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1. PRESENTACION Y JUSTIFICACION

La tesis doctoral que se presenta es el resultado del trabajo realizado en la
Unidad de Broncoscopia del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona y
del Instituto de Recerca Biomédica de Sant Pau (llb Sant Pau) en el seno del
programa de doctorado del Departamento de Medicina de la Universidad
Autéonoma de Barcelona. Este trabajo se ha llevado a cabo bajo la direccion del Dr.

Joaquin Sanchis Aldas y el Dr. Vicente Plaza Moral.

La linea de investigacion desarrollada tiene como objetivo ampliar las
herramientas diagndsticas actualmente disponibles en broncoscopia con la
aplicacion de una técnica innovadora basada en la utilizaciéon de sondas de
crioterapia que permiten realizar la biopsia transbronquial de una forma
ambulatoria y menos invasiva que otras alternativas actualmente disponibles como

la biopsia quirurgica.

El presente trabajo consta de dos fases cuyo fin fue demostrar la utilidad de
la criosonda para la realizacién de la biopsia pulmonar transbronquial. Para ello, en
primer lugar, se presentan los resultados de una primera fase prospectiva que ha
permitido valorar la viabilidad de la técnica y su aplicacién en nuestro medio asi
como, la descripcion de la metodologia. En una segunda fase, se analizan los
resultados de un ensayo clinico aleatorizado para evaluar el rendimiento

diagndstico del nuevo procedimiento en comparacion con la técnica convencional.

Los resultados de estos estudios permiten la posibilidad de mejorar el
manejo diagnostico de los pacientes con determinadas patologias pulmonares,
especialmente en el grupo de las enfermedades pulmonares difusas. Estas
entidades constituyen un grupo de enfermedades respiratorias generalmente
infradiagnosticadas que conllevan una importante morbilidad no solo por sus
manifestaciones clinicas, radiolégicas y funcionales respiratorias sino porque,
debido a que las principales alteraciones anatomopatolégicas afectan a las
estructuras alveolointersticiales, exigen realizar técnicas diagndsticas dirigidas a la
obtencion de parénquima pulmonar. Los hallazgos histolégicos constituyen la clave
de la diferenciacion de las distintas patologias que afectan al intersticio pulmonar.

El diagnéstico especifico condiciona la actitud terapéutica y permite establecer un
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pronostico adecuado. A fin de evitar tratamientos empiricos innecesarios, es
imprescindible mejorar los procedimientos para alcanzar la identificacién correcta

de estas patologias.

Hasta el momento, la técnica diagndstica utilizada para la obtenciéon de
muestras pulmonares de una forma no quirdrgica es la biopsia pulmonar
transbronquial con pinza convencional, pero tal y como se detalla en la presente
exposicion, el rendimiento diagndstico de esta técnica es limitado. Actualmente, la
busqueda de tratamientos cada vez mas especificos e individualizados y dirigidos
a entidades concretas, hace necesario el desarrollo de técnicas diagndsticas que
permitan un avance en el conocimiento y clasificacién de estas enfermedades. En
este sentido, a raiz de los resultados de los trabajos publicados, la biopsia
pulmonar transbronquial con criosonda se ha comenzado a considerar un
procedimiento mas en el algoritmo diagndstico de las enfermedades difusas v,
como tal, recientemente, aparece descrito en el Manual de Procedimientos en
Biopsia Pulmonar para el diagnéstico de EPID de la Sociedad Espafiola de

Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR).

El trabajo realizado en esta tesis ha sido financiado con subvenciones
concedidas por varios organismos oficiales como el Fondo de Investigacion
Sanitaria del Instituto de Salud Carlos Ill (PN de [+D+l 2008-2011, ISCIII-
Subdirecciéon General de Evaluacion y Fomento de la Investigacién, FEDER,
Proyecto FIS, PI10/01006), de la Sociedad Espafiola de Neumologia (SEPAR), de
la Societat Catalana de Pneumologia (SOCAP) y de la Fundacié Catalana de
Pneumologia (FUCAP).

Asimismo, los resultados obtenidos han sido objeto del reconocimiento de la
European Respiratory Society (ERS) que otorgd la Interventional Pulmonology
Travel Grant en 2013 y de la Asociacion Espanola de Endoscopia Respiratoria

(AEER) que concedio el Premio Antoni Castella.

Finalmente, el trabajo que se expone a continuacién ha propiciado el inicio
de estudios multicéntricos nacionales e internacionales y, actualmente, se
encuentra incluido en el Programa Integrado de Investigacion del Area de Técnicas
y Trasplante de la SEPAR.
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2. INTRODUCCION

2.1. Biopsia pulmonar transbronquial convencional

El término de biopsia pulmonar transbronquial (BPTB), se refiere a la
técnica endoscopica que permite obtener muestras de parénquima pulmonar

mediante broncoscopia.

Los inicios de la biopsia transbronquial se remiten a 1953, cuando el Dr.
Tsuboi describié un nuevo método diagndstico para la exploracion de lesiones
pulmonares periféricas que consistia en un catéter bronquial con un extremo movil
a través del cual se podia introducir un instrumento disefado especialmente para

el acceso de estas lesiones (1).

La primera biopsia transbronquial fue realizada en 1963 por el Dr. Howard
Andersen utilizando una pinza flexible de Holinger a través de un broncoscopio
rigido (2). En su estudio, Andersen y colaboradores incluyeron 13 pacientes con
enfermedad pulmonar difusa y en 11 de ellos esta técnica permitié obtener tejido
pulmonar adecuado para establecer un diagndéstico. En 1967, Nordenstrom
comunico resultados favorables con biopsias obtenidas mediante una aguja a
través de un catéter transbronquial de pacientes con sospecha de cancer de

pulmoén de localizacién periférica (3).

La introduccion del broncoscopio flexible por Sigheto lkeda en 1968
posibilitd el examen de los bronquios subsegmentarios. Este avance dio lugar a
que, en 1974, el Dr. Levin describiera la biopsia pulmonar transbronquial utilizando

un broncoscopio flexible (4).

Posteriormente, se realizaron los primeros estudios enfocados a valorar el
rendimiento diagnostico de la técnica. En este sentido, Smith y colaboradores
evaluaron 40 pacientes con enfermedad pulmonar difusa mediante la técnica
guiada por control fluoroscopico (5). El diagndstico anatomopatolégico fue posible
en 34 de los 40 pacientes, en 4 pacientes el resultado de la biopsia fue util para el
manejo clinico y en 2 pacientes los resultados fueron inespecificos. Los autores no

observaron complicaciones graves y unicamente describieron casos de hemorragia
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ligera. Estos resultados coinciden con los obtenidos en otro estudio clasico
realizado en 85 pacientes con la misma orientacion diagndstica pero en los que
técnica se llevd a cabo sin control fluoroscoépico (6). A diferencia del anterior, en
este ultimo estudio ademas de los casos de sangrado ligero tras la biopsia, se

produjeron dos casos de neumotorax.

Los resultados de estos y otros estudios orientados a la descripcion de la
biopsia pulmonar transbronquial y al analisis de su rendimiento diagndstico,
facilitaron que, en 1978, Zavala estandarizara la técnica, analizara el perfil de
seguridad y estableciera las indicaciones y complicaciones (7). Algunas de las
aportaciones mas importantes del trabajo de Zavala que, actualmente, siguen
vigentes fueron la explicacion meticulosa de la forma de obtencién de biopsias
mediante una pinza introducida a través del canal de trabajo del broncoscopio
flexible y la descripcidn del método de oclusién y aspiracién mediante el propio
broncoscopio para favorecer la formacion de un coagulo y evitar el sangrado tras la

biopsia.

2.1.1. Indicaciones generales

El analisis de muestras pulmonares es requerido para el diagndstico de una
gran variedad de enfermedades respiratorias. Las biopsias del parénquima
pulmonar pueden ser obtenidas mediante diferentes técnicas entre las que se
encuentran la biopsia pulmonar transbronquial, la puncién aspiracion con aguja
fina (PAAF) guiada por tomografia axial computarizada (TAC) o mediante técnicas
quirargicas como la videotoracoscopia y la biopsia quirargica abierta por
toracotomia. La biopsia quirurgica es la técnica de eleccion para el diagndstico de
algunas enfermedades, como las enfermedades pulmonares intersticiales difusas,
aunque se trata de un método invasivo, que requiere anestesia general e ingreso

hospitalario.

La BPTB tiene una amplia variedad de indicaciones, el porcentaje de
complicaciones es bajo y puede ser realizada en régimen ambulatorio. Esta técnica
proporciona muestras de parénquima pulmonar periférico mediante una pinza de
biopsia introducida por el canal del broncoscopio flexible. Sin embargo, el

rendimiento diagndstico de la técnica es muy variable (5, 8, 9) y se encuentra
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sujeto a limitaciones entre las que destacan el pequefio tamafo de las muestras
obtenidas (10), la presencia de artefactos producidos por el aplastamiento o el

efecto de la pinza sobre el tejido biopsiado (11).

La obtencion de muestras pulmonares adecuadas es fundamental para
obtener el diagnéstico de enfermedades pulmonares localizadas o difusas asi
como su clasificacibn posterior en procesos neoplasicos, enfermedades
intersticiales, infecciones y enfermedades pulmonares de injerto contra huésped.
Varias series de casos, han descrito el rendimiento diagnéstico de la BPTB en
grupos heterogéneos de pacientes con una gran variedad de patologias (9, 12-15).
En estos estudios, a pesar de la obtencion de parénquima pulmonar en un elevado
porcentaje de los casos, no fue posible establecer un diagndéstico de certeza,
aunque los datos obtenidos de estos estudios se han de analizar con precaucion
ya que, en muchos de ellos, no se aplicaron criterios estrictos de evaluacion
histoldgica. Asi, hallazgos no especificos en la biopsia transbronquial suelen ser

poco Utiles y pueden llevar a decisiones clinicas equivocadas.

Entre las patologias pulmonares en las que la biopsia pulmonar
transbronquial puede permitir un diagnéstico especifico se encuentran las
enfermedades infecciosas (infecciones por mycobacterium tuberculosis, por
micobacterias atipicas, por pneumocystis jirovecii, infecciones fungicas y otras
infecciones virales como la infeccidbn por citomegalovirus), enfermedades
neoplasicas (neoplasias primarias pulmonares o metastasicas), el rechazo agudo
en el trasplante pulmonar, los infiltrados difusos del paciente con ventilacion

mecanica y algunas enfermedades intersticiales difusas (16).

En cuanto a las enfermedades pulmonares intersticiales difusas, la BPTB
permite establecer un porcentaje elevado de diagndsticos en patologias con
afectacion peribronquiolar como la sarcoidosis y la linfangitis carcinomatosa
respecto a otras entidades como las vasculitis o la fibrosis pulmonar idiopatica en
las que es preciso disponer una mayor representatividad de tejido pulmonar de las
areas peribronquiales y subpleurales. En los siguientes apartados se realiza un
anadlisis del rendimiento diagndstico de la técnica distribuido por grupos de

patologias.
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2.1.1.a. Indicacion en la enfermedad pulmonar intersticial difusa

Las enfermedades pulmonares intersticiales difusas (EPID) engloban un
grupo heterogéneo de patologias que responden a multiples factores etiolégicos y
con diferentes implicaciones prondsticas y terapéuticas. En la mayor parte de los
casos, la dificultad para establecer un diagndéstico especifico hace necesario un
abordaje multidisciplinar y estructurado (17). En cuanto a su clasificacion, estas
entidades se distribuyen en tres grupos: el primer grupo en el que se engloban las
neumonias intersticiales idiopaticas (NIl), el segundo grupo constituido por
enfermedades intersticiales de causa conocida o asociadas a entidades clinicas
bien definidas como son las manifestaciones pulmonares de las enfermedades del
colageno, las asociadas a enfermedades hereditarias o las causadas por
farmacos, polvos organicos y polvos inorganicos. El tercer grupo corresponde a
entidades clinicas idiopaticas pero con clinica e histologia bien definidas (tabla 1).
(17, 18).

Neumonias intersticiales idiopaticas

Fibrosis pulmonar idiopatica

Neumonia intersticial aguda

Neumonia intersticial no especifica

Bronquiolitis respiratoria con enfermedad pulmonar intersticial (Bronquiolitis respiratoria/EPID)
Neumonia intersticial descamativa

Neumonia organizada criptogenética

Neumonia intersticial linfocitica

De causa conocida o asociadas

Asociadas a enfermedades de colageno

Causadas por polvos inorganicos (neumoconiosis)

Inducidas por farmacos y radioterapia

Causadas por polvos organicos (alveolitis alérgicas extrinsecas)

Asociadas a enfermedades hereditarias (enfermedad de Hermansky-Pudlak, etc.)

Primarias o asociadas a otros procesos no bien definidos

Sarcoidosis

Proteinosis alveolar

Microlitiasis alveolar

Linfangioleiomiomatosis

Eosinofilias pulmonares

Histiocitosis X (granulomatosis de célilas de Langerhans)
Amiloidosis

Otras EPID

Tabla 1. Clasificacion de las enfermedades pulmonares difusas. Adaptada de Xaubet A y col. (17)
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La clasificacion de la EPID ha sido objeto de diferentes modificaciones. En
2002, el consenso ATS/ ERS (18) establecié una nueva clasificacion de las NIl que
incluia siete entidades especificas basandose en los avances radiolégicos y en un
mejor conocimiento anatomopatolégico de estas enfermedades. Asimismo, se
introdujeron grandes cambios entre los que destaca la inclusién del consenso
multidisciplinar en el algoritmo diagndstico. Recientemente, la clasificacién de las
NIl ha sido nuevamente modificada y, entre otros cambios, se introducen términos
como la neumonia intersticial no especifica idiopatica y se incluyen enfermedades

raras como la fibroelastosis pleuroparenquimatosa idiopatica (tabla 2) (19).

Neumonias intersticiales idiopaticas

Fibrosis pulmonar idiopatica

Neumonia intersticial no especifica idiopatica
Bronquiolitis respiratoria-enfermedad pulmonar intersticial
Neumonia intersticial descamativa

Neumonia organizada criptogénica

Neumonia intersticial aguda

Neumonias intersticiales idiopaticas raras

Neumonia intersticial linfoidea idiopatica
Fibroelastosis pleuroparenquimatosa idiopatica

Neumonias intersticiales idiopaticas no clasificables*

*Las causas de las neumonias intersticiales no clasificables incluyen: 1. Datos clinicos, radiolégicos o
patolégicos inadecuados y 2. Discordancias entre los datos clinicos, radiolégicos y/o hallazgos
patolégicos que podrian observarse en las siguientes situaciones:

a. Tratamientos previos que podrian alterar los hallazgos radiologicos o histologicos.

b. Nuevas entidades o variantes inusuales de entidades descritas pero no caracterizadas adecuadamente
segun la normativa actual de la ATS/ ERS.

c. Patréon radiolégico o patolégico que podria encontrarse en pacientes con neumonia intersticial
idiopatica.

Tabla 2. Clasificacion de las Neumonias Intersticiales Idiopaticas. Revision de la ATS/ ERS 2013.
Adaptada de Travis WD y col. (19)

Esta modificacion en la clasificacion también ha comportado cambios en el
algoritmo diagndstico de la EPID. Asi, aunque el diagnéstico de estas
enfermedades requiere, en la mayoria de los casos, del estudio anatomopatolégico
de muestras pulmonares, el diagnostico final se establece tras un consenso

multidisciplinar. Hasta el afio 2002, tras la valoracion de una tomografia axial

43



INTRODUCCION

computarizada de alta resolucion (TACAR), se contemplaba la realizacion de una
broncoscopia, con lavado broncolaveolar y/o biopsia pulmonar transbronquial, para
diferenciar pacientes con la orientacion diagnoéstica de enfermedades pulmonares
difusas de causa conocida, pacientes con la orientacion de neumonia intersticial
idiopatica y pacientes con sospecha de otras enfermedades pulmonares difusas.
De esta forma, la BPTB estaba indicada en todos los casos a excepciéon de los
casos con un diagndstico clinico y radiolégico consistente con fibrosis pulmonar
idiopatica (FPI) (figura 1) (18).

Diagnostic Process in DPLD

History, physical examination, chest radiograph, lung function tests
1

Not IIP
e.g. associated collagen vascular disease, Possible IIP
environmental, drug-related, etc. I
HRCT
I
| 1 1 |
Confident CT Atypical clinical || Features diagnostic || Suspected
diagnosis of IPF with || or CT features of another other DPLD
consistent clinical for IPF DPLD e.g. PLCH
features 1

TBBx or BAL? = | If non-diagnostic [«=, 1 20X BAL of
other relevant test

v

A

Surgical lung biopsy

| | 1 | | 1 | |
uP |Insip|| rRB || DIP || DAD || oP || LIp || Nen!P

confirmed

Figura 1. Algoritmo diagndstico en la EPID (18).

En las ultimas décadas se ha aceptado ampliamente que la técnica
diagnéstica de eleccion para el diagnéstico de las NIl es la biopsia quirdrgica. La
reciente modificacion de los criterios diagndsticos en las enfermedades
pulmonares intersticiales difusas y, en concreto en la FPI, ha permitido reenfocar
las posibilidades diagndsticas y otorgar un mayor valor a los hallazgos clinicos y
radiologicos de estos pacientes (figura 2) (20). De esta forma, segun el consenso
actual de la ATS/ERS/JRS/ALAT, los cuatro hallazgos radioldgicos tipicos que
permiten establecer un diagndstico de certeza de NIU en la TACAR son los
siguientes: afectacién pulmonar con predominio basal y localizacion subpleural,

presencia de reticulaciéon, existencia de panalizacién y ausencia de hallazgos que
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excluyan el patron de neumonia intersticial usual (20, 21). Las guias actuales
recomiendan que el diagnéstico definitivo de la FPI, si en la TACAR no se objetiva
un patron tipico, debe ser establecido mediante una biopsia quirdrgica. La
integracion del patron histopatolégico con los hallazgos de la TACAR permitira
determinar si se trata de un patréon de NIU, posible NIU, probable NIU o una

fibrosis no clasificable.

Sospecha de FPI

si
¢ Causas identificables de otras EPID? :
No
TACAR
NIU Posible con NIU
No concordante con NIU
v
. . . No NIU
Biopsia quirurgica
NIU
Probable NIU/Posible NIU
EPID no clasificable
v
COMITE
MULTIDISCIPLINAR
v v V
FPI FPI1/ no FPI No FPI

Figura 2. Algoritmo diagndstico en la sospecha de fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) (20,21)

Sin embargo, en un numero elevado de pacientes la enfermedad se
encuentra avanzada o presentan comorbilidades que impiden la realizacién de una
biopsia quirurgica. En cuanto a las técnicas quirurgicas, en estos pacientes la
biopsia quirurgica por videocirugia toracoscopica (VATS) se considera la técnica
de eleccion frente a la biopsia quirurgica por toracotomia, por su menor
morbimortalidad (22). Aun asi, la VATS presenta una tasa global de
complicaciones precoces del 7% (23). Ademas, segun las series publicadas, la
tasa de mortalidad atribuible al procedimiento oscila entre el 0% y el 5,3% y se
debe principalmente a insuficiencia respiratoria por una exacerbacién aguda de la
enfermedad (24, 25). Por otro lado, las limitaciones de establecer un diagndstico

unicamente con la informacion histolégica son ampliamente conocidas. Asi, uno de
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los errores mas comunes es la interpretacion de muestras histoldgicas de areas
pulmonares no representativas de la patologia en estudio o la variacion inter-
observador en el andlisis de estas muestras (26). Este dato es especialmente
importante en la diferenciacién de entidades como la neumonia intersticial no
especifica (NINE) y la neumonia intersticial usual (NIU). Por ello, actualmente, se
considera que el diagnostico de estas enfermedades ha de establecerse de forma
multidisciplinar sobre la base de la informacién clinica, radiolégica e histoldgica
(27).

La principal utilidad de la BPTB en las EPID es la de proporcionar un
diagndstico definitivo y evitar otros procedimientos mas invasivos. En general, la
BPTB esta indicada en los pacientes en los que la informacion clinica y la
radiolégica sugieran una patologia que pueda diagnosticarse mediante esta
técnica. Clasicamente, la BPTB se ha indicado ante la sospecha de patologia
neoplasica de distribucion difusa, infecciones, sarcoidosis, neumonitis por
hipersensibilidad, neumonia organizada, neumonia eosindfila y en otras
enfermedades intersticiales poco frecuentes como la proteinosis alveolar, la
amiloidosis, la neumonia lipoidea, la linfangioleiomiomatosis y la histiocitosis de
células de Langerhans. Sin embargo, el pequefo tamafo de las muestras
obtenidas, la presencia de artefactos y, en ocasiones, la incapacidad de la técnica
para obtener tejido periférico (28, 29) impiden realizar una correcta valoracion
histologica de la biopsia. Ademas, las enfermedades intersticiales difusas
requieren, para su correcta clasificacion, no solo la identificacion de hallazgos
histolégicos especificos sino una amplia valoracion histoldégica por lo que se
requieren muestras de un tamano adecuado que representen diferentes areas
pulmonares. Asi, las muestras obtenidas por BPTB que presentan tejido pulmonar
normal, pared bronquial o unicamente tejido fibrético deberian excluirse del analisis

histopatoldgico de estas entidades.

En cuanto al rendimiento diagndstico de la técnica, los estudios analizados
que engloban grupos de pacientes con un amplio espectro de enfermedades
pulmonares difusas concluyen que la BPTB podria permitir un diagndstico
especifico en el 29 al 79% de los casos (7, 8). En estos estudios, el rendimiento
diagnéstico mas alto se alcanzé en las entidades con mayor afectacion

centrolobulillar.
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2.1.1.b. Indicacion en la patologia neoplasica periférica

La sospecha del cancer de pulmén se establece, habitualmente, a partir de
una radiografia u otra técnica de imagen toracica anormal, asociada o no a la
presencia de clinica sugestiva por la afectacién local o sistémica del tumor (31). La
broncoscopia flexible es la técnica mas utilizada en el diagnéstico de la patologia
neoplasica de localizacién pulmonar. Endoscopicamente, el cancer de pulmon
puede ser visible o no durante la exploracion. Los tumores endoscopicamente no
visibles suelen presentarse en la radiografia de térax como lesiones periféricas:
nodulos, masas o infiltrados pulmonares. Segun un metaanalisis en el que se
revisaron 16 estudios que incluian pacientes con patologia neoplasica de
localizacion periférica, la combinacion de diferentes técnicas broncoscopicas

permitié establecer el diagndstico en el 78% de los casos (32).

En este sentido, la BPTB, realizada como unico procedimiento, es el
método mas util y permite el diagndstico en el 36 al 88 % de los casos, aunque
este porcentaje aumenta de forma significativa si la BPTB se asocia a otros
procedimientos como el cepillado bronquial, el broncoaspirado, el lavado

broncoalveolar o la puncién aspiracion con aguja fina (32).

b.1. BPTB en el nédulo pulmonar solitario

El nédulo pulmonar solitario (NPS) se define como una opacidad radiolégica
intrapulmonar de forma mas o menos redondeada no asociada a otras lesiones
radiolégicas pleuroparenquimatosas o mediastinicas relevantes (33-35). En las
radiografias de térax realizadas por cualquier motivo, se objetiva un nddulo
pulmonar solitario en 0,09 al 0,2% de los casos (36) y esta incidencia aumenta si la
exploracién realizada es una TAC de térax dénde es posible encontrar un NPS

hasta en el 51% de los pacientes fumadores de mas de 50 afios de edad (37).

