, and the variability between hospitals assessed
using one way ANOVA. Relative values of SUVmax in
mediastimum (using SUVmax of the primary tumor as the
reference) were calculated, both as a ratio (SUVmax medias-
tinum/SUVmax tumor) and as a subtracton (SUVmax
mediastinum - SUVmax tumor), and the intercenter vari-
ability of these values was measured (one wav ANOVA).

Second, the predictive power of absolute and relative
SUVmax vales for mediastinal malignancy was
assessed, using pathology results as gold standard and
applving logistic regression. The accuracies of different
measures of SUVmax in the mediastinum were exam-
ined using ROC analyses and area under the curve
(AUC). SUVmax cutoffs with maximal accuracy for the
identification of mediastinal malignancy were defined,
and their predictive powers for the identification of ma-
lignancy were calculated through univariate and multi-
variate logistic regression analyses. The results obtained
in these analyses were expressed as crude and adjusted
odds ratios (OR), with 95% confidence intervals (CI). All
variables showing an association with the outcome wari-
able (p <0.10) in the uvnivariate analysis were included in
the multivariate models.

Finally, to determine the need for additional staging
techniques after negative results in EBUS-NA, the
sensitivity and NPV of this endoscopic technique for the
diagnosis of mediastinal malignancy were assessed in pa-
tients at high and low risk according to their SUVmax
values. Results were compared using the chi-square test
All tests used in the analyses were two-sided, and a
p value of 0.05 or less was reported as statistically
significant.
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Results
One hundred and twenty-one patients from five hospi-
tals with a diagnosis of NSCLC were earolled in the
study over two vears. Their median age was 65.7 years;
adenocarcinoma was the most frequent tumor (52.9%),
and a FDG-PET showed one or more hypermetabolic
lymph nodes in the mediastinum in 77.7% of patients.
The mean SUVmax of the primary tumor was 12.3 (SD
6.3) and the median SUVmax of the mediastinal node
with the highest FDG-PET uptake was 3.9 (IQR 2.4-7.0).
Mediastinal malignancy was diagnosed in 65 patients
(53.7%), with EBUS-NA being the procedure which
attained this diagnosis most frequently. Mediastinal
lymph node involvement was confirmed through sys-
tematic nodal dissection performed during therapeutic
surgery in six patients with negative endoscopic proce-
dures and cervical mediastinoscopies (Table 1).
Between-center FDG-PET variability in absolute SUV-
max obtained from the tumor and the hypermetabolic

Table 1 Patient characteristics (n=121)
Sociodemographic data

Age (vears), mean (5D) 65.7 (9.2
Gender (female), n (%) 17 (14.0)
Tumor characteristics
Pathology, n (%)
Squamous-cell cardnoma 46 (33.0)
Adenocardnoma Large 64 (529)
cell cardinoma Non- 4(3.3)
specified non-small 7(5.8)
cell lung cancer
Tumorsize. n (%)
<3em 46 (38.0)
>3 cmand =7 cm 57 (47.1)
>7em 18 (149)
F-18 fluorod eoxyglucose Positron
emission tomography (FDGPET)
SUVmax tumor, mean (SD) 123 (6.3
Single hypermetabolic image in 50 (41.3)
the mediastinum, n (%)
Multiple hypermetabolic images 44 (364)
in the mediastinum, n (%)
SUVmax mediastinum, median (IQR) 3.9(24-70)
Staging ofthe mediastinum
Malignancy extended to mediastinal 65 (53.8)
lymph nodes
Technique diagnosing medi astinal malignancy
EBLS-NA 53(438)
EUS-NA or mediastinoscopy 6(5.0)
Surgical lymphadenectomy 6(3.0)
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image with the highest FDG uptake in the mediastinum
was statistically significant (p=0.016 and p <0.001 re-
spectively; one way ANOVA) (Figs. la and 1b). This vari-
ability in the mediastinum values disappeared when the
SUVmax of the image with highest FDG uptake was ad-
justed for the SUVmax of the tumor, either as a ratio
(SUVmax mediastinum/tumor) or as a subtraction (SUV-
max mediastinum — tumor) (p=0.083 and p=0428 re-
spectively; one way ANOVA) (Figs. 2a and 2b).

SUVmax of the primary tumor did not show predictive
power for identifying mediastinal extension of the dis-
ease (OR 098, 95%CI 092-1.04), but SUVmax in the
mediastinum was clearly associated with malignancy
when attaining values above the median (3.9). Equivalent
results were found for the median values of the ratio be-
tween SUVmax in the mediastinum and SUVmax of the
tumor (0.4) and the subtraction of this latter value from
the SUVmax in the mediastinum (-6.1) (Table 2). Areas
under the curve at ROC analysis for SUVmax in the
mediastinum (AUC 0.77 CI 0.69-0.86, p <0.001) (Fig. 3a)
and for the ratio between this value and the SUVmax of
the tumor (AUC 0.77 CI 0.68-0.85, p <0.001) (Fig. 3b)
were equivalent, confimming that the two measures were
equally useful. The result of subtracting the SUVmax of
the tumor from the highest SUVmax in the mediastinum
showed a lower figure, still statistically significant (AUC
0.74 CI 0.6-0.83, p <0.001). Cutoffs of 4 for SUVmax in
the mediastinum and of 0.4 for the matio between the
SUVmax in the mediastinum and the tumor showed
similar sensitivities, specificities and accuracies over 70%
for the identification of mediastinal malignancy (Table 3).
Accordingly, these two measures of SUVmax in the
mediastinum may be considered equivalent, with the ad-
vantage of a greater homogeneity between centers when
using the SUVmax mediastinum/tumor ratio.

Younger age and adenocarcinoma type were predictors
of mediastinal involvement in NSCLC. The observation
of a single hypermetabolic image in the mediastinum
during FDG-PET did not reach statistical significance as
a predictor of mediastinal malignancy (OR 2.34, 95% CI
0.89-6.22), but multiple FDG-PET hypermetabolic lymph
nodes were significantly associated with the spread of
NSCLC to the mediastinum (OR 3.87, 95% CI 1.40-
10.66). SUVmax in the mediastinum above 4 and SUV-
max mediastinum/tumor ratio above 0.4 showed simila:
predictive power for mediastinal malignancy (OR 10.68,
95% CI 4.55-25.10 and OR 6.62, 95% CI 2.98-14.69 re-
spectively) (Table 4), which did not change significantly
after adjusting for age, uni- and multilevel positive FDG-
PET in the mediastinum and type of tumor in the multi-
variate analysis (OR 10.81, 95% CI 4.32-27.07 and OR
5.75, 95% CI 2.49-13.29 respectively).

