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TCED: tomografia computarizada con energia dual

TCMD: tomografia computarizada multidetector

RM: resonancia magnética

US: ultrasonidos

VPP: valor predictivo positivo

VPN: valor predictivo negativo

Vs: versus
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Resumen

RESUMEN

El cancer de pulmén (CP) es una enfermedad con alta incidencia y prevalencia, asi
como la primera causa de mortalidad por cancer en el mundo Occidental'. Esto es
debido, entre otros factores, a que la enfermedad se detecta en estadio avanzado, no
resecable en al menos el 70% de los casos™®. Sin embargo, actualmente se dispone de
terapias dirigidas a alteraciones moleculares en el carcinoma pulmonar no de células
pequefias (CPNCP), con excelentes resultados de respuesta y periodo libre de
progresion. Por este motivo, es esencial identificar a los pacientes que potencialmente
se pueden beneficiar de estos tratamientos. En este contexto, la obtencién y el
procesado de las muestras pequefias para optimizar el material y realizar los estudios
moleculares es fundamental®*.

La puncion transtoracica guiada por TC (PTT-TC) es una de las técnicas principales
para la confirmacién diagndstica en muestra citolégica o histolégica. Sin embargo, no es
usual el empleo de aguja fina de calibre 25G para realizar todo el proceso diagndstico y
la tipificacion del tumor, incluidos los estudios moleculares de EGFR y ALK en el
CPNCP y este es el hecho que ha motivado la realizacion de este estudio.

Nuestro propdsito ha sido comprobar si la puncién-aspiracion con aguja ultrafina
(PAAF) guiada por TC es una opcion con resultados comparables a los de la biopsia con
aguja gruesa (BAG) para el diagnéstico de lesiones pulmonares sospechosas de
malignidad, del CP y para la realizacion de estudios de biomarcadores predictivos en el
CPNCP, con el menor dafio posible para el paciente.

Con este objetivo se ha comparado una serie de 617 PAAF con aguja de 25G con
otra de 247 BAG con aguja de 20G de lesiones pulmonares, ambas guiadas por TC.

Los datos obtenidos confirman la alta eficacia de la PAAF de 25G para el
diagnéstico de malignidad y de carcinoma pulmonar, asi como para su clasificacion
histoldgica, si bien el rendimiento de la PAAF fue inferior al de la BAG a pesar de la
evaluacion inmediata del material por un citopatélogo experto. La BAG presentd una
frecuencia muy superior de complicaciones comparada con la PAAF (52% y 14%,
respectivamente). El rendimiento de las muestras de PAAF para el estudio de
mutaciones de EGFR fue superior al de la BAG (98% y 67%, respectivamente) siendo
de especial importancia en esta Ultima un porcentaje de celularidad tumoral >30% para
obtener resultados concluyentes en al menos el 70% de los casos. Para el andlisis de
los reordenamientos de ALK, la BAG mostré un rendimiento ligeramente superior al de
la PAAF (83% frente al 73%) y no se observo influencia importante del porcentaje de

células tumorales en las BAG para la obtencion de resultados. Por ultimo, el rendimiento
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de la PAAF para estudio de dianas terapéuticas apenas se vio influenciado por la
realizacion previa de 3 0 mas marcadores diagndsticos, a diferencia de la BAG, en la
que el rendimiento se reduce al 47% en estos casos.

Por tanto, la PAAF guiada por TC con aguja de 25G parece superior a la BAG para
el estudio de mutaciones de EGFR, siendo el rendimiento muy similar al de la BAG para
el estudio de reordenamientos de ALK y la eficiencia de ambas técnicas de muestreo

para el diagndstico de carcinoma pulmonar es alta.

ABSTRACT

Lung cancer is a very prevalent disease, and it is the first cause of cancer death toll
in Occidental countries. One of the main reasons that explain its high mortality rate is that
it is usually detected in an advanced stage, being not resectable in at least 70% of the
cases. But recently there are new therapies available that target molecular alterations in
non-small cell lung cancer (NSCLC), with excellent response results and free-period of
progression. Thus, it is essential to identify those patients that can potentially benefit
from these treatments. Taking this into account, the way the small tissue samples are
obtained and processed in order to optimize the material and perform the molecular
studies is very important.

CT-guided transthoracic lung punction is one of the main procedures for obtaining
a cytologic or histologic sample for a diagnostic tumor confirmation. Nevertheless, it is
not very frequently used a 25-G fine-caliber needle to perform the complete diagnostic
process and the tumor classification, including the EGFR and ALK molecular studies in
the NSCLC, being this the main reason that motivated this study.

Our purpose was to determine whether a CT-guided fine needle aspiration biopsy
(FNAB) could be an option with similar results to those obtained with a core needle
biopsy (CNB) in the diagnosis of suspicious lung lesions, of lung cancer and in the
predictive biomarkers NSCLC studies, with the lower rate of complications for the patient.

A series of 617 25G FNAB and another series of 247 CNB lung lesions
specimens, both of them CT-guided, were compared.

The results confirm a high efficacy of the 25-G FNAB for the diagnosis of
malignancy and of lung cancer, as well as for its histologic classification, but a lower
diagnostic biopsy rate when compared to the CNB, even when the sample was
immediately evaluated by an expert cytopathologist. The CNB had a much higher
complications” rate compared to FNAB (52% and 14%, respectively). Samples diagnostic
rate obtained for EGFR mutation status evaluation by FNAB procedure was higher than
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with CNB (98% and 67%, respectively), taking into account the importance of obtaining
for this assessment 30% or more of tumor cellularity percentage in CNB specimens, in
order to achieve final results in at least 70% of the cases. The CNB obtained a slightly
higher diagnostic rate compared to the FNAB (83% against 73%) when analysing the
ALK rearrangements and no important influence to obtain results was seen of the tumor
cellularity percentage in CNB samples. Finally, the FNAB diagnostic rate for therapeutic
targets analysis was not influenced by the previous assessment of 3 or more diagnostic
markers, as opposed to the CNB, where there is a decrease to 47% of diagnostic rate in
these cases.

To sum up, CT-guided 25-G FNAB seems superior to CNB for EGFR mutation
status assessment, having both techniques a similar diagnostic rate when evaluating
ALK rearrangements and the efficiency of both sampling techniques for the diagnosis of
lung cancer is high.
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2.1 Justificacion

El cancer de pulmén (CP) es la primera causa de mortalidad por cancer en el
mundo occidental. Esta enfermedad caus6 159.000 muertes en Estados Unidos
(EE.UU.) sélo en el 2013 segun la sociedad americana del cancer, lo que supone el 27%
de los fallecimientos por cancer en este pais®. En Espafia se registraron 27.853 casos
nuevos en el 2012 y causd el mayor numero de fallecimientos por cancer (21.118
muertes), muy por encima del segundo con mayor mortalidad (cancer de colon con
14.700 muertes)®.

El diagnoéstico de CP corresponde a un 14% y un 12% de los canceres detectados
en hombres y en mujeres, respectivamente. La mayor parte de los casos (hasta un 70%)
se detectan ya en fase localmente avanzada o diseminada, lo que ha llevado a la puesta
en marcha de programas de deteccion precoz y evaluacion de la rentabilidad y beneficio

de los mismos®.

La frecuencia y la mortalidad del CP, junto al hecho de que en la mayor parte de
los casos se detecte en fases avanzadas, lo convierten en una enfermedad relevante
en la medicina actual.

Desde la primera clasificacion diagnéstica de los tumores pulmonares llevada a
cabo por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1981, se han realizado
considerables progresos en el conocimiento de la patogénesis, histologia y biologia
molecular del CP, lo que ha llevado a cambios en sucesivas clasificaciones. La ultima
actualizacion, publicada en el afio 2015, aporta parametros para una mayor precision en
el diagndstico no s6lo en piezas quirdrgicas sino también en biopsias pequefias y
muestras citolégicas y ademas, enfatiza en los estudios genéticos e integra el
diagnéstico molecular como herramienta para el tratamiento en el CP’. En este aspecto,
en la ultima década se ha producido un gran avance, en especial en los carcinomas de
pulmoén no de célula pequefia (CPNCP), gracias al desarrollo de farmacos especificos y
de técnicas para el estudio de biomarcadores moleculares predictivos de eficacia de
estas terapias dirigidas®®'o'.
CAP/IASLC/AMP 2013 (College of American Pathologists, International Association for

Actualmente, segun las guias internacionales

the Study of Lung Cancer, and Association for Molecular Pathology)*? y NCCN (National
Comprehensive Cancer Network)®, y la actualizacién del consenso nacional
SEAP/SEOM (Sociedad Espafiola de Anatomia Patolégica y Sociedad Espafiola de

Oncologia Médica)™, entre los biomarcadores moleculares que deben determinarse en
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todos los pacientes con CPNCP en estadios avanzados, son las mutaciones en el gen
EGFR y los reordenamientos de ALK.

Este cambio paradigmético en el conocimiento y manejo del CP refleja la
importancia de obtener una muestra suficiente para hacer un diagnéstico histoldgico
preciso y para realizar el estudio de biomarcadores moleculares.

Actualmente existen distintos métodos para la obtencibn de una muestra
cito/histoldgica. Ante una lesién pulmonar sospechosa, se puede obtener muestra para
un diagnostico citolégico o histoldgico mediante fibrobroncoscopia si se trata de una
lesion central 0 mediante puncién transtoracica guiada por TC (PTT-TC) cuando la
lesion es periférica. En este Ultimo caso se puede tomar la muestra con agujas de
diferente calibre (por ejemplo, aguja fina del calibre 25G y aguja gruesa de 20G) en
funcién del tamafo y localizacién de la lesiébn, comorbilidad y factores de riesgo del
paciente. La eleccion del tipo de aguja también depende de los medios de diagndstico
en los Servicios de Anatomia Patolégica y de los protocolos establecidos en cada
centro. Hasta la fecha, la utilidad y las ventajas de las diferentes PTT-TC, es decir,
puncién-aspiracién con aguja fina (PAAF) o biopsia con aguja gruesa (BAG), frente a
otros procedimientos invasivos para el diagnéstico de lesiones pulmonares

153 No obstante, las

sospechosas de malignidad, estan descritas en la literatura
referencias bibliograficas en las que se compara la utilidad de la muestra citolégica
obtenida mediante PAAF frente a la muestra histoldgica obtenida mediante BAG en el
estudio de dianas terapéuticas en el CP son escasas, concretamente si consideramos

aguja fina del calibre 25G y aguja gruesa de 20G.

Este trabajo se centra en analizar las ventajas e inconvenientes, rendimiento y
eficacia de ambas técnicas de PTT-TC (BAG y PAAF), para el diagndstico histol6gico
de CP en muestras pequefias (citoldgicas versus histolégicas) y para el estudio de
dianas terapéuticas (EGFR y ALK) en pacientes con CPNCP en estadio clinico

avanzado.
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2.2 Epidemiologia del cancer de pulmon

2.2.1 Incidenciay mortalidad

El CP representa aproximadamente un 13% de todos los casos nuevos de cancer y

es responsable de alrededor del 27% de las muertes por cancer.

Actualmente es la primera causa de muerte por cAncer en hombres y la segunda
causa de muerte por cancer en mujeres a nivel mundial (primera en EE.UU.). EI CP es
la segunda causa de muerte después de las enfermedades cardiovasculares y la
primera causa de muerte por neoplasia a nivel mundial®. Segin estadisticas de 2012
ocasiond 1,59 millones de muertes a nivel mundial, mas del doble que el siguiente tumor

en mortalidad (cancer de higado, 745.000 muertes)®.

En Espafia se estiman 26.715 casos al afio® y se registraron 27.853 casos nuevos
en el 2012. La edad promedio en el momento del diagnéstico es de aproximadamente

70 afios®®.

A nivel global, en cuanto a la incidencia por tumores, es el tercer tumor mas
frecuentemente diagnosticado en ambos sexos en el 2012, el mas frecuente en hombres
(en Europa es el 2° después del de prostata) y el 3° en mujeres (tanto a nivel mundial
como europeo) después del cancer de mamay el colorrectal. En Espafia era el 4° tumor

mas prevalente en varones y el 10° en mujeres en el 2012°%".

Aunque la incidencia de nuevos casos esta en disminucion, no se ha reducido la
mortalidad apenas en comparacion con otros tumores como el cancer de mama o el
colorrectal. La elevada mortalidad de este tipo de cancer se debe en gran medida a que
la mayor parte se detectan en estadio avanzado, a diferencia de otros tumores también

muy prevalentes® (Figura 1).
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ESTADIO AL DIAGNOSTICO DE CANCER
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Figura 1. Frecuencia de deteccidon de céncer segun estadio en los tipos de
tumores mas prevalentes en ambos sexos. Datos de EE.UU. (2004-2010). F:
femenino

57

% FRECUENCIA

>_32

"’-12

Incluso considerando la supervivencia a 5 afios de los casos detectados en estadio
precoz, la diferencia de prondstico del CP frente al de mama, colorrectal y préstata es
asombrosa’(Figura 2). Debido al peor prondstico del CP, a pesar de ser el 3* tumor con
mayor incidencia a nivel mundial, su prevalencia a los 5 afios es inferior a la de otros

tumores diagnosticados con menor frecuencia®.

SUPERVIVENCIA SEGUN EL ESTADIO AL DIAGNOSTICO DE CANCER
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Figura 2. Supervivencia a 5 afios de los tumores mas prevalentes en ambos
sexos segun el estadio al diagnoéstico. Datos de EE.UU. (2004-2010). F:
femenino
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En las Ultimas décadas se ha producido un incremento en la deteccion de CP en
pacientes con clinica no relacionada con éste y en pacientes con diagnéstico previo de

otros tumores. También ha aumentado la deteccion de CP en estadio localizado®®.
2.2.2 Etiopatogenia de la enfermedad

El principal factor de riesgo para desarrollar CP es el tabaco. La evolucién temporal
de esta enfermedad con aumento de la incidencia en mujeres a finales del siglo XX, se

debe fundamentalmente al aumento del tabaquismo en el sexo femenino™.

El riesgo de desarrollar CP de un fumador es 10 a 30 veces mayor que el de un no
fumador y es directamente proporcional a la cantidad de tabaco consumido. Aunque el
riesgo de padecer CP se va reduciendo una vez se deja de fumar, el riesgo de un
exfumador siempre sera superior al de un nunca fumador®®#. La exposicion al humo de
tabaco del fumador pasivo esta asi mismo considerado un factor de riesgo. Las estirpes
histologicas que més se relacionan con el tabaco son el carcinoma microcitico o

carcinoma de pulmoén de células pequefias (CPCP) y el carcinoma epidermoide (CE)°.

La incidencia y distribuciébn geografica del CP también esta directamente
relacionada con el tabaquismo, siendo mas frecuente en paises desarrollados debido

entre otros factores, a que el tabaquismo esta mas extendido en el mundo occidental.

Ademas del tabaco otros factores de riesgo ambientales relacionados son
exposiciones ocupacionales (por ejemplo el radén, el asbesto y derivados), gases de
calefaccion y cocinas, asi como la contaminacion del aire procedente fundamentalmente

del combustible diésel**%,

En un grupo independiente como factores de riesgo individuales se consideran la
radioterapia, la enfermedad inflamatoria crénica de via aérea, la enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC), el antecedente de tuberculosis pulmonar y de un tumor

pulmonar, asi como factores genéticos>*%%.

El CP se caracteriza por un complejo patron de alteraciones moleculares. Esto
quiere decir que pueden estar presentes todas las diferentes maneras de transformarse
el genoma [alteraciones en el numero de copias (amplificaciones, delecciones),
reordenamientos (o fusiones), mutaciones en oncogenes y genes supresores tumorales,
etc.]. Todas estas alteraciones son diversas y suelen afectar a la regulacién de procesos

celulares muy concretos, tales como la division celular, la deteccién y la reparacion del
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dafio al DNA, la muerte celular programada (0 apoptosis), la adhesion celular, en los
factores de transcripcion del DNA y en las vias de la regulaciéon de la transduccion de

sefiales?’.

2.3 Clinica del cancer de pulmén

La sintomatologia inicial depende fundamentalmente de la localizacion y del tamafio
del tumor, asi como de la posible afectacion de estructuras vecinas y de la diseminacion

regional.

Los sintomas pueden dividirse en 3 grupos: producidos por extensién locorregional,
por metastasis a distancia u ocasionados por la produccién tumoral de sustancias

(sindromes paraneoplasicos).
2.3.1 Sintomas por extension locorregional

Debido al crecimiento endobronquial de un tumor central puede aparecer tos seca,
hemoptisis 0 expectoracion hemoptoica, disnea, estridor o sibilancias, fiebre y tos
productiva secundaria a neumonia obstructiva o incluso dolor toracico inespecifico.

En el caso de tumores periféricos sintomas frecuentes son tos, disnea, dolor

toracico localizado, dolor pleuritico o absceso pulmonar por cavitacién tumoral.

Por extension por contigliidad los tumores centrales pueden producir obstruccion
traqueal, paralisis diafragmatica, fistula broncoesofagica, disfagia (en caso de invasion o
compresion del eso6fago), disfonia (por afectacidon del nervio recurrente laringeo) o

pericarditis (que puede originar arritmias o derrame pericardico).

El sindrome de vena cava superior se produce por compresion por adenomegalias
0 invasion vascular en tumores del I6bulo superior derecho, produciendo dilataciones

venosas en hombros y brazos, cefalea y edema cervicofacial.

Los tumores periféricos pueden afectar a la pared toracica con invasion de costillas
y cuerpos vertebrales o derrame pleural. El tumor de Pancoast o del vértice pulmonar
puede invadir el plexo braquial, el ganglio estrellado, la cadena simpatica, los nervios
intercostales, los vasos linfaticos de la fascia endotoracica, las costillas y las vértebras
vecinas. Por tanto, puede producir dolor en la cintura escapular, brazo y antebrazo,
atrofia de los musculos de la mano, anhidrosis y sindrome de Horner (ptosis palpebral,

miosis y enoftalmos).
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2.3.2 Sintomas por metastasis a distancia

El CP disemina via hematdégena a glandulas adrenales, higado, cerebro y
esqueleto.

Las metastasis 0seas suelen ser liticas y afectan predominantemente al esqueleto
axial produciendo dolor intenso, hipercalcemia y elevacion de la fosfatasa alcalina.

Las metastasis cerebrales pueden dar lugar a sintomas inespecificos (cefaleas,
nauseas, vomitos) o focales (convulsiones, parexia de una extremidad, trastornos de
conducta). No es excepcional que sea la primera manifestacion clinica del CP al ser la
metastasis mas frecuente.

Las metéstasis hepaticas pueden producir dolor abdominal, hepatomegalia, astenia,

anorexia, ictericia y elevacion de enzimas hepaticas.
2.3.3 Sindromes paraneoplasicos

Se desarrollan en aproximadamente un 10% y se deben a la produccion tumoral de
sustancias biolégicamente activas, con posibles manifestaciones como la hipercalcemia,
la hiponatremia, secrecion inadecuada de hormona antidiurética, Cushing,

osteoartropatia hipertréfica, acropaquias, polimiositis y dermatomiositis.

Los sintomas mas frecuentes al debut de la enfermedad son la tos y el sindrome
constitucional. Sintomas inespecificos como pérdida de peso, astenia, anorexia y
dolores osteomusculares u otros mas especificos como cambios sutiles del humor o leve
pérdida de fuerza en un miembro, asi como alteraciones bioquimicas o hematoldgicas
no explicadas por otro motivo en personas con factores de riesgo debe alertar de la
posibilidad de un CP.

Los sintomas rapidamente progresivos y los sindromes paraneoplasicos, clinica
secundaria a grandes adenopatias mediastinicas como la disfagia o el sindrome de
vena cava superior, el dolor por metastasis 6seas y la sintomatologia neuroldgica por
metastasis cerebrales son mas frecuente en el CPCP, mientras que el sindrome de

Horner y la hipercalcemia son mas frecuentes en el CPNCP>,

2.4 Diagnostico y estadiaje del cancer de pulmon por imagen

Las técnicas radiologicas son claves en el diagnéstico, evaluacién de respuesta a
tratamiento y seguimiento del CP, especialmente la tomografia computarizada

multidetector (TCMD). Por otro lado, la informaciébn metabdlica que proporciona la
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tomografia por emisién de positrones (PET), tiene un papel importante en el diagndstico
y estadificacion inicial y probablemente en la reevaluacion. A continuacion detallamos
las indicaciones y hallazgos caracteristicos en cada una de las técnicas de imagen
utilizadas en el CP.

2.4.1 Técnicas de imagen morfologica

2.4.1.1 Radiografia simple

Todo paciente con sintomas sugestivos de CP debe hacerse en primer lugar una
radiografia de térax. Hallazgos como ndédulo/s pulmonares o masas, derrame pleural,
aumento de tamafio del hilio pulmonar, engrosamiento de lineas paratraqueales,
atelectasia o consolidacion mas atelectasia, son signos que pueden indicar la presencia
de una neoplasia primaria pulmonar (Figura 3).

Figura 3. Radiografia de térax en proyecciones PA vy lateral. Masa pulmonar
parahiliar derecha en varén fumador de 66 afios con hemoptisis.

En el caso de detectarse un nddulo pulmonar solitario (NPS), es fundamental
revisar radiografias anteriores dado que las lesiones estables en el tiempo al menos dos

afios tienen menor probabilidad de ser procesos tumorales®.

La identificacién de un NPS es importante porque representa muchas veces una
forma curable de cancer. Si es de nueva aparicion es necesario hacer una tomografia
computarizada (TC) para caracterizarlo. El tamafio del nédulo guarda relacion directa
con la probabilidad de malignidad (nédulos superiores a 2 cm son malignos en un 64 a

84% de los casos)°.
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2.4.1.2 Tomosintesis digital

Esta técnica resuelve dudas diagnosticas en comparacién con la repeticion de
radiografia de torax, tanto en lesion hiliar como en dudosas opacidades nodulares.
Parece mas fiable para la exclusion de nddulos periféricos que para descartar lesiones
centrales. Mejora la sensibilidad (S) de la radiografia de térax para la deteccion de
ndédulos no calcificados y mejora la especificidad (E) y la variabilidad interobservador
tanto para la deteccion de nddulos como de lesiones hiliares®. Sin embargo, apenas se
utiliza en nuestro medio, pues habitualmente ante una lesién dudosa o sospechosa en la

radiografia se realiza una TC.

2.4.1.3 Tomografia computarizada multidetector

La TCMD es la técnica de eleccion para la caracterizacion y el seguimiento de

ndédulos pulmonares, asi como para estadificar y reevaluar el CP.

Ante la sospecha clinica de CP la exploracién debe realizarse con contraste
intravenoso (iv), para diferenciar mejor la afectacion ganglionar hiliomediastinica, evaluar
infiltracién y/o oclusién vascular y detectar metastasis en 6rganos sélidos (Figura 4). La
imagen debe incluir desde el nivel cervical hasta crestas iliacas y debe obtenerse en

apnea y con resolucion espacial isotrépica para permitir el postproceso.

Las reconstrucciones multiplanares (MPR) y de proyeccion de maxima intensidad
(MIP) son fundamentales en los casos de enfermedad localmente avanzada, puesto que
gran parte de los criterios de resecabilidad seran evaluados en base a estas imagenes.
Estas reconstrucciones permiten valorar afectacion de pared toracica en tumores
periféricos y la infiltracion de estructuras hiliomediastinicas (tanto vascular como de via
aérea) en tumores centrales, especialmente en la neumonitis obstructiva o atelectasia

distal (Figuras 5y 6).
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Figura 4. Imagenes axiales de TC con contraste iv. Notese la buena
delimitacién de la afectacion ganglionar mediastinica y las estructuras
vasculares (A,B), la excelente diferenciacién de los margenes de la lesion

pulmonar, el derrame pleural y pericardico (C),

Figura 5. Reconstrucciones MPR de TC. Imagen axial oblicua para valoracién
de la infiltracion bronquial (izquierda) e imagen sagital oblicua para evaluacion de
la afectacién de la vena cava superior (derecha).
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Figura 6. Reconstrucciones MIP de TC. Planos axial (izquierda) y coronal (derecha).
Obsérvese la excelente visualizacion de la infiltracién vascular hiliar en dos tumores
centrales.

Las reconstrucciones MIP permiten ademas detectar con mayor S posibles nédulos

pulmonares satélites o contralaterales al tumor que pueden ser metastasis”.

También pueden ser dutiles las reconstrucciones de proyeccion de minima
intensidad (MinIP) y la broncoscopia virtual para confirmar la infiltracion de la via aérea

y/o conocer de manera mas precisa la localizaciéon del tumor (Figura 7).
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Figura 7. Reconstruccion MinlP y broncoscopia virtual en TC. Imagen de MinlP en el
plano coronal que permite delimitar la afectacion del bronquio lobar inferior (izquierda).
Imagen de broncoscopia virtual que confirma esta afectacion bronquial (derecha).

La tecnologia mas reciente de equipos de doble fuente de 256/320 detectores, con
resolucion espacial isotropica submilimétrica y menor resolucién temporal permiten

realizar estudio de perfusion y monitorizar la angiogénesis tumoral®.
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En el caso de un NPS, hay que valorar no sélo el tamafio, los bordes, la localizacién
y la densidad para establecer la sospecha radioldgica de malignidad, sino también

realizar monitorizacion volumétrica del crecimiento.

Datos morfoldgicos sospechosos de malignidad en un NPS son calcificaciones
excéntricas®, componente sélido en una lesion de atenuacion vidrio deslustrado®,
contorno espiculado, lobulado o mal definido® y paredes gruesas e irregulares en el
caso de las lesiones cavitadas®®**. En series recientemente publicadas se establece
correlacion entre las caracteristicas radiolégicas, la histologia y el pronéstico del
paciente con adenocarcinoma (AC) de pulmén, postulandose la utilidad de la

caracterizacion de la lesién por TC para determinar el mejor método quirtrgico*3>%.

Cuando estamos ante una lesion pulmonar de caracteristicas morfoldégicas no
definidas, de tamafio mayor a 7-8mm, se puede realizar una TC dinAmica. Esta consiste
en el estudio seriado en una misma localizacién antes y después de la administracion
de contraste iv a los 1, 3 y 5 minutos incluso a los 15 minutos. La falta de captacion de
contraste tiene un alto valor predictivo para benignidad, (96%) y un realce inferior a
15UH descarta malignidad con una S y E del 98% y 55%, respectivamente®. Realce
mayor de 15UH puede traducir malignidad o patologia inflamatoria. Un realce superior a
20-25UH y lavado posterior de 5-30 UH es sugestivo de malignidad®

Tabla 1. Utilidad de la TC en la valoracion del cancer de pulmoén

Caracterizacidn de nédulos pulmonares detectados en la radiografia de térax
Evaluacién de tamafio tumoral y posible invasién de estructuras adyacentes
Valoracion de los vasos para diagnosticar infiltracién vascular

Mejor valoracion de neumonitis obstructiva o atelectasia que en la radiografia
Deteccién de posibles nddulos en la proximidad del tumor o contralaterales
Evaluacién de la posible afectacién ganglionar

Deteccidon de derrame o nodularidad en pleura y/o pericardio

Deteccidn de posible afectacién ésea, hepatica y suprarrenal

La estadificacion radioldgica del CP se hace por TC y debe hacerse segun la
clasificacion TNM, que se basa en el analisis de 3 descriptores: «T», para el tumor

primario; «N», para la afectacion ganglionar y «M», para las metastasis®.