En el NPS, la obtenciéon de un diagndstico histolégico es uno de los retos
actuales en endoscopia respiratoria. El objetivo es la correcta diferenciacion entre
patologias neoplasicas y otras entidades benignas con tal de evitar los riesgos de
las técnicas diagndsticas y permitir la aplicacion de un tratamiento adecuado y

dirigido.
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Las técnicas diagndsticas indicadas en la evaluacién del NPS dependen,
fundamentalmente, de la accesibilidad de la lesion y del riesgo de malignidad. En
diferentes estudios (38-40), se han descrito las variables asociadas a malignidad.
En cuanto a las variables dependientes del paciente destacan la edad, el habito
tabaquico y el antecedente de una neoplasia previa y, con respecto a las variables
relacionadas con las caracteristicas del nédulo, se han propuesto variables como
la morfologia (diametro medio y tipo de borde) y la localizacién del nddulo
pulmonar. Sin embargo, dada la elevada incidencia y prevalencia del cancer de
pulmén, cada vez es mas aceptada la necesidad de obtener un diagndstico
histoldgico preciso de nédulos pulmonares de caracteristicas indeterminadas (41).
En este sentido se han desarrollado técnicas endoscépicas que permiten realizar
una aproximacién diagndstica mas precisa aunque la biopsia o la exéresis
quirurgica sigue siendo el método de eleccion en los casos de probabilidad de

malignidad intermedia o alta.

En cuanto a las técnicas diagnodsticas, en términos generales, la puncién
transtoracica con aguja fina guiada (PAAF) guiada por TAC, ha demostrado una
elevada sensibilidad (84-88%) y una gran especificidad (98-99%) para el
diagnéstico de malignidad (42). Sin embargo, la sensibilidad de la técnica
desciende al 50% en lesiones con tamafo inferior a 1 cm (0,5-0,7 cm) (43).
Ademas, entre los inconvenientes de la técnica destacan la incapacidad de
establecer un diagndstico preciso en algunas entidades, como el linfoma (44), en
las que es preciso el andlisis de una muestra de biopsia, y la elevada incidencia de
complicaciones, como el neumotdrax, que ocurre hasta en un 25% de los casos
(42).

En el noédulo pulmonar solitario, la BPTB presenta un rendimiento
diagnéstico variable. En una revision en la que se evalué el rendimiento
diagndstico de diferentes técnicas en pacientes con NPS, la BPTB presentaba un
rendimiento diagndstico que oscilaba del 11 al 76% (45). Entre los factores que
influyen en la probabilidad de obtener un diagndstico mediante BPTB se
encuentran: el numero de muestras obtenidas, el tamafio de las mismas y la
relacion del nodulo pulmonar a estudio con un bronquio proximal. Asi, el
rendimiento diagnostico de la BPTB en el cancer de pulmén aumenta con el

numero de biopsias. En el estudio de Descombes y colaboradores (46), el
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rendimiento diagnéstico de la BPTB fue del 21% cuando se obtuvieron de 1 a 3
muestras pulmonares mientras que este porcentaje se elevd al 78% cuando el

rango de biopsias obtenidas fue de 6 a 10.

Otro de los factores que influyen en el rendimiento diagnéstico de la BPTB
en la patologia neoplasica es la relacién del bronquio con el tumor. Esta relacion
fue descrita en 1965 por Tsuboi y colaboradores (1) al analizar, en 47 pacientes,
muestras pulmonares obtenidas tras reseccidon quirurgica. En este estudio
describieron cuatro tipos de relacion del bronquio con la tumoracion: el tipo | en el
que bronquio es permeable y llega hasta el tumor, el tipo Il; el bronquio se
encuentra contenido dentro de la masa tumoral y la pared bronquial esta obstruida
por tejido tumoral, el tipo llI; el bronquio se halla comprimido y estrechado por el
tumor pero la mucosa bronquial no se encuentra infiltrada y el tipo IV en el que el
bronquio esta comprimido y su calibre reducido por la propia tumoracién o por los
ganglios linfaticos peribronquiales (figura 3). Los autores observaron que mas del
60% de los tumores que presentaban un tamafo inferior a 3 cm de diametro tenian
unicamente un bronquio aferente mientras que si el tamafio del tumor era superior

a 3 cm era posible identificar 3 o mas bronquios en cerca del 60% de los casos.

QRS

| II 111 1A%

Figura 3. Relacién entre la masa tumoral y el bronquio. Adaptado de Tsuboi E y col. (1)

El llamado “signo del bronquio” hace referencia a los bronquios que llegan a
la masa tumoral o estan contenidos en ella. Asi, en ausencia de este signo, el
rendimiento diagnodstico de la BPTB en lesiones periféricas es del 0-44%

comparado con el 60-82% cuando este signo esta presente (47-50).
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La sensibilidad de la BPTB en la patologia neoplasica también se ve
afectada por el tamafo del tumor. En lesiones con un tamano inferior 2 cm el
rendimiento diagndstico es del 34% mientras que, en lesiones con tamafo superior
a 2 cm el rendimiento aumenta hasta el 63% (32). En este sentido, debido al
escaso rendimiento de la BPTB en lesiones de pequefio tamafo, se han
desarrollado varios sistemas de guia virtual como la broncoscopia virtual (51) y el
navegador electromagnético (52) o sistemas que permiten la visualizacion directa
como los broncoscopios ultrafinos (53) y las minisondas ecograficas (54) que
facilitan la localizacion y la utilizacion de pinzas de biopsias para la obtencién de

muestras histologicas.

2.1.1.c. Indicaciéon en la enfermedad infecciosa

c.1. Paciente inmunocompetente

Con frecuencia, la BPTB esta indicada en la evaluacién de procesos
infecciosos que no se resuelven con tratamiento convencional o que presentan una
lenta evolucion. En estos casos las muestras obtenidas por BPTB pueden permitir
confirmar el diagnédstico del proceso infeccioso o la evaluacion de la presencia de
otras entidades que pueden simular procesos infecciosos como neoplasias
pulmonares (adenocarcinoma) o enfermedades intersticiales difusas, i.e. la

neumonia organizada o la neumonitis por hipersensibilidad.

Con respecto a las infecciones por gérmenes especificos como
mycobacterium tuberculosis, la broncoscopia esta indicada en pacientes con
sospecha clinica y estudio del esputo negativo o ausencia de expectoraciéon. La
realizacion del broncoaspirado, del lavado broncoalveolar y de la BPTB permite
aumentar el rendimiento diagndéstico. En concreto, en el 10-20% de estos
pacientes, la BPTB constituye la unica técnica que posibilita la obtencién de

muestras adecuadas para establecer un diagndstico (55, 56).

En cuanto a las infecciones pulmonares por micobacterias atipicas, el
diagnostico de certeza es dificil de establecer ya que el aislamiento de estos
gérmenes en muestras pulmonares puede corresponder a una contaminacién o

colonizacion del huésped y no a una verdadera infeccion. Por ello, las técnicas
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broncoscoépicas y, concretamente, la BPTB suelen ser requeridas para confirmar el
diagnostico en estos casos. De acuerdo con las guias actuales, en un contexto
clinico adecuado, el diagndstico de infeccion pulmonar por micobacterias atipicas
requiere uno de los siguientes criterios microbioldgicos: 1) cultivo positivo de, al
menos, dos muestras independientes de esputo, 2) cultivo positivo de una muestra
de broncoaspirado o lavado broncolaveolar, 3) biopsia transbronquial que confirme
la presencia de inflamacién granulomatosa, presencia de bacilos acido alcohol

resistentes y cultivo positivo para micobacterias atipicas (57).

Respecto a la infecciones por hongos, el diagndstico es posible mediante
broncoaspirado o lavado broncolaveolar en una gran mayoria de los casos por lo
gue no suele ser necesaria la realizacion de una BPTB aunque algunos estudios
han objetivado un ligero incremento en el rendimiento diagndstico cuando se

realiza BPTB en estos pacientes (58).

c.2. Paciente inmunodeprimido

Los pacientes inmunodeprimidos presentan un amplio espectro de graves
complicaciones relacionadas con infecciones pulmonares por gérmenes
oportunistas. La realizacién de la broncoscopia y del lavado broncoalveolar
proporciona informacion diagnéstica adecuada en un porcentaje elevado de casos
con un numero bajo de complicaciones relacionadas con el procedimiento. En
estos pacientes, el valor diagnostico del lavado broncoalveolar esta bien
establecido pero el papel de la BPTB en estos casos esta sujeto a controversia
(59, 60).

La BPTB permite una aproximacion diagnéstica en el 15 al 68% de los
pacientes con infiltrados pulmonares difusos pero las posibles complicaciones
relacionadas con el procedimiento limitan su utilidad en los pacientes
inmunodeprimidos (16). En muchos casos, la BPTB no puede llevarse a cabo por
motivos de seguridad. En este sentido, varios autores has desestimado Ia
realizacién de BPTB en la mayoria de pacientes inmunodeprimidos incluidos en los
estudios (61, 62).
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Ademas, en los pacientes inmunodeprimidos con infiltrados pulmonares se
observan hallazgos anatomopatoldégicos poco relevantes como la inflamacién no
especifica y la presencia de fibrosis. Es necesario interpretar estos hallazgos con
precaucion ya que la presencia de hallazgos inespecificos en las muestras de
BPTB tienen un elevado valor predictivo negativo para procesos susceptibles de
tratamiento (63). Por ello, la biopsia quirdrgica ha de ser contemplada en los casos
en los que la BPTB no es diagndstica y los tratamientos empiricos iniciados fallan.
El rendimiento diagndstico de la biopsia quirurgica varia del 46% al 85% en los
pacientes En estos

inmunodeprimidos con infiltrados pulmonares difusos.

pacientes la biopsia quirirgica ha demostrado la presencia de hallazgos
histoléogicos compatibles con enfermedades no infecciosas como neoplasias,
linfoma y neumonia organizada que podrian ser tratadas con terapias adecuadas
(64). Leslie y colaboradores (30) han propuesto un algoritmo de diagndstico

diferencial del BPTB basandose en el estatus inmunoldgico del paciente (figura 4).
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Figura 4. Diagndstico diferencial para la biopsia transbronquial en la enfermedad intersticial difusa en

funcion del estado inmunolégico del paciente. PAP: Proteinosis alveolar pulmonar, LAM:

Linfangioleiomiomatosis. Adaptado de Leslie y col. (30)
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Entre los pacientes inmunodeprimidos, merecen una mencion especial los
pacientes con trasplante de células madre hematopoyéticas. En esta poblacion, la
aparicion de infiltrados pulmonares difusos supone un problema diagnédstico y
terapéutico. Las complicaciones mas frecuentes son las de etiologia infecciosa por
gérmenes oportunistas y las de causa no infecciosa entre las que destacan la
enfermedad de injerto contra huésped, la hemorragia alveolar difusa, la
bronquiolitis obliterante y el edema pulmonar. Estas complicaciones contribuyen a
aumentar la morbilidad y mortalidad después del trasplante (65-69). Existe
controversia en cuanto a los procedimientos diagndsticos indicados en este grupo
de pacientes. Los resultados de estudios previos en los que se ha evaluado el
papel de la broncoscopia flexible y el empleo de los diferentes procedimientos
diagnésticos como el lavado broncoalveolar, el cepillado protegido y la BPTB, no
resultan concluyentes. Segun los estudios analizados, el rendimiento diagndstico
de las técnicas broncoscoépicas es variable y oscila entre el 31-74% (61, 70-73) por
lo que algunos autores recomiendan el inicio de tratamientos empiricos basados
en farmacos antimicrobianos de amplio espectro (74, 75). Gilbert y colaboradores
(69) evaluaron el rendimiento diagnostico de la broncoscopia flexible en 144
pacientes con infiltrados pulmonares en los que se habia realizado un trasplante
de células madre hematopoyéticas. Se obtuvieron resultados positivos en el 52,5%
de los casos y el rendimiento de la BPTB fue del 81,8%. El analisis histolégico de
las muestras obtenidas mediante BPTB permitio el diagndstico de casos de
neumonia intersticial no especifica y de enfermedad de injerto contra huésped,
entre otras entidades. Tras la broncoscopia, se introdujeron modificaciones en el
tratamiento en el 44% de los pacientes. Estas modificaciones incluian el cambio de
farmacos antifungicos vy el inicio de corticoesteroides. Por lo que, a la vista de sus
resultados, los autores recomiendan la utilizacién de la broncoscopia flexible y los
diferentes procedimientos diagndsticos para obtener muestras pulmonares en los
pacientes con trasplante de células madre hematopoyéticas que presentan

infiltrados pulmonares.

2.1.1.d. Indicacion en el trasplante de pulmén

El trasplante pulmonar esta actualmente establecido como un tratamiento

eficaz para un grupo seleccionados de pacientes con enfermedad pulmonar en

estado avanzado y sin un tratamiento alternativo (76). La supervivencia
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postrasplante en nuestro pais es similar a la publicada en el registro internacional
(77, 78). La mejora en la técnica quirurgica y los avances en el manejo
perioperatorio y en la inmunosupresion han permitido mejorar la supervivencia a
corto y medio plazo, pero la posibilidad de complicaciones a largo plazo sigue
condicionando la supervivencia y la calidad de vida de los pacientes. En este
sentido, la incidencia de infecciones en el trasplante pulmonar es elevada y causa
comun de morbimortalidad (79). Aunque la terapia postrasplante incluye los
farmacos necesarios para evitar o posponer el desarrollo de las infecciones mas
frecuentes, es posible que estos pacientes presenten alguna complicacion
infecciosa en los primeros meses postrasplante. Por ello, el estudio de los
infiltrados pulmonares de etiologia desconocida y la identificacion de los
microorganismos es fundamental para realizar una terapia adecuada. En estos
casos, es necesario el estudio del parénquima pulmonar para establecer el

diagndstico diferencial con otras complicaciones como el rechazo agudo.

La BPTB se considera el mejor método diagndstico en el seguimiento a
largo plazo de los pacientes con trasplante de pulmén (80) y es el procedimiento
de eleccion en la sospecha del rechazo agudo del injerto (81). Esto es debido a
qgue en la patologia aguda del trasplante pulmonar existe una gran dificultad clinica
en la diferenciacion de un rechazo agudo del injerto de una infeccion oportunista.

Por ello, es fundamental el correcto analisis histopatologico en estos pacientes.

En relacion al rechazo agudo, el hallazgo histolégico mas representativo es
la observacion de infiltrados linfohistiocitarios perivasculares y su gravedad se
clasifica segun el consenso de la sociedad internacional de trasplante cardiaco y
pulmonar (82). Sin embargo, aunque el papel de la BPTB en el diagndstico del
rechazo agudo esta bien establecido, la sensibilidad de la técnica entre los
diferentes estudios difiere ampliamente (80, 83, 84). La BPTB también esta
indicada en el seguimiento de los pacientes después del tratamiento de un rechazo
agudo ya que algunos estudios han demostrado la persistencia de hallazgos
compatibles con rechazo en un 26% de los pacientes a pesar de realizar un

tratamiento adecuado (85).

Otra de las indicaciones de la BPTB en estos pacientes es la sospecha de

una disfuncién crénica del injerto. La observacion del rechazo celular agudo y la
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bronquiolitis linfocitica son factores de riesgo para el desarrollo del sindrome de
bronquiolitis obliterante (86-90). La prevalencia del sindrome de bronquiolitis
obliterante en los pacientes trasplantados es del 50% a los 5 afios postrasplante y
estd asociada a un aumento de mortalidad. Los criterios diagndsticos de la
bronquiolitis obliterante estan bien definidos (82) aunque la inmunopatologia de
este sindrome sigue siendo desconocida. La obstruccién total o parcial de la luz
bronquiolar se debe a la presencia de un depdsito de tejido conectivo denso,
hialino y eosindfilo en la submucosa de la pequena via aérea. Asimismo, es
habitual la presencia de histiocitos espumosos en los espacios aéreos distales.
Estos hallazgos pueden ser observados en las muestras obtenidas mediante BPTB

incluso en pacientes asintomaticos (91).

Existe cierto grado de controversia en cuanto al papel de la BPTB para el
control y diagndstico de complicaciones en pacientes trasplantados asintomaticos.
Sin embargo, varios estudios han presentado datos favorables a la realizacion de
broncoscopia y BPTB como seguimiento de estos pacientes en los que
demostraban la presencia de hallazgos histolégicos especificos de rechazo agudo
o infeccion por citomegalovirus en un porcentaje elevado de pacientes

asintomaticos estables (92).

2.1.2. Complicaciones

La BPTB es un método diagndstico generalmente seguro aunque, como
toda técnica diagnéstica, ocasionalmente puede producir complicaciones graves,

sobre todo en los pacientes con comorbilidad elevada.

Asi, los pacientes con insuficiencia renal grave tienen mas riesgo de
presentar un sangrado tras la BPTB, los pacientes con enfermedades
cardiovasculares pueden presentar trastornos del ritmo cardiaco, en los pacientes
de edad avanzada la utilizacion de farmacos sedantes puede contribuir a una
excesiva depresion del sistema nervioso central y en los pacientes
inmunodeprimidos existe un mayor riesgo de hemorragia o de desarrollar una

infeccion respiratoria.
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Por ello, es imprescindible una correcta seleccién del paciente y la
realizacién de exploraciones complementarias adecuadas y orientadas a valorar

los riesgos y contraindicaciones de la BPTB.

Las dos complicaciones mas frecuentes son el neumotorax y la hemorragia.

2.1.2.a. Neumotodrax

El riesgo de producir un neumotdrax tras la realizacién de una BPTB es del
1-6% segun los estudios (46, 93, 94). Aproximadamente, en el 3,5 % de los casos
se produce un neumotoérax grave que requiere colocacién de tubo de drenaje (95).
Sin embargo, este porcentaje aumenta cuando la BPTB se indica en algunas
situaciones especiales como pacientes con sindrome de distrés respiratorio agudo
con ventilacidn mecanica, en los que el riesgo de neumotdrax supera el 30% (96).
Otros factores como el fallo del control de la tos, la indicacion de la BPTB en
pacientes con patologia intersticial fibrotica o el enfisema bulloso también

aumentan el riesgo de producir neumotérax.

La utilizacion de la fluoroscopia para realizar la BPTB puede ser util para
guiar la pinza de biopsia y evitar el neumotdérax aunque no existen estudios
concluyentes en este sentido (97). De todas formas, el uso de la fluoroscopia
permite la deteccion del neumotérax tras la realizacion de la técnica aunque, en
algunos casos, es posible que esta complicacion se desarrolle varias horas
después de haberse realizado la BPTB (93). Se recomienda la realizacion de una
radiografia de térax una o dos horas después del procedimiento para excluir la
existencia de neumotoérax (98) aunque en pacientes asintomaticos el neumotérax

es muy infrecuente y de pequefio tamafo (99).

Actualmente contamos con herramientas como la ecografia con sonda
lineal que presenta mayor sensibilidad que la fluoroscopia y la radiologia
convencional en la deteccion del neumotdérax precoz y/o de escasa entidad (100) lo
que permite confirmar o descartar esta complicacién inmediatamente después de
la BPTB, sin necesidad de irradiacion ni desplazamiento del paciente del gabinete

de broncoscopia.
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2.1.2.b. Hemorragia

No se dispone de un consenso acerca de la clasificacion de la gravedad del
sangrado. La cuantificacién del sangrado es un problema complejo ya que el
material hemorragico aspirado, es una mezcla de la anestesia tépica administrada,
suero, secreciones respiratorias y sangre. Ante la dificultad de cuantificar el
volumen hematico, existe una tendencia a clasificar la hemoptisis en grave y no
grave, definiéendose como grave toda aquella que, por las caracteristicas del
sangrado, conlleve riesgo vital y obligue a adoptar medidas terapéuticas urgentes.
En general, los factores que determinan el caracter grave de una hemorragia son
la repercusion hemodinamica y respiratoria, el volumen total del sangrado, la

velocidad de la hemorragia y la capacidad funcional previa del paciente.

La incidencia de sangrado tras una BPTB varia del 0 al 26% segun las
series. La presencia de sangrado grave se objetiva en el 1,6 al 4,4% de los
pacientes con enfermedad pulmonar difusa (9, 101). La valoracién de factores de
coagulacion correctos, una cifra adecuada de plaquetas y la retirada de farmacos
anticoagulantes y antiagregantes, tal y como aconsejan las guias clinicas
generales para el manejo preoperatorio de los pacientes, evitan situaciones de

riesgo y una correcta indicacion de la BPTB.

De forma general, el sangrado que ocurre tras una BPTB puede ser
manejado y controlado en la sala de broncoscopia. Las maniobras endoscépicas
dirigidas a un correcto control de la hemorragia son la oclusion y aspiracién
continua mediante el broncoscopio en el bronquio segmentario donde se ha
producido la biopsia. Esta maniobra, descrita por Zavala en 1978 (102), resulta util
para mantener aislado el bronquio y facilitar la formaciéon de un coagulo. Se han
descrito otras técnicas como la instilacion endobronquial de sustancias
procoagulantes (103) y/o la instilacion de suero salino frio y adrenalina diluida (98)
aunque existe escasa evidencia sobre su indicacién y efectividad. La observacién
de sangrados mas graves o el escaso control con las maniobras locales obliga a
plantear otras opciones como la colocaciéon de un balén de oclusién, la intubacién

selectiva o la realizacién de una broncoscopia rigida.
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Algunos autores han observado mayor numero de hemorragias tras la
realizacién de la BPTB en los pacientes con trasplante pulmonar (83). Diette y
colaboradores (104) compararon 38 broncoscopias realizadas a pacientes con
trasplante pulmonar y 659 realizadas en otros pacientes, observando mayor
volumen de sangrado en los pacientes trasplantados de pulmén. En este estudio,
la hemorragia fue independiente de alteraciones de coagulacion, del numero de
plaquetas, del tratamiento inmunosupresor o de tratamientos antiagregantes.
Posiblemente algunas caracteristicas hemodinamicas de estos pacientes, como el
mayor flujo sanguineo que recibe el injerto unilateral o el edema postrasplante,

puedan explicar un mayor sangrado tras la realizacion de la BPTB (105).

2.1.3. Limitaciones

De forma general, las principales limitaciones de la BPTB convencional son
las circunstancias que limitan el analisis histolégico de las biopsias tales como, el
numero de las muestras obtenidas, el tamafio de los fragmentos, la ausencia o
escasa cantidad de parénquima pulmonar o las alteraciones producidas tras la
obtencion y manipulacion de las muestras. Ademas, en el caso de las
enfermedades pulmonares difusas la heterogeneidad de la afectacion pulmonar

también puede dificultar la correcta interpretacion de los hallazgos observados.

2.1.3.a. Numero y tamafo de las muestras

Algunos autores han analizado la relacion entre el numero de muestras
obtenidas y el rendimiento diagndstico en las diferentes patologias que cursan con
una afectacion difusa del parénquima (46). Sin embargo, la informacién referente a
este punto es muy limitada y no hay un acuerdo sobre la cantidad de biopsias a
obtener. En la EPID se considera adecuada la obtencién de 4-6 biopsias
pulmonares aunque algunos autores no han observado un aumento del
rendimiento diagndstico a partir de la obtencién de la tercera muestra (10, 106). En
cuanto al tamano, las BPTB obtenidas con pinza convencional presentan un
diametro de 1 a 3 mm, hecho que también dificulta la interpretacion de los
hallazgos histolégicos en los procesos difusos (106). Loube y colaboradores (107)
realizaron un estudio prospectivo con el objetivo de valorar el rendimiento

diagndstico de la BPTB utilizando dos pinzas de biopsia de diferente tamano. En
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las muestras obtenidas con las pinzas de mayor tamafo, los autores observaron
diferencias significativas en el diametro de las muestras y en la cantidad de tejido
alveolar presente lo que permitié objetivar hallazgos histoldgicos especificos en un

mayor numero de las muestras sin un aumento del sangrado.