EBUS-NA confirms an extension
mediastinum in more that 15%

of NSCLC to the
of the cases
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independently of FDG-PET results in our study. Sensi-
tivities and negative predictive values of EBUS-NA for
the diagnosis of mediastinal malignancy, however, did
not attain values above 90% for most of the subgroups
categorized according to SUVmax in the mediastinum,
with equivalent figures for SUVmax in the mediastinum
and SUVmax mediastinum/tumor ratios (p>0.05, chi
square test) (Table 5). This finding supports the use of

additional staging techniques such as EUS-NA and/or
cervical mediastinoscopy to achieve accurate medias-
tinal staging previous to therapeutic surgery. In tu-
mors with a SUVmax below the cutoff and diameters
of 3 cm or less, however, the use of additional
techniques in clinical staging in our study did not in-
crease the presurgical sensitivity and negative predict-
ive value, with equivalent results when there is none
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Table 2 SUVmax values as a predictor of mediastinal malignancy
Quartile categories OR (9% IC) ]

SUVmar tumer 114 (SD53) 0.98 (0.92-104) 0469

SUVmar mediastinum 39(IQR2.4-7.0) 1st Q (reference) 1 0471
20d Q 0.67 (0.22-2.01) 0.007
3d Q 444 (149-1326) <0.001
4th Q 18.00 (4.38-74.01)

Svms 0.4(IQR0.1-0.7) 1st Q (reference) 1 0919

SUVmax Tumor nd Q 1.06 (0.36-3.14) 0012

3rd Q 3.89 (1.35-1121) <0.001
4h Q 1852 (4.42-77.60)

SUVnax Mediastinum 61 A1) — [20) st Q (reference) 1 0.083

S LS OQR LT - [20D 2nd Q 2.58 (0.88-7.54) 0016

SUVmax Tumor 3rd Q 357 (1.17-10.04) <0,001
4h Q 23.15 (6.00-95.71)

or one single hypermetabolic lymph node in the
mediastinum, or multiple FDG-PET hot spots (p=>
0.05, chi square test). These results suggest that i
this clinical situation it may be possible to proceed to
therapeutic surgery and systematic nodal dissection
after a negative EBUS-NA exam.

Discussion

A highest SUVmax value in the mediastinum of over 4
proved to be a good predictor of mediastinal dissemin-
ation in patients with LC in our studv. However, this
FDG-PET measure showed variability between centers, a
finding that limits its use a marker in staging for a spe-
cific hospital. This variability was comected when the
highest SUVmax value in the mediastinum was adjusted
by the SUVmax of the primary tumor, either as a ratio

(SUVmax mediastinum/tumor) or as a subtraction
(SUVmax tumor - mediastinum). The ratio between the
SUVmax in the mediastinum and the primary tumor
emerged as the best relative predictor of nodal involve-
ment by LC when attaining wvalues over 0.4, showing a
similar accuracy to SUVmax in the mediastinum
expressed as an absolute value, without its intercenter
variability.

The presence of significant intercenter differences in
SUVmax values obtained from FDG-PET in LC patients
is confirmed in our study, that shows that these differ-
ences can be corrected if the SUVmax of the primary
tumor is used to adjust mediastinal values Intercenter
variability in SUVmax in the tumor and mediastinum
has been reported in previous studies, depending on the
scanner, reconstruction protocols [11, 12], and time
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Uptake Value (SUVmar) in mediastinum Area under de curve (AUC 0.77 (1 0.69-0.86, p< 0.001). b Prediction of metastasisin the mediastimum in hung cancer
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Table 3 Accuracy of cut-off SUVmax values for mediastinal
malignancy. expressed as absolute value or as a ratio

Sensitivity Specificity FPV NPV  Accuracy
SUVmax mediastinum >4 723 804 810 714 760
Vs =04 708 732 754 683 719

SUVmax Tumor

between dose injection and imaging [14]. The use of the
ratio between the SUVmax in the mediastinum and
tumor (SUVmax mediastinum/tumor) was first pro-
posed by Cerfolio and cols. as a way of correcting
intercenter variability [13], and this relative value has
been used successfullv by other authors to identify
mediastinal malignancy [14, 15]. Our study confirms
the utility of the adjustment of SUVmax in the medi-
astinum using the SUVmax of the tumor, either as a
ratio or as a subtraction, in order to avoid intercenter
variability, allowing the comparison of results between
centers.

The SUVmax mediastinum/tumor ratio emerged as
the best predictor of mediastinal involvement in LC.
This measure was not affected by intercenter variabil-
ity, and attained a high AUC value, equivalent to the
fipure obtained by SUVmax when expressed as an ab-
solute value and higher than the subtraction SUVmax
mediastinum - fumor. The SUVmax mediastinum/
tumor ratio showed an OR 6.62 (2.98-14.69) for me-
diastinal malignancy when above 0.4, similar to the
OR. of 10.68 (4.55-25.10) found for absolute wvalues of
SUVmax in the mediastinum when above 4. This
SUVmax mediastinum/tumor ratio cutoff attained a
sensitivity of 70.8 and an accuracy of 71.9% for the
identification of malignancy, similar to the results
achieved using absolute wvalues. The cutoffs proposed
in previous studies for SUVmax mediastinum/tumor
ratios for attaiming a sensitivity above 70% have
ranged between 028 and 0.56 [13-15], and our re-
sults confirm that the use of a 0.4 cutoff, inside this
range, attains a sensitivity above this figure. To attain

Table 4 Univarate analysis of predictors for mediastinal malignancy
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an equivalent sensitivity for the identification of ma-
lignancy, absolute SUVmax values in the mediastinum
ranging between 2.5 and 5.3 have been proposed [8—
10, 17], but they remain unsuitable for intercenter
comparisons.

Adenocarcinoma type, vounger age and multiple FDG-
PET hypermetabolic lymph nodes, were significantly as-
sociated with extension to the mediastinum of NSCLC
in the present study, but the predictive power of the
SUVmax mediastinum/tumor ratio for malignant exten-
sion did not change after adjustment for these variables.
However, in spite of its usefulness for the identification
of mediastinal extension in LC, FDG-PET did not obtain
an accuracy above 80%, and sampling of the lymph
nodes in the mediastinum is required for the
confirmation of positive imaging results and the identifi-
cation of malignancy in patients who have negative
FDG-PET exams but are at a high risk of regional exten-
sion [4, 5, 7, 17]. EBUS-NA is the first approach for me-
diastinal sampling after FDG-PET, and in the present
study it increased the accumacy of clinical staging inde-
pendently of the FDG-PET results. EBUS-NA only
attained a sensitivity over 80% when FDG-PET value was
above the cutoff, however, and showed a NPV below
70% in this subgroup of patients. These results are not
high enough to obviate the need for additional staging
procedures before surgerv such as EUS-NA and medias-
tinoscopy in order to minimize uvnderstaging, except in
patients with tumors with a diameter of 3 cm or below,
where the NPV of clinical staging with EBUS-NA did
not icrease with additional sampling through EUS and/
or mediastinoscopy. These findings support the recom-
mendation in current guidelines of mediastinal sampling
using EBUS-NA after FDG-PET in NSCLC [19, 20], and
suggest that this endoscopic technique may be enough
for presurgical staging in patients with lung tumors up
to 3 cm in diameter, when the highest SUVmax medias-
tinum/tumor ratio was below 0.4.

Conclusion

SUVmax mediastinum and the SUVmax mediasti-
num/tumor ratio are both good predictors of medias-
tinal malignancy i NSCLC, and both show

CR (CI) P

Age 095 (0.92-0.99) 029
Gender (women) 231(0.76-7.02) 140
Tumorsize 081 (0.48-1.37) 435
Adenocarcinoma 245(1.18-5.10) 017
Single hypermetabolic node 234 (0.89-6.22) 086
Multiple hypermetabolic nodes 387 (1.40-10.66) 009
SUVmar Mediastinum > 4 10.68 (4.55-25.10) <001
SUVamex =04 6.62 (2.98-14.69) <001

SUVmax Tumor

accuracies over 70% at values above 4 and 04 re-
spectively. When SUVmax is measured as a ratio it is
not influenced by intercenter wvariability, and allows
comparisons between hospitals without additional ad-
justments. The presence of multiple FDG-PET hyper-
metabolic lymph nodes in the mediastinum predicts
the regional extension of the tumor but presents a
much lower OR than SUVmax, and thus has a lower
diagnostic power than the measurement of SUV.
However, most FDG-PET results obtained in the
mediastinum during LC staging would need to be
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Table 5 Ebus sensitivity and negative predictive value according to FDG-PET results

SV Tumorsize p Mediastinal EBLS-NA EBUS-NA  Mediastinal malignancy ~ Mediastinal malignancy
Cut-off malignancy  Sensitivity NPV at EUS-NA or at systematic
at EBUS mediastinoscopy nodal dissection