A continuaciébn se muestra la 72 ediciébn (2009) del sistema internacional de

clasificacion TNM y estadios radioldgicos del CP segun la misma.
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Tabla 2. Sistema internacional de clasificacion TNM para cancer de pulmoén

TX Citologia positiva

T =3cm
T1a =2cm
T1b >2-3cm

T2 Bronquio principal, =2 cm de carina, invasion de pleura visceral, atelectasia parcial

T2a >3-5cm

T2b  >5-7cm

T3 >7cm, invasion de pared toracica, diafragma, pericardio, pleura mediastinica,
bronquio principal, <2 cm de carina, atelectasia total, nédulo separado en el mismo
I6bulo

T4 Invasion del mediastino, corazon, grandes vasos, carina, traquea, esofago, vértebra;
néadulo tumoral separado en un lébulo homolateral distinto

N1 Peribronquiales o hiliares homolaterales

N2 Subcarinales o mediastinicas homolaterales

N3 Mediastinicas o hiliares, contralaterales, escalénicas o supraclaviculares

M1 Metastasis a distancia

M1a  Nodulo tumoral separado en un Iobulo contralateral, nodulos pleurales, derrame pleural
maligno o pericardico

M1b  Metastasis a distancia

Tabla 3. Estadios radiologicos TNM
Carcinoma oculto TX NO MO
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio IA T1a.b NO MO
Estadio IB T2a NO MO
Estadio lIA T2b NO MO
T1a,b N1 MO
T2a N1 MO
Estadio IIB T2b N1 MO
T3 NO MO
Estadio IlIA T1a.b T2a.b N2 MO
T3 N1, N2 MO
T4 NO, N1 MO
Estadio llIB T4 N2 MO
Cualquier T N3 MO
Estadio IV Cualquier T
Cualquier N M1

La TCMD es la técnica de eleccion para la reevaluaciéon del CP, aplicando en la
redaccion del informe radiolégico los criterios RECIST v1.1, segun los cuales es
necesario evaluar la respuesta en las lesiones diana y no diana, describir si hay
necrosis/cavitacion y si hay nuevas lesiones. En pacientes con inmunoterapia deben
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aplicarse los criterios de respuesta inmunolégica bidimensionales irRC*. Aunque la
periodicidad del seguimiento de la respuesta tumoral es un tema controvertido, se
recomienda hacer una primera valoracion 6-12 semanas después de iniciar el
tratamiento y luego cada 6-12 semanas después de haber finalizado, siempre mediante
TC.

La TCMD permite valorar la evolucion del tumor tras la radioterapia, si bien cambios
secundarios al tratamiento como la neumonitis o fibrosis circundantes lo dificultan. La
neumonitis, puede presentarse de 1 a 6 meses después de la radioterapia toracica
externa y la fibrosis de 6 a 12 meses después. En los casos de fibrosis en la TC se
observa una atelectasia con bronquiectasias por traccion limitada a la zona irradiada,
que puede progresar hasta los 24 meses y desarrollar engrosamiento o derrame pleural.
Es importante disponer de TC anteriores con contraste iv y comparar los estudios
sucesivos porgue la recidiva tumoral se caracteriza por crecimiento de tejidos blandos

dentro de la fibrosis.

Actualmente, los avances técnicos permiten realizar adquisiciones volumétricas y
voxeles isotrépicos para el célculo del volumen del tumor, que es mas reproducible que
la del didmetro mayor en un solo plano, con mayor concordancia intra e
interobservador® (Figura 8).

d1: (RECIST)):
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Figura 8. Medicién volumétrica del nédulo pulmonar en TCMD.

Las medidas volumétricas (Figura 8) tienen mayor sensibilidad para detectar
respuestas parciales y progresion, lo que podria permitir una deteccion mas temprana

de las mismas logrando cambios més precoces en el manejo de los pacientes.
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2.4.1.4 Tomografia computarizada con energia dual

Los equipos de ultima generacion adquieren estudios con distintos espectros de
rayos X facilitando la caracterizacion de elementos quimicos y permiten detectar

alteraciones funcionales en ausencia de anomalias morfoldgicas.

Mediante la perfusion y su cuantificacion es posible diferenciar necrosis de tumor

viable, lo cual posibilita controlar los tumores tratados con termoablacion™.

Por otro lado, parece existir una moderada correlacion entre el valor estandar de
captacion (SUV, del inglés Standardized Uptake Value) maximo obtenido en la PET v el
realce maximo de yodo en los tumores, sobre todo en el CPNCP, lo que podria convertir
a la tomografia computarizada con energia dual (TCED) en sustituto del PET en la

evaluacion de la respuesta.

La TCED también ha mostrado su utilidad en la caracterizaciéon de los nédulos
pulmonares mediante estudios de perfusion. Puede ayudar a distinguir mejor entre
calcificaciones y captacion de yodo. También se estd estudiando su precision para
clasificar los nédulos pulmonares en malignos y benignos, basandose en los diferentes
grados de realce de dichos nédulos®.

2.4.2 Técnicas de imagen morfoldgicay funcional

2.4.2.1 TC perfusion

La TC perfusion permite evaluar la vascularizacion tumoral analizando
temporalmente los cambios de atenuacion en los vasos sanguineos y los tejidos,
mediante la rapida adquisicién de series de imagenes con contraste iv. Los parametros
mas utilizados son el flujo sanguineo, el volumen sanguineo y la permeabilidad, que se
han relacionado con la angiogénesis, la vascularizacién tumoral y la necrosis. Los
ultimos estudios coinciden en que esta técnica puede predecir la respuesta terapéutica
antes de observar cambios morfolégicos por su sensibilidad para detectar cambios
precoces en la vascularizacion tumoral en pacientes tratados con antiangiogénicos*. La
limitacion principal para extender su uso es la heterogeneidad de los protocolos
existentes y las diferencias entre las marcas comerciales®. Recientemente se han
publicado las primeras guias clinicas para unificar conceptos y establecer protocolos en

ensayos clinicos®.
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Avances tecnolégicos como la reduccion del tiempo de rotacion del gantry, permiten
realizar perfusion en lesiones de hasta 15-16mm de longitud craneocaudal. También ha
sido clave la creacion de software de correccion de artefactos de movimientos
respiratorios y otros movimientos, que mejora la fiabilidad del analisis, para el cual la
metodologia sera muy diferente segun fabricantes /casas comerciales.

2.4.2.2 Resonancia magnética

La utilidad de la resonancia magnética (RM) para la evaluacién del CP es inferior a
la de la TCMD. A pesar de nuevas técnicas de correccion de artefactos por movimiento
y de la mejora de las secuencias de pulso con sincronismo cardiaco y respiratorio, la
imagen de RM sigue siendo tremendamente susceptible al movimiento. Sin embargo, en
los tumores del vértice pulmonar la RM es superior a la TC gracias a su mayor
capacidad para la diferenciacion de tejidos de partes blandas. Permite evaluar mejor la
invasion del plexo braquial o del cuerpo vertebral, datos fundamentales para valorar

resecabilidad y para la planificacion de radioterapia.

Con las secuencias de difusion (DWI), se ha mejorado la capacidad de la RM para
diferenciar nddulos pulmonares benignos y malignos y para monitorizar la respuesta
terapéutica®. Se ha correlacionado el incremento de los valores del mapa de coeficiente
de difusion aparente (ADC) después de la quimioterapia, con aumento de la

supervivencia y del periodo libre de enfermedad®.

Respecto a la deteccion de nddulos pulmonares se afirma que la DWI puede
detectar hasta el 86,5% de los nédulos de entre 6 y 9 mm y hasta el 97% de los
>10mm™. Para la diferenciacioén de nédulo benigno y maligno la eficacia es de hasta un
91%, incluso con menos falsos positivos (FP) que el PET-TC*. Los falsos negativos
(FN) pueden ser por contenido mucinoso, necrosis, lesiones subsoélidas, AC de bajo
grado y metéastasis®. Los nddulos malignos presentan menores valores en el mapa de
ADC que los benignos®. Sin embargo, establecer un umbral universal de valor de ADC
para diferenciarlos es dificil debido a la falta de estandarizacion de la secuencia. Con el
valor de ADC=1.25 x 10~ mm?/s se cita en la literatura una precisién del 91%, S del 90%
y E del 100% en el diagnéstico de malignidad®. La secuencia de difusion es util para

distinguir el tumor del parénquima colapsado en neumonitis obstructiva y/o atelectasia®".

Por otro lado, parece que la DWI puede orientar para la diferenciacion de CPNCP

de alto o bajo grado, dato con valor pronéstico. El valor de ADC muestra una correlacion
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inversa con la celularidad del tumor (p=0,02)*. Los ACs bien diferenciados presentan
unos valores de ADC significativamente superiores a los tumores de estirpe epidermoide
(CE) de moderado y bajo grado de diferenciacion (p=0,05).

Para la monitorizacién terapéutica, se ha propuesto evaluar el porcentaje de voxeles
con aumento significativo del valor de ADC como predictor de buena respuesta,

correlacionandolo con la disminucién de tamafio del tumor en TC>.

La secuencia de perfusibn con contraste iv aporta informacion sobre la
vascularizacion tumoral y es de especial interés en evaluacién de respuesta a
inhibidores de la angiogénesis, pues permite analizar pardmetros farmacocinéticas

cuantitativos®.

Por tanto, la RM con difusién y perfusion proporciona informacién acerca de los
cambios bioldgicos en el tumor en respuesta a los tratamientos. En los préximos afios
debe lograrse una estandarizacién en las técnicas de adquisicion, procesado y analisis,
determinar el rango de variabilidad de las medidas y establecer criterios de respuesta

tumoral por RM.

Por dltimo, sefalar que la RM cerebral con contraste iv es superior a la TC y a la
PET-TC para la deteccién de metastasis cerebrales y se debe de realizar ante cualquier
sintoma o signo neuroldgico y en pacientes asintoméaticos con CP estadio I11°°. En
estadios mas tempranos es aconsejable en las estirpes no escamosas por su mayor

incidencia de afectacién cerebral®.

2.4.3 Técnicas de imagen molecular

2.4.3.1 PET-TC

Esta técnica aporta informacion funcional basada en el aumento de la actividad
glucolitica de los tumores y en la 2-[18F]fluoro-2-desoxi-D-glucosa (18F-FDG),
radiofarmaco analogo de la glucosa marcado con Fluor18®’. El metabolismo de la 18F-
FDG se valora de forma semicuantitativa utilizando el SUV, que se define como el
cociente entre la concentracion del radiotrazador en el tejido y la dosis inyectada,
dividido por el peso del paciente. Generalmente, los tumores malignos tienen un
SUV>2,5-3. Los valores del SUV pueden verse influidos por la glucemia, el peso del

paciente o el tiempo transcurrido desde la inyeccion hasta la adquisicion del PET®.
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Las principales indicaciones del PET con 18F-FDG en CP son dudas diagnosticas
en el NPS y el estadiaje tumoral cuando se sospecha enfermedad no detectada

mediante otras técnicas.

En la evaluacion del NPS, un aumento de captacion de FDG sugiere malignidad, sin
olvidar que existen FP en la tuberculosis activa, la histoplasmosis o los nodulos
reumatoideos. Las lesiones con captacion baja de FDG deben ser consideradas como
benignas, si bien existen FN en tumores con baja actividad metabdlica o hipocelulares
como el tumor carcinoide, el adenocarcinoma con componente predominante lepidico y

nédulos de tamafio inferior a 10 mm®°.

En los Ultimos afios, diversos estudios han sugerido que la 18F-FDG-PET puede
proporcionar informacion sobre las caracteristicas genémicas y moleculares del tumor,
como por ejemplo, ayudar a diferenciar tumores con mutaciones del gen EGFR de
aquellos que no las tienen®®®’. En un estudio retrospectivo se demostré que una alta
avidez por la FDG (SUVmax >5), se correlacionaba con EGFR de genotipo salvaje®.
También parece mostrar utilidad en la cuantificacion de la respuesta metabdlica tumoral
valorando el porcentaje de descenso del SUVmax a las pocas semanas del inicio del
tratamiento y correlacionandolo con la progresion libre de enfermedad y la

supervivencia®®.

La PET-TC ha demostrado alta exactitud en la evaluacion de adenopatias
mediastinicas y en la deteccion de enfermedad a distancia no evidente en la TC**%*. Su
elevado valor predictivo negativo (VPN) en la valoracion de adenopatias es fundamental,
por lo que cuando hay ganglios mediastinicos mayores de 15mm y el PET-TC es
negativo, es dudosa la necesidad de efectuar procedimientos invasivos para determinar
el estadiaje N®. Existen FN en micrometastasis, por lo que se recomienda
mediastinoscopia cuando la PET-TC es negativa y se sospechan metastasis
ganglionares debido a la localizacién o el tamafio del tumor, cuando el grado de
captacion de glucosa del tumor primario sea bajo y cuando el tamafio de las

adenopatias sea menor de 16 mm®.

Sin embargo, el valor predictivo positivo (VPP) de la PET-TC para la estadificacion
N es bajo debido a los FP por procesos inflamatorios-infecciosos por lo que habria que
realizar mediastinoscopia en estadiaje N2 por PET-TC®. En pacientes con enfermedad
potencialmente resecable se propone biopsia de adenopatias si son positivas, o cirugia

si son negativas en PET y de pequefio tamafio, excepto en tumores de localizacién
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central o de baja actividad metabdlica y cuando los ganglios tengan un eje corto mayor
de 15mm>°.

En pacientes candidatos a radioterapia, la PET-TC permite delimitar mejor la zona a
irradiar, por lo que se recomienda en estadios clinicos IA-IIA.

La PET-TC detecta metéstasis ocultas no sospechadas en un 10-20% de pacientes
(Figura 9), pero siempre que sea posible es necesario confirmacion histoldgica,

67,68

correlacion con otras pruebas de imagen o seguimiento clinico y radiolégico

datd
Figura 9. PET-TC de estadificacion. Enfermedad diseminada al diagnostico.
Imagenes de TC (A), PET (B) y fusion PET-TC (C). Lesién pulmonar en I6bulo
superior derecho en paciente con diagndstico de adenocarcinoma, con afectacién
Osea en arco costal izquierdo y probable adenopatia cervical derecha patoldgica.

Aunque la PET-TC es mas exacta que la TC para la deteccion de enfermedad
oculta, no se ha demostrado que el estadiaje del CP mediante PET-TC mejore la

supervivencia y es controvertido si reduce el riesgo de toracotomias no necesarias®®’*"*,

En la reevaluacion del CPNCP estadio Il tras tratamiento permite seleccionar los
pacientes en respuesta ganglionar para cirugia con intencién curativa’’. El tiempo
transcurrido desde la finalizacion de la neoadyuvancia es importante, siendo

recomendable que transcurran 8-12 semanas para disminuir los FP por inflamacién’**°.

El papel de la PET para la evaluacién de la respuesta terapéutica ha sido muy
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estudiado en la ultima década. Parece que detecta cambios en el metabolismo celular
mas rapido que las pruebas de imagen convencionales. Recientemente, ha sido
introducido un nuevo marcador para monitorizar respuesta: la carga tumoral total o
“volumen metabdlico tumoral” (MTV) (Figura 10), considerado un potencial factor
prondstico’’®. Este cada vez se utiliza mas pero aln es necesario estandarizar las

técnicas y métodos de medida para homogeneizar criterios de definicion de respuesta’”.

L2voin
Max: 13,01 SUV-bw
Pico: 11,68 SUV-bw / Tamafo: 1 em3
DE: 1,88 SUV-bw
Volumen (MTV): 38,37 cm*
Umbral: 5,20 SUV-bw /40 %

Figura 10. Estimacion del MTV en PET-TC. Estudio de estadificacion de CP.
Imagen de TC (A), PET (C) e imagenes fusionadas de PET-TC (B, D). Calculo del
MTV (C) de la lesion primaria en l6bulo superior derecho para seguimiento en CP
diseminado al diagnostico (véase afectacion suprarrenal bilateral [D]).

Por ultimo, aunque la 18F-FDG es el trazador més usado en imagen oncologica y
PET, nuevos radiofarmacos estdn comenzando a utilizarse para conocer el
comportamiento biolégico del tumor. La 18Fluorotimidina (FLT) por ejemplo, se relaciona
con proliferacién celular y su uso como predictor de respuesta y supervivencia esta en
investigacion’®. También se estan usando agentes antitumorales (como el erlotinib o el
gefitinib) radiomarcados para ver y cuantificar la concentracion del farmaco in vivo. Esto
altimo permite identificar lesiones tumorales en principio no visibles en la PET con
FDG".
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2.4.3.2 PET-RM

Esta nueva modalidad de imagen hibrida ya disponible para uso clinico en
escaneres de adquisicibn simultdnea, no ha demostrado ventajas en el estadiaje
toracico del CPNCP frente a la PET-TC®®. Si se ha demostrado una correlacién
inversa entre los valores del SUV vy los valores del ADC en difusion no Gaussiana®
(Figura 11). En una serie de 33 pacientes en los que se realiz6 PET-TC y PET-RM
consecutivos, se compard la estadificacion TNM por imagen con la toracotomia. La E del
PET-RM para la confirmacion de enfermedad resecable fue del 92,3% y la S del 97,3%.
La concordancia entre el estadiaje puede variar sustancialmente o ser casi perfecta
(Cohen’s kappa: 0.627-0.823)®. Entre las ventajas frente a la PET-TC, destaca la
reduccion de radiacion (de hasta un 75%) y la posibilidad de completar el estudio de
extension en la misma exploracion afiadiendo la RM cerebral. La diferencia fundamental
es la duracién del estudio, de al menos 40 minutos frente a unos 20 minutos que tarda

en adquirirse un PET-TC.

A E

Medsa/DE 747
Area: 1118lcmy
Recist . 23(cm

S
-

Figura 11. PET-RM de reestadificacion. Comparacion de los valores del SUV y del ADC. Se
observa un nddulo pulmonar en el I6bulo superior derecho con restricciéon de la difusion (A, C) y
captacion de FDG en rango patolégico en el PET y adenopatias con incremento de la actividad
metabdlica en mediastino superior (B, D, E). Obsérvese la correlacion inversa del SUV (SUV
méaximo 13,3) (B) y el valor del ADC (ADC minimo 590 x 10°%) (A). La reconstruccién MIP coronal
del PET (E) muestra el tumor, la afectaciéon mediastinica y suprarrenal, asi como una adenopatia
cervical derecha patoldgica.
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2.5 Técnicas de muestreo en cancer de pulmoén

2.5.1 Técnicas radiolégicas

2.5.1.1 Punciodn transtoracica guiada por TC

La puncion transtoracica (PTT) fue aplicada por primera vez por Leyden en 1883
para diagnosticar el germen causal de una neumonia. Pasan casi 100 afios hasta que
su uso se generaliza en el ambito clinico para el diagnostico de lesiones
pulmonares®. Desde entonces ha sido ampliamente empleada pues existen hasta 490
publicaciones que dan a conocer diversos aspectos de esta técnica segun se indica en

una revision sistematica de 2015%°.

Esta indicada para el estudio de lesiones pulmonares periféricas cuando no se tiene
diagnéstico por broncoscopia (biopsia transbronquial [BTB] y lavado broncoalveolar
[LBA]) o citologia de esputo y se presume que su resultado va a influir la decision
terapéutica. La indicacion mas controvertida es el estudio del NPS, pues un resultado
negativo no excluye malignidad y un nédulo maligno requiere cirugia. Si se cuenta con
patélogos expertos y se trata de pacientes cuya funcion ventilatoria pudiera verse

deteriorada por la cirugia, la indicacion es indiscutible.

La coagulopatia no corregida y la incapacidad del paciente para cooperar son las
Unicas contraindicaciones absolutas. Contraindicaciones relativas son la EPOC, el
enfisema bulloso, la hipertensién pulmonar, una alta sospecha de tumores vasculares,

la insuficiencia cardiaca, la ventilacion mecanica y un evento coronario reciente.

Para la obtencion de la muestra puede utilizarse aguja fina, obteniéndose una
muestra para estudio citolégico mediante aspirado, 0 aguja gruesa, mas conocida
como trucut, para realizar estudio histolégico de la muestra. Existen numerosos tipos
de agujas gruesas para la obtencion de cilindros, si bien la principal diferencia es el

uso de sistema coaxial o0 no coaxial, relacionado con la frecuencia de complicaciones.

Las principales complicaciones que se pueden dar son neumotoérax, la mas
frecuente, y la hemorragia perilesional, en ocasiones con esputo hemoptoico o incluso
hemoptisis. Menos frecuentemente puede aparecer dolor, infeccion, embolismo aéreo y

siembra tumoral en el trayecto de la aguja®.
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Numerosos factores han demostrado influencia en la eficacia de la PTT-TC. El
tamafio de la lesion y sobre todo la distancia a la pleura, asi como otros factores como
la necrosis, fibrosis, neumonias secundarias y reacciones inflamatorias peri-tumorales
son causas frecuentes de muestras no representativas y FNs. Indudablemente la
experiencia del radidlogo y del patélogo va a condicionar en gran medida la eficacia
del procedimiento.

Otro factor estudiado en el rendimiento de la PTT-TC es la utilidad del uso de las
MPR. Ohno y colaboradores observaron mejor rendimiento de la muestra con el
empleo de las imagenes de MPR para guia de puncion®.

La novedosa técnica de PTT guiada por TC con haz cénico presenta en centros con
experiencia similar S, E, y precision para el diagndstico de malignidad que la biopsia
guiada por TC con modo fluoroscopia, sin diferencias significativas con respecto a la

dosis de radiacion®’.

2.5.1.2 Puncion transtoracica guiada por ecografia

La PTT también se puede realizar guiada por ecografia (PTT-US) en lesiones
pulmonares en contacto con la pared toracica. Segun la literatura la rentabilidad de las
muestras es comparable a la de la PTT-TC. Realizada por expertos frente a la PTT-TC
sin modo fluoroscopia es mas rapida y segura puesto que el trayecto y punta de la aguja
se ven a tiempo real y ademés no supone radiacion ionizante. La eficacia considerada
como numero de verdaderos positivos dividida por el total de punciones es de hasta el
89%%. El riesgo de neumotérax y hemorragia segun la literatura actual puede ser

menor®,

2.5.2 Técnicas invasivas no quirdrgicas

2.5.2.1 Fibrobroncoscopia

La fibrobroncoscopia (FBC) es necesaria en la practica totalidad de los pacientes
gue van a tratarse mediante cirugia. Presenta un alto rendimiento diagnostico y
proporciona informacion Util para la resecabilidad, con aceptable nivel de tolerancia y
morbimortalidad. Su rentabilidad es superior en tumores centrales. En lesiones visibles
en la endoscopia supera el 90%, siendo aconsejable la toma de una BTB, cepillado y
LBA.
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La S de la BTB en tumores centrales alcanza el 88% y en los periféricos dependera
del tamafio. Se dan mejores resultados en lesiones mayores de 2cm (63% frente al 34%
en lesiones menores), al margen del nUmero de muestras tomadas y la visualizacion de
la llegada del bronquio al tumor en la TC™. En series de nédulos detectados en TC de
cribado, los resultados de la FBC considerando la pieza quirirgica como patron oro
fueron: S 13,5%, E 100%, VPP 100% y VPN 48% por lo que no se recomienda de forma
rutinaria en el cribado del CP®.

El LBA es una técnica poco sensible pero muy especifica para el diagnéstico de
CP, con un alto VPP (S 47%, E 91,6%, VPP 66%). La exactitud global considerando la
BTB como patrén oro es de hasta un 70,5% y la concordancia de hasta el 39%. La

obtencion de BTB y LBA eleva la tasa de confirmacién de CP%.

Se ha analizado la utilidad del examen in situ de la citologia en lesiones
pulmonares periféricas radiol6gicamente sospechosas, obteniéndose un VPP de hasta
el 97% con reduccion del tiempo de FBC y de complicaciones e incremento del

cociente coste/efectividad®.

Respecto a los factores que condicionan la exactitud diagnéstica del LBA y BTB,
ademas del numero de marcadores de inmunohistoquimica (IHQ) empleados, se
obtienen peores resultados en tumores de mayor tamafio y con menor grado de

diferenciacion®.

2.5.2.2 Biopsia guiada por navegacion electromagnética

Esta técnica consiste en un dispositivo de localizacion guiado por imagen de TC
complementario a la ecobroncoscopia (EBUS) radial que se puede realizar con 0 sin
fluoroscopia. Se recomienda en lesiones periféricas dificiles de alcanzar por FBC. Con
esta técnica se puede obtener un rendimiento diagnéstico del 74-80% que mejora en
combinacién con el EBUS hasta un 88-90% (EBUS y NEM por separado 69% y 59%,

respectivamente)™,

2.5.2.3 Puncion transbronquial guiada por ecobroncoscopia

La puncion transbronquial (PTB) con EBUS ha demostrado S, E, VPP y VPN para el
diagnéstico de malignidad del 90%, 100%, 100% y 20%, respectivamente, con una
exactitud diagnodstica del 90%, en una serie de 123 pacientes en los que la FBC o la

PTT-TC fueron negativas para lesiones paratraqueales/parabronquiales o
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paraesofagicas o bien se trataba de lesion periférica sospechosa con ganglios
mediastinicos positivos en PET, excluyendo lesiones endobronquiales®.

En metaandlisis comparativos de PTB-EBUS y puncién endoscoépica ecoguiada
para el estadiaje N, refieren S del 86% y E del 100% de la PTB-EBUS. Existe
evidencia de que la combinacibn de ambas es méas sensible que cada una por

separado, pudiendo sustituir otros métodos mas invasivos®*.

En centros con experiencia de al menos 5 afios en PTB-EBUS, se ha observado
menor tasa de complicaciones que en las PTT-TC, un incremento del porcentaje de
pacientes diagnosticados mediante esta técnica (hasta el 47%) y una reduccién de las
PTT y de las citologias de liquido pleural comparado al manejo previo de la lesién

sospechosa de CP cuando aun no se disponia de EBUS®.

2.5.2.4 Puncion endoscopica guiada por ultrasonidos

Esta técnica puede ser de utilidad para obtener muestra del tumor primario en el
caso de lesiones en contacto con la pleura mediastinica cerca del eséfago. En un
metaanalisis que incluye 18 estudios, se especifica S para la estadiaje N del 83% y E del
97%. Cuando se realiza en pacientes con adenopatias sospechosas en la TC, la S

aumenta al 90% y la E hasta el 97%%.

Este procedimiento permite, ademas, confirmar metastasis subdiafragmaticas (en
glandula adrenal izquierda, ganglios del tronco celiaco e higado) y valorar invasiéon
mediastinica por contigtiidad con mas precision que las técnicas radioldgicas (S 98%, E

98%, FNs 1%, y FPs 30%) reduciendo el nimero de toracotomias innecesarias’.

2.5.3 Otras técnicas de muestreo

2.5.3.1 Citologia de esputo

Es el método menos invasivo para confirmar el diagnéstico de CP, particularmente
atil en pacientes con tumor central y hemoptisis. La citologia positiva se asocia
frecuentemente a bajo FEV1, tumores mayores de 2,4 cm y estirpe escamosa. Se
recomienda como primer método de confirmacion de CP en lesiones centrales y cuando
la FBC y la PTT suponen alto riesgo de complicaciones. Su S oscila del 42% al 97% y
su E del 68% al 100%, siendo muy variable en funcion de la metodologia de obtencion

de muestras®.
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Ocasionalmente, las células malignas del esputo pueden proceder de carcinomas
laringeos o faringeos, e incluso resultar falsamente positivas en pacientes con
enfermedades respiratorias inflamatorias (tuberculosis, bronquitis cronica, etc.), por lo
gue basandose exclusivamente en esta técnica, se precisa de un contexto clinico-

radiolégico compatible para establecer el diagnostico de CP.

2.5.3.2 Toracocentesis

Cuando exista derrame pleural se deberd realizar previo a la practica de otras
técnicas mas invasivas una citologia del liquido pleural, pues si es positiva cambia el
estadiaje y condiciona el tratamiento. La puncion del derrame con guia ecografica
mejora la obtencibn de muestra adecuada y reduce el riesgo de neumotérax,
especialmente si el derrame es escaso. La S para la deteccion de células malignas es
del 49 al 91%, incluso superior a una biopsia pleural percutanea™.