Respecto a los pacientes con trasplante de pulmén, existe una gran
variabilidad en el numero de muestras que se considera adecuado para el estudio
de las complicaciones pulmonares. En los pacientes con rechazo agudo, algunos
autores han observado que la sensibilidad de la técnica alcanza el 72% cuando se
analizan, al menos, 10 fragmentos (92). Sin embargo, los resultados obtenidos en
el estudio de Tazelaar y colaboradores (108) realizado en un modelo animal,
indican que son necesarios al menos cinco fragmentos de tejido pulmonar para
diagnosticar un rechazo leve y tres fragmentos de tejido para diagnosticar un

rechazo mas grave alcanzando una sensibilidad del 92%.

Actualmente, en los pacientes postrasplante, se recomienda la realizacion
de 5-10 fragmentos de tejido con 100 espacios alveolares que incluyan pared

bronquiolar para la correcta evaluacion e interpretacion de las muestras (82).

2.1.3.b. Artefactos presentes en las muestras

En algunas ocasiones, la biopsia obtenida contiene material no valido para
el diagnéstico. Asi, la presencia de pared bronquial o de cartilago en mas de la
mitad de la muestra, los coagulos, las atelectasias y otros artefactos producidos
por el aplastamiento de la pinza sobre el tejido dificultan o imposibilitan la
interpretacion de las muestras (11). En estudios previos, se ha propuesto la
utilizacion del signo de flotacién para determinar la presencia de tejido alveolar en
el momento de la obtencion de la biopsia (109). Sin embargo, este signo, que hace
referencia a la capacidad de flotacion de las muestras cuando son introducidas en

formaldehido, no ha sido confirmado por otros autores (106).

2.1.3.c. Calidad de las muestras

Existen pocos datos acerca de la valoracion de calidad de las muestras.

Histologicamente, en las biopsias obtenidas de otros érganos, como en la biopsia
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renal se considera adecuada la presencia de 5 o mas glomérulos. En la patologia
pulmonar, el numero de alveolos que ha de estar presente en una biopsia
transbronquial no esta bien establecido. En un estudio realizado con el objetivo de
determinar qué biopsias pulmonares se consideran adecuadas, se objetivd una
asociacion significativa entre el numero de alveolos y la capacidad de establecer
un diagndstico. Asi, las muestras con mas de 20 alveolos permitian una mayor
utilidad diagndstica en procesos difusos debidos a infecciones pulmonares frente a

las muestras que presentaban entre 4 y 19 espacios alveolares (10).

2.2. Utilizacion de criosondas en broncoscopia: crioterapia, crio-

recanalizacion y criobiopsia

2.2.1. Crioterapia

El concepto de crioterapia en broncoscopia hace referencia a la aplicacion
de frio para la destruccién, mediante congelacion, de tejido endobronquial. Las

principales indicaciones han sido la exéresis de tumores endoluminales exofiticos y

el tratamiento del carcinoma in situ, entre otras (tabla 3) (110).

1. Tumores malignos:

- Con criterios de irresecabilidad y de inoperabilidad

- Recidivas después de cirugias

- Tumores intraluminales con poco componente extrinseco

- Tratamiento en pacientes que rechacen la cirugia

- Desobstruccién bronquial previa a la realizacion de radioterapia externa

2. Tumores benignos de crecimiento endobronquial con excepciéon de lipoma, fibroma y
traqueopatia osteocondroplastica

3. Tumor carcinoide, solo en casos con alto riesgo quirurgico o ante negativas del paciente a
seguir tratamiento quirdrgico

4. Granulomas y estenosis no fibréticas traqueales y bronquiales, incluyéndose las estenosis
sobre suturas de trasplantes de pulmoén

5. Tumor in situ

6. Cuerpos extrainos porosos

7. Biopsia diagnéstica de tumoraciones sangrantes

8. Crioanalgesia sobre nervios intercostales

Tabla 3. Indicaciones de la crioterapia endobronquial. Adaptada de Villegas FR y col. (110).
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2.2.1.a. Historia de la crioterapia

Los efectos analgésicos, antiinflamatorios y vasoconstrictores del frio son
bien conocidos desde hace siglos y su aplicacion como agente terapéutico se ha
utilizado para detener la hemorragia y controlar el dolor y la inflamacion. En 1595,
Johanes Costeus publica De Igniis Medicinae Presidis en el cual menciona el
empleo del hielo para aliviar el dolor de la incisién quirargica. En el siglo XVII
aparece la primera cita en un documento cientifico médico en el libro De Nivis Usu
Medico sobre el efecto anestésico del hielo. El uso de este tipo de terapia no se
generalizé hasta que, a comienzos del siglo XIX, Dominique-Jean Larrey, cirujano
de Napoledn, describe amputaciones de miembros sin dolor aplicando hielo y
nieve a los heridos durante la retirada de las tropas de Moscu, tras la batalla de
Eylau en 1807.

En 1851, James Arnott (111) demostré el papel de la utilizacion de las bajas
temperaturas en las destruccion de tumores y presenta un nuevo método de
congelacion utilizando una mezcla de hielo y sal capaz de alcanzar temperaturas
de -20° C. El punto clave de la evoluciéon de la crioterapia fue la capacidad de
enfriar gases y el desarrollo de métodos de almacenaje y manipulacién (figura 5).
Asi, el aire liquido (-190° C) fue empleado por el Dr. Campbell White quién
describe sus primeros resultados en 1889 en el tratamiento de patologias como el
lupus y el herpes. Posteriormente, en 1925, aparecié el primer catéter para la
aplicacion de crioterapia permitiendo su utilizacién en variedad de lesiones con
diferentes aplicaciones en ginecologia, dermatologia y neurologia (112). En 1968,
Gage publico el primer caso de tumor endobronquial tratado endoscépicamente
con crioterapia (113). Mas recientemente, en la década de 1970 en la Clinica
Mayo, se inicié el uso de criosondas para el tratamiento de lesiones tumorales

obstructivas traqueobronquiales (114-118).

Actualmente, la crioterapia se utiliza con éxito en varias especialidades con
el objetivo de tratar el tejido mediante la induccion de necrosis o la exéresis de
tumores y otras lesiones. No obstante, en neumologia, esta técnica quedd
cuestionada por la introduccion del laser Nd:YAG que alcanzaba el mismo objetivo

en una sola sesion de tratamiento (119-121). Por este motivo, en algunas unidades
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de broncoscopia intervencionista la crioterapia quedo relegada a un segundo plano

en beneficio de técnicas como el laser y el electrocauterio (122).
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Figura 5. Colector-compresor de hielo seco utilizado por Hall-Edwards (1911).

2.2.1.b. Principio fisico de la crioterapia

El principio fisico que define la aplicacion de una determinada temperatura
a través de una sonda es el principio denominado en fisica efecto de Joule-
Thomson o efecto de Joule-Kelvin y se trata del proceso en el cual la temperatura
de un sistema disminuye o aumenta al permitir que el sistema se expanda
libremente manteniendo la entalpia constante. Fue descrito por James Prescott
Joule y William Thomson quienes, en 1985, establecieron el efecto modificando un
experimento previo en el que un gas se expandia manteniendo constante su

energia interna.

La relaciéon entre temperatura, presion y volumen de un gas se puede
describir gracias a las leyes de los gases. Para una presion constante, un gas
tendra una temperatura de inversion de Joule-Thomson (Kelvin), sobre la cual al
expandirse el gas causa un aumento de temperatura, y por debajo, la expansién
del gas causa un enfriamiento. En la mayoria de los gases, a presion atmosférica

esta temperatura es bastante alta, mucho mayor que la temperatura ambiental, y
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por ello los gases se enfrian al expandirse. El incremento de temperatura (AT) con
respecto al incremento de presion (AP) en un proceso de Joule-Thomson es el
coeficiente de Joule-Thomson. Cuando un gas fluye desde un recipiente con una
presion inicial constante hasta otro con menor presion, la energia de interaccion de
las particulas del gas se modifica, y con ello el contenido de energia del gas. A
temperatura ambiente, el trabajo realizado en contra de las interacciones durante

la expansion produce, en casi todos los gases, una disminucion de la temperatura.

2.2.1.c. Mecanismo de accion y efectos biolégicos de la crioterapia

Los efectos de la crioterapia son debidos a la accion que produce el frio
extremo a nivel molecular, celular, estructural y tisular. La temperatura necesaria
para producir la destruccion celular oscila entre -20 y -50° C y ha de ser aplicada a
una velocidad determinada. Asi, el poder destructor de una fuente de frio es
proporcional a la temperatura alcanzada y a la velocidad con la que se consigue.
Congelando a -40° C a una velocidad de descenso de 100° C por minuto se llega a

una destruccién del 90% del volumen de tejido congelado.

c.1. Alteraciones celulares

A nivel celular, la accién del frio extremo produce la congelacién de una
parte del agua extracelular, lo que conlleva a un aumento de la osmolaridad por
concentracion de los solutos en el agua extracelular que se traduce en una
deshidratacion y desnaturalizacion celular. La temperatura de congelacion tedrica
de las células suspendidas en una solucion salina de CINa 0,15 mol/L es de -0,6°
C.

Por una parte, se forman cristales de agua sin solutos, los cuales son
desplazados y se disuelven en agua que permanece sin congelarse. Esta es cada
vez menor, con lo cual su presion osmoética se eleva, alcanzando una
concentracion de CINa superior a 2 mol/L, obligando a salir agua del interior de la
célula hacia el espacio extracelular. EI pH disminuye por debajo de 4, con dafo
importante a proteinas, lipoproteinas y enzimas. La temperatura a la cual cristaliza
todo el sistema, juntos el solvente y el soluto, se conoce como temperatura

eutéctica, alcanzandose en ese momento una concentracion de CINa de un 31%.
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Ademas, el dafio que ocasiona la congelacion también es causado por la
formacion de los cristales de hielo. La velocidad de congelacion determina donde
se desarrollan los cristales de hielo y, por tanto, el mecanismo de muerte celular.
Si el proceso de congelacion se produce de forma lenta, el hielo se forma en el
espacio extracelular, induciendo la salida de liquido al espacio extracelular, la
contraccion celular y, en ultimo término, la muerte por aumento de la concentracion
idnica intracelular. Si el proceso de congelacion se efectua rapidamente, se
desarrollan cristales intracelulares, y éstos tienen un efecto mecanico sobre las
membranas celulares y las organelas intracelulares, resultando en el dafio y

muerte celular (123).

Asi, los factores que determinan la lesion celular son la cristalizacion
extracelular que produce compresion y deformacién de la célula, la cristalizaciéon
intracelular, la deshidratacion celular y el colapso, el incremento de Ia
concentracién intracelular de solutos, la desnaturalizacién de las membranas vy el

shock térmico (124).

Membrane
damage by Eutectic In the
eutectic crystal extracellular
Ice Ice

Mechanical Damage
to Membrane

Intercellular Eutectic
Formation

Figura 6. Mecanismos de dafio celular por congelacién. Han B y col. (123)
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c.2. Alteraciones tisulares y vasculares

Por otro lado, a nivel tisular, la isquemia también esta implicada en el
mecanismo de destruccién celular. La congelaciéon conduce a la desnaturalizacion
de los complejos lipido-proteina y produce dafios en la microcirculacién. Tras el
ciclo de congelacion, se producen fendmenos de vasoconstriccién y, al estar
dafadas las membranas celulares, se produce un aumento de la permeabilidad
capilar, disminuciéon del flujo sanguineo, agregacion plaquetaria y trombosis
intravascular que da lugar a la formaciéon de microtrombos en capilares y arteriolas
produciendo isquemia secundaria y destruccion tisular. La sensibilidad de la célula
dependera de factores como el umbral de congelacion y descongelacion, la

temperatura alcanzada y la repeticién de ciclos de congelacion-deshielo.

A nivel microscopico, no se observan alteraciones histolégicas de un modo
inmediato. Sin embargo, a los 5 dias se observa necrosis y un infiltrado eosindfilo
en un radio de 3 a 4 mm alrededor del punto de congelacion. Posteriormente la
zona de necrosis disminuye progresivamente de tamafio y, en el caso de lesiones
bronquiales, se inicia el revestimiento superficial por epitelio ciliado que resulta de

apariencia casi normal a las 6 semanas del tratamiento.

Los efectos macroscépicos de la crioterapia tienen lugar varios dias
después, en forma de escaras en la via aérea que se expulsaran con la tos o con

la extraccion mediante pinzas.

Los tejidos presentan distinta criosensibilidad, segun el contenido de agua
en las células, siendo los mas favorables para este tratamiento el tejido de
granulacion, lesiones mucosas y neoplasias malignas. El cartilago, tejido fibroso y

la grasa son crio-resistentes.

c.3. Alteraciones inmunolégicas

De forma experimental, en modelos animales con tumores tratados con

crioterapia, se ha objetivado una mayor citotoxicidad antitumoral de los linfocitos

como respuesta a los efectos de la congelacion sobre las células (125, 126)
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Mecanismos de destruccion celular

I
v v

Destruccién celular inmediata Destruccién celular retardada

y

Estasis vascular (muerte celular debida
a la disminucion del flujo sanguineo)

A\ 4 A4

Destruccion celular por frio Destruccion celular por congelacion

y

Hipotermia

v A\ 4 v

Cristalizacion Cristalizacién Temperatura letal
hielo extracelular| | hielo intracelular (-20 a -50 °C)

Figura 7. Mecanismo de muerte celular inducida por frio.

2.2.1.d. Agentes cribgenos y equipo

Las sustancias cribgenas mas conocidas son las sustancias
clorofluorocarbonadas utilizadas en refrigeracion industrial, el didéxido de carbono
(CO2), el nitrégeno liquido (N2) y el oxido nitroso (N20). Actualmente, se ha
limitado el uso de los fluorocarbonados por actuar en circuito abierto y por su
efecto negativo sobre la capa de ozono. ElI N2 liquido tiene capacidad para
producir temperaturas de -196° C pero su accion es lenta. Entre las sustancias
cribgenas, el oOxido nitroso es el mas usado en neumologia por su facil
manipulacion, almacenamiento y por su capacidad para generar de forma rapida
temperaturas de hasta -89° C en el extremo de la criosonda, lo que permite una

aplicacion precisa (figura 8).
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Figura 8. El agente criégeno fluye a través del canal central de la sonda y, por el efecto de Joule-

Thomson, la disminucién de temperatura del gas produce congelacién en el extremo distal.

Clasicamente, la aplicacion de crioterapia en lesiones endobronquiales se
realizaba mediante broncoscopia rigida, por lo que las primeras sondas fueron
rigidas o semi-rigidas (124). Sin embargo, el disefio de sondas flexibles de menor
diametro ha permitido la aplicacién de la crioterapia a través del broncoscopio
flexible, lo que ha ampliado su uso e indicaciones. En el momento actual, el equipo
Erbokryo® CA de ERBE (Tubingen, Germany) permite la conexiéon de criosondas
rigidas y flexibles de diferentes longitudes y diametros (figura 9). Este equipo
puede utilizarse con diferentes sustancias criogénicas (NO2 o CO2) y los nuevos
modelos incorporan opciones hasta ahora no disponibles como la seleccion del

tiempo de congelacion.

Figura 9. Equipo de crioterapia de Erbokryo® CA (modelo 10448-000. ERBE Electromedizin, Tibingen,
Germany) y sonda flexible de 2,4 mm de diametro y 900 mm de longitud (modelo 20416-032. ERBE

Electromedizin, Tibingen, Germany).
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2.2.2. Crio-recanalizacion

La necesidad de aplicar varios ciclos de congelacién-descongelacion por
fracciones de tiempo que oscilaban entre los 15 y 25 segundos con las sondas de
crioterapia rigidas y hasta 2 minutos con las sondas semi-rigidas, contraindicaban
este procedimiento en los casos de obstruccion aguda de la via aérea. En una
revision realizada sobre esta técnica, los autores aconsejaban que este tipo de
lesiones debieran ser tratadas con técnicas mas adecuadas y rapidas como el

laser o electrocauterio a través de un broncoscopio rigido (125,126).

Sin embargo, la publicacion del estudio de Hetzel y colaboradores (127)
permitié la modificacién de este concepto. Los autores describieron la técnica de
crio-recanalizacién en 60 pacientes con tumoracién endobronquial y ocupacién
endoluminal importante. Utilizaron criosondas flexibles de 2,3 mm de diametro y
780 mm de longitud y aplicaron tiempos de congelacién de, aproximadamente, 5
segund

os tras los cuales la criosonda era retirada con parte del tumor adherido en
su extremo. El 83% de los pacientes incluidos fueron tratados con éxito sin
evidenciar un aumento de complicaciones como la hemorragia grave o la
perforacion de la pared bronquial. No fueron requeridas broncoscopias adicionales

para la extraccion de tejido necroético residual.

2.2.3. Criobiopsia bronquial

La modificacién en las sondas de crioterapia permiti6 aumentar el poder y la
velocidad de congelacion de las criosondas incrementando asi la traccion sobre el
tejido. Varios estudios han evaluado la capacidad de exéresis en tumores
endobronquiales de estas nuevas sondas observando una rapida recanalizacion
de la via aérea y un aumento del rendimiento diagndstico comparado con la
obtencion de material mediante pinzas convencionales (127-130). Ademas, en los
casos de tumores endobronquiales, los estudios que han evaluado el material
histolégico obtenido mediante criosondas observaron que se trataba de muestras
de mayor tamafio que las obtenidas con pinza convencional y con una histologia
bien preservada, lo que facilitaba el diagndstico histologico y la aplicacién con éxito

de las técnicas de inmunohistoquimica (131). En este sentido, nuestro grupo ha
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descrito la utilizacion de criosondas en tumores de dificil diagnostico como el
linfoma difuso de células grandes tipo B (LDCGB) con afectacién endobronquial
(132). EI LDCGB es un tipo histologico agresivo de linfoma no hodgkiniano (LNH) y
su localizacion pulmonar es infrecuente, constituyendo menos del 1% de los casos
(133, 134). Ademas, la afectacion endobronquial supone un hallazgo excepcional
que, por sus implicaciones terapéuticas y prondsticas, requiere la obtencion de
muestras tisulares para llevar a cabo un estudio histolégico e inmunohistoquimico
completo. En este caso, a pesar de realizar varias biopsias con pinzas
convencionales, el diagndstico especifico pudo ser establecido tras el analisis de

las muestras obtenidas con criosonda (figura 10).

Figura 10. a) Imagen de TAC toracica en la que se observa la estenosis del bronquio principal izquierdo y

las adenopatias ipsilaterales que condicionan un colapso del Idbulo superior izquierdo. b) Imagen

broncoscdépica que muestra la criosonda y la lesién endobronquial en el bronquio principal izquierdo.

El examen histolégico de las muestras permitio objetivar una infiltracion
difusa del corion por una proliferacién linfoide de células grandes atipicas con
numerosas mitosis sin infiltracion del epitelio bronquial. Ademas, se realizaron
técnicas inmunohistoquimicas que mostraron una poblaciéon neoplasica CD20
positiva, con coexpresion de bcl-6 y CD10 y un indice proliferativo (ki-67) del 70%
(figura 11).
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Figura 11. a) Infiltracion difusa del corion por una proliferacion linfoide de células grandes atipicas con
numerosas mitosis sin infiliracién del epitelio bronquial. b) Las células linfoides atipicas resultaron

intensamente positivas para CD20.

Recientemente, los resultados de un ensayo multicéntrico y aleatorizado
realizado en 563 pacientes con tumores endobronquiales ha demostrado que la
utilizacion de criosondas para la obtencién de biopsias bronquiales aumenta el
rendimiento diagndstico del 85,1% al 95% cuando se utilizan pinzas de biopsia
convencional o criosondas, respectivamente sin que aumente el numero de

complicaciones en la comparacion entre los grupos (135).

2.2.4. Criobiopsia transbronquial

2.2.4.a. Consideraciones generales

Los resultados de los estudios anteriormente descritos han posibilitado
plantear la utilizacion de criosondas para la realizacion de la BPTB como
alternativa al método convencional en el estudio de las enfermedades pulmonares
difusas con el objetivo de mejorar el rendimiento diagndstico de la BPTB. Se han
presentado resultados sobre el empleo de criosondas para la realizacién de BPTB
qgue indican una mejora en la eficacia diagndstica de la técnica (136, 137) aunque,
hasta el momento, no se disponia de ensayos clinicos aleatorizados que
permitieran afirmar que la criobiopsia transbronquial aumentara el rendimiento

diagndstico de la técnica.
De forma preliminar a los estudios presentados en esta tesis, nuestro grupo
llevé a cabo un analisis comparativo de la BPTB con pinza convencional y con

criosonda en un modelo animal porcino sometido a ventilacion mecanica. A pesar
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de las limitaciones de este modelo, esta primera aproximacién a la técnica permitio

comprobar la calidad histolégica de las muestras obtenidas con criosonda y la

ausencia de complicaciones (figura 12).

Figura 12. a) Modelo animal porcino con ventilacion mecanica. a y b) Aspecto microscoépico a diferentes
aumentos de una muestra de BPTB obtenida con pinza convencional. ¢ y d) Aspecto microscépico de una
muestra de BPTB obtenida con criosonda.

2.2.4.b. Infraestructura y requerimientos de material

La Sociedad Espanola de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR)
establece la infraestructura necesaria y la organizacion de una unidad de
endoscopia respiratoria para llevar a cabo cualquier procedimiento en
broncoscopia (138). De esta forma, de manera similar a otras técnicas
broncoscoépicas, la BPTB con criosonda debe llevarse a cabo en una unidad de
endoscopia respiratoria aunque podria realizarse en otras unidades como
unidades de cuidados intensivos o quiréfano. Idealmente, se deberia contar con un
equipo de fluoroscopia, lo que nos permite realizar la técnica con mayor seguridad
orientando la sonda hacia las regiones donde exista alteracion radioldgica.
Ademas, el control fluoroscopico nos permite visualizar un posible efecto adverso
(neumotérax, hemorragia importante) y actuar de forma rapida en el caso de
precisar otras intervenciones. En esta misma linea, se aconseja disponer de
ecografo con sonda lineal que permite visualizar de una forma rapida la presencia

de neumotorax tras la exploracion.

La técnica se realiza con caracter ambulatorio, pero es aconsejable

disponer de una sala de recuperacion post-broncoscopia con toma de oxigeno y
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vacio, ademas de personal de enfermeria que controle de forma sistematica la
monitorizacion del paciente (pulsioximetria arterial, presion arterial, frecuencia
cardiaca y frecuencia respiratoria). El periodo de observacion posterior a la

broncoscopia no deberia ser inferior a 1 hora.

A parte del instrumental y equipamiento basico de cualquier unidad de
endoscopia respiratoria, para la realizacion de la BPTB con criosonda es necesario

disponer de:

*+ Broncoscopio o videobroncoscopio flexible: con canal de trabajo
terapéutico si utilizamos la sonda de crioterapia de 2,4 mm de diametro. Es
posible utilizar un broncoscopio con canal convencional si la sonda
disponible es la de 1,9 mm de didmetro. La criobiopsia transbronquial con
broncoscopio rigido también ha sido descrita (139).

 Equipo de crioterapia: Erbokryo® CA (ERBE Elektromedizin, Tubingen,
Germany). En algunos paises se estd comercializando un nuevo equipo de
crioterapia: Erbecryo® 2 que, a diferencia del anterior modelo, permite
ajustar y visualizar diferentes niveles de congelacion y dispone de una
funcion de temporizador.