SUVmar medisstinum <4 <3 em 22 4(182%)  57.1% 833% 0(0%) 3 (13.6%)

=1 =3 cm 41 §(19.5%)  61.5% 84.8% 1(24%) 4(97%)

>4 al S8 41(0.7%)  87.2% 64.7% 5 (8.6%) 1(1.7%)
s 04 S 15 4(267%)  66.7% 81.8% 0(0%) 2(133%)

=04 >3 cm 45 10(222%) 76.9% 91.4% 1(22%) 2(22%)

=04 4l 61 39(63.9%  848% 682% 5(82%) 2(33%
confimmed through semi-invasive techniques, given  Author details

that the predictive wvalues of the technique remain
below 90%. EBUS-NA increases the accuracy of FDG-
PET, and may be enough for presurgical staging in
small tumors with low SUVmax mediastinum/tumor
values.
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Antecedents. [’ecobronscopia amb puncid-aspiracié transbronquial (EBUS-TBNA) ¢és una
técnica semiinvasiva utilitzada per 1’estadificacié mediastinica. La literatura mostra que el
percentatge de falsos negatius de ’EBUS-TBNA és variable en estudis realitzats préviament.
L’objectiu d’aquest estudi és identificar quins son els determinats dels falsos negatius de la

técnica relacionats amb el procediment i amb les caracteristiques del tumor.

Meétode. Es va realitzar un estudi prospectiu en pacients amb cancer de pulmoé no cél-lula
petita (CPNCP) estadificats com a NO/N1 per EBUS-TBNA. En tots els pacients es va realitzar
cirurgia terapcutica. Es va calcular la freqiiéncia de falsos negatius en els ganglis mediastinics.
Es van definir mitjangant regressio logistica multivariant els determinants de falsos negatius
relacionats amb el procediment i els relacionats amb les caracteristiques del tumor avaluant si

eren en territoris accessibles o no accessibles per EBUS-TBNA.

Resultats. Es varen identificar 23 falsos negatius en els 165 pacients inclosos en ’estudi
(13.9%); d’aquests, 17 estaven localitzats en estacions accessibles per EBUS-TBNA (10.3%).
Es va constatar que quan es realitzava un mostreig en tres estacions mediastiniques la seva
prevalenga era baixa (2.4%), en canvi era superior al 10% quan no s’assolia aquest requeriment
(< 2 estacions ganglionars) (p=0.043). En I’analisis multivariant, els determinants de falsos
negatius en els territoris accessibles per EBUS-TBNA varen ser la tomografia computeritzada
(TAC) o la tomografia per emissio de positrons (PET) quan mostraven afectacié mediastinica
(OR 7.77, 95%IC 2.19-27-51, p=0.001) i I’extensid6 del mostreig mediastinic (3 estacions
ganglionars) (OR 0.37, 95%IC 0.16-0.89, p=0.026). En canvi, en els territoris no accessibles per
EBUS-TBNA, Ia ubicaci6é del tumor era I’tnic determinant, i es constata una probabilitat més

alta en els tumors localitzats en el pulmo esquerre (OR 10.1, 95%IC 1.17-87.52, p=0.036).
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Conclusions. La preséncia de falsos negatius en EBUS-TBNA va ser del 15% en els pacients
amb CPNCP quan es realitzava un mostreig de < 3 estacions ganglionars, perd quan es
realitzava un mostreig de les tres estacions mediastiniques la xifra de falsos negatius es reduia al
3%. Lareduccid de falsos negatius es va associar a I’extensio del mostreig , per tant, I’obtencio
de mostres representatives de les estacions laterotraqueals baixes i subcarinal es pot considerar
un criteri de qualitat. En els territoris no accessibles per la técnica, els falsos negatius es van

associar unicament amb la localitzacio del tumor, quan aquest s’ubicava en el pulmo esquerre.
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Abstract

OBJECTIVES: False-negative results of endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle aspiration in non-small-cell lung cancer
staging have shown significant variability in previous studies. The aim of this study was to identify procedure- and tumour-related determi-
nants of endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle aspiration false-negative results.

METHODS: We conducted a prospective study that included non-small-cell lung cancer patients staged as NO/N1 by endobronchial ultra-
sound-guided transbronchial needle aspiration and undergoing therapeutic surgery. The frequency of false-negative results in the medias-
tinum was calculated. Procedure-related, first, and tumour-related, second, determinants of false-negative results in stations reachable and
non-reachable by endobronchial ultrasound were determined by multivariate logistic regression.

RESULTS: False-negative endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle aspiration results were identified in 23 of 165 enrolled
patients (13.9%), mainly in stations reachable by endobronchial ultrasound (17 cases, 10.3%). False-negative results were related to the ex-
tensiveness of endobronchial ultrasound sampling: their prevalence was low (2.4%) when sampling of three mediastinal stations was satis-
factory, but rose above 10% when this requirement was not fulfilled (P =0.043). In the multivariate analysis, abnormal mediastinum on
computer tomography/positron emission tomography [odds ratio (OR) 7.77,95% confidence interval (CI) 2.19-27.51, P=0.001] and exten-
siveness of satisfactory sampling of mediastinal stations (OR 0.37, 95% CI 0.16-0.89, P =0.026) were statistically significant risk factors for
false-negative results in stations reachable by endobronchial ultrasound. False-negative results in non-reachable nodes were associated
with a left-sided location of the tumour (OR 10.11,95% CI1.17-87.52, P =0.036).

CONCLUSIONS: The presence of false-negative ultrasound-guided transbronchial needle aspiration results were observed in
nearly 15% of non-small-cell lung cancer patients but in only 3% when satisfactory samples were obtained from three mediastinal
stations. False-negative results in stations reachable by endobronchial ultrasound were associated with the extensiveness of
sampling, and in stations out of reach of endobronchial ultrasound with left-sided tumours. These results suggest that satisfactory
sampling of at least three mediastinal stations by EBUS-TBNA may be a quality criterion to be recommended for EBUS-TBNA
staging.

Keywords: Non-small-cell lung cancer ¢ Staging « Mediastinum ¢ Endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle aspiration *
False negative
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INTRODUCTION

Accurate staging of the medias$inum is crudal for the prognosis and
treatment of patients with non-small-cell ing cancer (NSCLC) without
evidence of distant metastases. Computer tomography (CT) and
positron emission tomography (PET) are cumrent standards for
noninvasive mediaginal staging in these patients but require patho-
logical confirmation by invasive procedures when positive [1]. and
may give false-negative results in patients with large and/or central
mumours [2]. Minimally invasive methods such as endobronchial
ultrasound-guided transbronchial needle aspirafion (EBUS-TENA)
are replading surgical staging procedures in NSCLC: when these
techniques demonstrate mediastinal involvement. no further con-
firmatorv tests are required, because the likelihood of a false-posifive
result with these procedures is very low []. Afier a negative
EBUS-TBNA, however, the use of subsequent staging technigues
remains controversial because the negative predicive value of the
technique has shown significant variability between studies [4, 3]
and no minimal requirements for a safisfactorv EBUS-TBNA proced-
ure have been defined and validated. Acoordingly. it has been
claimed that EBUS-TBNA is not suffidiently reliable to categorically
mule out mefastatic involvement of the mediastinum, and secondary
confirmative procedures such as oesophageal ulfasonogmphy and/
or cervical mediastinoscopy are recommended when EBUS-TBNA
procedures do not show mediastinal malignancy [1. 6].