2.5.3.3 Biopsia pleural

Puede realizarse ciega, percutdnea guiada por imagen (cuando existe
engrosamiento pleural sospechoso en la TC) o mediante toracoscopia en pacientes con
citologia negativa y derrame pero sin engrosamiento pleural en TC, con cifras de

rendimiento diagndstico entre 88% al 93% y 94% al 100%, respectivamente™.

2.5.3.4 Otros procedimientos

Cuando el tumor primario es dificilmente accesible y no hay signos de afectacion
pleural en las pruebas de imagen, se puede considerar el diagnostico de CP mediante

puncion guiada por TC/US de lesiones hepaticas, adrenales u 6seas sospechosas.

2.5.3.5 Estadificacion del cancer de pulmon mediante técnicas
quirargicas
Los procedimientos invasivos para el diagnostico y estadiaje del CP son la

mediastinoscopia (MED), la mediastinotomia (MEDTM), la mediastinoscopia cervical

extendida (MEDCE) y la videotoracoscopia.

La MED es la técnica mas utilizada para confirmacién de enfermedad ganglionar
mediastinica en casos de sospecha y PTB-EBUS o puncion endoscépica negativa o no
concluyente. Permite explorar las estaciones paratraqueales derechas e izquierdas,

superiores e inferiores y la subcarinica. Si el tumor es izquierdo, se precisa ampliar la
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exploracion a las estaciones subadrtica y paraadrtica, mediante MEDTM paraesternal
izquierda o MEDCE. Realizadas en combinacion en candidatos a tratamiento quirdrgico,
la MED y la MEDTM paraesternal izquierda o la MEDCE presentan: S del 86%, E del
100%, exactitud diagnoéstica del 94%, VPP del 100% y VPN del 90%. La tasa de
complicaciones es de alrededor del 3% y la de mortalidad sobre el 0,1%.

La toracoscopia, con o0 sin asistencia de video, permite una exploracion completa de
la cavidad pleural y del mediastino ipsilateral. Permite el acceso a las estaciones
paratraqueales inferiores derechas, hiliares, subcarinicas, paraesofagicas, del ligamento
pulmonar inferior en ambos lados, subadrticas y paraaérticas izquierdas. Es una
exploracién unilateral por lo que no puede descartar estadio N3, salvo que se exploren
ambos hemitérax. Es (til para confirmar o descartar afectacion pleural y en el

diagndstico de nddulos pulmonares periféricos, pues permite biopsiarlos o extirparlos.

2.6 Anatomia patologica del cancer de pulmon

2.6.1 Clasificacién histolégica del cancer de pulmén

Desde la primera clasificacion histolégica de los tumores pulmonares llevada a cabo
por la OMS en 1981, se han realizado considerables progresos en el conocimiento de la
patogénesis, histologia y biologia molecular del CP, lo que ha llevado a cambios en
sucesivas clasificaciones. La Ultima actualizacion, publicada en el afio 2015, aporta
parametros para mayor precision en el diagnéstico no so6lo en piezas quirtrgicas sino
también en biopsias pequefas y muestras citoldégicas y ademas, enfatiza en los estudios
genéticos e integra el diagnéstico molecular como herramienta para tratamiento en CP

(en concreto, para terapias dirigidas)’.

Esta clasificacién engloba multiples tipos tumorales, tales como tumores primarios
epiteliales, mesenquimales, linfohistiocitarios y de origen ectépico, asi como tumores
secundarios o metastasicos (Tabla 4). De todos ellos, el grupo mas importante, por
frecuencia, es de los tumores epiteliales primarios y dentro de éstos, el de los tumores
epiteliales malignos o carcinomas. Dada la frecuencia de estas neoplasias, en la practica

clinica, el término de carcinoma de pulmoén se hace sindnimo al de cancer de pulmén.
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Tabla 4. Ultima clasificacion de la OMS 2015 de tumores de pulmén

TUMORES EPITELIALES MALIGNOS TUMORES MESENQUIMALES
Carcinoma epidermoide Carcinoma de células grandes * Hamartoma

;ue:a:;:i::iizl:lﬂunr:: epidermoide Carcinoma adenoescamoso * Condroma

;ue:a:;:i::iizl:lﬂunr:: epidermoide no Carcinoma sarcomatoide * Tumores PEComatosos

+ Carcinoma epidermeide basaloide * Carcinoma pleomdrfico + Linfangicleiomatosis

* | e=siones pre-invasivas: carcinoma ) . . *  Tumor miofibroblastico peribronguial
in sity * Carcinoma de celulas fusiformes congénito

Adenocarcinoma * Carcinoma de células gigantes + Linfangiomatosis pulmonar difusa
»  Adenocarcinoma lepidico * Carcinosarcoma *  Tumor miofibroblastico inflamatorio
+ Adenccarcinoma acinar + Blastoma pulmonar * Hemangicendotelioma epitelicide

+  Adenocarcinoma papilar Carcinoma inclasificable + Blastoma pleuropulmonar

+ Adenocarcinoma micropapilar #+ Carcinoma tipo-linfoepitelioma *  Zarcoma sinovial

* Adenocarcinoma solido ¢« Carcinoma NUT *  Zarcoma intimal de arteria pulmonar
.l Adenocarcinoma mucinoso Tumores de olindula salivar . Sﬂrcc!mﬂ mixoide pulmonar con
infittrante traslocacion EWSR1

+  Adenocarcinoma fetal + Carcinoma mucoepidermoide +  Tumores microepiteliales

¢ Adenocarcinoma coloide » Carcinoma adenoide quistico

» Adenocarcinoma entérico ¢ Carcinoma epi-mioepitelial TUMORES LINFOPROLIFERATIVOS
i.nﬁrtf::,l-::mﬂminumﬂ minimamente o Linfoma marginal (MALT)

* Lesiones pre-invasivas TUMORES EPITELIALES BENIGNO S » Linfoma difuso de células grandes
» Hiperplasia adenomatosa atipica Papiloma + Granulomatosis linfomatoide

» Papiloma escamoso; exoftico e

+  Adenocarcinoma in situ » Histiocitosis de células Langerhans

invertido
Tumores neuroendocrinos ¢ Papilema glandular
* (Carcinoma de célula pequena ¢+ Nixto, escamoso v glandular TUMORES ECTOPICOS
* Carcinoma neuroendocrino de célula ) )
grande Adenoma *  Tumores germinales: teratoma
*  Tumor carcinoide *  Pneumocitoma esclerosante +  Timoma intrapulmonar
* Tipico » Adenoma Alveolar * HMelanoma
»  Aftipico ¢+ Adenoma Papilar + Kleningioma

* | e=iones pre-invasivas: hiperplasia

) ) Cistoadenoma mucinoso
neurcendocrina difusa

Adenoma de glandula mucosa TUMORES METASTASICOS

Los carcinomas de pulmon se clasifican en dos grandes grupos segun su
morfologia, la cual estd relacionada con una clinica y una biologia molecular
caracteristicas que condicionan una diferente actitud terapéutica inicial. Dichos grupos

son:

e Carcinomas de pulmon de célula pequefia (CPCP o SCLC, del inglés small cell
lung carcinomas). Representan aproximadamente un 20% de los tumores. Su
evolucién clinica es rapida por lo que el tratamiento mas comun suele ser

quimioterapia y/o radioterapia.
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e Carcinomas de pulmoén no de célula pequefia (CPNCP o NSCLC, del inglés non-
small cell lung carcinomas). Representan aproximadamente el 80% de los CPs.
Clinicamente estos tumores evolucionan con mas lentitud que los anteriores de manera
que el tratamiento de eleccién suele ser la cirugia, siempre que el estadio lo permita®’.
Dentro de este grupo se incluyen los dos principales tipos histolégicos del CP: el
adenocarcinoma (AC) y el carcinoma epidermoide (CE) o escamoso, representando un

50% y un 30%, respectivamente.

Como se ha referido anteriormente, entre las aportaciones de la Ultima clasificacion
de la OMS destacan:

a) la incorporacion de nuevos criterios y terminologias en el diagnéstico de biopsias
pequefias y muestras citolégicas (especialmente relevante dado que aproximadamente
el 70% de los pacientes con CP se presentan en estadios avanzados y su diagnostico

histol6gico se basa casi exclusivamente en el estudio de este tipo de muestras).

b) la recomendacién de aplicar técnicas de IHQ para subclasificar los CPNCPs
(ACs versus CEs) en aquellos casos en los que los criterios morfol6gicos (con técnica
de Hematoxilina-Eosina [H&E]) no sean suficientes®. En este sentido, los marcadores
de IHQ mas aceptados son: TTF1 y napsin A como marcadores de AC y, p63, p40

9899,100101 ~~n |2 combinacion

(isoforma ANp63) y CK5/6 como marcadores escamosos
de estos anticuerpos se consigue clasificar como AC o CE mas del 90% de los casos,
evitandose el diagndstico de CPNCP-no especificado (CPNCP-NOS, del inglés not
otherwise specified) en biopsias pequefas/citologias o de carcinoma de célula grande

(CCG) en pieza quirtrgica® (Tablas 5 y 6).
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Tabla 5. Terminologia y criterios para el adenocarcinoma, el carcinoma epidermoide y el
CPNCP-NQOS en biopsias pequeiias y citologia comparada con los términos empleados en
pieza de reseccion segun la clasificacion de la OMS 2015

Terminologia nueva en biopsia
pequeiia/citologia

Morfologia | Técnicas especiales

Terminologia en pieza de
reseccion

Adenocarcinoma (AC) (describir
patrones identificables)

AC con patrdn lepidico (si es puro,
afadir la nota: un componente
infiltrante no puede ser excluido)

AC mucinoso infiltrante (describir
los patrones presentes: utilizar el
término AC mucinoso con patrdn
lepidico, si el patrdn lepidico es
pura)

Patrones morfoldgicos de AC
claramente presentes

AC con caracteristicas coloidales

AC con caracteristicas fetales

AC con caracteristicas entéricas”

Patrén predominante de AC:
lepidico, acinar, papilar, sdlido y
micropapilar

AC minimamente infiltrante, AC i
&itu o AC infiltrante con
componente lepidico

AC mucinoso infiltrante

AC coloidal

AL fetal

AC entérico

CPMNCP, sugestivo de ACE

Patrones morfoldgicos de AC no
presentes pero sugestivos par
técnicas especiales (es decir, TTF-
1-positiva)

AC (patrdn sdlido puede serun
componente del tumaor)

Carcinoma epidermoide o
escamaso (CE)

Patrones morfoldgicos de CE
claramente presentes

CE

CPMNCP, sugestivo de CE®

Patrones morfoldgicos de CE no
presentes pero sugestivos par
técnicas especiales (es decir, p40-

pasitiva)

CE (patrdn no queratinizante puede
ser un componente del tumaor)

CPMCP-NOS?

Sin clara morfologia ni patrones de
tincidn de AC, CE 0
neuroendacrina

Carcinoma de células grandes
(CCGE)

*Modificado desde los articulos de Travis et al.
b. Metastasis de un cancer colorrectal deben ser cuidadosamente excluidas con técnicas
inmurnohistoguimicas v la correlacion clinica.
c. Estas categorias no siempre comresponden a un AC solido o a un CE no gueratinizante, respectivamerte.
Los componentes pobremente diferenciados en el AC o CE se deben muestrear.

d. CPMNCP-NOS patron se puede ver no sdlo en los CCG, s no también cuando en los componentes
pobremente diferenciados de AC o CE gue no expresan marcadores inmunohistoguimicos o mucina.

Abreviaturas: AC: adenocarcinoma, CCG: carcinoma de células grandes, CE: carcinoma epidermoide o
escamoso, CPNCE: carcinoma de pulmon no célula peguefia, NOS: tipo no especificado, OMS:
Organizacion Mundial de la Salud, TTF-1: factor de transcripcion tiroideo 1.
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Tabla 6. Terminologia diagnostica empleada para biopsias pequeiias y citologias en
comparacion con los términos para piezas de reseccion con carcinoma de células pequeiias,
carcinoma neurcendocrino de células grandes, carcinoma adenoescamoso y carcinoma
sarcomatoide segin la clasificacion de la OMS 2015*

Terminclogia en biopsias pequefias/citologias

Terminologia en piezas de resecciones

positivos, posible carcinoma neurcendocring de
células grandes (LCMNEC)

Carcinoma de células pequefias (CPCP) CPCP
Carcinoma no de células pequefias (CPMCP) con
morfologia neuroendocrina (ME) y marcadores ME LCNEC

CPMCP con morfologia ME

3i los marcadores ME son negativos, comentar: se
frata de un CPMCP donde se sospecha un LCMELC,
pero sin diferenciacidn ME con técnicas especiales

Carcinoma de células grandes con maorfologia ME
(LCMEM)

Marfologia presente de adenocarcinoma (AC) y
carcinoma epidermoide (CE) CPNCP- MOS.
Comentar que los componentes de AC y CE estan
presentes, lo que podria representar un carcinoma
adenoescamoso

Carcinoma adenoescamaoso (si ambos
componentes = 10%)

Patrones morfoldgicos de AC o CE no presentes pero
con tinciones inmunohistoguimicas sugestivas de
tener componentes glandulary escamaso
separados: CPMCP-MOS

Especificar los resultados de las tinciones
inmunohistoguimicas y la interpretacidn y comentar
que podria representar un carcinoma
adenoescamoso

AC, CE, carcinoma adenoescamoso o carcinoma de
células grandes con caracteristicas
inmuncohistoguimicas poco definidas

CPMCP con células fusiformes yio carcinoma de
células gigantes (mencionar si hay AC o CE)

Carcinoma pleomdrfico, de células fusiformes ylo
carcinoma de células gigantes

*Modificado desde los articulos de Travis et al.

la Salud

Abreviaturas: AC, adenocarcinoma; CE, carcinoma epidermoide; LCMEC, carcinoma neuroendocrino de
células grandes:; LCMEM, carcinoma de células grandes con morfologia ME; NOS, tipo no especificado de
otro modo; CPMNCP, carcinoma no de células pequefias; ME, neuroendocring; OMS, Organizacion Mundial de

2.7 Biologia molecular del cancer de pulmén

2.7.1 Introduccién

Como se ha referido anteriormente, en las Ultimas décadas se ha experimentado un

cambio paradigmatico en el conocimiento y manejo del CP, en especial en los CPNCP.

A medida que los avances en el estudio de la biologia molecular de estos tumores han

conducido a la identificacién de diferentes alteraciones genético-moleculares asociadas

con su desarrollo, ha sido posible dividir los CP en subgrupos genéticamente definidos

de acuerdo con la frecuencia de dichas alteraciones'0%103104.105108107 ' Fotas alteraciones

se estan convirtiendo en marcadores de utilidad en el diagndstico y en el establecimiento
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del prondstico, asi como en biomarcadores predictivos de eficacia a terapias

891011 ) 3 selecciébn del tratamiento basado en marcadores moleculares

dirigidas
predictivos ha modificado sustancialmente el enfoque clinico de los pacientes y las
lineas de investigacion de los ultimos afios'®. En este sentido, la respuesta a inhibidores
tirosina quinasa (ITKs) en pacientes portadores de mutaciones en el gen EGFR
representdé uno de los mayores avances terapéuticos en el CPCNP de la dltima
década'®®'!, En el afio 2007, la identificacion de la translocacion del ALK se sumé al
listado de biomarcadores predictivos en el CPNCP'*2. Ambas determinaciones se
consideran hoy esenciales en la practica clinica a la hora de decidir las opciones

terapéuticas™™**.

Los continuos avances en el campo de la biologia molecular y en desarrollo
terapéutico estan permitiendo la identificacién de nuevos y potenciales biomarcadores
predictores de eficacia a determinados farmacos, especialmente en AC de pulmaén, tales
como: reordenamientos de ROSL1 (recientemente incorporado a la practica clinica segun
las dltimas actualizaciones de las guias internacionales), RET y NTRK1; mutaciones de
KRAS, BRAF y HER2; y amplificacion de MET y HER2, entre otros3%102103104113 pFp
carcinomas escamosos, algunos potenciales biomarcadores de interés son: mutaciones

o amplificacion de PIBKCA, amplificacién de FGFR1 o mutaciones de DDR2'*,

Por dltimo, un campo prometedor emergente en el tratamiento del CP es la

inmunoterapia, con la expresion de PD-L1 como posible biomarcador inmune™*®.

2.7.2 Recomendaciones para la determinacion de EGFR y ALK en el

carcinoma de pulmén no célula pequefia

La determinacién de las mutaciones en el gen EGFR y de los reordenamientos de
ALK se debe realizar en todos los pacientes con CPNCP no escamoso (AC, CPNCP-
NOS o CCG) estadio IV, independientemente del habito tabaquico y en los no
fumadores independientemente de la histologia, segun las guias internacionales
CAP/IASLC/AMP 2013 y NCCN® vy la actualizacion del consenso nacional
SEAP/SEOM™.
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2.7.3 Tipo de muestra 6ptima y gestién de la misma para el estudio de EGFR
y ALK

Respecto a la muestra Optima para el estudio molecular de biomarcadores
predictivos, se recomienda utilizar muestras fijadas en formol e incluidas en parafina.
Una muestra obtenida por cirugia, broncoscopia o biopsia/citologia por puncién es igual
de vélida siempre que tenga una cantidad suficiente de células tumorales. Las muestras
citolégicas se consideran adecuadas, prefiriéndose los bloques celulares'®'. En
centros altamente especializados, cualquier muestra citolégica correctamente obtenida y
procesada es valida para estudios moleculares convencionales (extensiones tefiidas,
liquidos, bloques celulares, citologia liquida, etc.)***’. Se considera fundamental revisar
todas las muestras tumorales (tanto biopsias como citologias) de un paciente a la hora

de decidir sobre cual se van a realizar los estudios de biomarcadores**®%°.

Con el objetivo de tratar de garantizar tanto el diagndstico anatomopatoldgico
como la determinacion de mdltiples biomarcadores predictivos se recomiendan
protocolos de aprovechamiento tisular**,*®. Se recomienda determinar EGFR y ALK de
forma simultanea. En los casos en los que no sea posible, se aconseja realizar las
secciones para ambos biomarcadores al mismo tiempo, aunque el estudio de uno de

ellos se active s6lo en el caso de que el otro haya sido negativo™.
2.7.4 Mutaciones de EGFR

Las mutaciones en el gen EGFR se identifican en aproximadamente el 10-16% de
los CPNCP en nuestro medio, siendo mas frecuentes en AC de patrén lepidico, papilar o

109,110,111,118,119,120,121. Las mutaciones mas

micropapilar, y en pacientes no fumadores
frecuentes y que se relacionan directamente con sensibilidad al tratamiento con
inhibidores especificos afectan al exdn 19, tratindose de deleciones que conservan la
pauta de lectura (in-frame deletions) entre los codones 746 y 759 (45-50%), seguidas de
mutaciones puntuales tipo “cambio de sentido” (missense point mutations) en el exon 21
[sustitucion del aminoé&cido leucina por arginina en la posicion 858 (L858R)] (35-45%).
Otras mutaciones sin clara relacion con la respuesta a farmacos inhibidores especificos
comprenden inserciones y/o duplicaciones en el exdn 20 y mutaciones puntuales en el

eXén 18109'110'111.

En relacion a la metodologia, las pruebas clinicas para la determinacion de EGFR

deben ser capaces de detectar todas las mutaciones individuales que han sido
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informadas con una frecuencia de al menos un 1% de los AC de pulmon EGFR
mutados''®,**. Se recomienda utilizar, siempre que sea posible, un método de alta
sensibilidad como los métodos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo
real cobas EGFR Mutation Test (CE-marked, Roche Molecular Systems) o therascreen
EGFR RGQ PCR Kit (CE-marked, Qiagen). Asimismo, se aconseja solo utilizar la

secuenciacion directa cuando el porcentaje tumoral sea de al menos un 30%#%1%3,

2.7.5 Reordenamientos de ALK

La presencia de la translocacion de ALK se identifica en el 3-10% de los
CPNCP***'% siendo més frecuente en AC de patron cribiforme o con células “en anillo
de sello”, en estadios avanzados, en pacientes mas jovenes y con escasa o nula historia
de tabaquismo'®®. La translocacion de ALK no suele coexistir con las mutaciones de
EGFR™,

En cuanto a la metodologia disponible, se recomienda su determinaciéon mediante
hibridacién in situ fluorescente (FISH) utilizando sondas de rotura con color dual®®,
como por ejemplo la sonda comercial Vysis® ALK Break-Apart FISH Probe Kit (Abbott
Molecular, Inc.), Unica aprobada por la Food and Drug Administration (FDA) hasta la
fecha, si bien existen otras sondas en el mercado disponibles en la actualidad. Por otra
parte, la IHQ utilizando anticuerpos con alta sensibilidad, como por ejemplo D5F3
(Ventana) y 5A4 (Novocastra), se propone, segun las guias internaciones y nacionales

116,14,127

en uso hasta la fecha, como método de cribado , aunque las futuras

actualizaciones de estas guias prevén incluirlas como método diagnostico.
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Hipétesis y objetivos

3.1 Hipotesis

La puncion aspiracion con aguja fina (PAAF) de calibre 25G guiada por TC,
realizada por radidlogos expertos y con la colaboracién del citopat6logo in situ, permite
en la mayor parte de los casos, obtener material suficiente y adecuado para el
diagndstico citopatolégico y el estudio de dianas terapéuticas del carcinoma de pulmén
no de células pequefias (CPNCP), incluso con resultados comparables a la rentabilidad
de la biopsia con aguja gruesa (BAG) de calibre 20G y con un porcentaje de

complicaciones significativamente inferior.

3.2 Objetivo general

Analizar la eficacia del muestreo mediante PAAF con aguja calibre 25G y BAG con
aguja de calibre 20G, ambas guiadas por TC, de lesiones pulmonares radiol6gicamente
sospechosas de malignidad, para el diagndstico citopatoldgico e histolégico del cancer
de pulmén y para el estudio de biomarcadores predictivos en CPNCP: mutaciones de
EGFR y reordenamientos de ALK.

3.3 Objetivos especificos

1. Conocer la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo (VPP),
el valor predictivo negativo (VPN), la eficiencia y la exactitud diagndstica
de ambas técnicas de muestreo para el diagnéstico citolégico/histolégico
de malignidad en lesiones pulmonares sospechosas por su aspecto
radiol6gico en TC, considerando el diagnéstico anatomopatolégico de la

pieza quirdrgica el patrén oro.

2. Comparar la sensibilidad, la especificidad, el VPP, el VPN vy la eficiencia de
ambas técnicas de muestreo para el diagnostico de cancer de pulmén en
lesiones pulmonares sospechosas en TC, considerando el diagnéstico

anatomopatol6gico de la pieza quirargica el patrén oro.
3. Conocer el rendimiento diagnéstico de la PAAF y BAG guiadas por TC de

lesiones pulmonares, es decir, la frecuencia de muestras concluyentes

para diagndstico citolégico/histoldgico.
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4. Evaluar el tipo y la frecuencia de complicaciones derivadas de PAAF y
BAG guiadas por TC y analizar su posible asociacion con caracteristicas
generales de la muestra (localizacion de la lesién, sexo y edad del
paciente), y con diagndéstico citopatolégico o histoldgico de lesion benigna

y maligna.

5. Determinar el rendimiento diagnostico de las muestras obtenidas con aguja
25G y con aguja 20G para el estudio de biomarcadores predictivos en

CPNCP no escamoso: mutaciones de EGFR y reordenamientos de ALK.

6. Estudiar la relacion entre el numero de marcadores de
diagndsticos/predictivos empleados y el porcentaje de muestras con
material insuficiente para el posterior estudio molecular de mutaciones de

EGFR y reordenamientos de ALK.
7. Analizar la relacion entre el porcentaje de celularidad tumoral en las

muestras obtenidas mediante BAG y la obtenciébn de resultados

concluyentes en los estudios moleculares en CPNP no escamoso.
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Material y métodos

4.1 Selecciéon de los casos

4.1.1 Criterios de inclusion

Se trata de un estudio retrospectivo observacional en el que se han incluido todas
las muestras pequefias de todos los pacientes en los que se realizd una PAAF con
aguja de calibre 25G en el Hospital Universitario La Paz o una BAG con aguja de calibre
20G en el Hospital Universitario HM Sanchinarro, ambas guiadas por TC, de una lesion
pulmonar sospechosa de malignidad. Se incluyeron todos los pacientes con PAAF o
BAG guiada por TC realizada desde Enero del 2009 hasta Febrero del 2014.

En un primer paso se decidi6 la indicacién de obtencion de la muestra mediante
esta técnica en un comité multidisciplinar de patologia pulmonar, compuesto por
radiologos expertos en radiologia toracica, patélogos con amplia experiencia en pulmon,
neumologos, broncoscopistas, cirujanos toracicos, oncoélogos y radioterapeutas con

experiencia en el tratamiento y manejo del cancer de pulmén.

La indicacion de la PTT-TC fue en la mayor parte de los casos la deteccién de una
lesién pulmonar con criterios radiol6gicos de malignidad, es decir, con aspecto de tumor
primario en TC y de localizacion periférica. En estos casos se detectd al paciente una
lesibn parenquimatosa soélida, de bordes espiculados o margenes irregulares o una

lesién subsélida, redondeada y de contorno liso, de al menos 1 cm de diametro.

También se incluyeron pacientes con enfermedad oncolégica conocida y presencia
de ndédulo/s pulmonares, con aspecto de posible tumor pulmonar primario o incluso,
compatibles por las caracteristicas radiolégicas con metastasis, en los que se requeria

confirmacion histolégica.

En determinadas ocasiones, la indicacion vino dada por ausencia de material
suficiente en la muestra inicial para el estudio molecular de biomarcadores predictivos
(por ejemplo, EGFR y/o ALK) en pacientes con CPNCP y enfermedad en estadio no
quirdrgico, sin respuesta o con progresion de enfermedad tras completar tratamiento con
una o varias lineas de quimioterapia. En la mayoria de estos casos se trataba de

pacientes previamente diagnosticados en otros centros.

~71 ~



Material y métodos

4.1.2 Criterios de exclusion

La imposibilidad de realizar el diagnéstico de la lesiébn pulmonar a estudio mediante
PTT-TC puede venir dada por la localizacién o caracteristicas de la lesién, por la
comorbilidad y capacidad para colaborar durante el procedimiento del paciente o por

alteraciones de la coagulacion.

No se consideraron para PTT-TC aquellos pacientes que presentaban lesiones
centrales, es decir, en el hilio o parahiliares por riesgo de lesion de grandes vasos,
lesiones localizadas muy posteriores y a la altura de la escapula por imposibilidad
técnica, lesiones en l6bulos superiores adyacentes a la linea pleural anterior, por su
localizacién en plano posterior a los vasos mamarios internos y lesiones de 1-2 cm de
didmetro en senos costofrénicos, por la proximidad al diafragma y la variacion de la

posicion de la lesion con la respiracion, siempre mayor en las bases pulmonares.

Aquellas lesiones con tamarfio inferior a 1 cm de eje mayor, independientemente de
su localizacion, se descartaron por la dificultad para posicionar la aguja de manera
correcta con este tamafio, considerando las variaciones en la posicion de la lesion por
los movimientos respiratorios, dado que ambos procedimientos, BAG o PAAF, se

realizaron sin modo fluoroscopia.

Lesiones de probable naturaleza vascular, contiguas a vasos pulmonares de
mediano calibre o lesiones muy vascularizadas fueron descartadas para la BAG por el

riesgo de sangrado.

Se desestimo el procedimiento en algunos pacientes que por su estado cognitivo o
capacidad fisica, no pudiesen colaborar con el mantenimiento de la posicién requerida
segun la localizacion de la lesion, o bien por la imposibilidad de colaborar con el ritmo de

la respiracion.