+ Sondas de crioterapia: se trata de sondas reutilizables, aunque se deberia
disponer de, al menos, dos. Existen varios modelos en funcion del grosor
de la sonda y de la longitud. La mayoria de los estudios publicados hasta el
momento se basan en los resultados obtenidos con las sondas de 2,4 mm y
de 1,9 mm de diametro de grosor y 900 mm de longitud (ERBE
Elektromedizin, Tubingen, Germany).

« Tubo endotraqueal: en nuestra practica clinica utilizamos un tubo
endotraqueal flexible y anillado (Bronchoflex 7.5 mm, Rusch, Teleflex
Medical, Durham, NC, USA). Sin embargo, en la literatura se describen
otras alternativas (139).

+ Balén de oclusion o sistema de oclusiéon similar para el control del
posible sangrado. Se han descrito resultados 6ptimos con la utilizacion de
un balén de Fogarty y del bloqueador bronquial de Ardnt (COOK Medical
INC, Bloomington, USA) (140).
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2.2.4.c. Preparacion del paciente

La evaluacion clinica individual de cada paciente es imprescindible antes de
la realizacion de una criobiopsia transbronquial. En cuanto al riesgo de la sedacién,
es preciso realizar una valoracién previa del paciente que incluya los antecedentes
patoldgicos, alergias, tratamiento farmacolégico habitual (posibilidad de efecto
sedante sinérgico), hora de ultima ingesta (riesgo aumentado de aspiracion
pulmonar si han transcurrido menos de 6 horas desde ultima ingesta) y la
valoracién de la via aérea mediante la escala de Mallampati. La American Society
of Anesthesiology (ASA) establece una clasificacion del riesgo anestésico en
funcion del estado fisico y de la presencia y tipo de patologias, siendo mayor el

riesgo cuanto mayor ASA tengan (141).

Los procedimientos para la evaluacién de los pacientes incluyen un TAC de
térax para la seleccién de las areas donde se ha de llevar a cabo la criobiopsia.
Otras exploraciones complementarias deben ser realizadas para detectar
contraindicaciones o factores de riesgo: analisis sanguineo completo que incluya
un estudio hematolégico, bioquimico con funcién renal y hepatica y pruebas de
coagulacion. En este sentido, la deteccion de una insuficiencia renal grave con
cifras de uremia elevada puede contribuir a producir sangrado tras la realizacion de
la BPTB. La uremia afecta a la funcion plaquetaria mediante la inducciéon de
alteraciones bioquimicas que alteran la capacidad de agregacion e interaccién con

las paredes de los vasos sanguineos (16).

Si existe sospecha de la presencia de hipertension arterial pulmonar, se ha
de realizar un ecocardiograma. La evaluacion de la funciéon pulmonar mediante
espirometria, determinacién de volumenes pulmonares, difusion de mondxido de

carbono y gasometria arterial es util en la valoracion de posibles complicaciones.

De la misma forma que en otras técnicas broncoscopicas, el paciente ha de
firmar un consentimiento informado previamente a la exploracion. En general, los
riesgos no difieren de los producidos tras una BPTB convencional pero la
realizacién de la intubacién orotraqueal y de la sedacion profunda requiere un

consentimiento especifico.
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2.2.4.d. Monitorizacion y sedacion

La monitorizacién de la técnica se realiza de acuerdo a las guias clinicas
para procedimientos que precisan sedacion moderada o profunda (142). Se
recomienda de forma rutinaria el registro de la presién arterial y de la frecuencia
respiratoria, la pulsioximetria continua, la monitorizacién del CO, y el registro

electrocardiografico.

Previamente al inicio del procedimiento, es necesario el adecuado control
de la tos con lidocaina topica (2-4%) en solucién, en spray o en gel. La sedacién
endovenosa se puede realizar siguiendo diferentes estrategias. Los farmacos mas
ampliamente utilizados son las benzodiacepinas de vida media corta con efecto
amnésico como el midazolam, los anestésicos de corta duracién como el propofol
y los opioides como el fentanilo por su efecto analgésico y antitusivo. Nuestro
grupo utiliza midazolam (0,05-0,1 mg/kg), remifentanilo (0,05-0,1ug/kg'/h™) y
propofol (3-6 mg/kg'/h™") en perfusion para conseguir una sedacién adecuada,
mejorar la tolerancia de la exploracion y reducir las complicaciones. Ademas, es
necesario contar con un anestesista para llevar a cabo ventilacion convencional,

ventilacion de alta frecuencia (jet) o unipulmonar, en caso necesario.
2.2.4.e. Descripcion de la técnica

La técnica de la biopsia transbronquial con criosonda, llamada también
criobiopsia transbronquial, es similar a la biopsia transbronquial con pinzas

convencionales.

La diferencia principal entre las dos técnicas es la necesidad de intubacién
que se realiza mediante control broncoscépico utilizando un tubo endotraqueal
flexible (Bronchoflex 7,5 mm, Risch, Teleflex Medical, Durham, NC, USA). Por
este motivo los pacientes requieren sedacion profunda aunque no es necesario la
utilizacion de farmacos relajantes musculares por lo que el paciente puede
permanecer en respiracion espontanea o ser ventilados en el momento que lo

requieran (figura 13).
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Figura 13. Fotografias de la intubacién del paciente mediante broncoscopio con tubo endotraqueal
flexible (Bronchoflex 7,5 mm, Risch, Teleflex Medical, Durham, NC, USA).

La intubacion es necesaria debido al tamano de las biopsias obtenidas
mediante criobiopsia, que exceden el diametro del canal de trabajo del
broncoscopio. Tras la intubacion y, a través del canal lateral del tubo endotraqueal,
se coloca un balén de oclusién (143) a la entrada de los bronquios segmentarios
donde se realizara la criobiopsia con el fin de controlar un posible sangrado en la

zona biopsiada (figura 14).

Figura 14. a) Fotografia de la colocacion del balén de oclusion a través del canal lateral del tubo
endotraqueal. b) Imagen endoscépica del baldon no insuflado y ¢) Imagen endoscopica del baldn insuflado
y comprobacién del sellado correcto en el bronquio segmentario.

De esta forma, el tubo endotraqueal permite la extraccion del broncoscopio
y la criosonda con la muestra adherida el extremo de la misma tantas veces como
el numero de biopsias necesarias, sin incrementar el riesgo de lesién de la via
aérea superior o la pérdida de la muestra tras el paso de la criosonda a través de
la laringe. Sin embargo, otros autores han realizado el procedimiento mediante
mascarilla laringea o broncoscopio rigido (139, 144) sin que hayan objetivado

complicaciones o dificultades por ello.
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A través del tubo endobronquial se efectua la exploracion endoscopica del
arbol bronquial mediante un videobroncoscopio y se realizan, si es necesario, otras
exploraciones complementarias como la PAAF de adenopatias o el lavado

broncoalveolar de acuerdo con la informacion radiologica del TAC de torax.

De forma similar a la técnica empleada para la realizacion de las biopsias
transbronquiales con pinza convencional, se coloca el broncoscopio hasta
visualizar la entrada del bronquio segmentario. En este momento, la criosonda se
introduce a través del canal de trabajo del broncoscopio y se controla su avance

hacia las areas periféricas pulmonares mediante fluoroscopia (figura 15).

Figura 15. a) Arco de fluoroscopia utilizado (Philips) b) Imagen fluoroscépica de la criosonda en una zona

periférica pulmonar antes de la realizacion de la criobiopsia.

En el momento en el que la criosonda encuentra resistencia, se retira
aproximadamente 1-1,5 cm y se procede a la aplicacion de frio durante 3 o 4
segundos, tras los cuales se retira junto con el broncoscopio, la sonda con el
fragmento pulmonar congelado y adherido en su extremo. Inmediatamente tras la
realizaciéon de la biopsia se insufla el balén de oclusién hasta la comprobacion

endoscopica de la ausencia de sangrado (figura 16).
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Figura 16. a) Imagen endoscopica del balén de oclusion paralelo a la criosonda colocado en la entrada de
un bronquio segmentario pulmonar del I6bulo inferior derecho. b) Imagen endoscépica del balon de

oclusién insuflado tras la realizacion de una biopsia pulmonar transbronquial.

En cuanto a la criosonda utilizada, varios autores han utilizado la criosonda
flexible con un diametro de 2,4 mm y una longitud de 900 mm (modelo 20416-032,
ERBE Elektromedizin, Tubingen, Germany) aunque la criosonda con diametro de
1,9 mm puede ser utilizada de la misma forma para realizar biopsias

transbronquiales.

2.2.4.f. Obtencion y procesado de muestras

A diferencia de las muestras obtenidas con pinza convencional, en el
momento de la extraccién, la criobiopsia queda adherida a la criosonda durante
unos segundos hasta que aumenta la temperatura en el extremo y permite la
separacion de la muestra (figura 17). De forma general, y tal y como se procesan
las biopsias transbronquiales con pinza, la criobiopsia es introducida en un
recipiente hermético correctamente identificado que contiene formol tamponado u
otro reactivo para facilitar la fijacion posterior de las muestras. Se ha de evitar la
exposicion al aire de las biopsias el menor tiempo posible para no desecar el
tejido. Se aconseja agitar suavemente la muestra sumergida para disminuir el
colapso de la biopsia (145). En los casos en lo que sea necesaria la obtencion de
biopsias para el estudio microbioldgico, las muestras han de ser introducidas en un

recipiente estéril con suero.
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Figura 17. a) Extraccion del broncoscopio con la criosonda y la muestra adherida en su extremo. b)

Imagen de una muestra obtenida con criosonda en el interior de un recipiente con formol.

2.2.4.g. Cuidados, desinfeccién y esterilizacion del material

La limpieza, desinfeccion y esterilizacion del broncoscopio y la criosonda se
realiza de acuerdo a las recomendaciones generales para este tipo de materiales.
Varias guias (98, 146) han establecido las medidas necesarias para el cuidado de
los materiales utilizados en una unidad de endoscopia respiratoria. Los
broncofibroscopios (BF), videobroncofibroscopios (VBF), criosondas y todos sus
accesorios son instrumentos fragiles, delicados en su manejo y costosos en su
reparacion. Ello implica que su manipulacién deba hacerse de forma cuidadosa y

por personal experto en su manejo (147).

EL sistema de clasificacion propuesto por el Dr. Spaulding (148) divide los
dispositivos médicos en categorias, en funcion del riesgo de infeccion relacionado
con su uso. Este sistema de clasificacién esta ampliamente aceptado y segun esta
clasificacién, el material utilizado en broncoscopia se puede clasificar en dos

categorias:
* Material critico: es el que penetra en tejidos, cavidades estériles o en el

territorio vascular. Este material debe ser de un solo uso o someterse a un

proceso de esterilizaciéon después de su utilizacién. En este apartado se
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incluyen, entre otros materiales, las pinzas de biopsia y las sondas de
crioterapia.

* Material semicritico: es el que contacta con mucosas, cavidades no
estériles o piel no intacta. Este material se ha de someter a un proceso de
desinfeccion de alto nivel después de cada uso. En este apartado se
incluyen los BF y VBF con la valvula de succién y la valvula de biopsia

reutilizables.

La limpieza y desinfeccion del broncoscopio y sus accesorios es la
recomendada para el material semicritico y se puede llevar a cabo por dos
métodos: por inmersion o mediante maquinas automaticas. Los productos con
capacidad de realizar una desinfeccién de alto nivel son los productos a base de

glutaraldehido, acido peracético y perdxido de hidrégeno.

Por otro lado, la criosonda, se considera material critico ya que penetra en
el tejido pulmonar por lo que este material ha de ser esterilizado. Para ello, se
utiliza el método quimico mediante el sistema Steris®, que es un procesador
automatico que utiliza el acido peracético (figura 18). Previamente, se ha de tener
la precaucién de tapar la conexion de la criosonda para que no penetre el producto

en el circuito.

Figura 18. Esterilizacion de criosonda con el sistema Steris®.
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2.2.5. Indicaciones de la criobiopsia transbronquial

2.2.5.a. Criobiopsia transbronquial en la EPID

El estudio de las enfermedades pulmonares difusas es una indicacién
habitual para la realizacién de la BPTB. El uso de criosondas para obtener tejido
periférico puede ser util en estos pacientes y podria permitir establecer nuevos
algoritmos diagndsticos para el estudio de la EPID. Una valoracién multidisciplinar
en la que participen clinicos, radiélogos y patdlogos expertos en el diagnéstico y
tratamiento de la EPID consigue aumentar la precision diagnéstica y, en el
momento actual, es una recomendacion ampliamente aceptada para establecer el
diagnéstico (21, 149). El diagndéstico basado en la decision multidisciplinar incluye
la integracion de la informacion clinica, el examen fisico, las pruebas de funcion
pulmonar, los analisis sanguineos y la informacion radiolégica, especialmente de la
TACAR. Aun asi, una elevada proporcion de pacientes requiere del analisis
histolégico de una muestra de tejido pulmonar para establecer un diagndstico
concordante con la informacion del resto de exploraciones. Algunos autores han
defendido la utilidad de la BPTB en estas entidades basandose en la posibilidad de
identificar en la biopsia hallazgos compatibles con el patron histolégico de NIU
(150, 151). Sin embargo, debido a la importante limitacién a la hora de observar la
distribucion del patron histolégico por el pequeio tamafio de las muestras, son
muchos los autores que han cuestionado el rendimiento de la BPTB con pinza
convencional para establecer el diagnostico en algunas de estas enfermedades
intersticiales, especialmente en el caso de la NIU (29, 152). En este sentido, las
biopsias realizadas con criosonda han permitido obtener un numero elevado de
patrones histolégicos diagndsticos asi como patrones compatibles con la
informacion clinica y radioldgica de cada caso sin observarse un aumento de
complicaciones. Recientemente, en un estudio realizado en 69 pacientes con
EPID, la BPTB con criosonda permitié un diagndéstico especifico en 52 pacientes
(76%) incluyendo 36 casos con patron de NIU. En este estudio, la criobiopsia
permitiéo establecer otros diagndsticos como NINE (formas fibréticas y celulares),
neumonia intersticial descamativa, neumonia organizada, neumonia eosindfila,

dafio alveolar difuso y neumonitis por hipersensibilidad (153).
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Asimismo, nuestro grupo presentd uno de los primeros casos de neumonia
organizada producido por el virus Influenza A (H1N1) diagnosticado con criosonda
(154) (figura 19).

Figura 19. a) Imagen de un corte coronal del TAC de térax que muestra cambios radiolégicos de
distribucién perilobular sugestivos de neumonia organizada. b) Imagen de microscopia éptica que muestra
una proliferacion polipoidea de tejido de granulacion en el interior de los alveolos (flecha negra) e imagen
de la inclusion viral y cambios citopaticos en el interior de las células alveolares (flechas rojas).

2.2.5.b. Criobiopsia transbronquial en el paciente inmunodeprimido

En los pacientes inmunodeprimidos, el diagnéstico diferencial de los
infiltrados pulmonares difusos incluye los procesos infecciosos por gérmenes
oportunistas, la toxicidad farmacoldgica, la neumonitis por radiacién y otras
enfermedades no infecciosas. Existen pocos datos acerca del rendimiento
diagnostico de la criobiopsia en estos pacientes. Recientemente, Fruchter y
colaboradores han evaluado la eficacia y la seguridad de la criobiopsia en
pacientes inmunodeprimidos con infiltrados pulmonares difusos (155). En este
estudio, no se observaron complicaciones graves y el analisis histolégico de las
muestras obtenidas mediante criosonda permitié establecer varios diagndsticos
especificos, lo que proporciond una informacién util para llevar a cabo un manejo
especifico en el 80% de los pacientes incluidos. Sin embargo, estas conclusiones
deberian ser interpretadas con cautela ya que, hasta la fecha, no se disponen de
otros estudios que valoren el rendimiento diagndstico de esta técnica en pacientes

inmunodeprimidos.
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2.2.5.c. Criobiopsia transbronquial en el trasplante pulmonar

En los pacientes con trasplante pulmonar, la obtencion de parénquima
pulmonar para su analisis tiene como objetivo principal la identificaciéon de
hallazgos compatibles con el rechazo pulmonar agudo y/o crénico asi como el
diagnostico especifico de enfermedades infecciosas. La realizacion de la BPTB
con criosonda parece viable para el estudio del rechazo pulmonar en estos
pacientes y, en los estudios realizados, se han analizado los datos sobre seguridad
sin observarse un incremento de las complicaciones con respecto la BPTB

convencional (139, 144).

Yarmus y colaboradores (139) realizaron un estudio en 17 pacientes con
trasplante pulmonar en los que la BPTB se llevdo a cabo con pinza de biopsia
convencional y criosonda de forma secuencial. En este estudio, un paciente
desarrollé un neumotdrax pero, por las caracteristicas del disefo (las dos técnicas
se realizaron en el mismo paciente), los autores no fueron capaces de atribuir esta
complicaciéon a una u otra técnica. Las muestras obtenidas mediante criosonda
fueron significativamente mas grandes que las obtenidas con pinza y no se
observaron diferencias en cuanto al sangrado entre las dos técnicas

broncoscodpicas.

En otro estudio reciente, en el que se evalué de forma retrospectiva el
rendimiento diagndstico y las complicaciones de la BPTB con criosonda en
pacientes con trasplante pulmonar comparado con un grupo control, los autores
concluyen que el aumento en el tamafio y la mejora en la calidad de las biopsias
obtenidas con criosonda implica un aumento en el numero de diagndsticos

especificos tales como el rechazo agudo y el dafo alveolar agudo (144).
Sin embargo, no se han realizado estudios prospectivos y aleatorizados

destinados a confirmar la utilidad clinica y el rendimiento diagndstico en los

pacientes con trasplante pulmonar.
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2.2.5.d. Criobiopsia transbronquial en el nédulo pulmonar periférico

La deteccién de nodulos pulmonares ha aumentado en los ultimos anos
(156). Debido a las limitaciones en el rendimiento diagndstico de las técnicas
broncoscépicas anteriormente descritas, se estan desarrollando procedimientos
endoscopicos alternativos para la obtencién de material histolégico en los nédulos
pulmonares periféricos. Entre estas técnicas, la ultrasonografia endobronquial con
sonda radial para la guia de una criosonda ha permitido llevar a cabo biopsias
transbronquiales de lesiones periféricas (157). En un estudio, realizado en 39
pacientes con nddulos pulmonares periféricos, se localizé el nédulo pulmonar
mediante ultrasonografia endobronquial con sonda radial y se aleatorizé el orden
de los métodos de biopsia; criosonda y pinza de biopsia convencional. En este
estudio, el rendimiento diagndstico general fue del 60.5%. La biopsia mediante
pinza convencional permitio establecer el diagndstico en 19 casos mientras que
utilizando la criosonda el diagndstico se logré en 23 casos. Los autores concluyen
que la biopsia transbronquial con criosonda guiada por EBUS es segura y es
Utipara para obtener biopsias de mayor tamafio que con las pinzas

convencionales.

2.2.6. Contraindicaciones de la criobiopsia transbronquial

No existen contraindicaciones especiales para la realizacién de la BPTB
con criosonda por lo que se pueden solapar a las descritas clasicamente para la
BPTB convencional (158).

Asi, las contraindicaciones generales incluyen la insuficiencia respiratoria
grave, la arritmia cardiaca no controlada, el infarto agudo de miocardio, la
hemoptisis masiva y la coagulopatia no corregida. La presencia de hipertension
arterial pulmonar (HAP) se ha considerado clasicamente como una
contraindicacion para la realizacion de BPTB debido al mayor riesgo de sangrado
(98) aunque varios estudios han realizado BPTB con pinza convencional en
pacientes con HAP leve-moderada no han evidenciado un aumento de esta u otras
complicaciones (159, 160). De todas formas, no se han realizado estudios dirigidos
a la evaluacion de las posibles complicaciones de la BPTB con criosonda en estos

pacientes.

83



Los pacientes con trombocitopenia (< 50.000/mm?®) deberian recibir una
transfusion de plaquetas antes del procedimiento (161). Otras alteraciones en el
numero de plaquetas (>1 millén/mm?®) podrian también incrementar el riesgo de
sangrado. En cuanto a los farmacos antiagregantes, no es necesario la retirada de
la aspirina si la dosis no supera los 100 mg/ dia (162). Sin embargo, dosis mayores
(300 mg/dia) y la administracion de otros farmacos como el clopidogrel y la
ticlopidina deben interrumpirse entre 5 y 7 dias antes del procedimiento (163). Los
farmacos anticoagulantes requieren recomendaciones especificas: la warfarina se
ha de suspender 3 dias antes, la heparina de bajo peso molecular 12 horas antes y
la suspensién de la heparina fraccionada ha de hacerse entre 4 y 6 horas antes de
la criobiopsia. Una ratio internacional normalizada (INR) menor de 1,5 y un tiempo

de tromboplastina parcial activa (aPTT) menor de 50 segundos son seguros (164).

2.2.6.a. Absolutas

* Falta de consentimiento del paciente o sus familiares.

* Ausencia de un endoscopista adecuadamente entrenado de acuerdo con
las normas en vigencia y acreditado por las autoridades académicas y/o
sanitarias pertinentes.

* Ausencia de material y personal para enfrentar las situaciones de
emergencia, fundamentalmente paro -cardiorrespiratorio, neumotérax o
sangrado mayor de la via aérea.

* Hipoxemia intensa (PaO;, < 60 mmHg y/o SaO; < 80%) pese a la
administracion de altas fracciones inspiradas de oxigeno, similares a las
que podrian utilizarse durante el procedimiento.

* Alteraciones de la coagulaciéon que no pueden ser corregidas.

* Infarto de miocardio reciente o angina inestable.
2.2.6.b. Relativas
* Falta de cooperacion del paciente.

¢ Arritmia cardiaca inestable.

* Hipertension pulmonar.
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3. HIPOTESIS

* La realizacion de la biopsia pulmonar transbronquial con criosonda podria
ser una técnica viable y de facil implantacién en las unidades de

endoscopia respiratoria.

+ La biopsia pulmonar transbronquial con criosonda permitiria obtener
especimenes tisulares de gran tamafo e histologia bien preservada que, en
el estudio de las enfermedades pulmonares difusas, podrian incrementar el
rendimiento diagndéstico de la biopsia transbronquial sin aumentar las

complicaciones.

+ La aplicacién de técnicas de inmunohistoquimica en las biopsias obtenidas
con criosonda permitirian demostrar la ausencia de artefactos producidos
por el mecanismo de obtencién de las muestras (congelacion) y podrian
contribuir a la diferenciacién de las distintas patologias que afectan al

intersticio pulmonar.
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4. OBJETIVOS

Objetivos principales:

1. Valorar la viabilidad de la técnica en una unidad de endoscopia respiratoria
y describir la metodologia empleada en la realizacion de la biopsia

pulmonar transbronquial con criosonda.

2. Determinar la rentabilidad diagndstica de las BPTB obtenidas mediante
criosondas frente a las obtenidas con pinzas biopsia convencional en

pacientes con enfermedad pulmonar difusa.

Objetivos secundarios:

1. Analizar las caracteristicas histolégicas de las BPTB mediante criosondas
en comparacion con las obtenidas mediante pinzas convencionales en

pacientes diagnosticados de enfermedad pulmonar difusa.

2. Evaluar la seguridad y las complicaciones de la técnica en relacion con las

BPTB realizadas con pinzas convencionales.

3. Estudiar el papel de las técnicas de inmunohistoquimica en las BPTB

obtenidas mediante criosonda.
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METODOLOGIA Y RESULTADOS

5. METODOLOGIA Y RESULTADOS

5.1. ESTUDIO I: Utilizacién de criosondas para la realizacion de la

biopsia pulmonar transbronquial

_ Archivos e
ARCHIVOS DE e

www.archbroncoeneumol.org

Original
Utilizaciéon de criosondas para la realizacion de la biopsia
pulmonar transbronquial

Virginia Pajares **, Alfons Torrego?, Carmen Puzo?, Enrique Lerma®,
Maria Angels Gil De Bernabé ¢ y Tomas Franquet

5.1.1. Metodologia del estudio |

Este estudio fue realizado con el objetivo de valorar la viabilidad de la

técnica de criobiopsia transbronquial y su implantacion en nuestro medio.