The aims of our study were, first, to identify procedure-related,
and, second, tumour-related determinants of false-negative results
in EBUS-TBNA staging, using nodal dissection as the gold sandard
for the evaluation of the bronchoscopic procedure. A definition of
the minimal requirements to be fulfilled by EBUS-TBNA in order to
guarantee 3 low prevalence of false-negative results will allow a
more accurate selection of patients requiring addifional staging
procedures before the indication of therapeutic surgery.

MATERIALS AND METHODS
Patients

A prospective, multicentre study induding patients diagnosed with
NSCLC considered opemable after EBUS-TBNA was conducted in six
university hospitals between 2010 and 2012. Patiens with a suspi-
con of NSCLC were referred by their general practitioner to one of
the participating hospitals for diagnosis and/or staging. Staging was
performed by EBUS-TBNA in all NSCLC patients who did not show
distant metasdtasis at the first examinaion. Patients with haemor-
rthagic diseases or coagulation disorders were excluded from staging
by EBLS-TBNA. Noninvasive examinations previous to mediastinal
sampling incuded CT scan of the lung mediastmum and upper
abdomen using multidete ctor-row spiral CT scanner and PETor PET!
CT scan. Nodes in the mediastinum were considered abnormal
when their short-axis diameter was =10 mm, and when they had an
absolute maxirmm sandardized uptake walue (SUVmax) of 4.5,
and/or a 0.5 matio of the SUVmax of the mediastinal lymph node to
the SUVmax of the primary tumour [1]. Operability was assessed by
physical examination. blood tests and pulmonary fiunction tests, and
patients considered physicallv unfit for surgerv were excluded from
the sudy. Patients with an EBUE-TBNA procedure negative for malig-
nancy in the mediaginum were staged by cervical mediastinoscopy
when their PET scan showed the mediastinum o be hypermefabolic.
Therapeutic surgery with nodal dissection was performed after these
staging techniques and was considered the gold standard for the

present study [7]. The research protocol was approved by the refer-
ence regional ethics committee for the project (Institut de Recerca
en Ciénces de la Salut Germans Trias i Pujol, reference: FIS PS09/
01612) and by the local ethics committees of all participating
centres. Written informed consent was obtained from all participat-
ing patients.

Endobronchial ultrasound-guided needle
aspiration

EBUE was performed in an outpatient setfing using a flexible bron-
choscope (BFUC180F, Olympus Optical Co., Ltd Tokyo, Japan) with a
distal probe capable of produdng linear parallel scans of the medias-
tinal and peribronchial tissues and a working chamnel suited for the
performance of TBNA under direct ultrasound guidance. Local an-
aesthesia and sedation were achieved using topical lidocaine spray
and infravenous midazolam, propofol and/or fentanyl in accordance
with standard recommendations [8]. Mediastinal and lobar nodes
with a short-axis diameter of 5 mm or more identified duning the
procedure were targeted under direct ultrasound visualization with
a 22-gauge cytology needle spedally designed for EBUS-TBNA
(NA-2018X-4022, Olympus Opfical Co.. Ltd). The needle was gnided
bevond the bronchoscope channel and then pushed forwards from
the sheath and inserted into the tracheal or bronchial wall under
vltrasound guidance. Once the needle fip was inside the target,
negative pressure was maintained with a syninge at the proximal end
of the catheter while the needle was pushed forth and back, releas-
ing the suction when removed from the target sructure. Samples
were labelled according to whether they had been extracted from a
normal node, showing lymphocytic cells and no neoplastic cells, or
from a metas@atic node, with groups of neoplasic cells. Aspirates
containing only bronchial or blood cells, non-diagnostic atvpical
cellsor insufficient material were considered inadequate. Everv iden-
tified node was sampled fthree times, unless rapid on-site evaluation
performed by a pathologist during the procedure confirmed the
adequacy ofthe sample after the first or the second aspiration [9, 10].

Pathology

The aspirated material in the needle wasrecovered and the sped-
mens were placed on slidesand fixed with 95% ethanol. The slides
were stained for 1min with haematoxyvlin when rapid on-site
evaluation was performed during the procedure. Papanicolau
staining with orange A and eosin was done later in the pathology
laboratory. The cytologist classified satisfactory nodal samples as
‘normal tissue negative for malignancy’ when the sample con-
tained 40 lymphocytes per high-power field in cellular areas of
the smear and/or clusters of pigmented macrophages and no
neoplastic cells, or as ‘metastatic’ when recognizable groups of
malignant cells were present [11]. Nodes containing only isolated
dysplastic. bronchial or blood cells were considered as non-
represenfative  of the targeted structure, and were classified as
inadequate. Cell blocks were obtained and processed from the
specimens recovered whenever extra material was available after
the prepamation ofa minimum of four slides.

Surgical staging

Patients with negative EBUS-TENA underwent cervical mediasti-
noscopy when their PETscan showed the mediastinum to be
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abnormal. Cervical mediastinoscopy was performed based on the
recommendations of the European Society of Thoracic Surgeons
and included station 4R, 4L and 7 samplings regardless of nodal
size [1]. Nodal dissection was performed in patients undergoing
therapeutic thoracotomy following the recommendations of the
Bronchogenic Carcinoma Cooperative Group of the Spanish
Society of Pneumology and Thoracic Surgery [12].

Statistical analysis

Data were entered into a database and analysed using SPSS soft-
ware, version 18.0 [Chicago, IL, USA]. Categorical variables were
expressed as absolute and relative frequencies, continuous vari-
ables as means and standard deviations (SDs), and non-normally
distributed data as medians and interquartile ranges (IQR).
Patients with an EBUS-TBNA procedure attaining satisfactory sam-
pling of at least one mediastinal station were included in the ana-
lysis, and false-negative EBUS-TBNA results were calculated using
nodal dissection as the gold standard, except in patients with cer-
vical mediastinoscopy showing mediastinal malignancy. The
number of mediastinal stations satisfactorily sampled by EBUS-
TBNA was calculated, and related to false-negative figures, repeat-
ing this analysis for false-negative results in mediastinal stations
reachable by EBUS-TBNA, after the exclusion of false-negative
results found in non-reachable stations (two-sided xz test). The
frequency of false-negative results in the mediastinum was similar-
ly calculated for the non-reachable stations, and related to the
number of mediastinal stations satisfactorily sampled (two-sided
%), assessing also the relationship between the appearance of
false-negative results in these out-of-reach stations and the local-
ization of the tumour in the lung (Fisher’s exact test).

Firstly, as the main objective, the extensiveness of EBUS-TBNA
sampling of mediastinal stations (2R, 2L, 4R, 4L and 7), measured as
the number of stations with a minimum of one satisfactorily
sampled node (sample containing adequate cytological material)
was calculated by bivariate logistic regression as a procedure-
related determinant of false-negative results. Secondly, tumour
determinants of false-negative results (size, tumour location, hist-
ology and mediastinal extension according to CT and/or PET) were
similarly calculated. All procedure- and tumour-related determi-
nants of false-negative results with a bivariate association (P <0.10)
were included in a multivariate logistic model, including the centre
as a covariate, to identify factors significantly associated with false-
negative results in stations reachable and non-reachable by
EBUS-TBNA. Results were expressed as crude and adjusted odds
ratios (ORs) with 95% confidence intervals (95% CI). A P value of
<0.05 was reported as statistically significant for all statistical tests.

RESULTS

Participating hospitals identified 181 patients with operable NSCLC.
Sixteen of them were excluded for further analysis due to
inadequate sampling of all EBUS-TBNA targeted nodes. One
hundred and sixty-five patients with an EBUS-TBNA procedure
showing normal nodes negative for malignancy in at least one me-
diastinal station were included in the study, 69 of them (41.8%)
with enlarged nodes on CT and/or high uptake of fluorodeoxyglu-
cose in the mediastinum on CT/PET (Table 1).