En aquellos pacientes con EPOC y signos radiol6gicos de enfisema severo en TC,
se valoré en equipo multidisciplinar y/o con el neumélogo la relacion beneficio/riesgo
para la realizacion de la puncion guiada por TC y especialmente, se considerd la
posibilidad de obtener diagnostico mediante PAAF en lugar de BAG para minimizar el

riesgo de neumotoérax postpuncion.

Alteraciones de la coagulacién no corregibles con INR >1,5 o < 50.000 plaquetas,

se consideraron contraindicaciones absolutas, tanto para la BAG como para la PAAF.
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4.2 Procedimiento radiolégico

Como se ha mencionado con anterioridad, todos los pacientes fueron presentados
en el comité multidisciplinar de patologia pulmonar en el que se determiné la indicacion
de la PTT-TC, en base a la revision del TC y pruebas anteriores realizadas en nuestro
centro 0 en otros hospitales. En este grupo de trabajo multidisciplinar se decidié que la
técnica mas adecuada para la obtencion de muestra en cada caso concreto era la PTT-

TC por la localizacién de la lesién y su tamafo.

Los pacientes fueron informados de forma verbal en la consulta del clinico de la
indicacion del procedimiento, de los requerimientos para su realizacion y de forma
resumida de los pasos del mismo y posibles complicaciones. Se les dio un documento
redactado en el que se resume el procedimiento y posibles complicaciones del mismo, y
en el que autorizan la realizacion de la puncién, denominado consentimiento informado
(anexos | y IlI). Todos los pacientes trajeron este documento firmado el dia de la

realizacion de la PTT-TC.

En todos los casos se descartaron alteraciones de la coagulacion mediante analisis

en las 24-48 horas previas a la puncion.

Antes de iniciar el procedimiento, el radidlogo comenté con el paciente la dinamica
de la puncion, la importancia de la colaboracion manteniendo la posicion y el ritmo

respiratorio y las posibles complicaciones mas frecuentes.

Una vez revisadas las imagenes del TC previo para planificacion de la puncion, se
coloco al paciente en decubito supino, prono o lateral en la mesa del TC, siempre en
una posicion que permitiendo alcanzar la lesion, a priori el paciente afirmara que podia
mantener todo el tiempo estimado para completar el procedimiento. En todas las
punciones, PAAF o BAG, se realiz6 el procedimiento siguiendo los mismos pasos para
la colocacién de la aguja en la lesion, sin disponer de modo fluoroscopia para observar

la posicion de la punta de la aguja y el trayecto en tiempo real.

Una vez fue escogida la posicion del paciente se hizo una TC de la lesion, para
escoger el punto de entrada, el &ngulo y la longitud de la aguja que se fuera a introducir,
evitando estructuras éseas y vasculares interpuestas en el trayecto de la aguja. En base
a este criterio, se escogiod la posicion de mesa mas adecuada para la introduccion de la
aguja y se repitid el corte de TC con las coordenadas elegidas, comprobando la

respiracion del paciente, es decir, corroborando que estdbamos en la posicion de mesa
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idénea. En esta posicién de mesa se coloc6é un marcador radiopaco en la piel, y se
comprobé de nuevo la posicion y la respiracion pausada del paciente.

A continuacion guiandonos por este marcador en la piel se eligieron las segundas
coordenadas: se escogié el punto de entrada medial o lateral a uno de los puntos
radiopacos y se midio la distancia desde el punto escogido hasta la pleura y desde dicho
punto al margen de la lesién, asi como la angulacion necesaria en caso de planificarse
un trayecto oblicuo y no perpendicular a la mesa de TC. Seguidamente se marcé con un
rotulador estéril el punto seleccionado en base a las coordenadas X e Y, posicién de
mesa y marcador en la piel, iluminando la linea del corte de TC en la piel del paciente
con luz laser desde el gantry. Se retiré el marcador y se movié la mesa del TC dejando
suficiente espacio desde el gantry para realizar comodamente la puncién. Se desinfecto
la piel previo uso de guantes estériles, limpiando la zona con clorhexidina o povidona
yodada (Betadine®) con cuidado de no borrar el punto marcado con rotulador. En el caso
de las BAG se administré anestésico local y en el caso de optar por una PAAF se

procedi6 a la colocacion de la aguja directamente.

La anestesia administrada previa a la introduccion de la aguja de biopsia fue
mepivacaina al 2% (Mepivacaina Iny. Braun® 2%), realizando en primer lugar un habén
intradérmico. Posteriormente se fue anestesiando en profundidad con una aguja
intramuscular o intradérmica, segun el espesor del plano subcutaneo y muscular, sin

llegar a tocar la pleura (distancia conocida por la medida efectuada previamente).

En las PAAF, el procedimiento fue realizado en un TC helicoidal de 16 detectores
(Somatom® 4 Plus, Siemens, Erlangen, Alemania). El protocolo de TC incluye primero
un topograma de 120 kV y 25 mA y posteriormente una hélice de 120 kV, 50 mA, grosor
de corte de 3 mm, pitch de 1y reconstruccion de 1,5 mm.

La puncion fue realizada por un residente de radiologia bajo la supervisién de un
radiologo especialista en punciones de torax si se trataba de una lesion en principio facil
de pinchar. En caso de punciones de cierto grado de dificultad, o de mayor riesgo por
proximidad de la lesion a estructuras vasculares, asi como en pacientes con
comorbilidad asociada que aumentara el riesgo de neumotorax la puncion fue realizada
por un radidlogo con amplia experiencia (de al menos 8 afios) en este tipo de

procedimientos.
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Se emplearon agujas de 25G BD Spinal Needle (Becton Dickinson S. A., San

Agustin del Guadalix, Madrid, Espafia) de 9, 11 6 15 cm de longitud segun la
profundidad de la lesion, con marcas centimetradas (Figura 12).

Figura 12. Material para PAAF guiada por TC: Marcador metélico, agujas de calibre 25G y
aposito (A), gonidmetro (B), portas, pistola Cameco® y solucién CytoLyt® (flecha) (C).

Con la aguja escogida segun el punto de entrada se procedi6 a la colocacion en la
direccion adecuada, con el angulo necesario desde el punto seleccionado para la
puncién. Para ello se dispuso de la ayuda de dos técnicos del servicio de radiologia, uno
a los pies del paciente y otro frente al radiélogo que realiza la puncion. En los casos en
los que el trayecto de la aguja debia ser oblicuo, se dio la angulacién adecuada para
introducir la aguja utilizando un goniémetro colocado a los pies del paciente sobre la
mesa del TC, segun el angulo medido previamente en el corte de TC seleccionado.

A continuacion, previa apnea del paciente, se introdujo la aguja la longitud
necesaria para dejar la punta en el borde de la lesion (distancia previamente calculada),
ayudandonos de las marcas centimetradas de la aguja. Se comprobd la posicion de la
punta de la aguja mediante un corte de TC en la misma posicion de mesa inicialmente
seleccionada (Figura 13).

En caso de no estar la aguja en el borde de la lesion se retir0 ésta y se realiz6 una
nueva puncién con las mismas coordenadas, angulacion y longitud de aguja escogidos
inicialmente. Una vez comprobada la correcta posicion se introdujo la aguja la longitud
adecuada hasta el centro de la lesion o hasta la zona que pareciera més solida.

~ 75 ~



Material y métodos

puren 30 AL
e

Figura 13. PAAF guiada por TC. Muestreo de nodulo pulmonar sospechoso en el
I6bulo superior derecho en posicién de decubito prono. Colocacion del marcador
metdalico para planificacion del punto de entrada (izquierda) e introduccion de la
aguja comprobandose la posicion de la punta en la lesion (derecha). Notese la
aparicion de pequefio neumotorax inmediato.

Seguidamente el patélogo, experto en citologia y presente en la sala de punciones
realiz6 la aspiracion con movimientos repetidos de avance y retirada de la aguja unos
milimetros y empleando la pistola Cameco®. Extendi6 la muestra sobre un porta, en
seco, lo tifid con Diff-Quick® y evalud in situ al microscopio 6ptico la validez de la
muestra (Figura 14). El resto del material se incluyé en citologia liquida (CytoLyt®) para
su estudio posterior (Figura 15). En caso de frotis hemorragico o insuficiente celularidad
se realizd una segunda puncién, normalmente desde el mismo punto en la piel y con

otra aguja, hasta un maximo de tres pases, siempre y cuando el paciente lo tolerase.

Figura 14. Material para valoracion in situ de las extensiones
citologicas.
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Figura 15. Muestra de PAAF con citologia liquida. Tincion de Papanicolaou. A.
Adenocarcinoma. Se observa un grupo tridimensional de células atipicas con
citoplasmas claros, de bordes mal definidos, con nucleos redondeados de carioteca
irregular con nucleolo. B. Carcinoma epidermoide. Células sueltas o en grupos con
citoplasmas densos de bordes bien definidos en ocasiones queratinizados y nicleos
grandes irregulares con cromatina tosca.

Las BAG se realizaron en un TC de 64 detectores (Aquilion® 64, Toshiba America
Medical Systems) seleccionando el protocolo de punciones (120 kV, 300 mA, grosor de

corte de 3mm, pitch de 1y reconstruccion de 1,5 mm).

Todas las BAG las realizé un mismo radiélogo intervencionista experto en este

procedimiento con mas de 10 afios de experiencia.

Se empled una aguja localizadora-coaxial calibre 20G de 15 cm (SPEEDYBELL &
INTRODUTTORE, biopsybell s.r.l., Mirandola (MO), Italia) (Figura 16).

Figura 16. Material para BAG guiada por TC: Anestesia precargada, regla y
rotulador estéril para marcar punto de entrada en la piel (A), aguja empleada:
sistema coaxial semiautomatico para obtencion de cilindros de calibre 20G (B).
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Una vez comprobada la posicion de la punta de la aguja guia en la lesion (previo
procedimiento similar al de las PAAF para su colocacion) se extrajo el fiador metélico y a
través de la aguja coaxial se introdujo la pistola de biopsia, obteniéndose muestras de
20 mm de longitud. En todos casos se obtuvieron 3-4 cilindros a diferentes
profundidades si el tamafio de la lesion lo permitid. Tras la retirada de la aguja de
biopsia, se comprobd siempre macroscopicamente la calidad del material al introducirlo
en un bote con formaldehido al 10%. Tras la finalizacion de la puncion, ya fuese PAAF o
BAG, se realizé un control por TC de la lesion para descartar complicaciones

inmediatas como heumotdérax o hemorragia perilesional (Figura 17).

LS QOIS

Figura 17. BAG guiada por TC. Biopsia de lesién pulmonar en el I16bulo superior
derecho en posicién de decubito prono. Comprobacién de la posicion de la aguja en
el margen de la lesion (izquierda). Aparicién de pequefio neumotérax y hemorragia
perilesional tras la retirada de la aguja (derecha).

En el caso de las BAG el patdlogo no estaba presente in situ para validar la muestra
dado que el diagnéstico histolégico se hacia en diferido (24-48 horas después), tras la

fijacion e inclusion en parafina del material obtenido y tincion de H&E (Figura 18).
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Figura 18. Muestra tisular obtenida mediante BAG. Tincion H&E, 40x. Muestra
procedente de un paciente con diagnostico de adenocarcinoma de crecimiento
lepidico.

En todas las punciones se redacté un informe en el PACS detallando la localizacién
y el tamafio de la lesién, el tipo de procedimiento realizado, el calibre de la aguja
empleada, el nimero de pases efectuados en las PAAF o de cilindros obtenidos en las
BAG vy si habian existido complicaciones inmediatas o no y cuales.

En el caso de observarse neumotérax o hemoptisis franca en la sala de TC se
comunico telefénicamente la complicacion al médico solicitante de la PTT. En el caso de
observarse hemorragia perilesional, se coment6 al paciente que podria presentar
esputos hemoptoicos autolimitados. En el caso de neumotorax de cuantia importante y
disnea el paciente fue valorado por el especialista en cirugia toracica para decidir la
colocacion o no de tubo de drenaje.

En todos los pacientes se recomendé reposo en decubito lateral del lado de la
puncion y se realizé una radiografia de térax en espiracion forzada, 2-3 horas después
del procedimiento, para descartar neumotérax tardio o evaluar la cuantia del
neumotoérax en los casos en los que se hubiese detectado ya en la sala de TC.
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4.3 Variables consideradas

Se cre6 una base de datos con toda la informacién clinico-radiologica y

anatomopatolégica.

4.3.1 Variables clinico-radiolégicas

A continuacién, se mencionan las variables clinico-radiol6gicas recogidas mas
relevantes:

= Variables sociodemogréficas: edad y sexo.

= Variables radiol6gicas: aspecto benigno o maligno por su morfologia y
localizacién de la lesion.

= Tipo de aguja de puncion: calibre 25G 6 20G.

= Complicaciones derivadas del procedimiento: neumotdrax, neumotdrax que
requirié colocacion de tubo de drenaje, hemorragia perilesional, hemoptisis y parada

cardiorrespiratoria.

4.3.2 Variables anatomopatoldgicas

A continuacion, se mencionan las variables anatomopatolégicas recogidas mas
relevantes:
¢ Tipo de muestra: PAAF o BAG.

e Resultado del procedimiento: muestra valida o no vdlida para diagndstico,
incluyéndose en este subgrupo las muestras con material o celularidad insuficiente, no
representativas y sospechosas pero no concluyentes para descartar o confirmar
malignidad, y todos los casos en los que se aconseja repetir la puncion. Las muestras
valorables se clasificaron inicialmente en dos subgrupos: ausencia de malignidad y

lesion maligna.

e Tipo histolégico de lesiones malignas, tanto en las muestras citolégicas
(procedentes de PAAF) como tisulares (procedentes de BAG). Tras revision, en las
muestras con diagndéstico de cancer de pulmoén, la nomenclatura se adapté a la dltima

clasificacion de tumores de pulmoén de la OMS 2015.

e Porcentaje de celularidad tumoral presente en la muestra respecto al volumen

total. Este dato se registrd solamente en la serie de BAG.
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¢ Numero de marcadores (0 determinaciones) realizados con la muestra de PAAF
o0 de BAG mediante técnicas de inmunocitoquimica (ICQ), inmunohistoquimica (IHQ) o
de hibridacién in situ fluorescente (FISH) con fines diagnésticos (por ejemplo, IHQ de
AE1-AE3, TTF1, p63/p40, entre otros) y/o predictivos (por ejemplo, IHQ de pS6, ERCC1
o FISH de EGFR, HER2, entre otros). EI nimero de marcadores, asi como el tipo
concreto de determinacion, fue determinada por el patélogo (con fines diagnosticos) o

por el oncdélogo (con fines predictivos).

e Diagnéstico anatomopatologico de la pieza quirdrgica en los pacientes con
reseccion de la lesion posterior al diagnostico mediante PTT-TC. Tras revision, la
nomenclatura se adapto a la ultima clasificacion de tumores de pulmén de la OMS 2015.

e Pacientes en los que se solicitd el estudio molecular de mutaciones de EGFR y
reordenamientos de ALK.

e Resultados de los analisis moleculares de EGFR y ALK.

4.4 Estudio de dianas terapéuticas en los carcinomas de pulmon

no de célula pequefia

En esta parte del trabajo se incluyeron todos aquellos pacientes diagnosticados de
CPNCP no escamoso (AC, CPNCP-NOS o CCG) de ambas series, a los que se les
habia solicitado desde los respectivos servicios de Oncologia Médica, el estudio de

mutaciones en el gen EGFR y de reordenamientos de ALK.

Antes del andlisis molecular de EGFR y ALK, se realiz6 el control morfolégico del
material de partida (sobre una seccion tefiida con H&E del bloque de parafina o sobre
las extensiones citolégicas) por parte de un patdlogo para asegurar que la muestra era

optima*?®,

4.4.1 Estudio de las mutaciones de EGFR

La fase pre-analitica del estudio mutacional del gen EGFR difiri6 entre las dos
series incluidas en el trabajo debido a que se partia de dos tipos de muestras
diferentes: material tisular fijado en formaldehido al 10% e incluido en parafina en la

serie de BAG y material citolégico (frotis secos tefiidos con Diff-Quick®, extensiones
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directas fijadas en alcohol y tefiidas con Papanicolaou, citologia liquida o bloque
celular) en la serie de PAAF.

En la serie de BAG, la extraccion de ADN se realiz6 segun protocolos previamente
descritos'?®. De cada uno de los tumores incluidos en esta serie, se realizaron, entre 1-
20 cortes a 5-15um segun la metodologia empleada. Los cortes fueron desparafinados
con dos lavados de xilol y uno de etanol absoluto antes de proceder a su digestion con
proteinasa K. La extraccion de ADN se realizo, siguiendo las indicaciones del
fabricante, con el kit QlAamp DNA FFPE Tissue (Qiagen Manchester Ltd., Manchester,
UK) de forma automatizada en el robot QlAcube (Qiagen). El volumen de elucion se
fij6 en 50ul con el objetivo de asegurar una adecuada concentracion de ADN para los
estudios moleculares. Tras la extraccibn de ADN, se procedié a su cuantificacion
mediante medida de absorbancia en un espectrofotdmetro NanoDrop. Los ratios
A260/A280 y A260/A230 se registraron para verificar la pureza y la calidad de los
acidos nucleicos, respectivamente, considerandose los ratios A260/A280 ~ 1,8 y
260/A230 ~ 2 como valores de referencia para aceptar la muestra para su posterior
analisis. El ADN extraido se conservo a -80°C. En la serie de PAAF, la extraccion de
ADN se realiz6 a partir del cytospin obtenido tras centrifugado de la citologia liquida o
del raspado directo de las extensiones tefiidas con Diff-Quick® o Papanicolaou,
utilizando el mismo kit QlAamp DNA FFPE Tissue (Qiagen).

Las metodologias empleadas para realizar el estudio de mutaciones en el gen
EGFR (exones 18-21) fueron:

a) en la serie de BAG, secuenciacion directa del producto de PCR o PCR
cuantitativa en tiempo real utilizando el kit Therascreen EGFR Mutation Test (Qiagen)

o el kit cobas® EGFR Mutation Test (Roche Molecular Systems).

b) en la serie de PAAF, PCR cuantitativa en tiempo real con el kit Therascreen
EGFR Mutation Test (Qiagen).

En relacién a la secuenciacion directa del producto de PCR, todas las reacciones
de PCR se hicieron por duplicado y las reacciones de secuenciacion se realizaron
tanto en direccion directa como reversa segin protocolos previamente descritos™®.

Los electroferogramas se analizaron de forma visual y cualquier alteracion genética
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identificada se confirmé por secuenciacién de un producto de PCR independiente. En
cuanto a la plataforma de PCR cuantitativa en tiempo real con el kit Therascreen
EGFR Mutation Test (Qiagen), disefiada para la deteccion de 29 de las mutaciones
mas frecuentes en EGFR, la amplificacion se realizé siguiendo las indicaciones del
fabricante en la plataforma ABI Prism 7300 (Applied Biosystems). El analisis de los
resultados se basé en el calculo de la diferencia de Cts, ACt, (del inglés, cycle
threshold) entre el ensayo de la mutacién correspondiente y el ensayo control,
quedando definido el Ct como el ciclo de PCR a partir del cual se produce un
incremento significativo de la sefial de fluorescencia por encima del ruido de fondo. De
esta manera, una muestra se clasific6 como mutada o wild-type para una de las
mutaciones cubiertas por el kit en funcién de si dicho valor ACt quedaba por debajo o
por encima del punto de corte establecido en los pardmetros analiticos del kit. Por otra
parte, los anélisis y la interpretacion de los resultados utilizando el kit cobas® EGFR
Mutation Test (Roche Molecular Systems), disefiado para detectar 41 mutaciones de
EGFR, fueron completamente automatizados. A continuacién se muestran ejemplos de
las diferentes metodologias empleadas para el estudio mutacional de EGFR (Figuras
19y 20).
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A

EGFR: exén 19 wild-npe

B
EGFR: ex6n 21 wild-type
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NNTTAAAATTCCCGTCGCTATCAAGGAATTAAGAGAAGCAACATCTCCGAAAGCCAA

ATTTTGGGCTGGCCAAACTGCTGGG"

EGFR: ex6n 19 mutado. delecion E746-A450

EGFR: exén 21 mutante. L858R (CTG>CGG)

E746-A750del

SAAGTTAARATTCCCGTCGCTATCAAGGAATTAZGANAAGCAACATCTCCNAAAGCCAR

ATTTTGGGCTGGCCAZACTGCTGGG
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Figura 19. Analisis de mutaciones en el EGFR por secuenciacion directa.
Delecién E746-A750 en el exén 19 (A), y mutacion puntual L858R en el exén 21
(B). En ambos casos, en la parte superior se muestra el electroferograma
correspondiente a la secuencia nativa o wild-type del exén y en la parte inferior se
muestra el electroferograma correspondiente a la secuencia mutada. Obsérvese
gue la presencia de la mutacion correspondiente se evidencia por la existencia de
una doble secuencia y que en todos los casos el alelo wild-type predomina sobre
el alelo mutado.
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Figura 20. Andlisis de mutaciones en el EGFR por el kit Therascreen EGFR
Mutation Test. EGFR no mutado (A), mutacion puntual L858R en el exén 21 (B),
delecion en el exén 19 (C), e insercion en el exén 20 (D). La mutacion se evidencia
por la presencia de amplificacién en el ensayo de la mutacién correspondiente
ademas de la amplificacion propia del ensayo control.
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4.4.2 Estudio de los reordenamientos de ALK

El estudio de reordenamientos del gen ALK se llevo a cabo en secciones de 4 um
obtenidas a partir de los bloques de parafina de las BAG y de los bloques celulares
obtenidos tras las PAAF. En ambas series, el analisis se realizO mediante FISH
utilizando la sonda comercial Vysis® ALK Break-Apart FISH Probe Kit (Abbott
Molecular, Inc. IL, USA), siguiendo protocolos previamente descritos'*>'*. Se contd
manualmente un minimo de 50 nulcleos tumorales. Se defini6 como: FISH ALK
positivo, aquellos casos con mas de 25 (50%) células tumorales con sefal de
separacion (BA, del inglés break-apart) o con sefial roja Unica (IRS, del inglés isolated
red signal); FISH ALK negativo, casos con menos de 5 (10%) células tumorales con
patrén BA o IRS; y FISH ALK borderline, muestras con entre 5-25 (10-50%) células
positivas. En el caso de resultados borderline, se cuantificaron otras 50 células
tumorales. Si el porcentaje de células positivas fue inferior al 15%, la muestra se
considerd negativa. Si el porcentaje de células positivas fue mayor o igual al 15%, la
muestra se consider6 positiva (ver prospecto de Vysis® ALK Break Apart FISH Probe
Kit, Cat. No. 06N38-020/30-608495/R2). En la serie de BAG, ademas de la
interpretacion manual, se llevé a cabo un andlisis automatizado con el sistema
BioView Duet scanning system (BioView, Rehovot, Israel)***°,

A continuaciéon se muestran ejemplos de las diferentes metodologias empleadas

para el estudio mutacional de ALK (Figura 21).

Figura 21. Estudio de la translocacion de ALK mediante técnica de FISH utilizando la sonda
comercial Vysis® ALK Break Apart (Abbott Molecular). Esta sonda de rotura es una sonda dual
compuesta por un fragmento telomérico a ALK (extremo 3’) marcado en rojo (SpectrumOrange)
y un fragmento centromérico a ALK (extremo 5’) marcado en verde (SpectrumGreen). Un caso
se considera negativo cuando una sefal roja y una verde estan separadas por menos de dos
veces el diametro de una sefial o estan solapadas (sefiales de fusién) (A). Si las sefales roja y
verde estan separadas por dos 0 mas veces el didmetro de la sefial se considera un caso
positivo (patron tipico, de “rotura”) (B). Asi mismo, si se observan nucleos con una unica sefal
roja, sin su correspondiente verde, junto con una sefial de fusién, se considera también positivo
(patron atipico, de “sefial roja unica”) (C).
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4.5 Analisis estadistico

Todos los analisis a los que se hace referencia estan descritos en Sokal & Rohlf,
1995". Las diferencias en sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
negativo y eficiencia entre PAAF y BAG tanto para la deteccion de malignidad como de
cancer de pulmon se analizaron mediante andlisis de contingencia, utilizando la
correccion de Yates cuando el tamafio muestral fue pequefio (nUmero de muestras
asignadas a una categoria menor del 5%). Este test se utilizé6 también para comparar
entre PAAF y BAG: (i) el rendimiento diagndstico para la deteccion de cancer de
pulmén, (i) la frecuencia de complicaciones, (iii) el rendimiento diagndstico para el
estudio de biomarcadores predictivos en CPNCP no escamoso, (iv) la relacién entre el
namero de marcadores de IHQ/ICQ y el porcentaje de muestras con material suficiente
para estudios moleculares, y (v) la relacién entre el porcentaje de celularidad y la
obtencion de resultados concluyentes en estudios moleculares. En todos estos analisis
se empled el paquete estadistico SPSS 21.0 (SPSS Inc., Chicago, EEUU).

Para el andlisis del efecto de las caracteristicas generales de la muestra (edad,
sexo, localizacion de la lesion, tipo de lesion y tipo de procedimiento) en la frecuencia
de complicaciones después de procedimiento de PAAF o BAG, se utilizaron modelos
de regresion logistica multiple ya que la variable a predecir era categérica. Dicha
regresion logistica se expres6 como la razén de verosimilitud para las clases dentro de
cada variable predictora de las complicaciones. La razén de verosimilitud indica
cuantas veces es mas probable tener complicaciones con respecto a no tenerlas
dependiendo de la clase a la que pertenezca la muestra dentro de una variable
predictora. Por tanto, la razon de verosimilitud se podria expresar como: razén de
verosimilitud para la clase i de la variable x = probabilidad de complicaciones/1-
probabilidad de complicaciones. De este modo, una razén de verosimilitud de 1 indica
que la probabilidad de complicaciones es igual tanto si se pertenece a la clase i de la
variable x como si se pertenece a otra clase (por ejemplo, la clase j). Cuando la razén
es mayor de 1 indica que la probabilidad de complicaciones es mayor si se pertenece
a la clase i que si se pertenece a la clase j de la misma variable x. La razon de
verosimilitud se calcula como ef3, siendo por tanto el coeficiente B el que determina el
valor de dicha razon: cuanto mayor es el coeficiente 3, mayor es la razén de
verosimilitud. También se calculd la probabilidad de que dicha razén fuera
significativamente mayor de 1. Este andlisis se realiz6 considerando tanto todas las
complicaciones en conjunto, independientemente del tipo de las mismas, como

considerando cada tipo de complicacibn (neumotérax, neumotérax con tubo,
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hemorragia perilesional y hemoptisis) por separado. Para estos analisis se empleo el

paquete estadistico R (R Core Team 2014)'%,
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Resultados

5.1 Caracteristicas generales de la muestra

Se trata de un estudio retrospectivo observacional en el que se han incluido 864
muestras pequefias de 795 pacientes en los que se realizé una PAAF con aguja de
calibre 25G en el Hospital Universitario La Paz o una BAG con aguja de calibre 20G en
el Hospital Universitario HM Sanchinarro, ambas guiadas por TC, de una lesion
pulmonar sospechosa de malignidad. Del total de muestras, 617 se obtuvieron
mediante PAAF y 247 eran BAG. De las 864 muestras, 576 eran de hombres y 288 de
mujeres, con una media de edad de 64,87 afios (66,12 en las PAAF y 63,63 en las
BAG). En las PAAF, 423 fueron de varones (68,55%) y 194 fueron de mujeres
(31,44%), mientras que en las BAG 153 fueron de varones (61,94%) y 94 de mujeres
(38,05%).