Se describid la metodologia empleada y se analizaron los primeros
resultados histologicos y de seguridad obtenidos de su aplicacién en pacientes con

enfermedad pulmonar difusa.

5.1.1.a. Disefio del estudio y poblacion

Se realizd un estudio prospectivo en el que se incluyé pacientes con
indicacion de BPTB para el estudio de una enfermedad pulmonar difusa. Los
pacientes seleccionados se evaluaron en consultas externas de neumologia.
Todos ellos disponian de hemograma con estudio de coagulacién, ecocardiografia,
TACAR y estudio de la funciéon pulmonar, que incluia espirometria, determinacion

de volumenes pulmonares y difusion de monodxido de carbono.

La técnica no se habia realizado con anterioridad en nuestro centro ni en
otros centros de ambito nacional, por lo que la evaluacion de la viabilidad se llevo a
cabo en un quiréfano que permitia una actuacién rapida y dirigida en caso de

producirse complicaciones.
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5.1.1.b. Protocolo clinico

Para llevar a cabo el estudio, se trasladé el videobroncoscopio (BF 260-T,
Olympus), procesador de imagen y el resto del equipo de broncoscopia necesario
a un quiréfano convencional. La monitorizacion y la sedacién del paciente eran
realizadas por un anestesiélogo. El procedimiento se llevé a cabo tal y como se
describe en el apartado 2.2.4.e (Descripcion de la técnica) con la diferencia que,
en este primer estudio, no se utilizé un balén de oclusion tras la realizacion de la
biopsia. De tal forma que, tras la obtencion de la muestra un segundo
broncoscopista se dirigia a la zona de biopsia y comprobaba la ausencia de
sangrado o, en caso de hemorragia, realizaba aspiracion continua y oclusién del

bronquio segmentario.

5.1.1.c. Variables

Se registré la duracidn del procedimiento, asi como las complicaciones
observadas: hemorragia, neumotoérax e insuficiencia respiratoria aguda. Ademas
de la descripcién de las alteraciones histolégicas, el anatomopatélogo evalué las
siguientes caracteristicas de la muestra: tamafo, numero de espacios alveolares,
porcentaje de parénquima viable para el estudio histolégico y porcentaje de

parénquima pulmonar sin artefactos.

Segun la aproximacion diagndstica que el patdlogo establecia a partir de los
hallazgos observados, las muestras se clasificaban en diagnéstico de certeza,

diagnéstico de probabilidad, muestra no diagnéstica y material insuficiente.

5.1.2. Resultados del estudio |

Se incluyeron 10 pacientes con indicacién de BPTB para el estudio de una
enfermedad pulmonar difusa. Las caracteristicas funcionales y antropométricas de
los pacientes se muestran en la tabla 4. En cada paciente se obtuvieron entre 2y 4
biopsias pulmonares transbronquiales con criosonda bajo control fluoroscopico y
en todos los casos se realizd lavado broncoalveolar previo a la obtencién de las
biopsias. La duracion media del procedimiento fue de 35 + 11 minutos. Todos los
pacientes fueron extubados y dados de alta a su domicilio. La estancia media
hasta el alta domiciliaria fue de 156 * 40 minutos. Ninguno de los pacientes

requirié ingreso hospitalario.
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Como complicaciones inmediatas, registradas durante el procedimiento, el
20% de los pacientes presentd sangrado grado ligero y en el 40% se objetivo
sangrado grado moderado. Ningun paciente presenté hemorragia grave que
obligara a suspender el procedimiento ni precis6 medidas médicas o quirurgicas
adicionales. Ningun paciente presentd neumotdérax ni insuficiencia respiratoria
aguda tras la realizacion de la BPTB con criosonda. No se detectaron otras

complicaciones 24 horas después del procedimiento.

Las biopsias obtenidas presentaban un area media de 9,5 mm? (rango entre
3y 25 mm?) y un didmetro medio de 3,1 mm (rango entre 2,2 y 5 mm). El niumero
medio de espacios alveolares conservados fue de 29,6 (rango entre 3 y 100).
Segun la escala utilizada para la valoracidon histolégica de la muestra, el 60% de
las muestras presentaron un porcentaje igual o superior al 75% de parénquima
pulmonar libre de artefactos, el 50% de las muestras mostraron entre el 75y 100%
de parénquima viable para estudio histolégico y unicamente en dos casos se
obtuvo escasa representacién de parénquima pulmonar, siendo el resto de la

muestra pared bronquial.

En cuanto a los diagndsticos histolégicos observados: 2 casos presentaron
hallazgos compatibles con neumonia intersticial no especifica, 3 casos alveolitis
alérgica extrinseca y en 5 pacientes las alteraciones observadas no permitieron un

diagndstico histolégico concreto por tratarse de cambios inespecificos.

Edad (afios) 6418,4
Sexo (varén/mujer) 6/4
FVC (% pred.) 73211
FEV4 80+20,1
FEV4/FVC 81+7,4
TLC (% pred.) 78%+12,3
DLCO (% pred.) 56+£12,1
DLCO/VA (% pred.) 79+17,3

Los datos se presentan como media + desviacion estandar, o nimero de pacientes en el caso del sexo.
DLCO/VA: capacidad de difusion de mondxido de carbono ajustada al volumen alveolar; DLCO:
capacidad de difusién del mondxido de carbono; FEV+: volumen espiratorio forzado en el primer segundo;
FVC: capacidad vital forzada; TLC: capacidad pulmonar total.

Tabla 4. Variables clinicas y funcionales de los pacientes estudiados.
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Figura 20. Imagen macroscopica de una muestra obtenida con criosonda.

Figura 21. a) Imagen de microscopia éptica (2X) sobre corte histolégico de biopsia pulmonar obtenida
mediante criosonda. Tincion hematoxilina-eosina. Obsérvese la presencia de numerosos espacios
alveolares, asi como estructuras bronquiales y alveolares. El paciente fue diagnosticado de una alveolitis
alérgica extrinseca. b) Imagen microscépica a mayor aumento del mismo caso (20X). Obsérvese el grado
de conservacion de las estructuras alveolares, asi como la presencia de infiltrados mononucleares
intersticiales leves y granulomas no caseificantes. ¢) Imagen microscopica (40X) donde se identifica un

granuloma no caseificante.
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5.2. ESTUDIO II: Diagnostic yield of transbronchial cryobiopsy in

interstitial lung disease: A randomized trial

L Repeolony
gy APSR
3

Official Journal of th

Respirolo

ORIGINAL ARTICLE

Diagnostic yield of transbronchial cryobiopsy in interstitial lung
disease: A randomized trial

VIRGINIA PAJARES, " CARMEN PUZO," DieGo CASTILLO," ENRIQUE LERMA,* M. ANGELES MONTERO,*
DAVID RAMOS-BARBON,' OscarR AMOR-CARRO," ANGELS GIL DE BERNABE,® TomAs FRANQUET,®
VICENTE PLAZA," JURGEN HETZEL,” Joaauin SANCHIS' AND ALrons TORREGO'

5.2.1. Metodologia del estudio Il

Este estudio se realiz6 con el fin de valorar el rendimiento diagnéstico de la
biopsia pulmonar con criosonda en comparacion con el método convencional en el

grupo de las enfermedades pulmonares intersticiales difusas.

5.2.1.a. Disefio del estudio y poblacién

Se disefd un ensayo clinico prospectivo, aleatorizado y simple ciego que
incluyé pacientes con sospecha de enfermedad intersticial difusa. Se incluyeron
pacientes con una edad comprendida entre 18 y 80 afios que presentaban criterios
clinicos y radiolégicos de enfermedad pulmonar difusa y con indicacion de biopsia
pulmonar transbronquial. Todos los pacientes incluidos firmaron el consentimiento

informado.

Se excluyeron los pacientes que presentaban hallazgos radioldgicos tipicos
de patron de NIU en la TACAR segun el consenso actual ATS/ERS/JRS/ALAT
(20). Otros criterios de exclusién fueron el uso de tratamiento anticoagulante no
corregido, presencia de alteraciones de la coagulacion, alteracién ventilatoria grave

y pacientes con patologia cardiaca inestable.
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El estudio se llevo a cabo en el Servicio de Neumologia del Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau (Barcelona) y se realizé siguiendo las recomendaciones
éticas internacionales para investigacién y ensayos clinicos recogidas en la
Declaracién de Helsinki. EI Comité Etico de Investigacion Clinica del centro analizd

y aprobd su realizacion.
5.2.1.b. Protocolo clinico

Los pacientes fueron aleatorizados y distribuidos en dos grupos en funcién
del método asignado para la realizacion de la BPTB: criosonda o pinza
convencional. Para la aleatorizacion de los pacientes, se escribio, mediante
sintaxis del SPSS version 16 para Windows (IBM Corp., Armonk, New York), un
programa especifico para este estudio, de tal forma que el resultado fuera
equilibrado entre ambos grupos. Se asigné un tamafno de bloque de 10 casos. Con
la informaciéon del listado se prepararon sobres individuales, para permitir la
abertura de la asignacion de forma individual. La secuencia de asignacién aleatoria
fue generada por el Servicio de Epidemiologia Clinica y Salud Publica del Hospital

de la Santa Creu i Sant Pau.

En los pacientes del grupo convencional, la BPTB se realizé con pinza de
biopsia: Biopsy Forceps Boston® Ref. 1556 y Olympus® Ref. FB-19E y en los
pacientes del grupo criosonda se utiliz6 una criosonda flexible. La criosonda
utilizada era una sonda flexible con un diametro de 2,4 mm y una longitud de 900

mm (Ref. 20416-032) y conectada al equipo de crioterapia (Erbokryo® CA).

En ambos grupos se registré la saturacion de oxihemoglobina, la presion
arterial, la frecuencia cardiaca y respiratoria. En el grupo criosonda, por las
caracteristicas de la técnica, ademas se realizé un registro electrocardiografico y
capnografico. La anestesia local de la via area superior se realizd con la instilaciéon
de lidocaina topica al 2%. Los procedimientos eran realizados con sedacién
endovenosa; en el grupo convencional la sedacion se llevoé a cabo con midazolam
y en el grupo criosonda los farmacos utilizados fueron midazolam, remifentanilo y
propofol. En el grupo criosonda, la BPTB se realizé segun el protocolo descrito
anteriormente y en el grupo convencional la técnica se realizé de la forma habitual

y siguiendo las recomendaciones generales. La principal diferencia entre las
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técnicas consistio en que en el grupo criosonda era necesario intubar al paciente
con un tubo flexible y anillado (Broncoflex 7,5 mm, Risch®, Teleflex Medical,
Durham, USA) para permitir la extraccion conjunta del broncoscopio y la criosonda,

lo que exigia una sedacion profunda de los pacientes de este grupo.

Independientemente del método asignado, se planific6 obtener un minimo
de tres biopsias de las zonas pulmonares afectadas que eran localizadas segun la
orientacion radiolégica. Del mismo modo, la biopsia transbronquial fue guiada por
fluoroscopia y dirigida a las zonas de mayor afectacién radiolégica. Una vez
realizados los procedimientos, el paciente permanecié bajo observacién y, si no se
evidenciaban complicaciones, era remitido a su domicilio o lugar de procedencia.
El paciente disponia de un numero de contacto para cualquier eventualidad y el
investigador establecia contacto teleféonico con el paciente a las 24 horas del

procedimiento.

5.2.1.c. Procesado de muestras y variables histologicas

Tras la obtencién de las biopsias pulmonares mediante pinzas de biopsia
convencional o criosonda, el procesado de las muestras se realizé de la siguiente

manera:

* Dos de las biopsias extraidas fueron remitidas al Servicio de Anatomia
Patologica del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau donde se procedié a su
fijacion en formaldehido al 4% e inclusion en parafina. Para el estudio
histoldgico se realizaron cortes de 4 a 5 um de tamafo que se colocaron en
un portaobjetos. Se procedié a eliminar la parafina de las secciones y
posteriormente, se realizaron las tinciones de las muestras con
hematoxilina-eosina, Tricromico de Masson para la identificacién del
colageno, tincion de Orceina para la deteccion de fibras elasticas y, cuando
la sospecha clinica asi lo indicaba, se procedia a realizar técnicas
especificas para la deteccion de microorganismos como Plata de

Metenamina, PAS, tincién Gram y tincion de Ziehl Neelsen.

* Una tercera muestra era remitida a la Unidad de Investigacion Respiratoria

del Instituto de Recerca Biomédica del Hospital de Sant Pau (llb Sant Pau)
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para su analisis de inmunofluorescencia e inmunohistoquimico.
Inmediatamente tras su extraccién, la muestra era introducida en un medio
criosolidificable (OCT-Compound, Tissue- Tek 4583, Bayer) y debidamente
identificada en un criomolde de plastico. Para su congelacion se realizd

inmersién en un medio altamente criogénico (nitrégeno liquido).

La aplicacion de técnicas de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia se
realizaron sobre secciones de tejido a partir del material de las biopsias
pulmonares obtenidas con criosonda con el objetivo de valorar la presencia de
daio celular en el tejido obtenido mediante este procedimiento. Para ello, las
secciones fueron desparafinadas en xileno, etanol y tampén Tris salino (TBS). Se
estabilizaron las membranas en 0,2% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) y fueron bloqueadas con 5% de suero de caballo (Vector Laboratories,
Southgate, Peterborough, UK). Las muestras se incubaron con un anticuerpo
monoclonal de ratén para a-SMA (clon 1A1; Sigma Aldrich, a una concentracion de
2 ug/ml) o con antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA; clone Ab-1;
Calbiochem. Merk Chemicals, Darmstadt, Hesse, Germany) a una concentracion
de 2,5 pg/ml). Para la tincion inmunohistoquimica del antigeno nuclear de
proliferacion celular las secciones fueron procesadas mediante el equipo 2100

Antigen Retriever® (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, Pennsylvania).

El analisis histoldégico se realizd por dos patélogos independientes de dos
centros hospitalarios diferentes que eran ciegos al tipo de técnica utilizada para la

obtencion de las muestras pulmonares.

La valoracion de la calidad de las muestras fue establecida mediante las

siguientes variables:

* Tamano (diametro y area).

* Numero de espacios alveolares.

* Porcentaje de parénquima preservado. Para realizar este calculo, se dividié
el parénquima en cuartiles y se evalué el porcentaje de parénquima
pulmonar libre de artefactos. Se considerd artefacto la presencia de

atelectasia, fragmentacion del tejido y coagulos presentes en la muestra.
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Segun la valoracion histolégica de los patdlogos, las muestras se distribuian
en los siguientes patrones: diagnédstico: definido por la presencia de hallazgos
histolégicos caracteristicos o compatibles de una enfermedad y no diagndstico:
definido por la presencia de cambios histolégicos minimos no sugestivos de ningun

patron.

Asimismo, el diagnostico final se establecid tras la valoracion
multidisciplinar y el consenso de los clinicos, radidlogos y patdélogos que

participaron en el estudio.

5.2.1.d. Variables relativas a los procedimientos

Se registré el tiempo empleado en su realizacién y las complicaciones
observadas: hemorragia y neumotérax. La clasificacion de la hemorragia se realiz6
mediante una escala modificada donde el grado 0: ausencia de sangrado, el grado
1: presencia de restos hematicos que no requerian maniobras endoscopicas
adicionales, el grado 2: sangrado que requeria algun procedimiento endoscépico
como succion y oclusion o hinchado del balén de oclusién y el grado 3: sangrado
importante  no controlado endoscopicamente que causa inestabilidad
hemodinamica y/o respiratoria o que requiere medidas quirdrgicas o ingreso en

una unidad de cuidados intensivos.

En cuanto al neumotérax, se registr6 el numero total de pacientes que
presentaron esta complicacién tras los procedimientos y la necesidad de

colocacion de tubo de drenaje.

5.2.1.e. Analisis estadistico

Los datos se analizaron con el paquete estadistico de SPSS, version 16
para Windows (IBM Corp., Armonk, New York). En el analisis descriptivo, los
resultados se mostraron como media y desviacion estdndar para variables

cuantitativas y como valor absoluto y porcentaje para variables cualitativas.

El objetivo principal del estudio fue la evaluacidon del rendimiento
diagndstico de la BPTB con criosonda en comparacion con la BPTB con criosonda.
El rendimiento diagndstico se calculé para cada técnica diagndstica, se aceptd un

error alfa del 5% y un error beta del 20% y se fij6 el porcentaje de pérdidas en un
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10%. Se calculd una diferencia minima del 32% entre los grupos en la obtencion
de un diagndstico histoldgico. El tamafio del grupo se calculé en 80 pacientes. Se
utilizé una tabla de contingencia para la comparacién del rendimiento diagndstico
entre ambas técnicas. La inferencia sobre la tabla de contingencia se llevé a cabo

mediante el test de Chi-cuadrado.

El analisis del resto de las variables secundarias, en el caso de las variables
cualitativas se realiz6 mediante el test de Chi-cuadrado y para la comparacién de
variables cuantitativas se utilizé la prueba de t de Student (0 U de Mann-Withney

en caso de no poder asumir normalidad).

La aproximacion utilizada en todos los test fue bilateral y el nivel de

significacion del 5 %.

5.2.2. Resultados del estudio Il

Se valoraron 80 individuos de los que se aleatorizaron un total de 77
pacientes, 38 pacientes fueron incluidos en el grupo convencional y 39 en el grupo
criosonda. El diagrama de flujo y los principales hallazgos se resumen en la figura
22.

| Pacientes con sospecha de EPID candidatos a BPTB (n=80) |

Pacientes excluidos del estudio (n=3)

‘| * Rechazo de participacién (n=1)

* Pérdidas previas a aleatorizacion (n=3)

Pacientes aleatorizados (n=77) l

Grupo Convencional ( n=38) | Grupo Criosonda ( n=39) |
Patrén Patrén Patrén Patrén

Diagnostico No Diagnéstico Diagnostico No Diagnéstico
(n=11) (n=27) (n=20) (n=19)

Figura 22. Diagrama de flujo que muestra la seleccion y la aleatorizacion de los pacientes y los
principales hallazgos de los grupos (diagnéstico final tras consenso multidisciplinar).
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5.2.2.a. Rendimiento diagnéstico de los procedimientos

La BPTB con criosonda permitié establecer un diagndstico histolégico en el
74,4% de los pacientes mientras que la BPTB con pinzas convencionales obtuvo
un diagnostico histologico en el 34,1% de los pacientes (p<0,001). El rendimiento
diagnostico de las técnicas fue establecido tras la valoracién de la informacién
clinica, radioldgica e histolégica de cada caso por un comité multidisciplinar. En el
grupo criosonda, el rendimiento diagndstico resultdé superior que en el grupo

convencional (51,4% versus 29,1%, respectivamente) (p = 0,038).

El 24,3% de las muestras obtenidas en el grupo convencional presentaron
un tamano insuficiente para el estudio histolégico (<1 mm), no observandose

ninguna muestra de estas caracteristicas en el grupo criosonda (p = 0,001).

100 =
p < 0,001
75 =
p<0,05 - -
50 I Patron histoldgico
=] Consenso multidisciplinar
25 -
0 -
I \l 1 1
e S 3
fooob (\<}°(\ 50(\6 éo(\’b
W0 & O \\?'(\
(@) OO(\ @) RS

Figura 23. Rendimiento diagnéstico del patrén histolégico y del consenso multidisciplinar.

Los patrones histologicos y los diagnésticos finales tras la valoracion

multidisciplinar se muestran en la tabla 5.
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Histopathologic diagnosis Multidisciplinary diagnosis
Cryoprobe Conventional- Cryoprobe Conventional-
Histopathologic group forceps group Diagnostic group forceps group
diagnosis n (%) n (%) P-value consensus n (%) n (%) P-value
» Nonspecific 12 (30.8) 1(2.6) » Nonspecific 10 (25.7) 0
interstitial interstitial
pneumonia pneumonia
+ Diffuse alveolar 1(2.6) 2 (5.3) » Acute alveolar 1(2.6) 0
damage injury
+» Organizing 3(7.7) 3(8) * Infection 0 2(5.3)
pneumonia
» Sarcoidosis 1(2.6) 2(5.1) + Organizing 3(7.7) 3(8)
pneumonia
* Bronchiolitis- 2(5.1) 1(2.6) » Sarcoidosis 1(2.6) 2(5.3)
associated DILD
* Hypersensitivity 3(7.7) 0 * Respiratory- 2 (5.1) 1(2.6)
pneumonitis bronchiolitis
associated DILD
* Eosinophilic 0 2(5.3) * Hypersensitivity 3(7.7) 0
pneumonia pneumonitis
+ Adenocarcinoma 0 1(2.6) » Eosinophilic 0 2(5.3)
pneumonia
* Usual interstitial 7(17.9) 1(2.6) + Adenocarcinoma 0 1(2.6)
pneumonia
Total 29 (74.4) 13 (34.1) <0.001 Total 20 (51.4) 11(29.1) 0.038

Data are presented as number of subjects and percentage.
DILD, diffuse interstitial lung disease.

Tabla 5. Diagnéstico histopatolégico y diagnéstico final tras revisién por un comité multidisciplinar.

5.2.2.b. Caracteristicas histolégicas de las muestras

Se evaluaron 266 muestras pulmonares, de las que 126 eran muestras
obtenidas con pinza de biopsia convencional y 140 con criosonda. No hubo

diferencias significativas en el numero de biopsias realizadas con cada método.

Las muestras obtenidas con pinzas de biopsia convencional presentaron un
didmetro medio de 1,8 + 1 mm frente a 4,1 £ 1,5 mm de las muestras obtenidas
con criosonda (p<0,001) (figura 24). El area tisular también presentd valores
significativamente inferiores en las muestras del grupo criosonda con respecto al
grupo convencional (3,3 + 4,1 mm? versus 14,7 + 11 mm? p<0,001) (figura 25).
Todas las muestras obtenidas mediante BPTB con criosonda presentaron un area
superior o igual a 3 mm? mientras que cuando la BPTB se obtuvo con pinza

convencional este dato se redujo al 45,9% de los casos (p<0,001).
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p <0,001
67 ¢ Convencional
» Criobiopsia
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Figura 24. Diametro de las muestras obtenidas mediante las dos técnicas.
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150~ e Convencional
N = Criobiopsia
8 100-
[e]
Q
= ———ee———y
&
Z 50
0- —
Biopsia

Figura 25. Numero de alveolos presentes en las muestras obtenidas mediante ambos métodos.

El grado de conservacion de las muestras se valoré por la presencia de

parénquima pulmonar con representacion alveolar libre de artefactos. El 66,6% de
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las biopsias obtenidas con criosonda presentaron un porcentaje de parénquima
libre de artefactos mayor o igual al 75%. Las caracteristicas histolégicas de los

grupos se presentan en la tabla 6.

Variables Grupo Grupo p-valor
Criosonda Convencional
N° total de muestras 140 126 0.342
N° de muestras por procedimiento [ 3.7 £ 0.9 35+1.2 0.44
Diametro (mm) 4115 181 < 0.001
Area (mm?) 14.7 + 11 33+4.1 < 0.001
N° de alveolos 68.2 £ 61.2 22.0+39.8 < 0.001
Presencia de tejido pleural 5(3.6%) 3(2.4%) 0.711
Presencia de pared bronquial 12 (8.6%) 10 (7.9%) 0.802
Area libre de artefactos (%) * 66.6 31.6 0.012
Los datos se presentan como media * desviacién estandar y nimero total de muestras
(%) . *Porcentaje de muestras que presentan = del 75% del parénquima libre de
artefactos.