EBUS-TBNA obtained adequate samples from a median of 2
(IQR 1-2) targeted mediastinal stations, and achieved adequate

1. Sanz-Santos et al. / European Journal of Cardio-Thoracic Surgery

Table 1: Patient characteristics (n=165)
Age (years), mean (SD) 65.7(9.2)
Gender (female), n (%) 10 (6.1)
Tumour location, n (%)
Right upper-middle lobe 81 (49.1)
Right lower lobe 22(13.3)
Left upper lobe 37(22.4)
Left lower lobe 25(15.2)
Tumour size (cm), n (%)
<3 59 (35.8)
>3-5 93 (56.3)
>5 13 (7.9)
Abnormal mediastinum®, n (%) 69 (41.8)
Pathology, n (%)
Squamous-cell carcinoma 72 (43.6)
Adenocarcinoma 78 (47.3)
Non-specified non-small-cell lung cancer 15(9.1)
Surgical gold standard, n (%)
Single cervical mediastinoscopy 6(3.6)
Nodal dissection 138 (83.6)
Cervical mediastinoscopy + nodal dissection 21 (12.7)
Nodal dissection (n=159)
Resected nodes, median (IQR) 12 (6-18)
>6 nodes resected, n (%) 127 (79.9)
Dissected mediastinal nodes
Dissected mediastinal nodes 7(3-13)
Dissected mediastinal stations (>1 node) 3(2-3)
Systematic mediastinal dissection®, n (%) 86 (54.1)

#According to computed tomography and/or positron emission
tomography (mediastinal node >10 mm short axis and/or SUVmax >4.5
and/or ratio SUVmax mediastinal node/SUVmax primary tumour >0.5) [8].
>3 mediastinal stations including a subcarinal station [9].

sampling of three mediastinal stations in 41 patients (24.8%)
(Table 2). Pathological staging after surgery identified mediastinal
malignancy in 23 of the participants, which were accordingly con-
sidered as false-negative EBUS-TBNA procedures (13.9%). Two
patients presented with metastasis in more than one mediastinal
station (one patient in Stations 4R and 2R and the other patient in
Stations 5, 7 and 9). False-negative results were observed mainly
in stations reachable by EBUS-TBNA (17 cases, 10.3%),and less
often in stations beyond the reach of EBUS-TBNA (7 cases, 4.2%).
False-negative results were identified by cervical mediastinoscopy
and by nodal dissection in 6 and 17 patients, respectively, nearly
half of them in stations beyond the reach of EBUS-TBNA and cer-
vical mediastinoscopy (Table 2).

False-negative results were clearly related to the extensiveness
of EBUS-TBNA sampling. Their prevalence was low (2.4%) when
EBUS-TBNA attained a satisfactory sampling of three mediastinal
stations, but rose above 10% when satisfactory sampling was
attained in only one or two stations (P=0.043, Xz test) (Table 3).
Considering false-negative results in stations reachable and non-
reachable by EBUS-TBNA independently, this inverse relationship
between the extensiveness of EBUS-TBNA sampling and false-
negative results was only found for results obtained in reachable
stations (P =0.038, y* test). False-negative results in non-reachable
stations were independent of the extensiveness of EBUS-TBNA
sampling and were related to tumour location. Six of 7 cases
(85.7%) with false-negative results in stations non-reachable by
EBUS-TBNA were observed in tumours in the left lung, both in the
upper (n=2) and the lower lobe (n=4) (Fig.1). The difference
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Table 2: EBUS-TBNA (n=165)

Post-surgical staging, n (%)

NO 126 (76.4)
NI 16 (9.7)
N2 unilevel 21(12.7)
N2 multilevel 2(1.2)
False-negative N2, n (%) 23(13.9)
Station with a false-negative N2 result, n*
Station reachable by EBUS 17
2R 1
4R 8
7 9
Station non-reachable by EBUS 7
5 4
9 4
EBUS laterotracheal stations sampling (right, left and
subcarinal)®
Laterotracheal stations with representative samples, 2(1-2)
median (IQR)
Rep ive sampling of three 1 I stations, 41 (24.8)
n (%)
Representative sampling of two ipsilateral mediastinal 45(27.3)
stations, n (%)
Representative sampling of one ipsilateral mediastinal 79 (47.9)

station, n (%)

“Multilevel malignancy in mediastinal nodes in 2 patients (one patient
with Stations 2R and 4R involved, the other with Stations 5,7 and 9
involved).

bRight laterotracheal = 2R and/or 4R, left laterotracheal = 2L and/or 4L.

Table 3: False-negative results according to EBUS-TBNA
sampling and representativeness

False-negative results in mediastinal stations

Number of mediastinal stations with adequate

samples
3 2 Ipsilateral 1 Ipsilateral P-value
n 41 45 79 -
False negative
In all stations 1(24) 7(15.6) 15 (19.0) 0.043
In reachable stations 0 (0) 7(15.6) 10 (12.7) 0.038
In non-reachable 12,4 0(0) 6 (7.6) 0.105

stations

with respect to right-sided tumours was statistically significant
(P=0.012, Fisher's exact test).

The assessment of determinants of false-negative results in
NSCLC staging by EBUS-TBNA in a multivariate model adjusted
for centre confirmed the presence of different patterns for stations
reachable and unreachable by EBUS-TBNA. Statistically significant
risk factors for false-negative results in stations reachable by
EBUS-TBNA were an abnormal mediastinum on CT/PET (OR 7.77;
95% CI12.19-27.51,P=0.001) and the extensiveness of satisfactory
sampling of mediastinal stations (OR 0.37, 95% CI 0.16-0.89,
P=0.026). However, in non-reachable nodes, these determinants
were not associated with false-negative results; in this case, the lo-
cation of the tumour was the only criterion, with a higher risk in
left-sided tumours (OR 10.11, 95% CI 1.17-87.52, P=0.036)
(Table 4).

p=0.012
12
104 [ Upper lobe l
] Lower lobe
8 3.22%
6
4
6.45%
2
0 0.97%
T
Right tumors Left tumors
n=103 n=62

Figure 1: Prevalence of false-negative results in nodes out of reach of EBUS-
TBNA according to the location of the primary tumour in the lung (P =0.012).

DISCUSSION

In our study, false-negative EBUS-TBNA results for mediastinal
staging were observed in nearly 15% of patients. Most false nega-
tives were obtained in stations reachable by the technique.
EBUS-TBNA obtained satisfactory samples from three mediastinal
stations in a quarter of the patients, who showed a prevalence of
false-negative results below 3%. False negatives in stations reach-
able by EBUS-TBNA were clearly related to the extensiveness of
sampling, and rose above 10% when nodal sampling obtained sat-
isfactory samples from fewer than three mediastinal stations. This
relationship between the extensiveness of EBUS-TBNA sampling
and false-negative results was not found in stations beyond the
reach of EBUS-TBNA, where the only factor influencing the fre-
quency of false-negative results was the location of the tumour in
the left lung. These determinants of false-negative results in sta-
tions reachable and unreachable by EBUS-TBNA were confirmed
in the multivariate analysis.