La localizacion mas frecuente de las lesiones fueron los I6bulos superiores: 434
(50%) muestras, de éstas 226 se localizaban en el I6bulo superior derecho (158 PAAF
y 68 BAG) y 208 en el I6bulo superior izquierdo (143 PAAF y 65 BAG). La frecuencia
de la distribucién de las lesiones en las que se realiz6 PTT-TC se detalla en la Figura
22.

LSD: 26% LSI: 25%
(n=226) (n=208)

Lingula: 2%
(n=16)

LM: 7%
(n=60)

LID: 20%
(n=181)

LSD: lébulo superior derecho, LSI: I6bulo superior izquierdo, LM: 16bulo
medio, LID: I6bulo inferior derecho, LII: I6bulo inferior izquierdo.

Figura  22. Localizacion de las lesiones diagnosticadas
mediante PTT-TC.
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El 84,37% (729) de las muestras eran de lesiones que presentaban caracteristicas
sospechosas de malignidad por TC, 7,75% (67) de lesiones de aspecto radiolégico
indeterminado y 7,87% (68) de lesiones probablemente benignas segun el radiélogo,
siendo no obstante necesario descartar malignidad en el contexto clinico del paciente.

De las 864 muestras, 108 (12,5%) fueron no diagnosticas, es decir, no
representativas o material insuficiente para diferenciar lesién benigna o maligna, de las
cuales 18 eran BAG (7,28% del total de BAG) y 90 eran PAAF (14,58% del total de
PAAF).

En 57 pacientes se realiz6 mas de una PTT-TC. En concreto, en 41 se hicieron
mas de una PAAF y en 16 mas de una BAG. En el caso de las PAAF generalmente se
repitieron por material no representativo o insuficiente o bien por ser diagnosticadas de
“sin evidencia de malignidad” y tener alta sospecha de malignidad. Las BAG que se
repitieron, sin embargo, fue a menudo por requerirse material para estudios
moleculares en pacientes con cancer de pulmén ya diagnosticado.

De las 756 (87,5%) punciones diagnésticas, 577 (76,32%) fueron de lesiones
malignas y 179 (23,67) sin evidencia de malignidad.

De las 577 punciones con resultado de malignidad, 495 (85,78%) se tipificaron
como carcinoma de pulmén, 75 (12,99%) como metéastasis, 5 (0,86%) como otros
tumores malignos y en 2 casos (0,34%) no fue posible diferenciar carcinoma primario o
metastasis.

De las 495 muestras con diagnéstico de carcinoma de pulmén en PAAF o BAG, la
frecuencia de muestras de CPNCP fue del 92,92% (460/495).

El nimero de muestras de PAAF y BAG de los distintos tipos de lesiones malignas
y subtipos histolégicos de CP se detallan en la tabla 7.
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Tabla 7. Diagndsticos de malignidad en muestras de PAAF y BAG
Diagndstico PAAF BAG N
Adenocarcinoma 124 89 213
Carcinoma epidermoide 97 24 121
CPNCP-NOS 92 34 126
E:l?rlzalzslda;crinas 26 o 35
Metastasis 59 16 75
Linfoma 0 4 4
Sarcoma 1 0 1
Carcinoma* 2 0 2
*Citologia sugestiva de carcinoma sin poder diferenciar si se trata de tumor de origen
pulmonar o de una metéstasis de otro origen.

De las 460 muestras con diagnéstico de CPNCP, 145 fueron confirmados como
verdaderos positivos al comparar con el diagndstico en la pieza de reseccion, es decir,
que la frecuencia de diagnostico de CPNCP en estadio operable en nuestra serie de
PTT-TC es del 31,52%.

De las 756 muestras diagnoésticas, se pudo comparar el diagndstico con la pieza
quirdrgica en 249 casos, 198 PAAF y 51 BAG. De las 495 muestras con diagnostico de
CP se comparé el diagndstico con la pieza de resecciéon en 168. Considerando el
diagndstico en pieza quirargica como el patron oro, los resultados se muestran en la
tabla 8.

Tabla 8. PAAF y BAG con resultados positivos o negativos verdaderos o
falsos segun el diagndstico en pieza quirdrgica

PTT-TC N VP VN FP FN
PAAF 198 154 20 5 19
BAG 51 34 5 0 12

Abreviaturas: N: nimero de muestras pequefias diagnésticas con correlacién con
anatomia patoldgica de la pieza de reseccion, VP: verdaderos positivos, VN:

En 12 muestras de BAG sin evidencia de malignidad correspondientes a 9
pacientes no operados, se hizo el diagnéstico de CPNCP con anterioridad, siendo el
objetivo de la nueva toma de muestra el realizar el estudio molecular de EGFR y/o

ALK, pues el material de muestreo anterior fue insuficiente para dicho objetivo.
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En 7 muestras de PAAF sin evidencia de malignidad correspondientes a 6
pacientes no operados, se confirmé malignidad en una segunda puncién de la misma
lesion.

La frecuencia de los diagnosticos en pieza quirdrgica, considerando el total de
muestras con correlacion con histologia de la pieza de reseccion (n=289) se recogen
en la tabla 9.

Tabla 9. Diagnosticos en pieza quirargica
Diagnostico histologico N
Lesidn benigna 43
Adenocarcinoma pulmonar 126
Carcinoma epidermoide pulmonar g1
CPMNCP-MNOS / CCG 10
MNeoplasia neurcendocrina a0
Metastasis 34
Linforma 3
Sarcoma 2

De las 108 punciones con diagnéstico no concluyente, en 40 se conoci6 el
diagnéstico final tras cirugia: 13 fueron lesiones benignas (12 PAAF y 1 BAG), 23
cancer de pulmon (18 PAAF y 5 BAG), 3 metastasis (PAAF) y 1 linfoma (PAAF).

De las 179 muestras sin evidencia de malignidad, 56 casos se compararon con el
diagnostico en pieza de reseccion y de éstas 25 fueron lesiones benignas 'y 31 fueron
falsos negativos: 13 fueron AC de pulmén (7 PAAF y 6 BAG), 3 CE de pulmén (2
PAAF y 1 BAG), 1 CPNCP-NOS (PAAF), 2 neoplasias pulmonares neuroendocrinas
(BAG), 10 metastasis (7 PAAF y 3 BAG) y 2 linfomas (PAAF).

De las 577 punciones con resultado de malignidad, se compar6 el diagndstico en
muestra pequefia con la pieza de reseccioén en 193 casos, de los cuales 5, todos en
muestras de PAAF, fueron falsos positivos: 2 AC, 1 CE, 1 CPNCP-NOS vy 1
metastasis. La concordancia entre los 188 verdaderos positivos (154 PAAF y 34 BAG)
segun los subtipos histol6gicos en muestra pequefia y pieza quirtrgica se detalla en la
tabla 10.
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Tabla 10. Correlacion de diagnosticos en PAAF y BAG con pieza quirargica
Diagnéstico PAAF BAG DxC | T 00 P° | BAG con Dx NC

Lesion benigna 39 17 25 19 12
Adenocarcinoma pulmonar 49 26 67 6 2
Carcinoma epidermoide pulmonar 37 2 30 9 0
CPMNCP-NOS f CCG 40 4 39 ] 0
Meoplasia neuroendocrina 10 0 10 0 0
Metastasis 21 2 16 B 1
Sarcoma 1 0 1 0 0
Adenocarcinoma 1 0 1 0 0
Abreviaturas: Dx: diagnostico, Dx C: diagnostico concordante, Dx NC: diagnastico no concordante.

Las lesiones clasificadas como malignas mal tipificadas en muestra pequefia
fueron:

- 8 AC: 2 fueron CE, 2 eran metastasis de AC de otro origen y 2 lesiones
benignas en muestras procedentes de PAAF. En muestras de BAG 1 era un CE y otro
era un tumor neuroendocrino en la pieza de reseccion.

- 9 CE: 6 fueron AC, 1 tumor neuroendocrino, 1 metastasis de carcinoma
epidermoide de otro origen en la pieza de resecciéon y 1 lesion benigna, todas las
muestras procedentes de PAAF.

- 5 CPNCP-NQOS: 2 fueron tumores neuroendocrinos, 2 metastasis y 1 lesion
benigna en la pieza de reseccion. Las 5 muestras eran de PAAF.

- 7 metastasis: 3 fueron AC de pulmén, 1 fue un CCG, 1 lesion benignha y otra un
sarcoma en la pieza de reseccion, de las 6 muestras de PAAF. Una muestra de BAG

con diagndstico de metéastasis fue un AC pulmonar primario en la pieza quirdrgica.

En el caso de los CPNCP-NOS en PAAF y BAG, 25 fueron AC en pieza
quirdrgica, 8 CE y 6 CCG, es decir, 39 diagndésticos concordantes y 5 casos no fueron
correctamente clasificados en la muestra pequefia, tal y como hemos detallado en el
parrafo anterior. En un caso de PAAF, se hizo el diagnostico de AC sin poder

confirmar el origen de la tumoracion, se opero y fue un AC primario pulmonar.

En el subgrupo de muestras de CP no operado (n=327), se solicitd estudio de
biomarcadores predictivos EGFR y ALK desde los servicios de Oncologia Médica o
Neumologia en 97 y 40 muestras respectivamente. La frecuencia de peticion de estos

dos estudios moleculares en las PAAF y en las BAG se detalla en la figura 23.
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(n=495)

[ 339 PAAF } { 156 BAG }

L 203 No 124 No Lo
[ 136 Cirugia ] [ oper‘ables } oerables 32 Cirugia

[ Peticién de estudios moleculares ]
[ 54 Anadlisis de ’ [ 11 Determinacion ] t 43 Anélisis de ’ [ 29 Determinacion ’
EGFR de ALK EGFR de ALK

[ Carcinoma pulmonar }

Figura 23. Frecuencia de solicitud de estudio de biomarcadores predictivos en
CPNCP no escamoso.

Los resultados de los estudios de EGFR y ALK solicitados se muestran en la

figura 24.

| PAAF 256 J | BAG20G J

[ 54 estudios de EGFR ’ [ 11 estudios de ALK 1 [ 43 estudios de EGFR ’ [ 29 estudios de ALK 1

1 no valorable 3 no valorables 14 no valorables 5 no valorables

11 EGFR mutados 0 ALK traslocados 6 EGFR mutados 4 ALK traslocados

8 ALK no traslocados ] 23 EGFR no mutados

42 EGFR no mutados

i
|

|

20 ALK no traslocados ]

Figura 24. Resultados de los estudios moleculares de EGFR y ALK en muestras de PAAF y de
BAG.

Segun los datos moleculares, 17 muestras tenian CPNCP EGFR mutado (de
las 82 en las que se obtuvo resultado concluyente del estudio de mutaciones de
EGFR) y 4 presentaron translocacion de ALK (de las 32 en las que se obtuvo resultado
valido del estudio molecular de ALK), es decir, que la frecuencia de CPNCP EGFR
mutado en nuestra serie fue del 20,48% vy la frecuencia de CPNCP ALK translocado
del 12,90%.
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5.2 Resultados por objetivos especificos

5.2.1 Eficacia de los dos métodos de muestreo empleados: puncion-

aspiracion con aguja fina (PAAF) y biopsia con aguja gruesa (BAG).

5.2.1.1- Conocer la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo
(VPP), el valor predictivo negativo (VPN), la eficiencia y la exactitud diagndstica de
ambas técnicas de muestreo para el diagndstico citolégico/histolégico de
malignidad en lesiones pulmonares sospechosas por su aspecto radiolégico en
TC, considerando el diagnéstico anatomopatoldgico de la pieza quirdrgica el

patron oro.

Para este andlisis se excluyeron las PTT-TC con diagndstico “no concluyente” y
aquellas punciones de lesiones en las que no se disponia de diagnéstico
anatomopatolégico en pieza de reseccion, por lo que el analisis se realizé con 249
muestras: 198 muestras de PAAF y 51 muestras de BAG. Con estas muestras, se
analizé el numero de casos en los que PAAF y BAG coincidian con el diagndstico de
“malignidad o ausencia de malignidad” en el analisis anatomopatolégico de la pieza

quirtrgica (Tabla 11).

Tabla 11. Tabla de contingencia para el diagnostico
de lesion maligna mediante PAAF y BAG

Pieza quirirgica
+ -

+ 154 5
PAAF

- 19 20

+
BAG 34

- 12

Utilizando los datos de la Tabla 11, se calcularon los valores de sensibilidad,
especificidad, eficiencia, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN)
de la PAAF y de la BAG para el diagndéstico de malignidad. La comparacion de estos
valores mediante andlisis de contingencia indicé que la PAAF y la BAG presentaron el
mismo VPP (x°<2,29; P>0,130). Aunque la BAG tendié a tener mayor especificidad y
menor VPN que la PAAF, esta diferencia no fue significativa ()(2<2,29; P>0,130). Por
otro lado, la sensibilidad y la eficiencia de la PAAF fue significativamente mayor que la
de la BAG (x*>4,27; P<0,039) (Tabla 12).
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Para el célculo de la exactitud diagndstica de la PAAF y de la BAG se utilizaron los
datos de la Tabla 10, incluida en la descripcion de las caracteristicas generales de la
muestra. Se consideraron los diagndsticos concordantes en muestras de PAAF o de
BAG y en la pieza quirdrgica, en las 198 PAAF y 51 BAG de pacientes posteriormente
operados. La PAAF mostr6 mayor exactitud global, es decir, considerando los
diagnosticos de lesiones benignas y malignas.

Tabla 12. Valores de eficacia de los procedimientos de puncion transtoracica para el
diagnostico de lesion maligna

S E VPP VPN Eficiencia | Exactitud
PAAF 0,89 0,80 0,97 0,51 0,88 0.77
BAG 0,74 1,00 1,00 0,29 0,76 0.70

Abreviaturas: S: Sensibilidad, E: Especificidad, VPP: Valor predictivo positivo, VPN: Valor predictivo
negativo.

La BAG y la PAAF guiadas por TC tienen por tanto una eficacia alta para el
diagnéstico de lesiones malignas, puesto que todos los parametros medidos
presentaron valores mayores al 74%. Ambas técnicas mostraron un VPP similar, con
una tendencia de la BAG a ser mas especifica que la PAAF. Por el contrario, la

sensibilidad, eficiencia y exactitud de la PAAF fue mayor que la de BAG.

5.2.1.2- Comparar la sensibilidad, la especificidad, el VPP, el
VPN y la eficiencia de ambas técnicas de muestreo para el
diagnostico de carcinoma de pulmon en lesiones pulmonares

sospechosas en TC, considerando el diagnodstico

anatomopatoldgico de la pieza quirirgica el patrdn oro.

Para este andlisis se consideraron las punciones con diagnostico de “ausencia de
malignidad o de carcinoma de pulmén” en las que se disponia de diagnoéstico
anatomopatoldgico en pieza quirdrgica y ademas las punciones de lesiones resecadas
con diagndstico de “carcinoma de pulmoén o de benignidad” en la pieza de reseccién, por
lo que el andlisis se realiz6 con 207 muestras: 161 procedentes de PAAF y 46
procedentes de BAG. Con estas muestras se analizé el nUmero de casos en los que la
PAAF y la BAG coincidian con el diagnostico de “carcinoma de pulmoén o ausencia de

malignidad” en el andlisis anatomopatoldgico de la pieza quirdrgica (Tabla 13).
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Tabla 13. Tabla de contingencia para el diagnéstico de
cancer de pulmén mediante PAAF y BAG

Pieza quirtrgica

PAAE + 129 2
- 10 20
+ 32 0
BAG
- 9 5

Utilizando los datos de la Tabla 13, se calcularon los valores de sensibilidad,
especificidad, VPP, VPN vy eficiencia para PAAF y BAG. La comparacién de estos
valores mediante analisis de contingencia indicé que la PAAF y la BAG presentaron un
VPP similar ()(2<O,55; P>0,457). Ademas, la PAAF mostré una tendencia a tener mayor
eficiencia y menor especificidad para el diagnéstico de carcinoma pulmonar que la BAG,
aunque estas diferencias no fueron significativas ()(2<0,55; P>0,457). Por otro lado, la
sensibilidad y el VPP de la PAAF fue mayor que el de la BAG (x*>3,73; P<0,050) (Tabla
14).

Tabla 14. Valores de eficacia de los procedimientos de puncion transtoracica
para el diagnostico de cancer de pulmon

S E VPP VPN Eficiencia
PAAF 0,93 0,91 0,98 0,67 0,93
BAG 0,78 1,00 1,00 0,36 0.80

Abreviaturas: S: Sensibilidad, E: Especificidad, VPP: Valor predictivo positivo, VPN: Valor
predictive negative.

Por tanto la BAG y la PAAF guiadas por TC tienen una eficacia alta para el
diagnéstico de céncer de pulmodn, ya que todos los pardmetros calculados, excepto el
VPN, mostraron valores superiores al 78%. Ambas técnicas mostraron la misma
especificidad, eficiencia y el mismo VPP pero la PAAF mostré mayor sensibilidad y VPN
que la BAG.
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5.2.1.3- Conocer el rendimiento diagndstico de la PAAF y de la
BAG guiadas por TC de lesiones pulmonares, es decir, la

frecuencia de muestras concluyentes para diagnostico.

La Figura 25 muestra la frecuencia de casos en los que se pudo realizar un
diagndstico citolégico o histolégico de “malignidad o ausencia de malignidad”, es decir,
cancer o no cancer (concluyente), a partir de muestras obtenidas por PAAF y BAG
respectivamente, y la frecuencia de casos en los que la muestra obtenida no permitié
realizar un diagnostico por material escasamente representativo (no concluyente), datos
gue hemos citado en anteriormente en el desglose de las caracteristicas generales de la
muestra.

El porcentaje de casos con resultados no concluyentes fue bajo con ambos
métodos (<12,50%). Ademas, un andlisis de contingencia indicé que el porcentaje de
casos con resultado no concluyente fue significativamente mayor en las muestras
obtenidas mediante PAAF (14,6%, 90/617) que en las muestras de BAG (7,3% 18/247)
(¥*=9,65; P=2x10").

1 7 HBAG N PAAF
90 1
80 1 CONCLUYENTE

70 A

60 -
50 1
40 1
30 -
20 1

PROPORCION DE MUESTRAS (%)

10 A

CANCER NO CANCER NO CONCLUYENTE
-3
%= 9.65; P=2x10

Figura 25. Comparacion mediante andlisis de contingencia de la
proporcion de pacientes en la que el resultado de PAAF y BAG fue
concluyente (cancer, no cancer) y no concluyente. x° indica el valor del
estadistico chi-cuadrado con los grados de libertad en el subindice. P
indica el valor de probabilidad asociado al estadistico.

El rendimiento de la PTT-TC fue alto tanto en la BAG como en la PAAF (285%), siendo
mayor en la BAG (92,7%) que en la PAAF (85,4%).
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5.2.2 Complicaciones derivadas de PAAF y BAG guiadas por TC

5.2.2.1- Evaluacion del tipo y la frecuencia de complicaciones
derivadas de la PAAF y de la BAG guiadas por TC.

La Figura 26 muestra la frecuencia de cada tipo de complicacion en pacientes
sometidos a los procedimientos PAAF o BAG. Un andlisis de contingencia indic6 que la
frecuencia de complicaciones (cualquiera que sea su tipo) fue mayor cuando se realizé
una BAG (52,2%, 129/247) que cuando se hizo una PAAF (14,1%, 87/617) ()(2=133,73;
P<1,0x10”). En las PAAF, la complicacion mas frecuente fue el neumotérax ()(2>45,23;
P<1,0x10°), mientras que en las BAG fue la hemorragia perilesional (x*>8,38; P<0,004).
Todos los tipos de complicaciones fueron mas frecuentes en las BAG que en las PAAF
()(2>3,82; P<0,050), excepto el neumotdrax con tubo que tendidé a ser mas frecuente en
las BAG que en las PAAF aunque esta diferencia no fue significativa (x°=0,37; P=0,544).

Complicaciones de las PAAF Complicaciones de las BAG

W 2,6%

- 0,
13% | w08% 6%

W 9,8%

W 85,5%

W Ninguna & Neumotdrax Neumotdrax con tubo W Hemorragia perilesional & Hemoptisis

Figura 26. Proporcion de complicaciones después de un procedimiento de PAAF y de
BAG. Cada color indica los tipos de complicaciones mas frecuentes y la ausencia de éstas.

5.2.2.2 Analisis de la posible asociacion de los distintos tipos de
complicaciones con caracteristicas de la muestra y diagnostico
de benignidad o malignidad.

A continuacion, se analiz6 si las caracteristicas generales de la muestra (edad del

paciente, sexo, localizacién de la lesion y diagndstico cito/histolégico) influyeron en la

aparicion de complicaciones derivadas de PAAF y BAG. La Tabla 15 muestra la
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distribucion de pacientes considerados para este andlisis en cada caracteristica del

paciente
Tabla 15. Distribuciéon de complicaciones en las categorias de cada caracteristica del paciente
usada como predictor de complicaciones de PAAF y BAG
PAAF BAG
Neumo Neumo + Hemor | Hemop | Neumo Neumo + Hemor | Hemop
Hemor Hemor
Edad
265 28 2 5 2 21 8 18 8
>65 38 0 9 3 23 20 21 10
Sexo
Varén 49 2 8 3 23 16 26 11
Mujer 15 0 6 2 21 12 13 9
Localizacion
LsSD 17 7 9 9 6 1 1 1
LM 4 0 4 1 6 3 5 2
LID 17 1 5 4 4 4 4 1
LSl 26 4 6 1 8 1 1 0
Lingula 1 0 2 0 1 0 0 0
Ll 11 7 12 3 8 3 4 1
Lesidn
Benigna 8 0 1 0 2 2 1 0
Maligna 20 2 7 2 10 11 12 2
No concluyente 38 0 6 3 32 15 26 16
Abreviaturas: Neumo: neumotérax, Neumo + Hemor: neumotérax + hemorragia perilesional, Hemor: hemorragia
perilesional, Hemop: hemoptisis. LSD: I6bulo superior derecho, LM: Iébulo medio; LID: Iébulo inferior derecho,
LSI: Iobulo superior izquierdo, Lil: I6bulo inferior izquierdo.

El andlisis de asociacién entre complicaciones y caracteristicas del paciente se
realiz6 mediante andlisis de regresién logistica multiple, en el cual se utilizaron cuatro
caracteristicas de la muestra (edad del paciente, sexo, localizacién de la lesién y
diagndéstico cito/histologico), y el tipo de procedimiento (PAAF o BAG) como predictores
y la frecuencia de complicaciones (cualquiera que fuera su tipo) como variable a predecir
(Tabla 16). Este analisis permitié calcular la razén odds, que indica cuantas veces es
mas probable tener complicaciones en funcion de la presencia/ausencia de cada

predictor.

El mismo andlisis se realiz6 para cada uno de los diferentes tipos de
complicaciones segun la clasificacion de la Figura 26. Los resultados se resumen en las
Tablas 17 y 18.
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Tabla 16. Parametros de los modelos obtenidos para predecir el
riesgo de sufrir complicaciones usando como predictores sexo,
edad, malignidad de la lesion y localizacion
Complicaciones
Coeficiente B Razon de Odds P
Edad
=65
=65 0,009 1.008 0,226
Sexo
Varon
Mujer 0,023 0,977 0,902
Localizacion
LSD
LM 0,071 0,931 0,849
LID 0,083 1,086 0,747
LSl 0,113 1,12 0,642
Lingula -1,264 0,282 0,263
LIl 0,192 1,212 0,455
Lesion
Benigna
Maligna 0,521 1,684 0,009
Procedimiento
PAAF
BAG 2,04 7,693 <10
Abreviaturas: LSD: 16bulo superior derecho, LM: 16bulo medio; LID: lobulo
inferior derecho, LSI: 16buwlo superior izquierdo, LiI: I6bulo inferior izguierdo.

Los resultados de la Tabla 16 indicaron que tener una lesion maligna aumenta 1,7
veces la probabilidad de sufrir complicaciones de cualquier tipo (P=0.009). Ademas, el
procedimiento BAG aumenta 7,7 veces la probabilidad de sufrir complicaciones en
comparacion con el procedimiento PAAF (P<1x10™).
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Tabla 17. Parametros de los modelos obtenidos para predecir el riesgo de sufrir neumotorax y
neumotorax con tubo usando como predictores las variables: sexo, edad, malignidad de la lesion y
localizacion
Neumotorax Neumotorax con tubo
Coeficiente }| Razon de Odds P Coeficiente f | Razon de Odds P
Edad
=65
=65 0,006 1,006 0.4 0,002 1,002 0,924
Sexo
Varon
Mujer -0,109 0,897 0,622 0,113 1,12 0,802
Localizacion
LSD
LM 0,376 1,457 0,361 -16.11 0 0,99
LID 0,06 0,942 0,585 -0,297 0,743 0,647
LSl 0,124 1,132 0,669 -0,101 0,904 0,861
Lingula 0,535 0,586 0,619 -15,94 0 0,995
LIl 0,363 1,438 0,219 0,204 1,227 0,725
Lesion
Benigna
Maligna 0,424 1,528 0,065 -0,362 0.697 0.531
Procedimiento
PAAF
BAG 1,154 3,172 10 1,696 5452 10
Abreviaturas: L3D: 16bulo superior derecho, LM 16bulo medio; LID: lobulo inferior derecho, LS 10bulo superior
izguierdo LI 16bulo inferior iz guierdo.
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Tabla 18. Parametros de los modelos obtenidos para predecir el riesgo de sufrir hemorragia
perilesional y hemoptisis usando como predictores las variables: sexo, edad, malignidad de la
lesion y localizacion
Hemorragia perilesional Hemoptisis
Coeficiente §| Razon de Odds P Coeficiente p|Razon de Odds P
Edad
=65
=65 0,018 1,018 0,1 0,021 1,022 0,301
Sexo
Varén
Mujer 0,208 1,232 0,42 0,245 1,277 0,588
Localizacion
LSD
LM 0,493 0,611 0,381 0,075 0,927 0,928
LID 0,242 1,273 0,493 0,052 1,053 0.93
LSl 0,037 0,964 0,912 0,129 0,879 0,824
Lingula -14,973 0 0,986 -15.005 0 0,995
LIl 0,289 0,749 0,443 0,975 0,377 0,235
Lesion
Benigna
Maligna 0,953 2594 0,001 0,342 0,mM 0.55
Procedimiento
PAAF
BAG|  3.175 23,934 <10 2,205 9,071 <10
Abreviaturas: LSD: 1dbulo superior derecho, LM: 10bulo medio; LID: Idbulo inferior derecho, L3I lobulo superior
izguierdo, L{I: idbulo inferior izquierdo

Los resultados que se resumen en las Tablas 17 y 18 indicaron que el tipo de
procedimiento BAG aumenta 3 veces la probabilidad de sufrir neumotérax en
comparacion al procedimiento PAAF (P<1x10™). Ademas, el tipo de procedimiento BAG
aumenta 5,5 veces la probabilidad de sufrir neumotérax con tubo en comparaciéon al
procedimiento PAAF (P<1x10™). Por otro lado, tener una lesién maligna aumenta 2.5
veces la probabilidad de sufrir hemorragia perilesional en comparacion a tener una
lesion benigna (P<1x10™). El tipo de procedimiento BAG aumenta 24 veces la
probabilidad de sufrir hemorragia perilesional en comparaciéon al procedimiento PAAF
(P<1x10™). Finalmente, el tipo de procedimiento BAG aumenta 9 veces la probabilidad

de sufrir hemoptisis en comparacion al procedimiento PAAF (P<1x10™).