Tabla 6. Variables histoldgicas y calidad de las biopsias.

5.2.2.c. Andlisis inmunohistoquimico de las muestras obtenidas con

criosonda.

Las muestras obtenidas con criosonda mostraron una arquitectura tisular
preservada y no se observaron artefactos secundarios a la congelacion. El analisis
de las secciones de biopsias obtenidas con criosonda demostré una alta calidad
para las tinciones convencionales histopatolégicas como la tinciébn con
hematoxilina-eosina y con tricromico de Masson. Ademas, también fue posible la
deteccion inmunohistoquimica de antigenos citoplasmicos y nucleares como a -

SMA y PCNA respectivamente (figura 26).
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Figura 26. Secciones microscopicas tefiidas con HE (A-D) y tricrdmico de Masson (E). En (A) se
muestran secciones tisulares completas de una biopsia transbronquial con pinza convencional (izquierda)
y con criosonda (derecha). La criobiopsia permite examinar un elevado numero de alveolos (A, B).
Bronquiolo (C, flecha negra) y vaso acompafante (flecha blanca) también estan presentes en la muestra
obtenida con criosonda. Se objetivan otros detalles histopatolégicos como un infiltrado eosindfilo (D,
flechas). El tricromico de Masson revela un extenso depodsito de matriz extracelular (E). El analisis
inmunohistoquimico permitié una clara definicién de células positivas para a-SMA (F, rojo) and PCNA (G,
azul oscuro). Escala: 500 um (A); 200 uym (B, C); 50 um (D, F); 100 uym (E); 20 uym (G).

5.2.2.d. Complicaciones de los procedimientos

Las complicaciones registradas se muestran en la tabla 7. No se

observaron diferencias estadisticamente significativas entre el numero de

complicaciones generales de los pacientes en los que se realizé la BPTB con
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pinzas convencionales y los pacientes en los que se llevd a cabo con criosonda
(p=0,346). En el grupo convencional se observé un numero inferior de hemorragias
grado 2 en relacién con el grupo criosonda (34,2% versus 56,4%) aunque este
dato no resulté significativo ni clinicamente relevante. En ninguno de los grupos se
observaron hemorragias graves que precisaran medidas endoscopicas ni
quirurgicas adicionales. No se observaron diferencias entre los grupos en los

parametros de coagulacion (p=0,09) ni en el recuento de plaquetas (p=0,68).

Se produjeron dos neumotérax en el grupo convencional y tres en el grupo
criosonda. Los tres casos de neumotdérax del grupo criosonda requirieron
colocacion de tubo de drenaje pleural mientras que en el grupo convencional la

colocacion del tubo de drenaje sélo fue necesaria en uno de los casos.

Complicationes Grupo Criosonda Grupo Convencional | p-valor
n (%) n (%)
Hemorragia
Grado 0 5(12.8) 8(21.1) 0.068
Grado 1 12 (30.8) 17 (44.7)
Grado 2 22 (56.4) 13 (34.2)
Grado 3 0(0) 0(0)
Neumotdrax 3(7.7) 2(5.2) 0.999
Datos presentados como namero total (%).

Tabla 7. Complicaciones registradas durante los procedimientos distribuidas por grupos.
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6. DISCUSION CONJUNTA

La biopsia pulmonar transbronquial es una técnica broncoscépica indicada
en el estudio de las enfermedades pulmonares difusas. Estudios previos, que
evaluaron el rendimiento diagndstico de este procedimiento, ponen de manifiesto
la variabilidad en la capacidad de obtener un diagndstico histolégico cuando las
muestras son obtenidas con una pinza convencional (5-9). Esta variabilidad es
debida, entre otros factores, al pequefo tamafo de las biopsias (106, 107) y a la

presencia de artefactos que alteran la calidad de las muestras (11).

Los dos trabajos presentados en esta tesis evaluan la utilizacién de
criosondas para la obtencion de parénquima pulmonar como una alternativa
diagndstica a la biopsia pulmonar transbronquial convencional. Ambos estudios se

llevaron a cabo en pacientes con sospecha de enfermedad intersticial difusa.

6.1. Viabilidad del uso de criosondas para realizar la BPTB y descripciéon

de la técnica

La utilizacion de sondas de crioterapia flexibles, con mayor poder y
velocidad de congelacion que las sondas rigidas, ha permitido la obtenciéon de
muestras tisulares de un tamafio superior a las obtenidas mediante el método
convencional. Esto se debe a las recientes modificaciones técnicas de las sondas
que dan lugar a una mayor estabilidad del agente criogénico en el canal de las
mismas. Las caracteristicas anteriormente mencionadas condicionan un
incremento de la traccion sobre el tejido y permiten aumentar el rendimiento
terapéutico del procedimiento. Asi, en cuanto a la eficacia de la crioterapia con la
nueva generacion de sondas flexibles, Hetzel y colaboradores (127), demostraron
su viabilidad en la exéresis completa de tumores endobronquiales que
presentaban una ocupacién endoluminal importante sin un aumento de las
complicaciones. Hasta la publicacion de este estudio, la utilizacion de criosondas
en broncoscopia estaba orientada a la exéresis de tumores endobronquiales de
pequefo tamafo o al tratamiento de lesiones superficiales en la mucosa bronquial
como el carcinoma in situ, respondiendo, principalmente, a un objetivo terapéutico
(124). Estos resultados establecieron la base para que Schumann y colaboradores

(128) demostraran que las biopsias endobronquiales obtenidas con criosonda eran
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optimas para el analisis histolégico. En su estudio, los autores incluyeron 55
pacientes en los que la biopsia fue realizada, de forma consecutiva, mediante
pinza convencional y criosonda y objetivaron que el area de las criobiopsias era
significativamente superior al area de las muestras obtenidas con pinza
convencional. La calidad histolégica, valorada mediante un analisis de imagen
cuantitativo, también resultd superior en las muestras obtenidas con criosonda. En
un estudio posterior, Hetzel y colaboradores (131) confirmaron la viabilidad de las
técnicas de inmunohistoquimica de las criobiopsias. En su estudio, se utilizaron
con éxito anticuerpos monoclonales contra el factor de transcripcién tiroideo (TTF-
1), pancitoqueratina (Pan-CK), citoqueratina 7, citoqueratina 20, proteina CDX2,
calretinina, vimentina, cromogranina y sinaptofisina. Este analisis permitid
confirmar el diagnodstico de tumores de diferentes estirpes celulares. Los
resultados de este estudio resultan interesantes ya que, en ocasiones, es dificil
establecer el diagndstico de un tumor pulmonar primario y/o diferenciarlo de un
tumor metastasico (165, 166). En los ultimos afos se han producido multiples
avances en el abordaje del cancer de pulmén y, en concreto, en el cancer de
puimén no microcitico (CPNM). La determinacion de técnicas de
inmunohistoquimica es fundamental para conseguir un diagnéstico correcto. Asi,
los anticuerpos dirigidos contra TTF-1 resultan positivos en los adenocarcinomas
mientras que los carcinomas de células escamosas son positivos para la expresion
de la proteina p63 (166, 167). En esta linea, la identificacion de alteraciones
moleculares como mutaciones y amplificaciones génicas esta permitiendo
seleccionar e individualizar el tratamiento en algunos subgrupos de pacientes con
enfermedad avanzada. Entre estas dianas destacan la mutacion de KRAS, el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y los reordenamientos de la
quinasa del linfoma anaplasico (ALK). En la practica clinica habitual, la
determinacion de mutaciones implica cambios en la actitud terapéutica ya que, en
funcion de la mutacion objetivada, los pacientes presentan diferentes respuestas al
tratamiento (168). En estos casos, es fundamental disponer de tejido suficiente
para la realizacion de técnicas de inmunohistoquimica y determinaciones
moleculares por lo que, en muchas ocasiones con los procedimientos
convencionales, es necesario repetir las exploraciones para obtener biopsias

adicionales que permitan aplicar las técnicas adecuadas (169-172).
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En cuanto al uso de criosondas en la BPTB, nuestro estudio: Utilizacion de
criosondas para la realizacion de la biopsia pulmonar transbronquial es el primer
estudio realizado de forma prospectiva en pacientes con sospecha de enfermedad
intersticial difusa con la finalidad principal de evaluar la viabilidad, describir la

metodologia de la obtencién de las muestras y analizar la seguridad de la técnica.

Con el objetivo de determinar la viabilidad de la técnica en nuestro medio, el
estudio se llevé a cabo en el ambito quirurgico. Este hecho podria suponer un
incremento de la complejidad y de los costes derivados de la técnica. Sin embargo,
uno de los objetivos principales de este primer trabajo fue la valoracion de la
seguridad y, debido a la escasa literatura existente, se decidi6 realizar el
procedimiento en las condiciones de mayor seguridad posible, optimizando la
monitorizacion y el control del paciente. Ademas, a pesar de que el procedimiento
se realizé en un quiréfano, la técnica continu6é conservando el caracter ambulatorio
por lo que, tal y como ocurre en el caso de la BPTB con pinzas convencionales, el

paciente no precisé ingreso hospitalario.

En el estudio se describe la metodologia de la técnica y las herramientas
necesarias para llevarla a cabo. Una diferencia con respecto al procedimiento
convencional es la necesidad de intubacion orotraqueal. Esto facilita la entrada y
salida del videobroncoscopio con la criosonda y la muestra adherida en su
extremo, ya que el tamafo de la muestra no permite el paso a través del canal de
trabajo del broncoscopio. Metodolégicamente, esta forma de obtencion de las
muestras es similar a la descrita por otros autores (127, 128, 131, 135, 136). Sin
embargo, en el estudio realizado por Yarmus y colaboradores (139) la biopsia con
criosonda fue llevada a cabo mediante broncoscopio rigido en 10 procedimientos y
en otros 11 procedimientos se utiliz6 mascarilla laringea en lugar de intubacién
orotraqueal. Asimismo, Fruchter y colaboradores (144) describen la biopsia
transbronquial con criosonda en 41 pacientes sin necesidad de IOT ni mascarilla
laringea. En nuestro estudio, tal y como describen Babiak y colaboradores (136),
se utilizé un tubo endotraqueal ya que, ademas de facilitar la técnica, evitaba la

posibilidad de producir de lesiones y traumatismos en la mucosa orotraqueal.

La intubacién orotraqueal implica diferencias en el nivel de sedacion.

Actualmente, en el ambito de la neumologia intervencionista, son numerosos los
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procedimientos broncoscopicos que requieren una sedacién mas profunda y se
han descrito protocolos de las técnicas anestésicas para llevarlos a cabo (174,
175). En este sentido, la introduccion de nuevas tecnologias y la realizacion de
procedimientos mas complejos en las unidades de endoscopia respiratoria hacen
cada vez mas frecuente la presencia de un anestesidlogo y/o de personal de
enfermeria especializado en el manejo de la sedacién (175). En nuestro estudio, y
de forma concordante con los estudios realizados, la biopsia pulmonar
transbronquial con criosonda requirié el uso de farmacos que condicionaban un
mayor nivel de sedacién, como el remifentanilo y el propofol, por lo que no fue
posible usar el signo clasico de dolor en punta de costado como signo de irritacion
pleural. En nuestra experiencia, resulté util el control fluoroscépico para comprobar

la localizacién de la sonda a 1 y 2 cm de la pleura visceral.

El estudio de Babiak y colaboradores (136) fue uno de los primeros trabajos
en publicar datos relativos a la calidad de las muestras y a las complicaciones en
pacientes con enfermedad intersticial difusa. Los autores describen muestras
obtenidas con pinza con un area media de 5,82 mm? frente a los 15,11 mm? del
area media de las muestras obtenidas con criosonda. En este estudio las
complicaciones observadas fueron relativamente bajas, el 4,87% de los pacientes
presentaron neumotdrax y no se observé ningun sangrado grave. Sin embargo, no
es posible extraer resultados definitivos en cuanto a seguridad de la técnica
teniendo en cuenta que ambos procedimientos fueron realizados en el mismo

paciente.

En el estudio que realizamos, ningun paciente presentd neumotérax ni
sangrado grave. El hecho de no observar sangrados significativos podria estar en
relacion con la meticulosa seleccion de los pacientes en el que se excluyeron
pacientes con mayor riesgo. Los efectos hemostaticos producidos por el frio como
la vasoconstriccion y la microtrombosis capilar en la zona de contacto de la
criosonda también podrian contribuir a retrasar y disminuir el volumen de los

sangrados secundarios a la realizacién de este procedimiento.
Segun los estudios citados, el sangrado que se produce tras la realizacion

de la biopsia con criosonda, es un sangrado ligero o0 moderado que no requiere

maniobras endoscdépicas adicionales, aunque debido a la dificultad de visualizar de
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forma inmediata la hemorragia producida, se estan comenzando a describir y
proponer metodologias que permiten la colocacién de balones de oclusion o
catéteres para aumentar la seguridad y poder controlar de forma inmediata una
eventual complicacion (140). Nuestra publicacion anexada en esta tesis: Utilizacion
de un balon de oclusibn en la realizacion de las biopsias pulmonares
transbronquiales con criosonda describe, de forma detallada, esta modificacién de

la metodologia inicial.

Con respecto al neumotérax, en general oscila entre el 1y el 10% excepto
en el estudio de Casoni y colaboradores (153) en el que esta complicacion se
produce en el 29% de los casos debido a las caracteristicas de los pacientes
incluidos (pacientes con neumopatia intersticial y patron fibrético) y a la obtencién

de un mayor numero de biopsias subpleurales (< 1 cm).

Desde el punto de vista metodoldgico, nuestro estudio confirma que la
utilizacién de criosondas para realizar la BPTB es un procedimiento técnicamente
viable y que se realiza de forma similar a la técnica convencional por lo que no

necesita un periodo de aprendizaje largo.

6.2. Rendimiento diagnéstico y seguridad de la BPTB con criosonda

El segundo estudio: Diagnostic yiel of transbronchial cryobiopsy in interstitial
lung disease: a randomized trial es el primer estudio prospectivo que demuestra
que, en los pacientes con sospecha de EPID, la realizacion de la BPTB mediante
criosonda aumenta el rendimiento diagndstico sin un aumento significativo de las
complicaciones. La principal utilidad de la BPTB en la EPID es obtener muestras
adecuadas que permitan establecer un diagnostico especifico y evitar, de esta
forma, la repeticidon de exploraciones complementarias y la realizacién de otros
procedimientos mas complejos como la biopsia quirurgica. Varios autores han
cuestionado el papel de la BPTB con pinza convencional en el diagnéstico de
algunas enfermedades intersticiales, especialmente en el caso de la neumonia
intersticial usual (NIU) (12, 29, 152). En el afio 2002, fue publicado el consenso de
la ATS/ERS con la clasificacion de las NIl que ha sido actualizada recientemente

(18, 19). Esta guia recomienda un algoritmo diagndstico donde la BPTB es una
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alternativa unicamente en casos seleccionados de pacientes siendo la biopsia

quirurgica la técnica de eleccion.

En cuanto a las patologias intersticiales difusas que presentan un patron
fibrético, la histologia es el elemento clave en el diagndstico multidisciplinar cuando
los datos clinicos y radiolégicos no permiten establecer un diagnéstico preciso. En
este grupo de patologias, la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es la entidad mas
frecuente y de peor prondstico (19). Esta entidad se caracteriza por la presencia de
un patrén histolégico de NIU en un contexto clinico adecuado. Se han definido los
hallazgos radioldgicos tipicos que permiten el diagndstico mediante una TACAR.
Otras entidades que pueden presentar un patron histolégico de NIU son algunas
enfermedades sistémicas, las formas fibréticas de neumonia intersticial no usual,
la alveolitis alérgica extrinseca en fase cronica, la neumonitis por farmacos o
algunas fibrosis familiares, entre otras. En estas entidades resulta crucial
establecer un diagnéstico adecuado debido a las diferencias en el prondstico en
relacion a la FPI y a la posibilidad de iniciar tratamientos especificos. Es por ello
que el hallazgo de un patron de NIU en la biopsia no debe interpretarse como FPI
sino que se ha de integrar de forma adecuada, la informacion de la TACAR, la
clinica y los hallazgos histopatolégicos (19, 21). Hasta el momento, en los casos
en los que no es posible establecer un diagnéstico, las guias clinicas recomiendan
la realizacidon de una biopsia quirurgica. Existen pocos datos que avalen el papel
de la criobiopsia en el diagndstico de patologias intersticiales con un patrén
fibrético. Recientemente, Casoni y colaboradores (153) han realizado un estudio
en el que incluyeron 69 pacientes que presentaban hallazgos clinicos y
radiolégicos de neumopatia intersticial difusa con patron fibrético. En este estudio
el analisis histologico de las muestras obtenidas con criosonda permitié establecer
un diagnostico especifico en el 76% de los pacientes y de ellos en el 32% de los
casos se objetivd un patron tipico de NIU y en el 30% un patrén de posible NIU.
Estos resultados coinciden con el estudio realizado por Kropski y colaboradores
(177) que evaluaron el papel de la criobiopsia en 25 pacientes con enfermedad
intersticial difusa. El rendimiento diagndstico de las biopsias obtenidas con
criosonda fue del 80% vy, en 7 de los 25 casos estudiados, las biopsias mostraron

un patrén histolégico compatible con NIU.
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En nuestro estudio el rendimiento diagndstico de la BPTB con criosonda fue
del 74,4% con respecto al 34,1% cuando la BPTB era realizada con pinza
convencional. En cuanto a los diagndsticos especificos es interesante destacar
que en el 30,8% de los casos del grupo criosonda fue posible establecer el
diagnostico de neumonia intersticial no especifica basandose en el hallazgo de un
infiltrado cronico celular con afectacion homogénea en las biopsias obtenidas con
criosonda mientras que en el grupo convencional este diagndstico solo fue posible
en 1 caso (2,6%). Sin embargo, observamos que en el 17,9% de los casos que
mostraron un patrén histolégico de NIU en la biopsia obtenida con criosonda, el
comité multidisciplinar no fue capaz de establecer un diagndéstico especifico final.
Este dato que, resulta contrario a los resultados publicados en estudios recientes
(153, 177), puede explicarse por los exigentes criterios de inclusion. En el estudio
presentado, se excluyeron pacientes con un patron radiolégico claro de NIU y de
posible NIU. Asi, a pesar de la observacion de un patron histolégico de NIU, los
datos clinicos y radiolégicos no permitieron establecer un diagndstico final de

consenso y fue preciso realizar otros procedimientos.

En general, el incremento en el rendimiento diagndstico de la criobiopsia se
atribuye a la obtencion de muestras de mayor tamafio y con una calidad histolégica
superior a la observada en las biopsias transbronquiales obtenidas mediante pinza
convencional. El tamafo, el numero de biopsias realizadas y la presencia de
artefactos como la hemorragia intraalveolar son caracteristicas relacionadas
clasicamente con el rendimiento diagnostico de la BPTB. Las biopsias pulmonares
obtenidas con pinzas convencionales pueden presentar artefactos secundarios al
efecto de la compresion del forceps sobre el tejido y artefactos secundarios al
procesado de las muestras. Estos artefactos, descritos por Kendall vy
colaboradores (11), empeoran la calidad de las muestras obtenidas y pueden

dificultar la correcta interpretacion histolégica de las mismas.

En nuestra serie, las biopsias pulmonares transbronquiales obtenidas con
criosonda mostraron un mayor porcentaje de parénquima libre de artefactos
(atelectasias, coagulos y fragmentacion del tejido). Asi, el 66% de las criobiopsias
presentaron mas del 75% de parénquima pulmonar sin artefactos en comparacion
con el 30% de las muestras obtenidas de forma convencional. Este resultado se

encuentra en relacion con la diferente forma de obtencidén de las muestras, que en

123



el caso de la biopsia pulmonar transbronquial con criosonda, permite la rapida
congelacion del tejido y la extraccion de la muestra por traccion, por lo que no se
observan artefactos secundarios a la compresion del tejido. Ademas, es
destacable que la preservacién de las muestras fue confirmada con la aplicacién
de técnicas de inmunohistoquimica que demostraron una 6ptima calidad en la
deteccion de antigenos citoplasmicos y nucleares, incluyendo la deteccion del

antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA).

Otra de las limitaciones de la BPTB convencional en el logro de un
diagndstico histologico preciso, es el reducido tamano de la muestra. En un estudio
realizado por Curley y colaboradores (106) en el que se analizaron 170 muestras
obtenidas mediante BPTB, se observé que el 50% de las biopsias tenian un
tamano menor a 3 mm, lo que condicionaba, ademas, la presencia de un numero
reducido de espacios alveolares (menos de 20 espacios alveolares en el 48% de
las muestras). En nuestra serie se analizaron 266 biopsias pulmonares de las que
140 correspondian a biopsias obtenidas con criosonda. El diametro y el area tisular
del grupo de criosonda resulté significativamente superior con respecto al grupo
convencional. Ninguna de las muestras obtenidas mediante criobiopsia presento
un tamano inadecuado y todas fueron viables para el estudio histoldgico.
Asimismo, el numero medio de alveolos presentes en las muestras obtenidas con
criosonda fue de 68,2 en comparacion con los 22 espacios alveolares de las
muestras convencionales. Estos datos se encuentran en consonancia con los
resultados de los estudios realizados hasta el momento que, tras el analisis
anatomopatoldgico e inmunohistologico de los especimenes tisulares obtenidos
con criosondas, han objetivado que las biopsias con criosonda son superiores en
tamafo y en calidad respecto a las obtenidas mediante pinzas de biopsia
convencional (128, 131, 136).

En relacion con la seguridad, los efectos adversos descritos mas frecuentes
asociados a la realizacién de la BPTB con pinza convencional son la hemorragia
grave y el neumotérax. Respecto a la hemorragia, la presencia de un sangrado
leve o moderado tras la BPTB es habitual y ha sido descrita en multiples estudios
(46, 93, 94, 178). Zavala y colaboradores (102) establecieron recomendaciones y
propusieron intervenciones endoscopicas como la oclusién y succion del bronquio

segmentario donde se habia realizado la biopsia pulmonar transbronquial con
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pinza convencional. Por otro lado, en la literatura no existe un criterio unico para
cuantificar la cantidad del sangrado producido tras la realizacién de la biopsia
pulmonar transbronquial. Debido a que uno de los objetivos del estudio fue
establecer la seguridad del procedimiento, se disefié un protocolo en el se clasifico
de forma estricta las hemorragias, considerandose moderada cualquier hemorragia
que precisara de oclusién del bronquio segmentario. En nuestra serie, el perfil de
seguridad de los dos procedimientos fue similar y no se observaron
complicaciones graves en ninguno de los grupos. La presencia de un mayor
numero de casos con sangrado moderado en el grupo de BPTB con criosonda no
resultd clinicamente relevante ni condiciond la obtencién de menor numero de
biopsias. Ademas, de la misma forma que con la técnica convencional, la
utilizacion de un balén de oclusién en el segmento pulmonar donde se realizé la
BPTB, permiti6 un mejor control del sangrado. No se observaron diferencias
significativas en cuanto al numero de neumotdérax producidos. A excepcion de los
casos en los que se produjeron complicaciones, la realizacion de esta nueva
técnica no requirié la hospitalizacién del paciente y se llevé a cabo con caracter
ambulatorio en una unidad de endoscopia respiratoria convencional. En la
literatura, existen todavia pocos datos acerca de la seguridad de la BPTB con
criosonda aunque nuestros datos estan en consonancia con los resultados de los
ultimos estudios publicados en los que se incluyen pacientes con patologias

pulmonares graves; inmunodeprimidos y con trasplante pulmonar (139, 155).