We found that EBUS-TBNA achieves satisfactory sampling of
three mediastinal stations in one-quarter of patients, and that
when this extensiveness is attained; the prevalence of false-
negative results is below 5%. Minimally invasive staging by
EBUS-TBNA is now a standard approach for NSCLC; however, no
requirements for guaranteeing a low frequency of false-negative
results have been defined, and the regular use of additional
staging procedures before therapeutic surgery after a negative
EBUS-TBNA is recommended in current guidelines [6]. Quality
standards for cervical mediastinoscopy require that the procedure
should achieve sampling of, at least, both lower paratracheal and
subcarinal stations (4R, 4L and 7) in order to be considered repre-
sentative [1], and a similar approach has been proposed for
EBUS-TBNA [13, 14]. Our results support the use of this quality cri-
terion in EBUS-TBNA sampling. We found that the prevalence of
false negatives surpasses 10% when sampling is satisfactory in only
one or two mediastinal stations, thus confirming the need for add-
itional staging procedures in this situation. A number of studies
have assessed the potential benefit of adding a mediastinoscopy
after a negative EBUS-TBNA, most of them retrospective [15-17].
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Table 4: Risk factors for false-negative N2

Reachable nodes

1. Sanz-Santos et al. / European Journal of Cardio-Thoracic Surgery

Non-reachable nodes

Univariate Multivariate Univariate Multivariate
Characteristics OR (95% CI) P-value OR (95% CI) P-value OR (95% CI) P-value OR (95% CI) P-value
Age 1.02(0.96-1.08) 0453  — - 1.01(0.93-1.10) 0.866  — -
Gender (female versus male) 0.96 (0.11-8.12) 0.974 - - 2.76 (0.30-25.44) 0.370 - -
Tumour size (>3 vs <3 cm) 1.92 (0.60-6.19) 0273  — - 0.73(0.16-3.39) 0.690  — -
Tumour localization (left versus right) 0.66 (0.22-1.99)  0.465 - - 10.93 (1.28-93.07) 0.029 10.11 (1.17-87.52) 0.036
Abnormal mediastinal nodes* 5.34(1.66-17.18) 0.005 7.77 (2.19-27.51) 0.001 0.54(0.10-2.89) 0474 - -
Pathology (adenocarcinoma versus 1.02 (0.37-2.78) 0.973 - - 1.55(0.34-7.16)  0.573 - -
other NSCLC)
Number of stations sampled and 0.50(0.24-1.05) 0.067 0.37 (0.16-0.89)  0.026 0.37(0.10-1.39) 0.141 - -

representative (3 vs<2)

“Enlarged on CT scan and/or hypermetabolic on PET/CT mediastinal nodes.

Clinical trials focusing on this issue have concluded that combin-
ing EBUS-TBNA and mediastinoscopy resulted in an improvement
of the diagnostic yield that is cost-effective [18-21]. Our results
support this approach, since the addition of cervical mediastino-
scopy after an unsatisfactory EBUS-TBNA in patients with an ab-
normal mediastinum on the PET scan significantly reduced
false-negative results in reachable nodes in our study to nearly 5%.

False-negative results in stations out of reach of EBUS-TBNA
had prevalence rates below 5% in our study and, as expected, did
not depend on the extensiveness of EBUS-TBNA sampling. In con-
trast, the false-negative results in these stations were clearly asso-
ciated with location of the tumour in the left lung. Most of our
false-negative results in EBUS-TBNA non-reachable stations 3, 5, 6,
8 and 9 appeared in patients with upper and lower left tumours,
suggesting that additional staging procedures are needed in these
patients regardless of tumour size and type. Our results are in
agreement with several studies that have demonstrated an in-
crease in the diagnostic yield of EBUS-TBNA when used in com-
bination with endoscopic ultrasound-guided needle aspiration,
which is able to target malignant nodes in Stations 5, 8 and 9 [19,
20, 22, 23]. Similar results have been reported with the sampling of
paraoesophageal stations by means of EBUS-TBNA, locating the
device in the oesophagus [24, 25]. Our results suggest that this ap-
proach may be especially important in left-sided tumours.

Apart from variables related to the procedure and the tumour,
certain other factors can increase the risk of nodal metastases in
the mediastinum after a negative EBUS-TBNA. In our study,
patients with abnormal mediastinum on either CT or PET scan
were more likely to present false-negative results and, in this situ-
ation, complementary staging techniques will be needed after a
negative EBUS-TBNA procedure before surgery.

All studies including a combination of staging methods have
shown better results with a combined approach compared to
each single method [19, 20] but a rationale for NSCLC staging
needs to be established in order to avoid unnecessary explora-
tions. In this setting, it is essential to identify which subgroups of
patients would benefit from additional staging procedures before
surgery, and which techniques will be most useful for each
patient. Our results support the use of additional procedures like
cervical mediastinoscopy in patients with a negative EBUS-TBNA
procedure that has not attained a satisfactory sampling of three
mediastinal stations, and favour the use of complementary staging
techniques as endoscopic ultrasound to reach paraoesophageal

and perivascular stations in left-sided tumours. This approach, if
confirmed in additional studies, may simplify the staging proced-
ure in lung cancer patients.
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Antecedent. La hipermetilacio de la zona promotora dels gens supressors de tumors esta
associada amb la carcinogenesi del cancer de pulmd. L’ecobroncoscopia amb puncid-aspiracio
trasnsbronquial (EBUS-TBNA) és un métode semiinvasiu que permet obtenir blocs cel-lulars
dels ganglis que es poden utilitzar per analisi epigenctic. L objectiu de I’estudi és determinar si
I’EBUS-TBNA és una bona técnica per obtenir material per estudi epigencétic i establir la relacio
entre 1’estat de metilacié dels gens pl6, DAPK, RASSFla, APC i CDHI13 en els ganglis

obtinguts per EBUS-TBNA, I’estadificaci6 i el pronostic de la malaltia.

Métode: Es realitza un estudi que analitza I’estat de metilacié dels gens DAPK, p16, RASSF1a,
APC i CDH13 obtinguts per bloc cel-lular mitjancant EBUS-TBNA en pacients amb cancer de
pulmé. S’evalua la relacio de la metilacié d’aquests gens amb [’estadificacio i la supervivencia

de la malaltia.

Resultats: Es van incloure 85 pacients amb edat mitjana de 67 (DE 8) anys. L’EBUS-TBNA va
permetre diagnosticar invasié mediastinica en 63 casos (74%). Es van detectar 10 casos de
pacients afectats de cancer de pulmo cel-lula petita (CPCP) i 53 casos de cancer de pulmoé no
cel-lula petita (CPNCP). En 43 ganglis afectats per c¢l-lules neoplasiques (67%) es va observar
metilacio de > 1 gen. La metilacié de RASSF1la es va associar amb cancer de pulm¢ cél-lula
petita (CPCP). Per altra banda, la metilaciéo de APC i/o p16 es va relacionar amb estadificacio
més avangada en pacients amb CPNCP aixi com pitjor supervivéncia als sis mesos (p= 0.019,
test log-Rank), que es va mantenir després d’ajustar per edat i subtipus histologic de tumor

(HR=6.95%, 95% IC [1.8-19.5], p=0.003, regressio Cox).

Conclusions: L’EBUS-TBNA amb bloc cel-lular és una bona técnica per obtenir material per
analisi epigenetic i permet identificar patrons de metilacid associats a pitjor supervivéncia. La
metilacié dels gens APC i pl6 en pacients amb CPNCP esta associada amb estadificacio

avancada i pitjor supervivéncia als sis mesos.
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5. DISCUSSIO

El CP no només ¢€s la neoplasia més prevalent sind també la primera causa de mort per
cancer a nivell mundial. Aixi, en aquest tipus de cancer ¢és especialment important no
només fer un diagnodstic precog, sind també poder fer una estadificacid correcta i
minuciosa per obtenir la informacid necessaria sobre I’extensié de la malaltia, tan a
nivell local com a distancia, 1 aixi indicar el tractament correcte i estimar el seu

pronostic.