Por tanto la BAG dio lugar a complicaciones con mucha mayor frecuencia que la
PAAF (54% y 14% respectivamente). Realizar una BAG en lugar de una PAAF aument6
la probabilidad de producir neumotérax que requiri6 drenaje (hasta en 5,5 veces) y
especialmente aumentd la probabilidad de sangrado, tanto de hemorragia perilesional
como de hemoptisis (hasta 24 y 9 veces, respectivamente). Tener lesién maligna solo

aumento la probabilidad de sufrir hemorragia perilesional (2,5 veces).
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5.2.3- Relacién de aspectos metodolégicos con el rendimiento de ambos
tipos de muestreo para el estudio molecular de EGFR y ALK en los carcinomas

no de célula pequefia de pulmon.

5.2.3.1- Determinar el rendimiento de la PAAF y de la BAG para
el estudio de biomarcadores predictivos en CPNCP no escamoso:

mutaciones de EGFRy reordenamientos de ALK

Para este andlisis se seleccionaron aquellas muestras con diagndstico de
“carcinoma de pulmén” (156 BAG y 339 PAAF) que tuvieran solicitado estudio molecular
de EGFR y/o ALK (50 con procedimiento BAG y 57 con procedimiento PAAF). Utilizando
estos datos, se comparé la frecuencia de resultados de EGFR y ALK concluyentes en
las muestras obtenidas mediante BAG y mediante PAAF. La distribucion de muestras en
cada categoria analizada se muestra en la Figura 27.

PAAF 25G BAG 20G
(n=57/339) (n=50/156)

[54 estudios de EGFR] [ 11 estudios de ALK ] [43 estudios de EGFR] { 29 estudios de ALK }

1 no valorable 3 no valorables 14 no valorables 5 no valorables
11 EGFR mutados 0 ALK traslocados 6 EGFR mutados 4 ALK traslocados

20 ALK no traslocados ]

42 EGFR no mutados | ———>|

)

)

8 ALK no traslocados } 23 EGFR no mutados |—>

98% muestras 73% muestras 67% muestras
validas validas validas

Figura 27. Distribucion de muestras en las categorias analizadas para el rendimiento diagnostico
de EGFR y ALK en PAAF y en BAG, en 57 citologias y 50 muestras histoldgicas con diagnoéstico
de CPNCP no escamoso.

83% muestras
validas

La Figura 28 muestra la frecuencia de casos en los que se pudo realizar un analisis
de EGFR a partir de las muestras obtenidas por PAAF y BAG (valorable), y la frecuencia
de casos en los que la muestra obtenida no permitié realizar dicho analisis (no

valorable). Un andlisis de contingencia indico que el porcentaje de casos con resultado
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EGFR no valorable fue significativamente mayor en las muestras obtenidas mediante
BAG (32,6%, 14/43) que en las obtenidas por PAAF (1,9%, 1/54) (x°=17,27; P<1x107).

100 1
HBAG ¥ PAAF

o
o
1

80 1

70 1

60 1

50 1

40 A

30 1

20

10 1

PROPORCION DE MUESTRAS (%)

VALORABLE NO VALORABLE

x3=17.27; P < 0.001

Figura 28. Comparacién mediante analisis de contingencia de la proporcion de
muestras en la que el estudio de EGFR a partir de PAAF y BAG fue valorable y
no valorable. x° indica el valor del estadistico chi-cuadrado con los grados de
libertad en el subindice. P indica el valor de probabilidad asociado al estadistico.

La Figura 29 muestra la frecuencia de casos en los que se pudo realizar un analisis
de ALK a partir de las muestras obtenidas por PAAF y BAG (valorable), y la frecuencia
de casos en los que la muestra obtenida no permiti6 realizar dicho analisis (no
valorable). Un andlisis de contingencia indicd que no habia diferencias estadisticamente
significativas en el porcentaje de casos con resultado no valorable en las muestras
obtenidas mediante PAAF (27,3%, 3/11) y mediante BAG (17,2%, 5/29) (x*=0,50:
P=0,479), aunque el porcentaje de casos no valorables fue mayor en las PAAF que en
las BAG.
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100 7
90 1 HBAG W PAAF
80 1
70 1
60 1
50 1
40 1
30 1
20 1

10 1

PROPORCION DE MUESTRAS (%)

VALORABLE NO VALORABLE

%= 0.50; P =0.479

Figura 29. Comparacién mediante andlisis de contingencia de la
proporcién de muestras en la que el resultado del estudio de ALK a
partir de PAAF y BAG fue valorable y no valorable. x* indica el valor del
estadistico chi-cuadrado con los grados de libertad en el subindice. P
indica el valor de probabilidad asociado al estadistico.

La técnica de muestreo no parece influir por tanto en el rendimiento de las muestras
para el estudio de reordenamientos de ALK. Sin embargo, el rendimiento del material
procedente de PTT-TC para el estudio de las mutaciones del EGFR fue mayor cuando
se realizd PAAF que cuando se hizo BAG (P<1x107).

5.2.3.2- Estudiar la relacion entre el nimero de marcadores
diagnosticos/predictivos empleados y el porcentaje de muestras
con material insuficiente para el posterior estudio molecular de

mutaciones de EGFRy reordenamientos de ALK

Para este andlisis se usaron las muestras de las que se disponia de datos
moleculares y de marcadores diagnosticos/predictivos empleados previos al andlisis
molecular (n=107, 57 PAAF y 50 BAG, realizdndose 72 peticiones de estudios
moleculares en muestras de BAG y 65 en muestras de PAAF). Utilizando los datos de
estos pacientes, se comparo la frecuencia de pacientes en los que se pudo realizar el
estudio molecular en funcion del nimero de marcadores. La distribucion de muestras en

cada categoria analizada se muestra en la Figura 30.
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PAAF 25G BAG 20G

. 4 muestras . 19 muestras
61 muestras validas . .. 53 muestras validas . ..
insuficientes insuficientes
14 NO marcadores 3 NO marcadores 31 NO marcadores 7 NO marcadores
7 UN marcador +—>| O0UN marcador 5 UN marcador +—>| 3 UN marcador
16 DOS marcadores ] %[ 1 DOS marcadores ] 10 DOS marcadores ] %[ 1 DOS marcadores ]
24 MAS DE DOS 0 MAs DE DOS 7 MAs DE DOS 8 MAS DE DOS
marcadores marcadores marcadores marcadores

Figura 30. Distribucidon de muestras en las categorias analizadas para el rendimiento de los
estudios moleculares en funcién del nimero de marcadores empleados.

L
L

Para el andlisis se compard la frecuencia de muestras vdlidas para el estudio
molecular de EGFR y/o ALK en funcion de si se hizo analisis de 2 o menos marcadores
frente a si se hicieron tres 0 mas marcadores. La Figura 31 representa la frecuencia de
muestras no validas para el estudio molecular en funcién del nimero de marcadores
utilizados. En las muestras de BAG, el porcentaje de muestras validas para el estudio
molecular fue mayor cuando se usaron dos marcadores 0 menos que cuando se usaron
tres 0 mas marcadores (81% vs. 47%, )(2=7,31; P=0,007). Sin embargo, en las PAAF el
porcentaje de muestras validas no dependié del nimero de marcadores (90% vs. 100%,
X°=1,17; P=0,107).
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HBAG N PAAF

8

20 H

PROPORCION DE MUESTRAS (%)
3

10 A

2 0 menos marcadores 3 0 mas marcadores

Figura 31. Comparaciéon mediante andlisis de contingencia de la
proporcion de PAAF y BAG con muestras validas para estudio
molecular en funcién del nimero de marcadores utilizados. x° indica el
valor del estadistico chi-cuadrado con los grados de libertad en el
subindice. P indica el valor de probabilidad asociado al estadistico.

Por tanto, el ndmero de marcadores diagndsticos/predictivos influyé en el
porcentaje de muestras validas para el estudio de mutaciones de EGFR vy
reordenamientos de ALK en las muestras de BAG pero no en las de PAAF.

5.2.3.3- Analizar la relacion entre el porcentaje de celularidad
tumoral en las muestras obtenidas mediante BAG y la obtencion
de muestras validas para estudios moleculares en CPNCP no
€sCcamoso.

Para este andlisis se consideraron las 50 muestras de BAG en las que se solicitd
estudio molecular de EGFR y/o ALK. En estos 50 casos se conocia el porcentaje de
celularidad tumoral en la muestra inicial. Se comparé la frecuencia de pacientes en los
que se pudo realizar el estudio molecular en funcion del porcentaje de celularidad

tumoral. La distribucidbn de muestras en cada categoria analizada se muestra en la

Figura 32.
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[ Analisis de EGFR } [Determinacio’n de ALK]

| |
| | | |

[ 29 Concluyente } [ 14 No concluyente } [ 24 Concluyente J [ 5 No concluyente ]
7 de 0-10% 6 de 0-10%

4 de 11-29% 2 de 11-29% 3de 11-29%

3 de 0-10%

0de 11-29%

19 de >30% ﬁ[ 3 de >30% ] 15 de >30% %[ 2 de >30% 1

Figura 32. Distribucién de muestras de BAG en las categorias de estudio de EGFR y ALK en
funcién del porcentaje de celularidad tumoral en las muestras de BAG.

La Figura 33 muestra la frecuencia de muestras en las que se pudo realizar el estudio
molecular en funciéon del porcentaje de celularidad tumoral. Para analizar si existian
diferencias significativas en dicha frecuencia las muestras se subdividieron en tres
categorias atendiendo a los valores del porcentaje de celularidad tumoral: 0-10%, 11-
29% y >30%.
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100 A
90 A
80 A
70 A
60 1
50 1
40 1
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20 1
10 H

PROPORCION DE MUESTRAS (%)

0-10% 11-29% >30%
x2=1.46; P = 0.481

Figura 33. Comparacion mediante andlisis de contingencia de la
proporcién de muestras de BAG en las que se solicité estudio de EGFR
y/o ALK en funcién del porcentaje de celularidad tumoral de la muestra
de BAG. x2 indica el valor del estadistico chi-cuadrado con los grados
de libertad en el subindice. P indica el valor de probabilidad asociado al
estadistico.

Un analisis de contingencia indic6 que el porcentaje de celularidad tumoral no
afecto significativamente en la frecuencia de muestras en las que se solicitaron estudios
de EGFR y/o ALK (x*=1,46; P=0,481).

A continuacion se analiz6 mediante andlisis de contingencia si, en aquellas
muestras en las que se habian solicitado estudios moleculares, el porcentaje de
celularidad tumoral influia en la obtencion de resultados. Dicho analisis se realizé por
separado para aquellas muestras en las cuales se hizo estudio de mutaciones de EGFR
(n=43) y para los que se hizo la determinacion de ALK (n=29). En las muestras en los
gue se realizo el estudio de EGFR, el porcentaje de muestras vélidas aument6 a medida
que lo hacia el porcentaje de celularidad tumoral (x°=7,76; P=0,020) (Figura 34A). Sin
embargo, en las muestras en los que se realizé el estudio de ALK, el porcentaje de
muestras validas no se vio influenciado por el porcentaje de celularidad tumoral
(X°=2,62; P=0,270) (Figura 34B). Cuando se compararon los porcentajes de muestras
validas para los estudios EGFR y ALK en funcion de la celularidad tumoral, se observé
gue dicho porcentaje tendié a ser mayor en estudios de ALK que en analisis de EGFR
cuando la celularidad tumoral fue de entre 0 y 20%. Sin embargo, las diferencias entre
estos porcentajes no fueron estadisticamente significativas (x’<1,29; P>0,257) debido a

que la potencia del andlisis se vio limitada por el bajo nUmero de muestras en cada
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categoria. So6lo se obtuvieron porcentajes similares de muestras validas para ambos
estudios moleculares cuando la celularidad tumoral fue mayor del 30% (x°<0,05;
P>0,819).
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Figura 34. Comparacion de la frecuencia de muestras vélidas para
estudios de EGFR (A) y/o de ALK (B) en funcion del porcentaje de
celularidad tumoral de la muestra de BAG. x° indica el valor del
estadistico chi-cuadrado con los grados de libertad en el subindice. P
indica el valor de probabilidad asociado al estadistico

~113 ~



Resultados

Un mayor porcentaje de celularidad tumoral en las muestras de BAG favorecio la
obtencion de resultados en el estudio mutacional de EGFR pero no influyé en el
rendimiento de las muestras para la determinacion de ALK. Cualquier porcentaje de
celularidad tumoral permitié la obtencién de resultados concluyentes en el estudio de
ALK en al menos el 70% de los casos, mientras que en el estudio de EGFR se necesitd
un porcentaje de celularidad tumoral mayor al 30% para obtener resultados
concluyentes en mas del 70% de los pacientes.
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6.1 Discusion del método

Consideramos que algunos aspectos metodolégicos de nuestro estudio requieren

un comentario especifico.

6.1.1 Calibre de la aguja en el diagnéstico del CP mediante puncion guiada

por TCy otros factores relacionados con la rentabilidad del procedimiento.

Como hemos mencionado en la introduccion, la PTT-TC es la técnica de eleccién
para el muestreo y diagnéstico histolégico de lesiones pulmonares periféricas*****. Sin
embargo, el calibre de la aguja a emplear para lograr la mayor eficacia es un tema
continuamente debatido en la literatura. Es incluso controvertida la definicion de aguja
fina y aguja gruesa, pues encontramos publicaciones en las que consideran PAAF

Gl35,136,137,138 con las

punciones realizadas con agujas del calibre 20G, e incluso de 18
que se obtienen cilindros histolégicos. En general, la terminologia mas aceptada emplea
el término PAAF o FNAB (del inglés, fine needle aspiration biopsy) para obtencion de

muestras con agujas del calibre <22G****4°

y el término BAG o CNB (del inglés, core
needle biopsy) para agujas de calibre = 20G***1%>141142143 'pqgr |g tanto, probablemente
sea mas correcto considerar para la comparacién de la eficacia de las PTT-TC en lugar

de aguja fina o gruesa, muestras citoldgicas frente a muestras tisulares.

En el trabajo realizado cuya metodologia ya hemos detallado anteriormente, todas
las PAAF se hicieron con aguja del calibre 25G y extensiones citolégicas, incorporando
en la mayor parte de los casos citologia liquida. Las BAG se realizaron con aguja coaxial
del calibre 20G, obteniéndose cilindros para estudio histoldgico. En relacion a la
metodologia de procesado de las muestras pequefias, hay que tener en cuenta que el
material obtenido con aguja de 22G, considerada mayoritariamente aguja fina, puede
procesarse como bloque celular en los centros en los que se dispone de los medios

necesarios™®,

Sin embargo, la rentabilidad de la muestra pequefia en las PTT-TC, ya sea citologia
0 muestra histologica, es muy variable. La calidad y cantidad de material depende de
multiples factores, como el tamafio de la lesion, la distancia a la pleura y cambios
necroticos o fibrosis en la lesion entre otros®. El diametro del nédulo parece ser un
factor decisivo en el rendimiento y exactitud diagnéstica de las punciones**>*1%>1% n
diametro <15-10mm se considera el principal factor asociado a un mayor nimero de

FN'#"148 " Algunos autores observaron que la PAAF es mejor para lesiones pequefias y
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la BAG ofrece mejores resultados en el diagnéstico de lesiones de mayor tamafio™**. En
cualquier caso, la experiencia del radiélogo en intervencionismo y la colaboracion del
paciente seran factores determinantes del éxito del procedimiento. En nuestro estudio,
las PAAF fueron realizadas por un residente de radiologia en el caso de punciones
faciles, pero siempre bajo la supervision de un radidlogo experto, el cudl realizd
directamente las punciones con cierto grado de dificultad o con mayor riesgo de
complicaciones. En cambio las BAG fueron todas realizadas por una misma radiologa

con mas de 10 afios de experiencia.

Por otro lado, es determinante en el rendimiento de la PAAF la presencia del
citopatélogo in situ para evaluar calidad del material y en caso de muestra insuficiente o
no representativa realizar otro pase de puncién**®**°. Hay que considerar que esta
posibilidad no siempre existe, pues en determinados centros no se dispone de
citopat6logos para colaborar durante el procedimiento. En cualquier caso, la evaluacion
inmediata de la muestra no es factible cuando se obtienen cilindros histolégicos, en los
que puede existir escasa celularidad tumoral y esto no se confirma hasta que no se
completa el procesado y analisis de los bloques de parafina. En estudios que comparan
la eficacia de PAAF y BAG en el diagnostico de malignidad, afirman que las PAAF sin

citopatdlogo in situ tienen una mayor frecuencia de FN que las BAG™".

También es discutido en la literatura si aguja fina o aguja gruesa pueden ser
mejores en el diagnostico de lesiones benignas o malignas. Asi, Staroselsky y
colaboradores que analizaron una serie de 220 pacientes a los que realizaron PAAF y
BAG guiadas por TC de la misma lesién pulmonar, observaron que la BAG sumada a la
PAAF no ofrece un mejor rendimiento para el diagnostico de malignidad, pero si en

lesiones benignas™?.

Es de interés sefalar en relacién a la eficacia de la PTT-TC en pacientes EPOC,
que Sangha y colaboradores, que analizaron el rendimiento diagnostico con agujas de
22G y de 20G, observaron que a mayor grado de enfisema, mejor rendimiento

empleando la aguja de menor calibre*.

Por lo tanto, el procedimiento de eleccion, PAAF o BAG dependerd de mudltiples
factores: caracteristicas de la lesion, factores de riesgo para la aparicion de
complicaciones, posibilidad de evaluacién de la citologia in situ, grado de sospecha de
malignidad, experiencia del radidlogo y por supuesto preferencias de los patologos de

cada centro.
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6.1.2 La necesidad de técnicas de inmunocito/histoquimica para la

subclasificacion del CP.

El desarrollo de dianas terapéuticas en el CPNCP no escamoso ha supuesto una
mejora de la supervivencia de los enfermos con enfermedad diseminada al
diagndstico. Sin embargo, para indicar estos tratamientos especificos es necesario
realizar una adecuada diferenciacion del CPNCP subtipo AC o CE en muestras
pequefias. Travis y Rekhtman comentan en una revision del 2011 que hasta un 22%
de los CPNCP se clasificaban como CPNCP-NOS en muestras pequefas. Sin
embargo, este porcentaje se reduce con el empleo de IHQ a sélo el 3%. Ademas la
subclasificacion del CPNCP utilizando marcadores diagnésticos permite una mayor
precision o exactitud diagndstica y estos diagndsticos son mas reproducibles que los
morfoldgicos™.

Numerosos grupos de trabajo proponen cudl puede ser el panel de anticuerpos
mas adecuado para diferenciar entre AC y CE cuando los criterios morfolégicos son
insuficientes. Como ya hemos comentado en la introduccién de este trabajo, los
marcadores mas utilizados son: TTF1 y napsin A como marcadores de AC y p63, p40

99100101 con  esta

(isoforma ANp63) y CK5/6 como marcadores escamosos
combinacién de anticuerpos se consigue clasificar mas del 90% de las biopsias
pequefias y citologias de CPNCP, evitandose el diagnéstico de CPNCP-NOS®. Se
han propuesto paneles de IHQ aun mas reducidos, como la combinacién de ANp63,
CK5/6, TTF-1 y napsin A, o solamente napsin A, TTF-1 y p63 para reducir el
porcentaje de CPNCP-NOS cuando se ha muestreado un darea escasamente
diferenciada®*******°. Incluso realizando Gnicamente dos: TTF-1y p63, ya se observa
una reduccion de la frecuencia de CPNCP-NOS™’,

Da Cuhna Santos y colaboradores, revisaron una serie de 602 PAAF y describen
gue las muestras en las que se realiz6 ICQ diagnéstica (n=157) el promedio de
marcadores empleados fue de 3 (los méas frecuentes TTF-1, CK7, queratina de alto
peso molecular y p63) y que el numero de anticuerpos no influyé en la correcta
subclasificacion de AC y CE, considerando el patrén oro la pieza quirdrgica™®.

La reduccién del nimero de marcadores diagnésticos es fundamental en las
muestras pequefas, puesto que es imprescindible realizar los estudios moleculares de
EGFR y ALK en el CPNCP no escamoso para la seleccion de candidatos a
tratamientos personalizados. Travis y colaboradores subrayan la necesidad de
preservar siempre la mayor cantidad de muestra posible para estos estudios y

comentan que la mayoria de los CPNCP se pueden subclasificar empleando un Gnico
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marcador de AC (TTF-1 o mucina) y un solo marcador escamoso (p40 o p63)*. En
muestras con escasas caracteristicas morfolégicas para diferenciar CE y AC en
nuestra serie de PTT-TC, se intentdé reducir al maximo el numero de marcadores
empleados, no obstante en el 20,8% (15/72) de las muestras de BAG y en el 36,9%
(24/65) de las muestras de PAAF en las que se solicito estudio de EGFR y/o ALK se
hicieron 3 0 mas marcadores (AE1-AE3, TTF1, p63/p40 entre otros). En algunas PAAF
se emplearon mas de 2 marcadores diagnésticos para tratar de diferenciar el origen de
la tumoracion en pacientes con antecedentes oncoldgicos y en las muestras
histologicas, en determinados casos, se realizaron marcadores predictivos con fines

de investigacion solicitados desde el servicio de Oncologia Médica.
6.1.3 Papel del citopatdlogo in situ en la PAAF guiada por TC.

Las ventajas de la evaluacion inmediata (ROSE, del inglés Rapid on Site
Evaluation) de las muestras obtenidas mediante PAAF por un citopat6logo experto en
las PTT-TC, han sido comentadas desde hace décadas en la literatura, confirmandose
que aumenta la S para el diagnéstico de CP****®°. En el estudio actual hemos recogido
617 PAAF guiadas por TC de lesiones pulmonares sospechosas, en las cuales
siempre se ha realizado ROSE. En base a los resultados obtenidos, consideramos
que esta actuacion del citopatélogo ha sido fundamental para optimizar el diagnéstico,
pues al examinar de inmediato la idoneidad de la muestra, ha permitido reducir el
namero de procedimientos no diagndsticos por material insuficiente asi como los FN,
lo cual también se menciona en la literatura®*16%1491%0.161.162 'Fny ralacién a este punto,
destaca por la metodologia empleada un articulo de Tachibana y colaboradores, en el
que comparan la eficacia de la PAAF guiada por TC sin y con ROSE, obteniendo
exactitud diagnéstica del 79,6% (78/98) y 94,8% (163/172) y S del 74% y 94,1%,
respectivamente®®,

La ROSE permite en ocasiones confirmar el diagnostico de CP ya en ese
momento, incluso diferenciar AC o CE, lo cual supone un paso importante para la toma

14 En el caso de

de decisiones y permite agilizar la planificacion del tratamiento
material no valorable en muestras con extensa necrosis, frotis hemorragicos,
predominio de material inflamatorio o de fibrosis, se puede obtener en el momento una
segunda muestra. Al evitar la repeticion de la PAAF en otra cita, se reduce el coste
sanitario del proceso diagnoéstico y el retraso del inicio del tratamiento.

Por dltimo, la ROSE permite reducir el riesgo de complicaciones de la PTT-TC
cuando no se emplea aguja coaxial, pues se puede evitar un segundo pase de puncién

innecesario cuando el radidlogo al extender el material pudiera sospechar que fuese
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insuficiente'®!. Tachibana y colaboradores observaron una considerable diferencia en
la frecuencia de complicaciones sin (n=98) o con ROSE (n=172) del 14,3% y del 2,9%,
respectivamente®®,

6.1.4 La importancia del equipo multidisciplinar en el manejo clinico actual

del cancer de pulmon.

Como se ha recalcado en la justificacibn de este trabajo, el desarrollo de
tratamientos especificos que bloquean vias de proliferacién celular en CPNCP no
escamoso, eficaces Unicamente en tumores que expresan determinadas alteraciones
moleculares, ha llevado a la necesidad de seleccionar pacientes para terapias
dirigidas, es decir, permite tratamientos personalizados pero con la consecuente
complejidad sobreafiadida en el proceso diagnéstico. La necesidad de identificar las
mutaciones de EGFR y los reordenamientos de ALK en el CPNCP al diagnéstico de la
enfermedad, ha impulsado el desarrollo de técnicas de diagndstico molecular y de IHQ
y la comunidad cientifica ha propuesto distintos algoritmos de manejo de la muestra
para realizar no sélo diagndéstico histolégico sino también subclasificacion molecular
del CPNCP®'%_ E| problema no seria tal si se tratase de diagnéstico en pieza
quirdrgica, pero considerando que estos tratamientos estan indicados en pacientes
con enfermedad diseminada al diagndstico, la realidad es que el patélogo va a
disponer de muestras pequefias. Por tanto, la dificultad radica en la obtencion de
material suficiente para realizar estudios moleculares tras el diagndstico histolégico y
para lograr este objetivo, es fundamental trabajar en un equipo multidisciplinar. Cada
especialista, consciente de la necesidad de realizar estudios moleculares, debe
desempefar adecuadamente su papel en el proceso diagnéstico del CP. Los
radidlogos que realizan el muestreo mediante PTT-TC, los neumdlogos que hacen
FBC y los cirujanos toracicos que seran los que tomen la muestra en el caso de que
no sea posible mediante las dos técnicas anteriores, deben de intentar obtener la
mayor cantidad de material y de la mejor calidad posible, siempre, con el menor dafio
para el paciente'®*16>16¢,

Para rentabilizar el material de las muestras pequefias, es necesario establecer
unos estandares de manejo de la muestra en el laboratorio de dianas terapéuticas y
priorizar la realizaciéon de estudios moleculares® 9967168169153 1| 5 prigrizacion de la
muestra debe ser de gran importancia para los patdlogos, conocedores de la

necesidad clinica de la subclasificacion molecular del CPNCP.
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Los oncologos por otro lado, tienen un papel fundamental en el equipo
multidisciplinar, puesto que conocen las indicaciones de los nuevos tratamientos y
dirigen el manejo del paciente desde que se confirma la malignidad de la lesién. Son
ellos los que deberan recordar a todos los especialistas implicados en el diagndstico
del CP, la importancia de conocer las alteraciones moleculares de EGFR y ALK en el
CPCNP no escamoso.

Por tanto, colaboracion entre los neumélogos y los especialistas implicados en la
toma de muestra, como son los radidlogos, los broncoscopistas y los cirujanos
toracicos, y la comunicacién entre éstos y los patélogos y oncélogos, es una
necesidad indiscutible para realizar el manejo adecuado y un tratamiento

personalizado en CP97,164,167,153,170,171

6.2 Discusion de los resultados

6.2.1 Caracteristicas generales de la muestra.

La proporcién de muestras procedentes de mujeres (33%) y varones (67%) en
nuestra serie de 795 pacientes sometidos a PTT-TC para el diagnostico de una lesion
pulmonar sospechosa de malignidad, asi como la media de edad (64,87 afios) y
localizacién mas frecuente de las lesiones en l6bulos superiores (50%) son datos muy
similares a los detallados en la literatura. Podemos afirmarlo tras haber realizado una
revision de articulos que incluyen entre 400 y 1000 pacientes para valorar la eficacia
de la PTT-TC y las complicaciones derivadas del procedimiento***4"+72173,

La frecuencia de malignidad en la muestra global de nuestro trabajo (76%; 577
lesiones malignas/756 muestras valorables) es bastante similar a los articulos
revisados, asi como la frecuencia de CP en el total de muestras con resultado de
malignidad (86%; 495/577)'*"*"13 La frecuencia del subtipo histolégico de CPNCP
en el total de CP confirmado mediante PAAF o BAG (93%; 460/495) fue igualmente
comparable a la registrada en otras series™*’*"2,

De los 495 pacientes de este trabajo en los que se diagnosticO CP mediante PTT-
TC, 168 fueron operados, es decir, que la frecuencia de CP en estadio operable al
diagnostico fue de al menos un 34%, dato acorde a la literatura, en la que se repite
que el CP se diagnostica en un 70% de los casos en estadio de enfermedad
avanzada®®®,

Segun los datos moleculares de los que disponemos, 17 pacientes de nuestra

serie tenian CPNCP EGFR mutado, 6 de muestras de BAG y 11 de PAAF (de los 82
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en los que se obtuvieron resultados concluyentes del estudio de mutacién de EGFR),
es decir, que la frecuencia de EGFR mutado fue del 20,5%, también acorde a la
literatura (20-25%)"*. Respecto a la traslocacion de ALK , ésta se detecté en 4 CPNCP
diagnosticados mediante BAG (de las 32 muestras en los que se obtuvieron resultados
vélidos del estudio de ALK), por lo que la frecuencia de esta alteracién molecular fue
casi del 13%, ligeramente superior a la descrita por Lindeman y colaboradores (2-
7%)*, aunque similar a la citada por Conde y colaboradores (10,5%)"%.