A pesar de que la BPTB con criosonda requiere algunas modificaciones con
respecto a la técnica convencional, estas modificaciones no suponen un gran
incremento de complejidad ni prolongan la duracion de la exploracion. Por otro
lado, es posible que el aumento del rendimiento diagndstico conlleve una
reduccidon en el gasto hospitalario ya que evita realizar y/o repetir otras
exploraciones complementarias. Sin embargo, no es posible obtener datos
concluyentes al respecto ya que el analisis econémico no fue objeto de estudio en

este trabajo.

En resumen, las importantes implicaciones prondsticas y terapéuticas de los
pacientes con enfermedad pulmonar intersticial difusa otorgan un maximo interés
al hecho de intentar obtener un diagnédstico especifico. Por ello, la utilizacion de

criosondas para realizar la biopsia transbronquial junto con la interaccién entre el
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DISCUSION CONJUNTA

clinico, el radidlogo y el patdlogo, permiten mejorar la estrategia diagndstica en los

pacientes con enfermedad intersticial difusa.

Finalmente, cabe destacar que, los resultados de los estudios presentados
han contribuido a la incorporacién de esta técnica en el algoritmo diagndstico de
las enfermedades difusas y, como tal, aparece descrito en el capitulo de Utilizacion
de criosondas en la biopsia pulmonar transbronquial: beneficios y seguridad del
Manual de procedimientos en biopsia pulmonar para el diagnéstico de EPID de la

Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica (179).
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7. CONCLUSIONES

1.

La

En

La

utilizacion de criosondas para la realizacién de la biopsia pulmonar
transbronquial resulta una técnica viable en nuestro medio. La técnica
se realiza de forma similar al método convencional y en régimen
ambulatorio, hechos que facilitan su implantacién en las unidades de

endoscopia respiratoria.

el diagndstico de las enfermedades pulmonares intersticiales difusas, la
biopsia transbronquial con criosonda ha permitido establecer un mayor
numero de diagnodsticos histolégicos lo que supone un aumento del
rendimiento diagndstico de la técnica con respecto a la biopsia pulmonar

transbronquial con pinza convencional.

evaluacion de las caracteristicas histolégicas de la biopsia pulmonar
transbronquial con criosonda permite afirmar que las muestras
obtenidas presentan un mayor diametro y area tisular, un mayor numero
de espacios alveolares y un parénquima mejor preservado que las

biopsias obtenidas con pinza convencional.

4. El andlisis histologico de las muestras obtenidas con criosonda demuestra

una excelente calidad para las tinciones convencionales
histopatoldgicas como la tincién con hematoxilina-eosina y tricromico de
Masson y permite la aplicacién de técnicas de inmunohistoquimica para
la deteccién de antigenos citoplasmicos y nucleares como a-SMA y
PCNA. Por lo tanto, las criobiopsias muestran una arquitectura tisular

preservada y no presentan artefactos secundarios a la congelacion.

5. La realizacion de la biopsia pulmonar transbronquial con criosonda presenta

un perfil similar respecto a la seguridad y al numero de complicaciones

con respecto al método convencional.
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Introduccion: La biopsia pulmonar transbronquial (BPTB) es una técnica broncoscépica indicada en el
estudio de las enfermedades pulmonares difusas, cuyo rendimiento diagndstico es variable debido, en
parte, al pequefio tamafio de las muestras obtenidas. La utilizacién de criosondas en la practica de la BPTB
podria permitir obtener muestras tisulares de mayor tamafio y mejor calidad. El presente trabajo tiene
como objetivos describir la metodologia de la técnica y su implantacién en nuestro centro, asi como
analizar los resultados de seguridad e histologicos en los primeros pacientes.
Pacientes y métodos: Se incluyd a 10 pacientes tributarios de BPTB para estudio de neumopatia difusa. De
un modo equiparable al método convencional, la criosonda (Erbokryo CA™, Erbe, Alemania) se introduce a
través del videobroncoscopio y se dirige hacia regiones pulmonares periféricas, donde la aplicacion de frio
permite obtener una muestra de tejido pulmonar congelado que queda adherido al extremo de la
criosonda. Se registraron la duracion del procedimiento y las complicaciones durante éste, y se evalud la
calidad de las muestras obtenidas.
Resultados: La duracion media ( +desviacion estandar) del procedimiento fue de 35+ 11 min. Las muestras
presentaban un area media de 9,5mm? (rango: 3-25 mm?), con un niimero medio de espacios alveolares
conservados de 29,6. Ningiin paciente present6 neumotérax. En 6 de los 10 pacientes se registro
hemorragia tras la biopsia, que en ningin caso obligd a interrumpir el procedimiento.
Conclusiones: La utilizaciéon de criosondas es viable para la realizacion de la BPTB y en el futuro podria
mejorar el rendimiento de la técnica convencional.
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Background and objectives: Transbronchial lung biopsy (TBLB) is a bronchoscopy procedure used to obtain
peripheral lung tissue. Small size samples and artefacts lead to variable, and usually poor, diagnostic yield.
The use of cryoprobes may enable larger size and better quality biopsy samples to be obtained. The purpose
of this study was to evaluate the feasibility of TBLB with cryoprobes and analyse the histological quality of
samples obtained.

Patients and methods: We selected 10 patients with interstitial lung disease who were suitable for TBLB. A
cryoprobe (Erbokryo CA™, Erbe, Germany) was introduced through the bronchoscope work channel. Then,
under fluoroscopic control, the cryoprobe was placed in an area of the peripheral lung previously selected
according to CT findings. A temperature of —89.5°C was applied for 3s and the cryoprobe and
bronchoscope were removed with the frozen lung sample attached to the probe. The procedure was
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performed under sedation and the patient was intubated to allow bronchoscope and cryoprobe removal.
Safety, duration of the procedure and histological findings has been evaluated.

Results: There were 10 patients (64 + 8 years, 6 males). Procedure length was 35 min. The specimen area
was 9.5 mmz2 (range 3 to 25 mm2) and the mean number of alveolar spaces was 29.62. No pneumothorax
was registered. 6/10 patients had mild post-biopsy bleeding controlled with standard bronchoscopy

measures.

Conclusions: The use of cryoprobes for TBLB may become an alternative technique to increase diagnostic

yield.

© 2009 SEPAR. Published by Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

Las enfermedades pulmonares difusas engloban un grupo
heterogéneo de afecciones con diferentes implicaciones pronds-
ticas y terapéuticas que hacen necesario su diagndstico histolo-
gico especifico en la mayor parte de los casos'. En el estudio de
dichas enfermedades, la biopsia pulmonar transbronquial (BPTB)
mediante broncoscopia flexible, descrita por Levin et al? en 1974,
es la técnica broncoscopica de primera eleccion para la obtencion
de parénquima pulmonar®*. Sin embargo, el andlisis histolégico
de las muestras obtenidas mediante BPTB no permite, en muchas
ocasiones, un diagnoéstico definitivo, de modo que son necesarios
procedimientos quirrgicos mas cruentos y costosos para alcanzar
el diagnostico. Entre otros factores, la variabilidad en el rendi-
miento diagndstico de la BPTB se debe al pequefio tamarfio de las
biopsias obtenidas y a las alteraciones producidas por la presion
de la pinza de biopsia sobre el tejido, hechos que limitan su
correcto analisis anatomopatologico.

Por otra parte, la crioterapia es un procedimiento aplicado en
broncoscopia desde hace afios, cuya indicacién principal es el
tratamiento y exéresis de lesiones endobronquiales, especialmen-
te en casos de obstrucciéon bronquial®. En estudios en que se ha
evaluado el material histologico obtenido mediante criosondas en
casos de tumores endobronquiales, se ha encontrado que se
trataba de muestras de mayor tamafio que las obtenidas con
pinzas convencionales®’. Este dato ha permitido plantear la
posibilidad de utilizar criosondas para la realizaciéon de la BPTB,
como alternativa novedosa y superior al método clasico, en el
estudio de las enfermedades pulmonares difusas, lo que podria
aumentar el rendimiento diagnoéstico sin incrementar los riesgos,
ademas de evitar los costes de la opcion quirtrgica. Sin embargo,
la informacion disponible sobre esta técnica es todavia muy
limitada y, seglin nuestro conocimiento, no hay ningln centro en
nuestro pais que la utilice.

En el presente articulo se describen la metodologia empleada
en la realizacién de la BPTB con criosondas y su implantacion en
nuestro hospital, y se analizan los primeros resultados histologi-
cos y de seguridad obtenidos de su aplicacion en pacientes con
enfermedad pulmonar difusa.

Pacientes y métodos

Se trata de un estudio prospectivo en el que se incluy6 a 10
pacientes con indicacion de BPTB para el estudio de una
enfermedad pulmonar difusa. Los pacientes seleccionados se
evaluaron en consultas externas de Neumologia. Todos ellos
disponian de hemograma con estudio de coagulacién, ecocardio-
grafia, tomografia computarizada de torax de alta resolucién y
estudio de la funcion pulmonar, que incluia espirometria,
determinacién de volimenes pulmonares y difusiéon de mondxido
de carbono. El protocolo del estudio recibié la aprobacién del
Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital de Sant Pau
(Barcelona) antes de su inicio, y todos los pacientes firmaron el
consentimiento informado.

El procedimiento se llevo a cabo en un quiréfano convencional.
La monitorizacion y la sedacién del paciente eran realizadas por
un anestesidlogo. Se registraron la saturacion de oxihemoglobina,
la presion arterial, la frecuencia cardiaca y respiratoria, asi como
electrocardiograma y capnografia. La anestesia local de la via
aérea superior se realizaba con la instilacion de lidocaina topica.
Los farmacos utilizados para la sedaciéon fueron remifentanilo
(0,05-0,1 ug/kg~'/h~1) y propofol (3-6 mg/kg~'/h~') en perfu-
sién. Se intubaba al paciente bajo control broncoscépico con un
tubo flexible y anillado (Bronchoflex 7,5mm, Riisch®) que
permitia mantener ventilacion espontanea y realizar ventilacion
de alta frecuencia si se precisaba. A través del tubo endotraqueal
se efectuaba la exploracion endoscopica del arbol bronquial
mediante un videobroncoscopio (BF 260-T, Olympus®) y se
procedia a practicar el lavado broncoalveolar en la zona
seleccionada de acuerdo con la informacion de la tomografia
computarizada de toérax. Posteriormente, bajo control fluorosco-
pico y dirigido a la zona pulmonar previamente seleccionada, se
procedia a la realizacion de biopsias transbronquiales mediante
una criosonda (fig. 1).

La criosonda utilizada es una sonda flexible con un didmetro de
2,4mm y una longitud de 900 mm, que se conecta al equipo de
crioterapia (Erbokryo® CA, Erbe, Alemania).

La congelacion del tejido sobre el que se aplica la sonda es,
segin el principio de Joule-Thomson, resultado de la descom-
presion del gas (6xido nitroso) en el extremo de la misma. El
contacto de la sonda con el tejido presenta un alto poder de
congelaciéon (—89°C) que, por las caracteristicas de la sonda,
resulta estable a la traccion.

De forma similar a la técnica empleada para la realizacion de
biopsias transbronquiales, la criosonda se introducia a través del
canal de trabajo del broncoscopio flexible. La aplicacion de frio se
realizaba durante 3s, tras los cuales se retiraba, junto con el

Figura 1. Instrumgntal utilizado para la realizacion de criobiopsias: criosonda
flexible (Erbokryo™ CA, Erbe, Alemania), de 2,4 mm de diametro y 900 mm de
longitud.
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videobroncoscopio, la sonda con el fragmento pulmonar congela-
do que habia quedado adherido a su extremo. Las muestras se
remitieron al Servicio de Anatomia Patol6gica en una solucion de
formaldehido. Se intentd obtener un minimo de 2 biopsias en cada
paciente, aunque el nimero podia variar segln la tolerancia, la
aparicion de complicaciones o el criterio del broncoscopista.

Se registro la duracion del procedimiento, asi como las
complicaciones observadas: hemorragia, neumotérax e insufi-
ciencia respiratoria aguda (presion arterial de oxigeno <60 mmHg
y/o presion arterial de anhidrido carbdnico >45mmHg tras la
intervencion). La hemorragia pulmonar se clasific6, de acuerdo
con su gravedad, en: grado I, hemorragia muy leve en que no se
precisan maniobras endoscépicas; grado I, hemorragia moderada
que cede en menos de 3 min tras realizar maniobras endoscopicas
(oclusién-colapso bronquial y/o instilacién de suero frio), y grado
I, hemorragia grave que no es posible controlar endoscopica-
mente, provoca inestabilidad hemodindmica o respiratoria y
obliga a interrumpir el procedimiento.

Ademas de la descripcion habitual de las alteraciones histold-
gicas, el anatomopato6logo evalud las siguientes caracteristicas de
la muestra: tamafio (didmetro y area), nimero de espacios
alveolares, porcentaje de parénquima viable para estudio histol6-
gico-definido como el porcentaje de representacion de estructu-
ras alveolares en la muestra-y porcentaje de parénquima
preservado-esto es, porcentaje de parénquima pulmonar sin
artefactos. Para la evaluacion histologica de las muestras se utilizd
una escala de puntuacién segiin cuartiles empleada en estudios
previos®. Segiin la aproximacién diagnéstica que el anatomopa-
tologo establecia a partir de los hallazgos observados, las muestras
se clasificaban en diagnoéstico de certeza, diagnodstico de proba-
bilidad, muestra no diagnéstica y material insuficiente. Tras el
procedimiento, el paciente era extubado y se mantenia en
observacion durante un periodo de 2-3h, tras el cual, si no se
objetivaban complicaciones, se le daba de alta. A las 24h de
realizarse el procedimiento se efectuaba un control telefonico

Tabla 1
Variables clinicas y funcionales de los 10 pacientes estudiados

Edad (afios) 64+8,4

Sexo (varén/mujer) 6/4

FVC (% pred.) 73+21,1
FEV; (% pred.) 80+20,1
FEV,/FVC 81+ 7,4
TLC (% pred.) 78+12,3
DLCO (% pred.) 56+12,1
DLCO/VA (% pred.) 79+173

Los datos se presentan como media+ desviacion estandar, o nimero de pacientes
en el caso del sexo. DLCO/VA: capacidad de difusién de monéxido de carbono
ajustada al volumen alveolar; DLCO: capacidad de difusion del monéxido de
carbono; FEV,: volumen espiratorio forzado en el primer segundo; FVC: capacidad
vital forzada; TLC: capacidad pulmonar total.

para recoger posibles sintomas o complicaciones posteriores
derivadas del procedimiento.

El estudio se llevo a cabo siguiendo las recomendaciones éticas
internacionales para investigacion y ensayos clinicos recogidas en
la Declaracién de Helsinki, y el Comité Etico de Investigacién
Clinica del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (Barcelona) analiz6
y aprobd su realizacion.

El tratamiento estadistico de los datos se realiz6 con el paquete

®

estadistico SPSS (version 14) para Windows™.

Resultados

Se realiz6 BPTB con criosondas a 10 pacientes con enfermedad
pulmonar intersticial difusa, cuyas caracteristicas funcionales y
antropométricas se recogen en la tabla 1. En cada paciente se
obtuvieron entre 2 y 4 biopsias pulmonares transbronquiales con
criosonda bajo control fluoroscopico, y en todos los casos se
realiz6 lavado broncoalveolar previo a la obtencion de las biopsias.
La duracion media (+desviacion estandar) del procedimiento fue
de 35+11 min. Todos los pacientes fueron extubados y dados de
alta a su domicilio. La estancia media hasta el alta domiciliaria fue
de 156+40 min. Ning@in paciente requirié ingreso hospitalario.

Como complicaciones inmediatas, registradas durante el
procedimiento, el 20% de los pacientes present6 hemorragia de
grado 1 y en el 40% se objetivd hemorragia de grado II. Ningtn
paciente presentd hemorragia grave que obligara a suspender
el procedimiento ni precis6 medidas médicas o quirargicas
adicionales. Ningin paciente presentd neumotorax ni insuficien-
cia respiratoria aguda tras la realizacion de la BPTB con criosonda.
No se detectaron otras complicaciones 24h después del
procedimiento.

De los 10 pacientes incluidos en el estudio, se analizaron 20
muestras (2 por paciente), que evalud un anatomopatologo segin
el protocolo establecido. Las biopsias obtenidas presentaban un
area media de 9,5mm? (rango: 3-25mm?) y un diametro medio
de 3,1 mm (rango: 2,2-5mm). El nimero medio de espacios
alveolares conservados fue de 29,6 (rango: 3-100). Segln la escala
utilizada para la valoracién histoldgica de la muestra, el 60% de las
muestras presenté un porcentaje igual o superior al 75% de
parénquima pulmonar sin artefactos, el 50% mostro6 entre el 75 y
el 100% de parénquima viable para estudio histologico y
Gnicamente en 2 casos se obtuvo escasa representacion de
parénquima pulmonar, siendo el resto de la muestra pared
bronquial. En cuanto a los diagnoésticos histologicos observados,
2 casos presentaron hallazgos indicativos de neumonia intersticial
no especifica, 3 casos alveolitis alérgica extrinseca y en 5 pacientes
las alteraciones observadas no permitieron un diagnostico
histologico concreto por tratarse de cambios inespecificos.

Figura 2. Fotografias de una de las muestras pulmonares obtenidas mediante biopsia transbronquial con criosonda.
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Discusion

Los resultados obtenidos permiten afirmar que la BPTB con
criosondas es una técnica viable para la obtenciéon de muestras de
parénquima pulmonar, con un nimero de complicaciones relati-
vamente bajo y sin un aparente incremento de los efectos
adversos asociados a este procedimiento. En la actualidad, las
sondas de crioterapia presentan mayor poder y velocidad de
congelacion, caracteristicas que aumentan la traccion de la sonda
sobre el tejido. Estas modificaciones han permitido incrementar la
eficacia terapéutica de este procedimiento para la extraccion de
tumores endobronquiales, con un alto porcentaje de éxitos en la
exéresis y recanalizacion bronquial. Ademas, en estudios ante-
riores, el andlisis anatomopatol6gico e inmunohistologico de las
muestras tisulares obtenidas con criosondas objetivd que se
trataba de biopsias superiores en tamaiio y calidad a las obtenidas
mediante pinzas de biopsia convencional®2.

El presente trabajo es el primero que analiza de forma
prospectiva la seguridad y la viabilidad de esta técnica en
pacientes con sospecha de enfermedad intersticial.

Respecto a la viabilidad, nuestros resultados muestran que el
uso de criosondas para la realizacion de la BPTB, al efectuarse ésta
de forma similar al procedimiento convencional, no parece
aumentar la dificultad de su aplicacion ni prolongar el tiempo
que se requiere para llevarla a cabo.

En este sentido, una limitacion de nuestro estudio que cabe
resaltar es el hecho de que las BPTB con criosondas se efectuaron
en un quirdéfano, lo que supone un incremento de la complejidad y
de los costes derivados de la técnica. Sin embargo, puesto que uno
de los objetivos principales del estudio fue la valoracion de la
seguridad, y actualmente se dispone de escasa informacién en
cuanto a este dato, era necesario realizar el procedimiento en las
condiciones de mayor seguridad posible, optimizando la monito-
rizacién y control del paciente, lo que permitia resolver cualquier
eventualidad relacionada con la aplicacion del procedimiento. Sin
embargo, los autores opinan que, con la experiencia adecuada, el
procedimiento podria realizarse en un gabinete de broncoscopia
convencional correctamente dotado®.

En el caso de la BPTB con pinza convencional, varios autores han
registrado las complicaciones secundarias, siendo la hemorragia y el
neumotorax los dos efectos adversos mas frecuentes (oscilan entre el
1y el 5%, respectivamente)'®~'2, En nuestro estudio, ningtin paciente
presentd neumotérax ni hemorragia grave. El hecho de no haber
observado hemorragias significativas podria guardar relacion con la
meticulosa seleccion de los pacientes, excluyendo a aquéllos con
mayor riesgo de presentarla (alteraciones de los factores de
coagulacion y presencia de hipertension arterial pulmonar), aunque
también es posible pensar en los efectos hemostaticos producidos por
el frio (vasoconstriccion y microtrombosis capilar en la zona de
contacto de la criosonda), lo que podria contribuir a disminuir el
namero y el volumen de la hemorragia.

En cuanto a la BPTB con criosondas, existen pocos datos acerca
de los posibles efectos adversos de esta técnica. En un estudio
reciente realizado en pacientes con enfermedad pulmonar difusa a
quienes se efectud BPTB utilizando pinzas de biopsia convencional
y criosondas, se registré un 4% de neumotoérax y no se observo
ninguna hemorragia grave'>. Sin embargo, no es posible extraer
conclusiones definitivas sobre la seguridad, ya que ambos
procedimientos se llevaban a cabo en el mismo paciente, de
modo que no era posible establecer si las complicaciones
observadas, aunque escasas, eran atribuibles a uno u otro método.

Nuestros resultados apuntan a que es un procedimiento
técnicamente viable que no parece incrementar el nimero de
efectos adversos, aunque seran necesarios estudios mas amplios y
comparativos con el método convencional para poder extraer
conclusiones sobre la seguridad de la técnica. Ademas, a pesar de

que el procedimiento se llevo a cabo en un quiréfano, la técnica
continda conservando el caracter ambulatorio, por lo que, tal y
como ocurre en el caso de la BPTB con pinzas convencionales, el
paciente no precisa ingreso hospitalario.

[

Figura 3. a) Imagen de microscopia dptica ( x 2) sobre corte histologico de biopsia
pulmonar obtenida mediante criosonda. Tincion hematoxilina-eosina. Obsérvese
la presencia de numerosos espacios alveolares, asi como estructuras bronquiales y
alveolares. El paciente fue diagnosticado de una alveolitis alérgica extrinseca.
b) Imagen microscopica a mayor aumento del mismo caso ( x 20). Obsérvese
el grado de conservacion de las estructuras alveolares, asi como la presencia
de infiltrados mononucleares intersticiales leves y granulomas no caseificantes.
¢) Imagen microscopica ( x 40) donde se identifica un granuloma no caseificante.
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Otra diferencia con respecto al procedimiento convencional es la
necesidad de intubacién orotraqueal para realizar la técnica, por lo
que el paciente requiere una sedacion profunda. Esto facilita la
entrada y salida del videobroncoscopio con la criosonda y la muestra
adherida en su extremo, ya que el tamafio de la muestra no permite el
paso a través del canal de trabajo del videobroncoscopio. En este
punto, y puesto que el paciente se encuentra sedado, no es posible
usar la aparicion de dolor en punta de costado como signo de
irritacién pleural y riesgo de neumotdrax*!>, de manera que es
importante controlar por fluoroscopia que la sonda quede a 1-2 cm de
la pleura visceral para minimizar el riesgo de neumotorax. Por otro
lado, la sedacién durante la broncoscopia proporciona mayor bien-
estar y mejor tolerancia'®.

Una de las limitaciones de la BPTB convencional en el logro de un
diagnostico histologico preciso es el reducido tamaiio de la muestra.
Asi, en un estudio realizado por Curley et al'” en el que se analizaron
170 muestras obtenidas mediante BPTB, se observo que el 50% de las
biopsias tenia un tamafio menor de 3mm, lo que condicionaba,
ademas, la presencia de un nimero reducido de espacios alveolares
(menos de 20 espacios alveolares en el 48% de las muestras). Estos
datos, junto a la presencia de artefactos producidos por el efecto de las
pinzas de biopsia sobre el tejido (aplastamiento, hemorragia
intraalveolar), dificultan el andlisis histologico posterior de las
muestras y confieren una gran variabilidad en el rendimiento
diagnostico de la BPTB. En este punto, la BPTB mediante criosondas
se plantea como una alternativa en el diagnoéstico de las enfermedades
pulmonares difusas, ya que las muestras obtenidas mediante esta
nueva técnica parecen superiores en tamario y calidad a las obtenidas
mediante pinzas de biopsia convencional (fig. 2). A escala
microscopica, las biopsias obtenidas mediante criosonda no
presentan artefactos ni alteraciones secundarios al efecto de la
congelacion sobre el tejido (fig. 3). La explicacion de este hallazgo
podria ser la rapidez con que la nueva generacion de criosondas
induce la congelaciéon. De esta forma, tampoco se objetivan las
alteraciones clasicas que se producen en las muestras obtenidas
mediante pinzas de biopsia.