L’abordatge dels ganglis del mediasti per confirmar si presenta disseminacié de la
malaltia és crucial quan no hi ha afectaci6 a distancia, i és el factor pronostic més
important. Actualment, les técniques no invasives i semiinvasives son una eina essencial
pel diagnostic 1 ’estadificacido mitjancant la classificaci6 TNM. A més, en els ultims
anys, s’ha comengat a investigar molt en 1’obtencié de marcadors predictius moleculars
que ens aportin informaci6 del pronodstic 1 permetin fer un tractament més dirigit en

estadiatges avancats.

A continuacio es discuteixen els resultats dels tres estudis per separat.

5.1. Predictors de malignitat mediastinica a PET en cancer de pulmo.

La PET és una técnica no invasiva que permet detectar mitjangant un radiofarmac
marcat amb positrons 1’activitat de les cel-lules neoplasiques i per tant, proporciona
informacioé metabolica essencial dels territoris ganglionars. A principis del 2001, es va
descriure la PET-TAC que integra la informacié metabolica de la PET amb la

informaci6 anatomica que proporciona la TAC. La técnica té falsos positius (20-24%)
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en aquells processos d’increment de la glicolisis (malalties inflamatories, antracosis,
infeccions) 1 tampoc és exempta de falsos negatius. La interpretacié de la prova es
realitza de manera subjectiva amb una analisi visual i semiquantitativa determinant el
valor estandarditzat de captacié maxima (SUVmax) que es defineix pel quocient entre la

concentracio del radiofarmac en el tumor 1 la dosis injectada dividida pel pes corporal.

El SUVmax dels territoris ganglionars és un bon predictor de disseminacid
mediastinica, i s'han utilitzat per aixo punts de tall entre 2.5 a 5.3 (22, 23). En el nostre
treball multicéntric, vam determinar que el millor punt de tall del SUVmax del mediasti
com a predictor era 4, i amb ell s’assolia una precisiéo i VPN superior al 70% per a la
identificaci6é de metastasis ganglionars. Tanmateix, el SUVmax del mediasti presentava

variabilitat entre els diversos centres adscrits a I’estudi.

Estudis previs han demostrat que la variabilitat entre centres és al voltant del 10-15% 1
es produeix per dos tipus de factors, els biologics 1 els tecnologics. Entre els biologics
cal mencionar els nivells de glucosa i insulina en sang, el percentatge de teixit adipds,
el moviment respiratori o 1’ interval de temps entre I’administraci6 del radiofarmac i
I’obtencio de la imatge. Per altra banda entre els tecnologics cal citar la variabilitat entre

els escaners, els parametres de reconstruccio o els errors de calibracio entre altres (25).

Per tal d’homogeneitzar resultats entre centres i per tant poder comparar resultats,
alguns autors (26-28) proposen determinar la ratio entre SUVmax mediasti i el SUVmax
del tumor. En la nostra série, un quocient SUVmax mediasti/SUVmax tumor superior a
0.4 era predictor d’invasié neoplasica (OR 6.62, 95% IC 2.98-14.69) amb una

sensibilitat del 70.8% 1 precisié del 71.9%, similar a ’obtinguda quan el SUVmax
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mediasti era superior a 4 (OR 10.68, 95% IC 2.98-14.69). La utilitzacié d’aquesta
primera variable va suprimir 1’efecte de variabilitat intercentre, i per tant, la fa
especialment recomanable en estudis multicéntrics. Els resultats estan en la linia dels
exposats previament pel grup de Cerfolio, 1 posteriorment per Iskender (28), amb punts
de talls proposats de 0.56 1 0.49, respectivament. En el nostre treball, la captacio de més
d’un territori al mediasti va ser predictor d’afectacié mediastinica perd tenia menys
poténcia que els parametres descrits anteriorment. Cal mencionar que donat que els
resultats del VPN 1 la precisi6 de la técnica no van ser superiors al 80% es precisa

confirmaci6 histologica, tal i com esta descrit en publicacions prévies sobre el tema.

En el nostre estudi, ’EBUS-TBNA va ser la técnica semiinvasiva més utilitzada pel
mostreig mediastinic. La técnica va ser positiva en més d'un 10% dels casos en que el
PET no mostrava captacio en el mediasti. La sensibilitat 1 el VPN del EBUS-TBNA no
van ser superiors al 80% en el nostre estudi i per tant, els resultats fan recomanable
realitzar altres proves complementaries com 1’ EUS-NA o la medistinoscopia per a
completar D’estadificacié si 'EBUS-TBNA ¢és negatiu. En la nostra experiéncia,
unicament en els tumors de menys de 3 cm de diametre 1 en els que la PET presenti una
captacid per sota del punt de tall establert es pot prescindir de realitzar altres técniques
per I’estadificacid, ja que aquestes no augmenten la sensibilitat ni el VPN prequirargic
en aquesta situacid, resultats en la linia del recomanat en les guies cliniques

d’estaficacio.
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5.2. Determinants de resultats falsos negatius en el CPNCP estadificats per EBUS-

TBNA

Les técniques semiinvasives son les técniques d’eleccid inicials que permeten la presa
de mostres citologiques en cas de sospita d’afectacié mediastinica. L’EBUS-TBNA
lineal accedeix als mateixos territoris ganglionars que la mediastinoscopia (2R, 2L, 4R,
4L 1 7) i també en regions hiliars i interlobars (10R, 10L, 11R, 11L). Si la prova
confirma disseminaci6 mediastinica no cal realitzar més técniques ja que es pot
considerar exempta de falsos positius. No obstant, en cas de que la prova sigui negativa
1 hi hagi sospita de N2 oculta, donat que hi ha variabilitat entre estudis del VPN (60%-
99%), les guies recomanen realitzar una mediastinoscopia atés que, continua sent el

gold-standard.

L’EBUS-TBNA lineal es va descriure a principis del 2002 i els primers estudis que van
evaluar els falsos negatius de la técnica donaren xifres que oscil-laven entre el 24 1 28%
(50, 51). En el nostre treball multicentric, es van evaluar els falsos negatius de N2 en
pacients amb cancer de pulmo estadificats com a NO/N1 per EBUS-TBNA, i en tots ells
es va realitzar confirmaci6 histologica quirtrgica. Es va obtenir una proporci6 de falsos
negatius del 13.9%. Aquest resultat, disminuia fins al 10.3%, quan s’evaluaven
unicament els falsos negatius en els territoris accessibles per ’EBUS-TBNA. Aquestes

conclusions son comparables amb alguns treballs recents (20).

Només en un 24.8% dels pacients es va aconseguir fer un mostreig ganglionar

equivalent al minim requerit per la mediastinoscopia, reduint-se en aquests casos els
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falsos negatius fins al 3%. En aquells pacients en que només es puncionaven entre 1 o 2

territoris, els falsos negatius eren superiors al 10%.

En el moment de realitzar el segon estudi objecte d’aquesta tesi, la guia de I’ ACCP i la
ESTS establien com a requeriment minim en la mediastinoscopia ’avaluacio i la
disseccio sistematitzada de les estacions ganglionars paratraqueals i subcarinal. No
obstant, no existia un clar consens en ’EBUS-TBNA. Tanmateix, alguns estudis ja
apuntaven que calia abordar les mateixes estacions que en la mediastinoscopia per tal de

millorar el VPN (52, 53).

Els nostres resultats reforcen la importancia de fer un abordatge sistematic de les
estacions mediastiniques (4R, 4L i 7) per tal de minimitzar els falsos negatius.
Posteriorment al nostre treball, al 2014 es va realitzar la revisio de les guies del 2007, on
ja s’estableix que la técnica ha d’explorar 1 puncionar els ganglis amb un diametre
menor > 5 mm com a minim en les estacions mediastiniques 2, 4 1 7, obtenint aixi un

VPN > 90% (20).