6.2.2 Rendimiento diagnéstico y eficacia de la PAAF frente a la BAG de

lesiones pulmonares.

Tras una exhaustiva revision de la literatura para conocer el rendimiento y la
exactitud diagnéstica de la PTT-TC en lesiones pulmonares, se comprueba que las
cifras son muy variables, especialmente considerando la falta de consenso en la
literatura en los calibres de la aguja para hablar de PAAF o BAG, ya comentado en la
discusién del método y motivo por el cual hemos comparado nuestros resultados
considerando siempre el calibre de la aguja empleada, independientemente de que los

autores especifiguen PAAF o0 BAG.

A penas existe literatura de PTT-TC con aguja de calibre <22G, a diferencia de
estudios en los que analizan la eficacia del procedimiento con aguja de 18-20G.
Nuestros resultados de la PAAF de 25G podemos compararlos Unicamente con una
serie de PTT-TC con aguja ultrafina, en el que comentan S, E, VPP y VPN del 93,6%,
100%, 100% y 70%, respectivamente”®. Por tanto, segun este trabajo la PTT-TC con
aguja de 25G tiene mayor eficacia en el diagnéstico de lesiones pulmonares malignas
gue segun nuestros resultados (S, E, VPP y VPN del 89%, 80%, 97% y 51%,
respectivamente). Sin embargo, el analisis de Oikonomou y colaboradores se realizd
considerando 125 muestras, de las cuales s6lo en 20 se consider6 el diagndstico en
pieza quirdrgica, siendo el seguimiento clinico—radiolégico el patrén oro en 105
pacientes (pues en un caso de los 126 iniciales no se disponia de seguimiento)'’. En
cambio, en nuestra serie de PAAF 198 muestras fueron comparadas con el diagnostico
en pieza de reseccién y es este subgrupo el que se ha considerado para el andlisis de
eficacia. No hemos revisado las historias clinicas para incluir las muestras de pacientes
no operados porque consideramos que progresion de enfermedad, no siempre traduce
un diagnadstico inicial erréneo, incluso excluyendo aquellos casos en los que se hubiera
dado patologia concomitante y/o enfermedades intercurrentes que pudieran explicar el

empeoramiento clinico o radiol6gico. La progresién tumoral puede deberse a aparicion
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de resistencia al tratamiento debido a la aparicion de nuevas alteraciones moleculares
en las células tumorales, a pesar de haberse realizado un correcto diagnostico
citopatolégico o histoldgico inicial. Por tanto, estos casos no pueden ser considerados
FN sin una segunda biopsia para estudio molecular, y ésta no se ha realizado en la
mayoria de las series publicadas.

Comparar los pardmetros de eficacia denominados exactitud diagnostica y
eficiencia en PAAF y BAG de nuestra serie de PTT-TC con la literatura de manera
estricta es realmente complicado, debido a cierta confusion en la terminologia en los
articulos. En muchas de las referencias seleccionadas para comentar los resultados, la
exactitud (del inglés, accuracy) se considera sinénimo de eficiencia. Sin embargo, la
eficiencia de un test diagnéstico se define como la probabilidad de que un paciente sea

correctamente clasificado por la prueba (sano o enfermo)*”

, gque en el contexto de este
trabajo se traduce a clasificacion de la lesion pulmonar como benigna o maligna. La
exactitud diagndstica en cambio, se refiere al nimero de casos con diagndstico
especifico o subclasificacién concordante con el diagnéstico en pieza quirdrgica. A pesar
de que se trata de dos conceptos ligeramente diferentes, dada la confusién en la

literatura se discuten ambos de manera conjunta.

En relacion a la exactitud diagndstica con aguja de 21-23G segun la literatura es de
hasta un 93% y 95%'3®  mientras que en nuestra serie con aguja de 25G fue
ligeramente inferior, del 77%, asi como la eficiencia, que fue del 88%. En este caso
deben ser mencionadas diferencias en el procesado de las muestras, pues la mayoria
de las muestras obtenidas con agujas de calibre <22G se procesan como bloque
celular'®, y no se hace el diagndstico en extensiones citologicas, que ha sido la

metodologia empleada en las PAAF de nuestro trabajo.

El rendimiento o proporcion de muestras diagnosticas de las PTT-TC con aguja de
25G obtenido por Oikonomou y colaboradores fue del 100%, mientras que en nuestra
serie obtuvimos un rendimiento del 85%, pero debe ser mencionada la gran diferencia
en el tamafio muestral, siendo nuestra serie de 617 PAAF casi 5 veces mayor que la
serie con la que nos comparamos (n=126)'"*. El rendimiento de la PAAF en nuestro
trabajo es solo ligeramente inferior al de la PTT-TC con aguja de calibre 21-23G (90%-—
95%)*"**"® o0 con aguja de 20G (de hasta el 90%)""** y la proporcion de muestras
diagndsticas en nuestra serie de PTT-TC con aguja 20G es acorde a la literatura actual
(93%). Poulou y colaboradores, los cuales publican resultados de la PTT-TC en una

serie de tamafio muy similar a la nuestra, obtuvieron mayor rendimiento diagnostico con
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aguja de 22G (97%) que con 18G (90%), al contrario que en nuestro trabajo en el que
un 85% de las PAAF y un 93% de las BAG fueron diagnésticas. Estos autores
especifican ademas que la BAG presenta menor rendimiento que la PAAF para el
diagndstico de lesiones de pequefio tamafio, factor que no ha sido analizado en nuestro
trabajo™*.

En la serie mas amplia publicada de PTT-TC con aguja de 20G (n=1000),

obtuvieron S, E y exactitud del 94%, 99% y 95%, respectivamente’’?

, mientras que en
nuestro trabajo (n=247) la S fue notablemente menor (74%) y la eficiencia también
(76%), pero Hiraki y colaboradores emplearon fluoro-TC, no siendo asi en nuestro
trabajo, lo que seguramente haya influido en la menor eficacia del procedimiento. Sin
embargo, si comparamos los resultados que hemos obtenido en las BAG con otras
series de PTT-TC con aguja de 20G, llama la atencién que la S y el VPN, del 74% vy del
29%, respectivamente, es inferior a las cifras publicadas, pues la S es de hasta el 90%-
92% y el VPN del 74%-83%, siendo la E y VPP inmejorables (100%)'3*"°. Aunque
nuestro analisis de eficacia se ha realizado con menor nimero de muestras (51) al
considerar Unicamente los pacientes operados, también es importante sefialar que
muchos de los pacientes sometidos a BAG eran candidatos a ensayos clinicos, por lo
gue el material obtenido podia corresponder con mayor probabilidad a areas del tumor
con cambios necréticos o de fibrosis secundarios a tratamientos previos. Choi y
colaboradores utilizaron aguja coaxial de 20G, para aspiracion y analisis citolégico y
para obtener muestra histolégica y vieron que con muestras histolégicas la eficacia
diagnéstica era mejor (S, E y exactitud del 89%, 97% y 93% y del 94%, 100% y 95%, en

muestra citoldgica e histolégica, respectivamente)*’”.

En estudios planteados con la finalidad de determinar qué aguja, si 22G o 20G, es
mejor en la PTT-TC y si es necesario emplear ambas, se publican resultados
comparables para establecer un diagnostico especifico en los carcinomas , salvo
rendimiento con aguja 20G ligeramente superior'®. Sangha y colaboradores obtuvieron
mayor S en el muestreo con aguja de 22G (95% vs 89%) pero mayor E con aguja de
20G (100% vs 81%)'°, resultados muy similares a los de nuestro trabajo en el que la
PAAF mostré mayor S que la BAG (89% vs 74%) pero menor E para el diagndéstico de
malignidad (80% vs 100%). Takeshita y colaboradores realizaron doble muestreo, con
agujas de 20G y 22G en 740 lesiones y obtuvieron S y E global para deteccion de
malignidad del 91% y 99%"°. En nuestro estudio no consideramos la posibilidad de
obtener directamente dos muestras de la misma lesién con distintas agujas, pues se

duplica el riesgo de complicaciones y segun los resultados que presentamos el
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rendimiento tanto de la PAAF como de la BAG empleadas por separado fue alto,
especialmente en las BAG (93%).

En articulos que comparan PTT-TC con agujas de 22G y de 18G, afirman que la
exactitud diagndstica de la PAAF supera a la de la BAG (94 % vs 81%)'®, al igual que
en nuestro trabajo, en el que obtuvimos exactitud del 77% en las PAAF y del 70% en las
BAG, 88% y 76% de eficiencia de la PAAF y de la BAG, respectivamente, para el
diagnéstico de lesion maligna, y 93% y 80% de eficiencia de PAAF y BAG para el
diagndstico de cancer de pulmoén, siendo un factor fundamental en los resultados de

PAAF la presencia del citopat6logo en la sala de punciones.

Por ultimo, podriamos incluir para finalizar la discusion de la eficacia de las PTT, un

162,181,182
S

breve comentario sobre las PTT-U y series en las que se compara PTT-TC con

aguja de 20 6 22G frente a aguja de 14G****%

, pero consideramos suficiente incluir los
parametros de eficacia y detalles de la metodologia empleada en estos articulos en el
anexo lll, en el que se especifica ademas el tamafio muestral y resultados de toda la

literatura comentada en este apartado.

6.2.3 Complicaciones de la puncion guiada por TC y su correlacion con el

calibre de la aguja.

Las complicaciones derivadas de la PTT-TC de lesiones pulmonares es un tema
ampliamente comentado en la literatura. Un metaandlisis del 2017 que incluye 32
articulos de BAG (8.133 procedimientos) y 17 de PAAF (4.620 procedimientos) se
detalla una frecuencia de complicaciones del 39% en las BAG y del 24% en las PAAF y
refieren una disminucién de la odd ratio de complicaciones del 0,30 (95% IC: 0,15-0,59
%; p<0,001) en las punciones con aguja de calibre 222G, La aparicién de cualquier
tipo de complicacion en las BAG segln nuestra experiencia es mucho mas frecuente, de
hasta el 52%, y aun menos habitual en las PAAF, del 14%. Sin embargo, estas
diferencias deben ser matizadas, puesto que en el metaanalisis, de los 36 articulos de
PTT con agujas de 18-20G comentados, 26 son clasificados como BAG y 10 como
PAAF.

En la Unica serie publicada de PTT-TC de lesiones pulmonares con aguja de 25G,
la cual incluye 126 procedimientos, se analiza sélo la frecuencia de neumotoérax, que fue
del 20%'™. En cambio en nuestra serie de 617 PAAF fue s6lo del 11%. Sin embargo,
Oikonomou y colaboradores correlacionan esta complicacion con la funcion respiratoria.

En pacientes con funcion respiratoria normal o levemente alterada se dio neumotdrax en
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el 11%, en cambio en enfermos con moderada o severa alteracion en las pruebas
funcionales en el 30%. Por otro lado, la aparicion de neumotérax esté relacionada no
s6lo con el enfisema pulmonar, sino con otros factores, algunos obvios como la
experiencia del radiélogo y el nUmero de pases, y otros mas discutidos como el tamafio
de la lesidn, el angulo de entrada, atravesar cisuras, o la profundidad de la lesion desde

Ia pared torécica135,185,186,187,188

, Si bien el analisis de correlacion entre estos factores y la
aparicion de neumotoérax u otras complicaciones no ha sido considerado un objetivo

especifico en este trabajo.

En nuestro estudio el neumotérax se dio en el 30% de las BAG (24% que no
requirié drenaje y 6% que si lo requirié). La frecuencia de neumotérax en PTT-TC con
aguja de 20G, seleccionando articulos que incluyan mas de 200 procedimientos es del
13%-42%'% es decir, muy variable. Estas cifras del 13% y del 42% curiosamente se
citan en el mismo trabajo, en el que observaron una importante disminucién de la
frecuencia de neumotorax realizando la PTT-TC en decubito lateral sobre el lado de la
lesion, frente al procedimiento clasico'®. La frecuencia de neumotérax con aguja de 20G
en series de punciones con técnica convencional es del 15%-38%"*, siendo por tanto la
frecuencia de esta complicacién en nuestra serie de BAG, del 30%, acorde a la
literatura. El porcentaje de neumotérax que requirié colocacion de drenaje de nuestra
serie fue del 6%, lo cual también es comparable con las publicaciones de PTT-TC con
20G (3%-9%)"*.

Es importante subrayar en nuestro estudio la diferencia en la aparicion de
neumotérax en BAG y en PAAF (30% y 11%, respectivamente), asi como de
neumotérax que requirié drenaje (6% y 1%, respectivamente, incluidos los casos que
requirieron tubo de drenaje), y en el andlisis de regresion logistica multiple observamos
gue la BAG aument6 3 veces la probabilidad de sufrir neumotérax en comparacion a la
PAAF y 5,5 veces la probabilidad de neumotoérax que requiera tubo. En referencia a esta
cuestion, destaca una revision de 4.262 PTT-TC, 2.304 con aguja de 18G y 1.958 con
aguja de 19G, en la que se registr6 neumotérax en el 35% y en el 24%,
respectivamente, y éste requirid drenaje en el 17% y 13%, respectivamente. El uso de
aguja de 18G frente a 19G se asocid a una tasa de neumotdrax y neumotorax con
drenaje mayor con p< 0.0001 y p=0.0003, respectivamente’®. Hiraki y colaboradores
observaron incidencia de neumotérax en una serie de 1.098 pacientes sometidos a BAG
guiada por fluoro-TC con aguja de 19G del 42%, aconsejando tras analizar factores
relacionados con esta complicacion elegir siempre el punto de entrada que permita el

trayecto mas corto hasta llegar a la lesion*®.
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En publicaciones en las que se revisa la frecuencia de hemorragia perilesional y de
hemoptisis con aguja de 20G, la hemorragia se da en un 19%-29% y la hemoptisis en un
0,5%-1%"*. Sin embargo, la frecuencia de estas complicaciones observada en nuestra
serie de BAG fue mayor: la hemorragia perilesional aparecio en el 33% y la hemoptisis
en el 7% de los procedimientos, es decir, fueron mas frecuentes, en especial la
hemoptisis, la cual se da hasta en un 14% de las PTT-TC con aguja de 18G*, es decir,
gue el riesgo de sangrado y hemoptisis aumenta a mayor grosor de aguja. La diferencia
en la frecuencia de aparicion de hemoptisis entre las BAG y las PAAF en nuestro serie
de PTT-TC fue también importante (1% y 7%, respectivamente) y vimos que la BAG
aumenta 9 veces la probabilidad de hemoptisis frente a la PAAF. El porcentaje de
hemorragia perilesional también fue bastante superior en las BAG que en las PAAF
(33% y 3%, respectivamente), si bien esta complicacion puede no tener ningun
significado clinico y por tanto esta diferencia es menos destacable. Ademas, hemos
observado que la hemoptisis secundaria a la BAG es una hemoptisis franca, mientras

gque en las PAAF es generalmente una leve expectoracion con esputos hemoptoicos.

Por tanto, tal y como se refleja en nuestros resultados y en la literatura, el calibre de
la aguja empleada en las PTT-TC influye significativamente en la probabilidad de
aparicion de cualquier tipo de complicacion. Segun nuestro analisis la BAG aumenta 7,7
veces la probabilidad de sufrir complicaciones respecto a la BAG, pero ademas del
calibre de la aguja otros factores también influyen en la frecuencia de complicaciones.
Sangha y colaboradores observaron que la hemorragia y el neumotérax eran mas
frecuentes a menor tamafo de la lesion, tanto en la PAAF como en la BAG y que en
pacientes con grado severo de enfisema, la BAG asocia mayor riesgo de neumotérax y

de neumotérax que requiera drenaje que la PAAF™,

Capalbo y colaboradores
observaron diferencias significativas en la aparicion de hemorragia segun la edad, mas
frecuente en mayores que en jovenes (31% y 10%, respectivamente) y en la aparicion
de neumotérax, mas frecuente en joévenes que en mayores (30% y 17%,
respectivamente), estableciendo el punto de corte para subdividir la muestra por edad
en 65 afios'®. En nuestro andlisis en cambio, no encontramos diferencias
estadisticamente significativas en la aparicion de complicaciones segun la edad.
Tampoco segun sexo del paciente o localizacion de la lesion. Sin embargo, en el caso
de lesiones malignas observamos que la probabilidad de sufrir complicacion de
cualquier tipo aumenta 1,7 veces (p=0.009) y la de hemorragia perilesional aumenta 2,5

veces (P<1x10™) respecto a las PTT-TC de lesiones benignas.
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Por dltimo, otras complicaciones menos frecuentes como diseminacion en el
trayecto de la aguja, hemotérax, embolismo aéreo o infeccion (cutanea, empiema o
neumonia), no fueron recogidas en nuestra revision, sin embargo, si que anotamos
entrada en parada cardiorrespiratoria durante el procedimiento de dos pacientes
sometidos a BAG mayores de 65 afios y con pluripatologia asociada.

6.2.4 Rendimiento de PAAF y BAG para el estudio de biomarcadores
predictivos en CPNCP.

Actualmente existe evidencia cientifica para afirmar que los estudios de
mutaciones de EGFR y de reordenamientos de ALK pueden realizarse a partir de
cualquier tipo de muestras pequefias, citoldégicas o histologicas, siempre y cuando el
material que queda tras el diagnéstico histoldgico sea suficiente o haya sido reservado

con ante”o”dad para dIChO ﬁnll7,122,190,191,192,193,194,195,104,196

Sin embargo, no hay
consenso sobre qué método de muestreo inicial en el caso de las PTT-TC, si la PAAF
0 la BAG, tiene mayor rendimiento para realizar ambos estudios moleculares en el
CPNCP no escamoso. Esta ha sido la cuestién inicial que ha motivado la realizacion
de este estudio retrospectivo cuyos resultados ya hemos detallado.

En nuestra serie de muestras registradas con la finalidad de determinar si la PTT-
TC con aguja de 25G puede ser igual 0 mas eficaz para el estudio molecular de EGFR
y ALK que la PTT-TC con aguja de 20G, se incluyeron 107 muestras. En 97 muestras
se solicité estudio mutacional de EGFR y en 40 analisis de ALK (en la mayoria de los
casos se solicitaron ambas).

La mayor parte de las publicaciones en las que se analiza el rendimiento de la
muestra pequefia en CPNCP para el estudio de dianas terapéuticas, agrupan los
estudios de mutaciones de EGFR, reordenamientos de ALK e incluso el estudio
mutacional de KRAS!"163180.192197 "Fn agste trabajo no se ha considerado el estudio

mutacional de KRAS, porque que segun las guias internacionales y nacionales**®*3n

0
se consideraba un biomarcador predictivo cuando se disefiaron los objetivos del
trabajo, si bien se ha realizado éste, ademas de EGFR y ALK en algunas de las
muestras de BAG, incluyéndose como “otros marcadores” analizados.

En una primera revision de la literatura actual, sorprende el escaso numero de
articulos en los que se analiza la rentabilidad de la PAAF guiada por TC para el
estudio de biomarcadores en CPNCP, pues es cierto que existen numerosas
publicaciones en las que se discute el rendimiento de la citologia, pero consideran
diferentes tipos de muestras y de diversa procedencia, es decir, citologia del liquido

pleural, PAAF de la lesion pulmonar mediante PTT o mediante FBC con o sin EBUS,

~ 129 ~



Discusion

PAAF de adenopatias mediastinicas por FBC o transesofagica, o incluso muestreo de
metéastasis extratoricicas, guiado por TC o por US, sin desglosar el rendimiento
obtenido segun los tipos de muestra. Por tanto, comparamos nuestros resultados con
series que analizan el rendimiento de un conjunto de distintas muestras citolégicas con
diagnostico de CPNCP no escamoso, en las que se incluye material obtenido
mediante PAAF guiada por TC de la lesion pulmonar entre otros. Ademas, existe
también heterogeneidad en el procesado de la muestra citoldgica, en algunos trabajos
se trabaja con bloque celular, en otros se utiliza citologia liquida y en algunos se parte
de las extensiones en cristales para el estudio mutacional de EGFR vy
ALKlGS'195’199’200'201'202.

En nuestro trabajo se ha considerado el total de muestras de PTT-TC de los
pacientes en los que se solicitdé estudio de los biomarcadores EGFR y ALK,
independientemente del material de partida. En el caso de las BAG se utilizé siempre
material fijado en formol e incluido en parafina para el estudio molecular, es decir, el
material de partida es homogéneo puesto que las muestras se han procesado para
diagndstico histolégico siempre de la misma manera. En cambio en las PAAF, el
material de partida para el estudio de EGFR se hizo tanto con citologia liquida como
con frotis secos tefiidos con Diff-Quick® o extensiones directas fijadas en alcohol y
tefiidas con Papanicolaou, y para ALK se utiliz6 sobre todo bloque celular, pero
también citologia liquida. Esta es una limitacion de este trabajo, pues seguramente el
rendimiento diagnéstico no sea el mismo segun se parta de un tipo de muestra de
PAAF u otro, es decir, extensiones, bloque celular o citologia liquida. Sin embargo,
para el andlisis de resultados no hemos considerado estas diferencias, puesto que no
era inicialmente el objetivo del estudio y no quedd registrado por tanto el tipo de
material de partida.

De las 107 muestras con diagnéstico de CPNCP y solicitud de estudios
moleculares de EGFR y/o ALK de nuestra serie, 57 procedian de PAAF y 50 de BAG
de lesiones pulmonares muestreadas mediante PTT-TC. De las 57 PAAF, en 54 se
solicitdé estudio mutacional de EGFR y en 11 analisis de ALK. De las 50 BAG, se
solicitdé andlisis de EGFR en 43 y estudio de ALK en 29. Mencionamos de nuevo el
tamafio muestral porque no hemos encontrado publicaciones que analicen el
rendimiento de la PTT-TC para estudio molecular en CPNCP con un niumero de PTT
comparable, en especial si consideramos que el calibre de la aguja fina empleado en
nuestra serie es 25G.

En relacion a los métodos utilizados para el estudio molecular existe mayor

homogeneidad en nuestro trabajo, pues para el estudio mutacional de EGFR se han

~130 ~



Discusion

empleado técnicas de PCR y para la deteccion de reordenamientos de ALK, técnica de
FISH, tanto en las muestras de PAAF como en las de BAG. No obstante, en relacion al
estudio de EGFR, en las muestras de BAG se emplearon diferentes tipos de PCR
(secuenciacion directa y PCR cuantitativa en tiempo real con dos plataformas
[Therascreen y cobas]), mientras que en la serie de PAAF este analisis se llevé a cabo
siempre con PCR cuantitativa en tiempo real con la plataforma Therascreen. Dado el
disefio inicial de este trabajo, no se ha desglosado el tipo concreto de PCR y se ha
considerado como una técnica en conjunto, pudiendo ser este hecho una limitacién de
este estudio. Siguiendo este enfoque, se ha comparado el rendimiento de ambas
técnicas de muestreo para el estudio de EGFR y ALK con series publicadas donde se
ha empleado una metodologia similar en el estudio molecular.

El mejor rendimiento global para estudio de estas dianas EGFR y ALK en muestra
histologica obtenida con aguja de calibre 18-20G, segun revision de la literatura actual,
es de hasta el 100% (n=43)"*" o el 98,5% (n=134)'"°. En muestra citoldgica, el
rendimiento global méas elevado para estos 2 biomarcadores alcanza el 89,4%'%. En
nuestro estudio no se ha analizado el rendimiento global, puesto que en primer lugar
se trata de dos alteraciones moleculares diferentes que se estudian también con
distinta metodologia. En segundo lugar, en nuestro estudio el rendimiento de la PAAF
y de la BAG para el estudio de EGFR y de ALK considerados por separado es muy
variable, es decir, hay diferencia llamativa. Asi, la PAAF mostr6 rendimiento del 98% y
del 73% para el estudio de EGFR y de ALK, respectivamente, y la BAG mostr6
rendimiento del 67% y del 83% para dichos estudios. Por ambos motivos,
consideramos mas adecuado la comparacion del rendimiento de la PAAF y de la BAG
por un lado para estudio de mutaciones de EGFR y por otro para el andlisis de ALK,
que el andlisis del rendimiento global.

En nuestra serie obtuvimos un 98% de muestras de PAAF valorables para el
estudio de mutaciones de EGFR frente a un 67% de muestras valorables de BAG.
Llama la atencion esta diferencia, algo superior al 30%, pero respecto a este dato
debemos de recordar que las muestras de PAAF y BAG no proceden de los mismos
pacientes ni de los mismos hospitales. En el caso de las BAG, los pacientes proceden
en gran parte del Centro de Investigacion Oncolégica Clara Campal (CIOCC), anexo al
Hospital Universitario HM Sanchinarro, donde se realiza la obtencion de la muestra y
los posteriores diagndstico histolégico y estudio molecular en el Laboratorio de Dianas
Terapéuticas (LDT) de este hospital. Una parte de estos pacientes vienen ya
diagnosticados de otros centros y requieren otra muestra para realizar el estudio

molecular dado que son potenciales candidatos a entrar en ensayos clinicos, es decir,
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gue se trata de enfermos que ya han sido tratados sin respuesta a una o incluso varias
lineas de tratamiento, lo que puede influir en la calidad de la muestra. Por otro lado, en
el LDT se realizaron a menudo otros biomarcadores en el contexto de ensayos clinicos
0 proyectos de investigacion. Sin embargo, en la recogida de datos no hemos tenido
en cuenta el orden de realizacion del conjunto de marcadores, y esta secuencia puede
haber influido en el rendimiento de las BAG.

Tras una revision exhaustiva de la literatura, el rendimiento de las muestras
citolégicas para el estudio mutacional de EGFR oscila desde un 92,2% (n=129)'%°
hasta el 100% (n=114)'%°, es decir, que los resultados obtenidos en este trabajo para
la serie con aguja 25G y estudio de EGFR, con un rendimiento del 98% (n=54), son
comparables a los descritos.

El rendimiento de las punciones con aguja 25G para realizar el estudio de
reordenamientos de ALK fue del 73% en las PAAF y del 83% en las BAG, es decir, se
obtuvieron resultados bastante similares, sin embargo, el nUmero de muestras de BAG
en las que se solicit6 estudio de ALK (n=29) fue mas del doble que el de PAAF (n=11).

Segun datos de la literatura actual, el rendimiento de la muestra citol6gica para el
estudio de reordenamientos de ALK mediante FISH es muy variable, desde el 80%
(n=180)*"* hasta el 100%"’. En nuestro trabajo se obtuvo un rendimiento inferior de la
citologia (73%), sin embargo todas las muestras proceden de PTT-TC, mientras que
en las publicaciones citadas las muestras proceden de PTT, LBA o citologia del
liquido pleural, por lo que los resultados no son estrictamente comparables. Ademas,
no siempre se especifica en la metodologia el calibre de la aguja empleada en las
PTT. Por otro lado, cabe de nuevo mencionar el reducido tamafio muestral en nuestro
trabajo para el andlisis de este objetivo especifico (n=11), considerando necesario
incluir un mayor nimero de muestras para tener resultados més robustos.