En la nostra serie de pacients, els falsos negatius en les zones no abordables per EBUS-
TBNA van ser inferiors al 5% 1 estaven relacionats amb la localitzacié del tumor en el
pulmé esquerre, aixi doncs, seria recomanable realitzar una técnica complementaria per

abordar el mediasti quan ’EBUS-TBNA ¢és negatiu en aquests casos.

Esta descrit en la literatura que els tumors en el bronqui lobar superior esquerre
metastatitzen a la finestra aortopulmonar (regié 5 1 6), i per tant, requereixen de
tecniques addicionals (54, 55). L’EUS-NA permet accedir a les estacions 5, 8 1 9 que ni

I’EBUS-TBNA ni la mediastinoscopia poden abordar (20, 35, 44). La combinaci6 de
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EBUS-TBNA i EUS-NA ha demostrat un augment de la sensibilitat i especificitat del
86% 1 100% respectivament en un metaanalisi basat en 8 estudis (56). Aixi, si es
combinen les tecniques el VPN oscil‘la entre 93-96% (47, 57). Tanmateix, els resultats
dels estudis son variables 1 no s’han realitzat estudis aleatoritzats i per tant les guies
recomanen iniciar l'estadificaci6 amb técniques semiinvasives i en cas de resultat
negatiu realitzar una mediastinoscopia. L’estudi presentat permet discernir que la
utilitzacié de técniques addicionals d’estadificacio és especialment important en els
tumors esquerres, 1 podria ser innecessari en els tumors drets explorats amb

estadificaciod sistematica per EBUS-TBNA.

5.3. Estat de metilacio mitjancant EBUS-TBNA dels ganglis locorregionals.

Els canvis epigenetics son modificacions en I’expressié dels gens que no s’acompanyen
d’alteracions en la seqiiencia del DNA. Aquests mecanismes estan relacionats amb la
desregulacié d’oncogens, gens supressors de tumors i gens reparadors del DNA. El
mecanisme epigenetic més estudiat €s la metilacié del DNA, que es produeix en les illes
CpG que estan localitzades en les regions promotores dels gens reguladors d’expressio
relacionats amb la carcionogénesi. S’observa entre el 15 1 80% del CP, amb diversos

gens implicats.

L’EBUS-TBNA, que permet obtenir bloc cel-lular del material dels ganglis mediastinics
puncionats, va ser en més del 50% de casos la tnica teécnica disponible per realitzar
I’analisi epigeneétic en el nostre estudi. La realitzacié de bloc cel-lular ja s’ha demostrat
en estudis previs que és una tecnica bona per realitzar estudis moleculars per detectar

mutacions, no inferior a la mediastinoscopia o la biopsia mitjangant la broncoscopia
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(57). En el nostra experiéncia, la metilacié d’un o més gens es va observar en més de
60% de les mostres obtingudes, fins 1 tot en dos ganglis en que ’EBUS-TBNA va ser
negatiu, casos en que es pot assumir que hi havia disseminacido de cel-lules de
carcinoma al gangli, que no va ser objectivada en l'examen citologic. Els resultats
obtinguts, apunten que la técnica endoscopica permet obtenir bon material per estudis

moleculars sobretot en aquells pacients en que es descarta realitzar proves invasives.

La metilacio del gen RASSFla es va associar en més del 90% de les mostres a
carcinoma c¢l-lula petita, tal i com esta descrit en publicacions prévies. Finalment, hi
ha diversos estudis descrits en la literatura que mostren que la metilacié de gens esta
associada a pitjor supervivencia (59-62). En el nostre treball, la metilacié dels gens APC
1 pl6 es va detectar en estadis més avancats de la malaltia (estadi IIIB-IV) i va estar
relacionada amb una pitjor supervivencia als sis mesos (HR=6, 1C95% [1.8-19.5], p=

0.003).

En conclusi6 la present tesi ajuda respondre algunes preguntes sobre la importancia de
poder fer un estudi més acurat de les técniques no invasives 1 semiinvasives que
permetin millorar el maneig de malalts amb cancer de pulm6. En la PET el SUVmax
mediasti/SUVmax tumor primari €s un un parametre molt valuds quan és superior a 0.4
ja que no només ¢€s predictor d’afectacid tumoral al mediasti sind que també ens permet
comparar resultats entre altres centres. En quan a ’EBUS-TBNA, és molt important fer
un mostreig adequat de les estacions mediastiniques laterotraqueals 1 subcarinal per
garantir la qualitat de 1’exploracid, 1, en aquells tumors primaris en localitzaci6 al pulm6
esquerre, valorar realitzar EUS-NA i/o mediastinoscopia com a técnica complementaria

per tal de minimitzar falsos negatius en I’estadificacié del mediasti. Finalment,

103



mitjangant ’EBUS-TBNA es pot obtenir suficient material dels ganglis mediastinics per
poder valorar si presenten metilacio dels gens APC 1 pl6, el que indicaria pitjor

pronostic de la malaltia.
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6. CONCLUSIONS

El SUVmax del mediasti > 4 1 el SUVmax mediasti/SUVmax tumor > 0.4 s6n
predictors d’afectaci6 tumoral mediastinica en la PET. El SUVmax
mediasti/SUVmax tumor €s el parametre que ens permet comparar resultats
entre centres. Independentment del resultat de la PET, la sensibilitat i el VPN de
I’EBUS-TBNA so6n inferiors a 90% 1 per tant, és necessari realitzar altres proves
complementaries si el resultat de ’EBUS-TBNA ¢s negatiu, a excepcid de

tumors de < 3cm 1 SUVmax tumor/SUVmax mediasti < 0.4.

Els falsos negatius en ’EBUS-TBNA s’observen en un 15% pero disminueixen
fins el 3% quan en els territoris accessibles per la tecnica es realitza un mostreig
adequat de les dues regions laterocervicals baixes i de la regio subcarinal. La
caracteristica tumoral relacionada amb els falsos negatius de 'TEBUS-TBNA en
zones no accessibles per la técnica és la localitzacié del tumor en el pulmod

esquerre.

La metilacio dels gens APC i p16 en les mostres obtingudes per EBUS-TBNA
en pacients amb CPNCP esta associat amb estadis avangats 1 pitjor

superviveéncia als sis mesos.
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7. LINIES DE FUTUR

La tesi doctoral demostra la importancia dels estudis no invasius i semiinvasius per
estadificar correctament el CP a fi d’evitar en molts casos procediments més invasius

amb elevats costos 1 morbilitats associades.

Els resultats obtinguts impliquen que en la PET utilitzar el parametre SUVmax
mediasti/SUVmax tumor enlloc del SUVmax del medisti permet comparar resultats
entre centres. No obstant, s’ha de continuar en la recerca de nous parametres en la
tecnica, que obtinguin millor precisié diagnostica per tal de poder prescindir de
técniques semiinvasives i invasives del mediasti. En el cas de tumors localitzats en el
pulmo esquerre, cal plantejar realitzar de manera sistematica EBUS-TBNA i1 EUS-NA
per tal de minimitzar els falsos negatius, i avaluar si amb la utilitzacié combinada de les
dues técniques es pot prescindir de la mediastinoscopia. La implementacié de ’analisi
sistematic de la metilacié dels gens p16 1 APC en les mostres dels ganglis mediastinics
patologics obtinguts per EBUS-TBNA té rendibilitat confirmada, i cal veure si permetra
identificar un grup de pacients en els que pot estar indicat la utilitzacidé de terapies

especifiques, un cop vist que la positivitat d’aquest marcador t¢ mal prondstic.

L’experiéncia en I’estudi de metilaci6é de gens, hauria de ser d’utilitat per avaluar nous
biomarcadors obtinguts mitjangant EBUS-TBNA que permetin realitzar un tractament

oncodirigit més personalitzat.
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