Por dltimo, en el subgrupo de BAG con diagndéstico de CPNCP no escamoso
contabilizamos un total de 24 muestras valorables para el estudio de ALK de las 29 en
las que fue solicitado, correspondiente a un rendimiento del 83%. Este resultado es
comparable con la literatura actual, puesto que el mejor rendimiento de las BAG para
estudio de ALK publicado es del 86% (n=313)*"", si bien no se especifica en la
metodologia el calibre de la aguja empleada y se incluyen muestras de biopsia
bronquial, transbronquial y transtoricica, y de lesiones pulmonares, pleurales y
metastésicas, lo que de nuevo demuestra la heterogeneidad en la procedencia de las

muestras, no soélo en las citolégicas sino tambiénen las histologicas.
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6.2.5 Relacion entre el numero de marcadores empleados y el rendimiento

de la muestra para posterior estudio molecular de EGFR y ALK.

Como se ha comentado anteriormente (ver apartado 5.1.2 de la discusién), la
importancia de preservar tejido para estudios moleculares en las muestras pequefias
de lesiones pulmonares sospechosas de malignidad, es ampliamente comentada en la
literatura, especialmente desde la aprobacién del gefitinib o del erlotinib para los AC
EGFR mutado®®*. Incluso en determinados articulos, en los gue se analiza la
influencia de las guias CAP/IASLC/AMP en el rendimiento de las muestras pequefas
para estudios moleculares en CPNCP, se aconseja priorizar la realizacién de estudios
de EGFR y ALK, frente a marcadores diagnosticos de IHQ. Ferretti y colaboradores
observaron una reduccion del namero promedio de marcadores de 2,6 a 1 al comparar
el rendimiento de la BAG antes y después de la publicacién de estas guias®®. Por otra
parte, Rafael y colaboradores, observaron que el 5,3% de las muestras de PAAF
fueron insuficientes para el estudio molecular debido al extenso panel de ICQ
empleado para subclasificar el tumor, habiéndose realizado un promedio de 3,46
marcadores en 13 casos con ADN insuficiente®.

Por otro lado, el porcentaje de CPNCP-NOS ha disminuido de manera
considerable desde que surgio la necesidad clinica de diferenciar AC y CE para el
estudio de biomarcadores. Esto ha sido fundamentalmente a expensas de la
realizacion de IHQ/ICQ cuando las caracteristicas morfoldgicas son insuficientes para
diferenciarlos. Sin embargo, en un estudio de Da-Cunha y colaboradores, en el que
analizan la capacidad del citopat6logo para diferenciar AC y CE tras la realizaciéon de
ICQ, observaron que el nimero de marcadores no influia, tras revisar el diagnéstico de
602 PAAF con un promedio de 3 marcadores empleados™®.

En nuestra serie de PTT-TC, se registré el nimero de marcadores realizados con
técnicas de ICQ/IHQ o FISH no sélo con fines diagnosticos sino también predictivos,
solicitados en el contexto de ensayos clinicos o proyectos de investigacion. Estas
solicitudes fueron especialmente relevantes en la serie de BAG dado, como se ha
comentado anteriormente, el contexto hospitalario de centro oncologico de esta
cohorte de pacientes.

De forma resumida y como se ha comentado brevemente con anterioridad (ver
apartado 5.1.2 de la discusion), la realizacién de marcadores fue necesaria en 34 de
los 72 casos en los que se solicitaron estudios moleculares en muestras de BAG y en
48 de los 65 casos en los que se solicitaron estudios moleculares (de EGFR y/o ALK)

en muestras de PAAF. En el caso de las BAG se realizaron mas de dos marcadores
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en el 21% (15/72) de las muestras con posterior solicitud de estudio de estas dianas y
en las PAAF en el 37% (24/65). A pesar de ser un escaso numero de muestras en
cada subgrupo, se trata de grupos homogéneos en relacion proporcional de tamafio
muestral. La realizacién de marcadores influy6 significativamente en el rendimiento de
las muestras para el estudio molecular en la BAG, pues el rendimiento de las muestras
para la realizacion de estas dianas fue del 81% cuando se hicieron menos de 3
marcadores y bajo al 47% cuando se hicieron 3 0 mas. Por el contrario, el nimero de
marcadores empleados no influyd en el nimero de muestras validas para el estudio
molecular en las PAAF, al contrario de lo que observaron Rafael y colaboradores,
puesto que en nuestro estudio el rendimiento de la PAAF para estudios moleculares
fue del 90% cuando se emplearon hasta 2 marcadores y del 100% cuando se
realizaron mas de 2%,

Tras una revision exhaustiva de la literatura, no han sido hallados articulos en los
que un objetivo principal sea concretamente analizar el rendimiento de las muestras de
PTT-TC para el estudio de biomarcadores predictivos, en funcion del nimero de
marcadores realizados. Sin embargo, nuestros resultados en este objetivo especifico
en relacién al rendimiento para el estudio molecular de las muestras de BAG parecen
concordantes con la literatura actual, observandose una correlacion inversa entre el
namero de marcadores y el porcentaje de muestras validas para la subclasificacion
molecular®®. Nuestros resultados apoyan la necesidad de establecer algoritmos de
priorizacion de la muestra para la realizacion de estudios moleculares, tal y como ya
se ha discutido en este manuscrito™#°1°31°,

6.2.6 Relacion entre la celularidad tumoral y el rendimiento de las muestras
de BAG para el estudio molecular de EGFR y ALK

El método mas utilizado por los patélogos para cuantificar la calidad de una
muestra para el estudio de biomarcadores predictivos es la estimacién del porcentaje
de celularidad tumoral (CT) analizado sobre las preparaciones histoldgicas teflidas con
H&E?®*. Esta aproximacion metodoldgica es la empleada en el presente trabajo.

El rendimiento de las muestras con una CT <10% fue del 44% para el estudio
mutacional de EGFR y del 67% para la determinacion de ALK, mientras que en las
muestras con >30% de células tumorales, el rendimiento para el estudio de ambos

biomarcadores superd el 80%. Acorde a la literatura actual®®

, en nuestra serie de
CPNCP en BAG se observo que un bajo porcentaje de CT puede limitar el rendimiento

de la muestra para el estudio mutacional de EGFR, siendo menos relevante en el
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estudio de ALK, si bien el tamafio muestral es muy diferente, pues se solicité estudio
de EGFR en 43 BAG y de ALK en 29 BAG.

Diversos autores han analizado la validez de las muestras de BAG para el estudio
mutacional de EGFR cuantificando el material segun el tamafio de la muestra
(adecuado en cilindros de entre 1,5 cm y 0,5 cm de longitud)*®*’. Otros autores incluso
han comparado la calidad y cantidad de material en biopsias con agujas de 18G y de
20G segun el peso de la muestra y la concentracion de ADN, observando que, a pesar
de que las muestras son de mayor peso cuando se emplea una aguja de 18G, la
densidad o6ptica fue mas constante en las BAG de 20G, si bien el estudio molecular
pudo realizarse en el total de las muestras (n=47)**.

Otro método de cuantificaciéon de la calidad de la muestra que se puede
correlacionar con el rendimiento para dianas terapéuticas de la BAG es el area de
tejido tumoral. Scarpino y colaboradores comentan que un area tumoral de 0.12mm?
con 140+34 células tumorales es material suficiente para el estudio de mutaciones de
EGFR (n=120), y que generalmente el material en muestras pequefias es valido para
detectar EGFR mutado mediante PCR y secuenciacion directa cuando la muestra es
suficiente para hacer el diagnéstico histolégico de AC*®,

Siguiendo la aproximacion metodologica de la estimacion del CT, Angulo y
colaboradores reflejan la necesidad de estudiar, en cada laboratorio, el limite de
deteccién de cada técnica de PCR empleada para el estudio mutacional de EGFR'*.
Asi mismo, concluyen que las plataformas de PCR cuantitativa en tiempo real tienen
un limite de deteccion inferior a la secuenciacion directa, es decir, necesitan menos CT
de partida (5% aproximadamente) que la secuenciacion directa (30%
aproximadamente) para detectar la presencia de mutaciones en el gen EGFR con una
buena sensibilidad y especificidad. Este trabajo refleja ademas que el limite de
deteccidn varia en funcién del tipo concreto de mutacion.

En nuestra serie de CPNCP en BAG con solicitud de estudio mutacional de EGFR
14 de las 43 muestras resultaron no validas (32,5%). Una posible explicacion de este
resultado es que el promedio de CT en estas 14 muestras fue inferior al 20%. Por otra
parte, como se ha referido con anterioridad, en el presente trabajo no se ha
desglosado el tipo concreto de PCR y se ha considerado como una técnica en
conjunto, pudiendo ser este hecho una limitacion de este estudio.

Scarpino y colaboradores afirman que en el 42% de las muestras en las que
detectaron mutaciones de EGFR (n=26) la CT era <20%, recomendando la PCR en

tiempo real para el estudio mutacional de EGFR en este contexto. En este sentido,
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otros autores consideran necesario al menos un 40% de CT en muestras pequefias
para que el estudio de las mutaciones de EGFR mediante el método de secuenciacion
directa sea fiable®®. Ferreti y colaboradores obtuvieron para un porcentaje de CT del
42% de media en dos subgrupos de 43 y 48 pacientes, rendimiento para estudiar las
mutaciones tipicas de EGFR (exones 19y 21) del 85% y del 72% y 92% para estudiar
otras mutaciones de EGFR en los exones 18 y 20, respectivamente. En nuestro
trabajo no se ha desglosado tipo concreto de mutacion de EGFR. Nos centramos en
una valoracion global de la validez para la deteccion de mutaciones de EGFR de la
metodologia detallada con anterioridad, en funcion de la CT en las muestras de BAG,
que se cuantifico en todos los casos en los que se solicité este estudio molecular. Los
resultados indican una evidente influencia del porcentaje de CT, tal y como se ha
descrito en los resultados, quedando limitada la validez de las muestras en el 56% de
los casos con CT <10% y en el 33% de las muestras con CT 11-29%.

El rendimiento de las muestras pequefias de BAG para el estudio de
reordenamientos de ALK, es menos dependiente del porcentaje de CT, tal y como
hemos mencionado. Ferreti y colaboradores realizaron esta determinacién por IHQ en
el total de 91 muestras, confirmando mediante FISH tnicamente 3 casos dudosos®®.
Just y colaboradores, los cuales analizan la exactitud de 5 métodos distintos para el
estudio de ALK, mencionan como factores determinantes de la eficacia de estos test:
la calidad del ARN, la calidad de la fijacion y el tipo de reordenamiento de ALK, segun
la técnica empleada®’. En nuestro estudio, observamos un menor rendimiento (67%)
de las muestras con <10% de CT para la determinacion de ALK mediante FISH, frente
a un rendimiento >88% en muestras con >10% de CT. En cualquier caso, la
interpretacion de estos resultados debe hacerse con precaucion, dado que Gnicamente
se solicitd estudio de ALK en 29 muestras de BAG (20 con CT del >10% y en 9
muestras con <10% de células tumorales).

En base a la literatura y a nuestros resultados, se puede concluir que existe una
correlacion inversa entre el porcentaje de CT en las muestras histologicas pequefias y
el rendimiento de la muestra para el estudio mutacional de EGFR, mientras que el
namero de células tumorales no parece ser un factor determinante para la deteccién

de reordenamientos de ALK.
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Conclusiones

1. Las dos técnicas de muestreo analizadas, es decir, la biopsia con aguja gruesa
de calibre 20G (BAG) y la puncion-aspiracion con aguja fina de 25G (PAAF), tienen
una eficacia alta para el diagnéstico de lesiones pulmonares malignas. Ambas técnicas
diagnésticas tienen similar valor predictivo positivo (alto), con una tendencia de la BAG
a ser mas especifica que la PAAF. Por el contrario, la sensibilidad y la eficiencia de la
PAAF para detectar malignidad son mayores que las de la BAG.

2. Las técnicas BAG y PAAF tienen una eficacia alta para el diagnéstico de
cancer de pulmén. Ambas técnicas tienen la misma especificidad, eficiencia y el
mismo valor predictivo positivo pero la PAAF tiene mayores sensibilidad y valor

predictivo negativo que la BAG en el diagndstico de cancer de pulmén.

3. El rendimiento diagndéstico de la puncién transtoracica guiada por TC es alto

tanto en la BAG como en la PAAF, siendo mayor en la BAG que en la PAAF.

4. La técnica BAG da lugar a complicaciones con mayor frecuencia que la PAAF.
Realizar una BAG en lugar de una PAAF aumenta la probabilidad de producir
neumotoérax, neumotérax que requiera drenaje y especialmente la probabilidad de

hemorragia perilesional y de hemoptisis.

5. La técnica de muestreo no parece influir en el rendimiento del estudio de
reordenamientos de ALK. Sin embargo, el rendimiento para el estudio de las
mutaciones de EGFR es mayor si el muestreo se hace con PAAF que con BAG.

6. El nimero de marcadores empleados influye en el porcentaje de muestras
validas para el posterior estudio de mutaciones de EGFR y de reordenamientos de

ALK en las muestras de BAG pero no en las de PAAF.

7. En las muestras de BAG, un mayor porcentaje de celularidad tumoral favorece
la obtencidn de resultados concluyentes en el estudio mutacional de EGFR pero no

parece relevante en la determinacion de ALK.

8. En resumen, la PTT-TC con aguja de 25G presenta al igual que la PTT-TC con
aguja de 20G una alta eficacia para el diagnostico de malignidad de lesiones
pulmonares y de cancer de pulmaén, asi como para su clasificacion histolégica, si bien

las complicaciones son mucho mas frecuentes en la BAG. Ademas, el rendimiento de
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las muestras de PAAF de 25G para la realizacion de los estudios moleculares
de EGFR y ALK en el CPNCP no escamoso es alto, comparable al de las muestras de
BAG de 20G e incluso superior para el estudio mutacional de EGFR.
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ANEXO |

. ETIQUETA
‘;M Hospital Universitario La Paz | (EN SU DEFECTO, INDIQUE NOMERE ¥ UBICACION DEL PACIENTE)
Saludhadrid [ comunidad deMadid | MOMBRE: ...
PROCEDENCIA(CAMA) & ... NHC &
Paseo de |la Castellana, 261 B .
28045 MADRID FECHA: ... | — | GEMERO : ...
W T2TT000
CDHSEH“MIEH:I’G INFORMADO SERVICIO DE RADIODIAGNOSTICO
IDENTIFICACION: G-RAD-D27 HOSPITAL GEMNERAL E INFANTIL
PUNCION CON CONTROL ECOGRAFICO- RADIOLOGICO
2 QUE LE VAMOS A HACERT

1. Descripcion del procedimiento
* En qué consiste: en obtener muestras de organos internes para poder analizaros sin una exploracion quirbrgica.

+ Como se realiza: mediante pinchazo con una aguja fina a través de la piel hasta la lesion que fiene en una parte)
de su cuerpo (torax, abdomen, etc.) y que se ha detectado por palpacion o por medios radiologicos. Controlamos|
la posicion de la aguja con metodos de imagen como la ecografia o radiologia. Cuando la punta de la aguja sel
sitla en la lesion, el especialista aspira con una jeringa para obtener material para el diagndstico en Anatomia|
Patologica. En ocasiones puede ser necesario realizarlo mas de una vez.

+ Cuanto dura: aproximadaments 15 minutos.

2. Qué objetivos persigue: obtener el diagnostico de la posible enfermedad.

2 QUE RIESGOS TIENE?
1. Riesgos generales:

* La puncion puede resultar algo molesta; se puede notar sensacion de descarga eléctrica que desaparece|
al retirar la aguja aunque,en general, ni siquiera se precisa administrar anestesia local.

* La complicacion mas frecuente son los mareos, (10% de media).

En las punciones de torax pueden aparecer hemoptisis (al toser sale un poco de sangre) en un 3% de|

casos y neumotarax (aire en la membrana que envuelve al pulmon) de grado minimo en un 42%.

* En el abdomen {en menos de un 10%) hematomas, infeccion v neumotorax, y en el resto del
localizaciones algdn pequefio hematoma.

La mayoria de estas complicaciones son leves y no requieren tratamiento.

+ Existen ofros riesgos graves muy infrecuentes (menos de uno por mil) como parada cardiorespiratoria,
neumotarax grave y hemorragia abdominal.

+ Una vez realizada la prugha, a veces no 52 consigue obtener material para el diagndstico; ello ocurrel
entre un 0-17% dependiendo del tipo v localizacion de |a lesion. En estos casos debe recurirse a técnicas|
mas agresivas quinirgicas que requiseren anestesia general e ingreso hospitalario durante varios dias.

2. Riesgos personalizados:
Es importante que nos comunigue si el paciente tiene alguna enfermedad conocida (especialments del
corazon), alergia a medicamentos U otras sustancias, y si se encuentra en tratamiento con anticoagulantes.

Ademas de los riesgos antedormente citados por lafs enfermedadfes que padece puede presentar otras|
COMUPICACIOMIES ... mm s e s e e e e e .

3. Beneficios del procedimiento a corto y medio plazo:
Facilita el diagndstico histologjco.

£QUE OTRAS ALTERNATIVAS HAY?

E= el primer paso y el menos agresivo en el diagnostico histologico de la lesion. En casos concretos pueden
ser necesarios procedimientos diagndsticos mas agresivos comao la biopsia que conlleva poder realizar un diagnosticol
mas fiable.

07.0

~ 167 ~



Anexos

:NOS AUTORIZAT
Por este documento solicitamos la autorizacion del paciente para realizar el procedimiento ywio prusba, v usar
imagenes e informacion de su Historia Clinica con fines docentes o cientificos, yva que estd siendo atendido en un
Haospital Universitario. Su anonimato sera respetado.

DECLARACIONES ¥ FIRMAS

Antes de firmar este documento, si desea mas informacion o tiene cualquier duda sobre la enfermedad del
paciente, no tenga reparo en preguntamos. Le atenderemos con mucho gusto. Le informames que tiene derecho a
revocar su decision y refirar su consentimiento.

Conforme a lo dispuesto en la LOPD (Ley de Proteccion de Datos) 1501999 de 13 de diciembre =& informa
que los datos del paciente seran objeto de tratamientos e incorporados a ficheros del area 5 Atencion especializada
con fines asistenciales, de gestion investigacion cientifica y docencia. Solo podran ser cedidos a organismos
autorizados. Podra ejercer el derecho a acceso, cancelacion, rectificacion v oposicion en la Gerencia del Area.

1.Relativo al paciente:

DD e con DML e
He sido informadofa suficientements de la intervencion gue se me va a realizar, f::n:pllcandu'ne SUS riesgos,
complicaciones y altemnativas; la he comprendido v he tenido el tiempo suficiente para valu::rar mi decisidn. Por tanto,
estoy satisfechola con la ir'rformaci[':n recibida. Por ello, doy mi consentimiento para que se me realice dicha
intervencion por el médico responzable wo médico residente supervisado por facultativo especialista. Mi aceptacion
es voluntaria v puedo refirar este consentimiento cuando lo crea oportuno, sin que esta decision repercuta en mis
cuidados posteriores.

S& que estoy siendo atendido en un Hospital Universitario. Autorizo 51 C NO C para utilizar material grafico o
bioldgico resultado de la intervencion con fines docentes v cientificos.

Firma del paciente Fecha: ......... | S— | —

2. Relativo al médico que solicita:

DrdDra. o he informado al paciente wio al tutor o familiar
del objeto v naturaleza del procedimiento que s |l va & realizar explicandole los riesgos, complicaciones y
alternativas posibles.

Firma del médico Fecha: .......... [ — T E—

3. Relativo al medico que realiza:

[ | I - TS he informado al paciente wo al tutor o familiar
del objeto v naturaleza del procedimiento que se |2 va a realizar explicandole los riesgos, complicaciones y
altermativas posibles.

Firma del médico Fecha: .......... | E— [ E—

4. Relativo a los familiares y tutores:
El paciente D. /DA, woveeveeeeesesaenens no tiene capacidad para decidir en este
momento.

con DML o y en calidad de
he gido informadofa suficientements de la intervencion que se |2 va a
reglizar. Por ello, doy expresamente mi consentimiento. Mi aceptacion es voluntaria v puedo refirar este
conzentimiento cuando lo crea oportuno.

Firma del tutor o familiar Fecha: .......... | S— |
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ANEXO I

hm hospitales

Consentimiento informado biopsia con aguja
gruesa (BAG)

de_........_...afos de edad, condomicilio en. .
ooy Yeon DN
DECLARO

Que El DrDra. ... me ha explicado

debidamente gue es conveniente proceder a la realizacion de una BIOPSIA
CON  AGUJA GRUESA (BAG) de Ila lesion localizada en
El propasito principal de la biopsia es el estudio anatomopatologico de a lesion,

para lo cual se obtendra una muestra parcial de la misma.
Se va a necesitar anestesia local, y se hara una pequefia incision.

Se me ha informado de los posibles riesgos del procedimiento, en especial:
Riesgos generales: dolor, hematoma, sangrado o infeccion en la zona de
puncion.

Riesgos especificos: . NEUMOTORAX, HEMORRAGIA PERILESIONAL, HEMOPTISIS .

Mo se me ha dado garantia de que se puedan conseguir los objetivos

diagnosticos previstos.

He comprendido la naturaleza de la prueba, estoy satisfechola con la
informacion que se me ha proporcionado, y por ello DOY M
CONSENTIMIENTO para que se me practigue el procedimiento de BIOPSIA
CON AGUJA GRUESA.

Fecha de Aplicacion: Junio 2015 Rev. 3
HGHM-DG-10T1 Fagina 1de 2
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Y para que asi conste, firmo el presente original después de leido.

= 1 T - I de de. ...
TESTIGD PACIENTE MEDICO
I DML Dr.:
Fdo.: Fdo.: N Colegiado:
Fdo.:

REPRESENTAMTE LEGAL

DML
Fdo.:

Denegacion o Revocacion

b o T D TR
Después de ser informado/a de la naturaleza y nesgos de la prueba antes
sefnalada, manifiesto de forma libre y consciente mi denegacion/revocacion
[tichese lo gque no proceda) para su realizacion, haciendome responsable de las

consecuencias que puedan derivarse de esta decision.

= D - I de de ...
TESTIGD PACIENTE MEDICO
I DML Dr.:
Fdo.: Fdo.: M. Colegiado:
Fdo.:

REPRESENTAMTE LEGAL

DML
Fdo.:

Fecha de Aplicacion: Junio 2015 . Rey. 2
FGHM-DG-10071 Pagina 2 de 2
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ANEXO 11l

Rendimiento diagnostico y eficacia de las punciones transtoracicas guiadas por TC segun el calibre de la aguja empleada

Calibre de aguja (G) Autor, afio Revista |8 (%) |E (%)|VPP (%) VPN (%) | Exact (%) |Rendimiento (%)| N |ROSE | N* Patrén oro
25 Qtkonomou, | £ padiol. | 93,6 | 100 | 100 70 94 2 100 126 | no | 125 Pieza quirdrgica y
2004 seguimiento
Sangha, |Can. Assoc. ; Pieza quirargica y
22 2016 Radio. 4 | > | & 9 124 st | 98 seguimiento
Cancer - - -
22 Coley, 2015 Cytopathol. 89 94 17 si No compara diagnosticos
Capalbo, Radiol. ; . . L
22 2014 Med. 94 83 893 a6 sl No compara diagnosticos
Poulou, ] . .
22 2013 Acta Radiol 97.03 641 no Mo compara diagnosticos
Diacon Eur. Respir. 82 global ; . .
22 ' 155 s Mo compara diagnosticos
2007 J 95 en CP para clag
Schubert, Diagn. ; - s
22 2005 Cytopathol. 737 a9 si 83 | No compara diagndsticos
/. vasc. 82 global
22 Ocak, 2016 Interv. . 102
Darind 89 cancer
Mondal, |South Asian ] ] o L
21 2013 I cancer 97 90 99 77 95 954 130 sl 124 | Pieza o biopsia quirargica
J. Med.
Laspas, Imaging . Pieza quirargica y
21 2008 Radiat 921 93 99,7 66,7 a3 a0 409 Si 369 seguimiento
Oncol.
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Calibre de aguja (G) Autor, afo Revista |5 (%)|E (%) | VPP (%) |VPN (%) | Exact (%) |Rendimiento (%)| N |ROSE | N* Patrén oro
Coley, Cancer . -
20 20015 Cytopathol. a8 100 19 137 | No compara diagndsticos
952 i irargi
20 Hiraki, 2000 | Chest | 942 | 991 | 909 | 837 ' 99,4 1000 1opp| F1ezaquirirgicay
92,7 (£1cm) seguimiento
20 Li, 2013 |Clin. Radiol. | 90,4 | 100 | 100 833 935 100 169 169 Pieza quirurgica y
seguimiento
20 Rotolo, 2016 | Eur Radiol. |87-92 | 100 100 62-77 89-94 91,35 324 282 Pieza quirtrgica
20 aspiracion y/o cilindro| Choi, 2013 |  AJR 931 | 988 | 993 88 95 89,92 268 | si | 241 Pieza quirtrgica y
seguimiento
20 aspiracion Choi, 2013 |  AJR 892 | 974 93 4 80,85 94 | si | 76 Pieza quirtrgica y
seguimiento
20 cilindro Choi, 2013 |  AJR 936 | 100 952 95 42 153 146 | Flezaquirdrgicay
seguimiento
20 aspiracion + cilindro | Choi, 2013 AJR 100 | 100 100 90,5 21 | si | 19 Pieza quirirgica y
seguimiento
20-22 Beslic, 2012 | *adio/ 796 147 | no Pieza quirtrgica y
' Oncol. ' seguimiento
20 cilindro M”gggg”"' Eur Radiol. | 922 | 991 | 998 | 73,3 605 604 | Histologia o seguimiento
20 citologia M”gggg”"' Eur Radiol. | 90,1 | 991 | 997 | 705 09 605 | no | 599 | Histologia o sequimiento
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Calibre de aguja (G) Autor, afio Revista | S (%) |E (%)| VPP (%) |VPN (%) | Exact (%) |Rendimiento (%)| N |ROSE | N* Patrén oro
] Clin Lung o
18-20 Hsiao, 2013 92,2 | 100 100 741 98,29 352 329 Seguimiento
Cancer
Capalbo, Radiol. . -
18 2014 Med. 818 819 66 No compara diagnosticos
18 F’gg;oau, Acta Radio.| 90,55 245 No compara diagnésticos
PAAF-US Hsu, 1996 | 2 O™ 71 91 191 52 Pieza quirdrgica y
Ultrasound seguimiento
PAAF + BAG-US Hsu, 1906 | 2 CIm 80 04 21 57 Pieza quirdrgica y
Ultrasound seguimiento
14 Beslic 2012 | T80 | 95 | 100 96,85 95 Pieza quirurgica y
Oncol. seguimiento
14 Diacon, | Eur. Respir. 76 global 155 No compara diagndsticos
2007 J. g P 9
J Vasc.
14 Ocak, 2016 Interv. 90 global 102 No compara diagnosticos
Radiol.
Schubert, Diagn. ] . .
22y 14 2005 Cytopathol. 89 4 85 sl 76 | No compara diagndsticos
Para calcular el rendimiento se consideran todas las muestras incluidas inicialmente se haya hecho o no posteriormente comparacion con pieza de reseccion o
seguimiento y para calcular el resto de parametros se consideran Unicamente las muestras cuyo diagnostico se contrastdé con el patrén oro.
Abreviaturas. G: Gauge, S. Sensibilidad, E. Especificidad, VPP: Valor predictivo positivo, VPN Valor predictivo negativo, Exact= Exactitud. N*= N comparada con
patron oro, ROSE= Rapid on site evaluation (evaluacion inmediata de la validez de la muestra por un citélogo), CP: Cancer de pulmon, PAAF-US/BAG-US= PAAF/BAG
guiadas por ultrasonidos.
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