Nuestra experiencia indica que la utilizaciéon de criosondas
puede suponer una mejora y optimizacion de la BPTB. Las
importantes implicaciones pronoésticas y terapéuticas otorgan un
maximo interés al hecho de intentar obtener un diagnostico
especifico en los casos de enfermedades pulmonares difusas, a
menudo complejas, en las que la interaccion entre el clinico, el
radidlogo y el anatomopatélogo es fundamental'®. De todos
modos, es necesario realizar estudios prospectivos, comparativos
y aleatorizados para averiguar si esta novedosa modalidad supone
un verdadero incremento del rendimiento diagndstico y permite
reducir el nimero de biopsias quiriirgicas.
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ABSTRACT

Background and objective: Transbronchial lung
biopsy (TBLB) is required for evaluation in selected
patients with interstitial lung disease (ILD). The diag-
nostic yield of histopathologic assessment is variable
and is influenced by factors such as the size of samples
and the presence of crush artefacts left by conventional
biopsy forceps. We compared the diagnostic yield and
safety of TBLB with cryoprobe sampling versus con-
ventional forceps sampling.

Methods: This randomized clinical trial analysed data
for 77 patients undergoing TBLB for evaluation of ILD;
patients were assigned to either a conventional-forceps
group or a cryoprobe group. Two pathologists assessed
the tissue samples and agreed on histopathologic diag-
noses. We also compared the duration of procedures,
complications and sample-quality variables.

Results: The most frequent diagnosis observed in the
cryoprobe group was non-specific interstitial pneumo-
nia. Histopathologic diagnoses were identified in more
cases in the cryoprobe group (74.4%) than in the
conventional-forceps group (34.1%) (P <0.001), and
the diagnostic yield was higher in the cryoprobe group
(51.3% vs 29.1% in the conventional forceps group;
P = 0.038). A larger mean area of tissue was harvested
by cryoprobe (14.7 +11 mm? than by conventional
forceps (3.3+4.1 mm? (P<0.001). More grade 2
bleeding (not statistically significant) occurred in the
cryoprobe group (56.4%) than in the conventional-
forceps group (34.2%). No differences in other compli-
cations were observed.

Conclusions: TBLB by cryoprobe is safe and poten-
tially useful in the diagnosis of ILD. Larger multisite
randomized trials are required to confirm the potential
benefits of this procedure.
Clinical trial registration at
NCT01064609.
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SUMMARY AT A GLANCE

The diagnostic yield of transbronchial lung biopsy
in interstitial lung disease is variable. This is the
first randomized trial to demonstrate that the yield
of transbronchial lung biopsy is higher with
cryoprobes than with conventional forceps in
patients with interstitial lung diseases requiring a
bronchoscopic procedure for diagnosis.

Key words: bronchoscopy, cryobiopsy, cryoprobe, interstitial
lung disease, transbronchial lung biopsy.

Abbreviations: HRCT, high-resolution computed tomogra-
phy; HSCSP, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau; ILD, interstitial
lung disease; NSIP, nonspecific interstitial pneumonia; PCNA,
proliferating cell nuclear antigen; TBLB, transbronchial lung
biopsy; UIP, usual interstitial pneumonia.

INTRODUCTION

Transbronchial lung biopsy (TBLB) using a flexible
bronchoscope was described by Levin et al.! in 1974
and has since been widely used for obtaining lung
samples for histologic evaluation.? The diagnostic
yield of histopathologic assessment is variable,*®
however, and is influenced by such factors as the size
of samples harvested® and the presence of crush
artefacts left by conventional biopsy forceps.’
Furthermore, we have found that small size and the
presence of artefacts make it difficult to run
immunohistochemistry assays that can be useful for
quantifying fibroblasts and cytokines as markers of
cell damage in the alveolar epithelium.?®
Cryoprobes—used initially for therapeutic pur-
poses—have also been useful to harvestlarger samples
and improve diagnostic yield in endobronchial pro-
cedures.”” In that setting, cryobiopsies have also
proven to have excellent tissue quality for
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immunohistochemistry.!* Although the main appli-
cation of cryoprobes is for the destruction of
endobronchial tumours,”” the newer generation
probes freeze tissue rapidly and provide greater trac-
tion, making them attractive tools for use in diagnostic
procedures. TBLB by cryoprobe seems feasible for
harvesting lung parenchyma'*'* but no randomized
trials have yet confirmed the clinical utility of this
procedure.

The present study was therefore designed to deter-
mine the diagnostic yield of TBLB by cryoprobe in
comparison with conventional forceps in patients
with clinical and radiographic findings of interstitial
lung disease (ILD). We also compared the quality of
the samples for histologic analysis and the safety of
the two techniques. In the cryoprobe group, we
explored the viability of samples for immunohisto-
chemical assays.

METHODS

The study was conducted in the respiratory medicine
department of Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
(HSCSP) in Barcelona. The stipulations of the Decla-
ration of Helsinki for human research in clinical trials
were followed, and the study was reviewed and
approved by the Clinical Research Ethics Committee
of HSCSP (approval number: EC/08/086/2764 (ps)).
The study was registered at ClinicalTrials
.gov (identifier number NCT01064609).

Study design

This randomized controlled trial of two trans-
bronchial biopsy techniques enrolled patients who
had clinical and radiographic features of ILD (either
acute or chronic) and who were scheduled for TBLB in
accordance with the British Thoracic Society guide-
lines.” Patients with images typical of usual intersti-
tial pneumonia (UIP) and honeycombing pattern in
high-resolution computed tomography (HRCT) were
excluded, according to the same guidelines. Other
exclusion criteria were use of anticoagulation therapy
or presence of a coagulation disorder (thrombocyto-
penia < 50 000 cells/mm? or abnormal platelet counts
>1 million cells/mm?® international normalized
ratio > 1.5, and activated partial thromboplastin time
>50 s), hypoxaemia (pO, < 60 mm Hg), severe respira-
tory impairment (forced expiratory volume in
1 s < 50%, total lung capacity < 50%, diffusing capac-
ity of carbon monoxide <50% of reference) and
unstable heart disease (uncontrolled cardiac arrhyth-
mia, active myocardial ischaemia).

Clinical protocols

Patients were randomized to two groups to undergo
TBLB with either conventional forceps or a cryoprobe
by means of sealed, numbered envelopes with group
assignments prepared by the department of clinical
epidemiology of HSCSP. SPSS software was used to
generate the randomized numbers.
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In the conventional-forceps group, we used biopsy
forceps (model 1556, Boston Scientific, Natick, MA,
USA or FB-1556E, Olympus Medical Systems Corp,
Tokyo, Japan). In the cryoprobe group, we used a flex-
ible cryoprobe with a diameter of 2.4 mm and a
length of 900 mm (model 20416-032, Erbokryo CA,
Erbe, Germany).

The upper airway was anaesthetized with topical
2% lidocaine; intravenous sedation was provided
throughout the procedure with midazolam in the
conventional-forceps group or midazolam, remifen-
tanil and propofol in the cryoprobe group. The endo-
scopic procedures were managed similarly in both
groups. The only between-group procedural differ-
ence was the insertion of an endotracheal tube
(Bronchoflex 7.5 mm, Riisch, Teleflex Medical,
Durham, NC, USA) in the cryoprobe group. This tube
enabled us to remove the bronchoscope and cryo-
probe together, along with the sampled tissue, using a
technique that has been described elsewhere.!*'3*
The patients in the cryoprobe group therefore
required deeper sedation, although they continued to
breathe spontaneously.

All samples were harvested through a flexible bron-
choscope (BF 260-T, Olympus) during procedures
that included endoscopic exploration and other diag-
nostic tests as required. In all patients in both groups,
at least three samples were taken from several bron-
chial segments and lobes in affected parts of the lung
that had previously been identified by HRCT. All
bronchoscopies were performed under fluoroscopic
guidance to help lung segment selection. In the test
group, the cryoprobe was placed into the bronchial
segment and applied for 3—4 s.

Procedure variables included duration of the
biopsy procedure and complications (bleeding and
pneumothorax). Severity of bleeding was classified on
an adapted scale'® (grade 0, no bleeding; grade 1,
bleeding requiring suction to clear but no other endo-
scopic procedures; grade 2, bleeding requiring endo-
scopic procedures (bronchial occlusion-collapse
and/or instillation of ice-cold saline); grade 3, severe
bleeding not controlled endoscopically, causing
haemodynamic or respiratory instability, requiring
surgical interventions or admission to the intensive
care unit). Patients were kept under observation for
several hours after the bronchoscopic procedure in
both groups. They were discharged home or to their
usual place of residence if no complications occurred.

Tissue sample processing

Both the conventional and cryoprobe biopsies were
fixed in 4% paraformaldehyde and paraffin embed-
ded; 4-um sections were processed for the staining
protocol (HE, Masson’s trichrome to identify colla-
gen, and Orcein stain for elastic fibre detection). Two
pathologists blinded to sampling method from two
different hospitals evaluated the samples indepen-
dently. Tissue quality variables recorded were tissue
sample size (diameter and area), number of alveolar
spaces sampled and percentage of the artefact-free
tissue in each sample. Signs of atelectasis, tissue
sample fragmentation and clots were considered

© 2014 Asian Pacific Society of Respirology
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80 candidates undergoing transbronchial biopsy for evaluation of diffuse ILD

3 patients excluded from the study
« 1 did not give consent

* 2 missing pre-procedural data

I 77 patients randomized I

‘ Conventional-forceps group (n = 38) |

Diagnostic
) ) pattern
Figure 1 Flow chart of patient enrolment (n=11)

and findings.

artefacts; the pathologist noted them and then rec-
orded how much of each sample was free of such
artefacts. Next, the pathologists came to a consensus
concerning a histologic classification of ILD.'"
Finally, every case was discussed in a multidiscipli-
nary committee that included expert radiologists, cli-
nicians and the pathologists; at this time, the samples
were classified as providing a diagnostic pattern or
not (i.e. having a ‘nondiagnostic pattern’).

Immunohistochemistry was performed on cryo-
probe samples to confirm that freezing the tissue had
not caused cell damage that made them nonviable for
these assays. The sections were deparaffinized in
xylene, ethanol and Tris-buffered saline. Membranes
were stabilized in 0.2% Triton X-100 (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) and blocked with 5% normal
horse serum (Vector Laboratories, Peterborough,
UK). The specimens were then incubated with mouse
monoclonal antibody to o-smooth muscle actin
(clone 1A4; Sigma-Aldrich; working concentration,
2 ug - mL) or proliferating cell nuclear antigen (PCNA)
(clone Ab-1; Calbiochem, Merk Chemicals, Darm-
stadt, Germany). For PCNA immunostaining, the sec-
tions were processed for high temperature epitope
unmasking with commercially available equipment
(2100 Antigen Retriever, Electron Microscopy Sci-
ences, Hatfield, PA, USA) and retrieval buffer.

Statistical analysis

SPSS version 16 for Windows (IBM Corp., Armonk, NY,
USA) was used for randomization and all analyses.
Results are expressed as mean * standard deviation
for quantitative variables and as number and percent-
age for qualitative variables.

Sample size was calculated assuming an alpha error
of 5%, a beta error of 20% and a 10% loss of data; we
calculated that 80 patients should be enrolled to fulfil
these conditions and detect at least a 32% between-
method difference in the rates of histologic diagnosis.

A contingency table was constructed and infer-
ences were tested by the chi-squared test (qualitative
variables), the t-test (normally distributed quantita-
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{ Cryoprobe-group (n = 39) I

Nondiagnostic Diagnostic Nondiagnostic
pattern pattern pattern
(n=27) (n=20) (n=19)
Table 1 Patient characteristics at baseline
Cryoprobe Conventional-
group forceps group
Variable (n=239) (n=238)
Age (years) 60.3+10.3 64.7+11.5
Gender (males/females) 20/19 16/22
FVC L 29+0.9 25+0.6
FVC % ref 78.2+£15.2 75.1+17.2
FEV, L 2.31+£0.8 1.9+05
FEV1 % ref 82.9+17.6 78.5+18.6
FEV1/FVC % ref 77.1+£8.5 75.9+8.6
TLC % ref 88.1+18.7 89.5+18.9
DLco % ref 67.5+19.8 64.5+19.5
PaO, mm Hg 83.4+£12 78.6+11.9
INR 1+£0.7 1.2+0.5
Platelets x10° cells - L 249.5+59.4 258 + 98

Data are presented as mean + SD except for gender.

% ref, percentage of reference value; DLco, carbon monoxide
diffusing capacity of the lung; FEV,, forced expiratory volume in
1s; FVC, forced vital capacity; INR, international normalized ratio;
PaO., partial pressure of oxygen in arterial blood; TLC, total lung
capacity.

tive variables) or the Mann-Whitney U-test (non-
normally distributed quantitative variables). All
comparisons were two-tailed and the level of signifi-
cance was 0.05.

RESULTS

We recruited 80 candidates between February 2010
and January 2013; two patients were initially excluded
because they did not meet all selection criteria (pre-
procedural tests were omitted) and one patient did
not sign the consent form (Fig.1). A total of 77
patients were randomized, 38 to the conventional-
forceps group and 39 to the cryoprobe group. The
baseline characteristics of each group were similar
(Table 1).

Respirology (2014)
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Table 2 Histopathologic diagnosis and diagnostic yield after multidisciplinary review

Histopathologic diagnosis

Multidisciplinary diagnosis

Cryoprobe Conventional- Cryoprobe Conventional-
Histopathologic group forceps group Diagnostic group forceps group
diagnosis n (%) n (%) P-value consensus n (%) n (%) P-value
* Nonspecific 12 (30.8) 1(2.6) * Nonspecific 10 (25.7) 0
interstitial interstitial
pneumonia pneumonia
+ Diffuse alveolar 1(2.6) 2 (5.3) * Acute alveolar 1(2.6) 0
damage injury
» Organizing 3(7.7) 3(8) * Infection 0 2 (5.3)
pneumonia
» Sarcoidosis 1(2.6) 2 (5.1) » Organizing 3(7.7) 3(8)
pneumonia
* Bronchiolitis- 2 (5.1) 1(2.6) + Sarcoidosis 1(2.6) 2 (5.3)
associated DILD
* Hypersensitivity 3(7.7) 0 » Respiratory- 2 (5.1) 1(2.6)
pneumonitis bronchiolitis
associated DILD
» Eosinophilic 0 2 (5.3) * Hypersensitivity 3(7.7) 0
pneumonia pneumonitis
» Adenocarcinoma 0 1(2.6) « Eosinophilic 0 2(5.3)
pneumonia
» Usual interstitial 7 (17.9) 1(2.6) * Adenocarcinoma 0 1(2.6)
pneumonia
Total 29 (74.4) 13 (34.1) <0.001 Total 20 (51.4) 11 (29.1) 0.038

Data are presented as number of subjects and percentage.
DILD, diffuse interstitial lung disease.

A total of 266 lung tissue samples were harvested
(126 with conventional forceps and 140 with the cryo-
probe) and evaluated. The between-group difference
in number of samples was not significant.

The mean duration of procedures was also
similar (30.5+ 7.6 min in the cryoprobe group and
32,5+ 8.6 min in the conventional-forceps group,
P =0.294).

Diagnostic yield

The histopathologic diagnoses for all patients are
shown in Table 2, by group. More samples that pro-
vided a histologic diagnosis were submitted for cryo-
probe group patients (29 of 39; 74.4%) than for
conventional-forceps group patients (13 of 38; 34.1%)
(P<0.001). Table 2 also shows the final diagnoses
reached by the multidisciplinary committee after
review of histologic, clinical and radiologic features.
The diagnostic yield in the cryoprobe group was
higher than in the conventional-forceps group (51.4%
vs 29.1%, respectively) (P = 0.038).

Inadequate sample material for histology (<1 mm)
was obtained from 24.3% of patients in the
conventional-forceps group but from none in the
cryoprobe group (P = 0.001).

Secondary outcome measures: sample quality
and procedure feasibility

Tissue samples were significantly larger in the cryo-
probe group than in the conventional-forceps group.

Respirology (2014)

Table 3 Histologic variables and quality of biopsies

Cryoprobe Conventional-

Variable group forceps group P-value

Total no. of samples 140 126 0.342

No. of samples per 3.7+0.9 35+1.2 0.44
procedure

Diameter mm 41+£15 1.8+ 1 <0.001

Area mm? 14.7 + 11 3.3+4.1 <0.001

No. alveoli sampled 68.2 +£61.2 22.0+39.8 <0.001

Presence of pleural 5 (3.6%) 3(2.4%) 0.711
tissue

Presence of 12 (8.6%) 10 (7.9%) 0.802
bronchus wall

75% artefact-free 66.6 31.6 0.012

(% of total
sampled area)

Data are presented as mean + SD, total number (%) of
samples, or percentage of total area sampled that was 75%
artefact-free area.

Tissue quality assessment showed that alveolar sam-
pling was greater and artefacts were fewer in the cryo-
probe group (Table 3).

Immunohistochemical processing demonstrated
that tissue architecture was well preserved in the
cryobiopsies and all were viable for the immunohis-
tochemical detection of cytoplasmic and nuclear

© 2014 Asian Pacific Society of Respirology
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Figure 2 Four-micrometre sections were
stained with HE (A-D) and Masson’'s
trichrome (E). In (A), complete tissue sec-
tions from a conventional-forceps biopsy
(left)y and a cryobiopsy (right) were
mapped through consecutive microscopic
fields and reconstructed. The cryobiopsy
preserved the lung parenchyma structure
and allowed us to examine a large sam-
pling of alveoli (A,B). Small airways (C,
black arrow) and accompanying vessels
(white arrow) were also sampled and pre-
served, and fine histopathologic details,
such as infiltrating eosinophils in the
parenchyma, were readily visible (D,
arrows). Masson’s trichrome revealed
extensive extracellular matrix deposition
(E). Immunostaining provided clear defini-
tion of cells positive for a-smooth muscle
actin cells comprising myocytes and
myofibroblasts (F, red staining) and
PCNA (G, dark-purple staining). Nuclear
counterstainin (F) and (G) is methyl green.
Scale bars: 500 um in (A); 200 um in (B,C);
50 um in (D,F); 100 um in (E); 20 um in (G).

Table 4 Complications during transbronchial lung
biopsy
Cryoprobe  Conventional-
group forceps group
Complications n (%) n (%) P-value
Bleeding 0.068
Grade 0 5(12.8) 81(21.1)
Grade 1 12 (30.8) 17 (44.7)
Grade 2 22 (56.4) 13 (34.2)
Grade 3 0(0) 0 (0)
Pneumothorax 3(7.7) 2(5.2) 0.999

Data are presented as number (%).

antigens (a-smooth muscle actin and PCNA, respec-
tively) (Fig. 2). No freeze artefacts were observed, nor
were technical difficulties experienced.

Complications

The complication rates in the two groups did not
differ significantly (Table 4). Overall, a trend towards
fewer cases of grade 2 bleeding was seen in the
conventional-forceps group (34.2% vs 56.4% in the
cryoprobe group), but the difference was not statisti-
cally or clinically significant. Two patients in the
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conventional-forceps group and three in the cryo-
probe group developed pneumothorax. The compli-
cations were unrelated to the number of biopsies
harvested and did not prolong the procedures in
either group; nor were additional endoscopic pro-
cedures or surgical repair required to control bleeding
in either group. All differences were nonsignificant.

Five patients (two patients in the conventional-
forceps group and three in the cryoprobe group)
required hospitalization for pneumothorax.

DISCUSSION

Diffuse lung disease is a common indication for TBLB.
This trial, designed to compare the diagnostic yields
of two TBLB procedures, demonstrates that a cryo-
probe is useful for sampling the lung for ILD diagnosis
in the types of patients considered candidates for this
procedure according to current guidelines."

In our study, the most frequent histologic diagnosis
observed in the cryoprobe group was nonspecific
interstitial pneumonia (NSIP). The higher diagnostic
yield of cryobiopsy we observed is attributable to the
larger size of the samples harvested and their higher
quality in comparison with samples removed with
conventional forceps. The small size of conventional
samples, which contain few alveolar spaces, is an
observation that has been reported by other authors,
who have also remarked on the difficulty of interpret-
ing the histologic features observed when artefacts
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are present.””® Although cryoprobes might be
expected to cause freeze artefacts in tissue, we found
higher percentages of artefact-free tissue in cryo-
probe samples than in conventional-forceps samples,
consistent with previous reports.'!! We also empha-
size that cryobiopsy and subsequent fixation of the
samples for immunohistochemistry gave excellent
results in this study: we recorded high-quality detec-
tion of both cytoplasmic and nuclear antigens,
including PCNA, a difficult epitope to unmask. The
utility of immunohistochemical data available from
these samples suggests new possibilities for TBLB
cryoprobe-harvested samples in both research and
clinical practice.

Although TBLB has an established place in the diag-
nosis of ILD in certain circumstances,” the yield of
this technique when performed with conventional
forceps has come under question in the context of
some diffuse lung diseases.’ The yield of TBLB has
been higher when central or centrilobular involve-
ment has been found radiologically and lower in pre-
dominantly peripheral processes such as UIP* Joint
American-European guidelines* recommend surgi-
cal lung biopsy as the technique of first choice for
diagnosis of idiopathic pulmonary fibrosis, and
patients with images typical of UIP and honeycomb-
ing pattern in HRCT were therefore excluded from our
study. A confident diagnosis of NSIP is also some-
times based on a surgical biopsy,'® particularly in the
fibrotic subgroup. Consistent with guidelines, we
observed the characteristic histopathologic pattern of
chronic inflammatory infiltrates (cellular) more often
in the cryoprobe group. However, interestingly, the
multidisciplinary committee was able to establish the
diagnosis of NSIP based on histopathologic features
in cryoprobe-biopsied patients in combination with
the clinical and HRCT features. When the fibrotic
pattern was identified at biopsy, however, the multi-
disciplinary team was still unable to reach a diagno-
sis. Although some diagnoses could be ruled out in
these cases, it was necessary to perform surgical
biopsy.

The complications previously described for TBLB
with forceps are severe bleeding and pneumothorax,
which have been reported to occur in about 1% and
5%, respectively, of previous series.”?* Few studies
have evaluated complications of TBLB by cryoprobe.
We recently reported that no cases of pneumothorax
or severe bleeding occurred in a study of 10 patients.™

The safety profile was similar with both tools in the
present study, in which no serious complications
occurred in either group. More common grade 2
bleeding in the cryoprobe group was not clinically or
statistically significant, and it did not result in the har-
vesting of fewer samples. All bleeding could be con-
trolled with the usual endoscopic manoeuvres
(suction or occlusion). Our observations are consist-
ent with those of authors who have used cryoprobes
for removing endobronchial lesions.?® Recently, other
teams reported using a cryoprobe to safely obtain
samples after lung transplantation; significantly,
larger specimens were harvested with this method
than with forceps.”®?” However, those teams per-
formed the procedures with each of the tools in the
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same patients and they were therefore unable to
attribute the complications to a specific technique.
Finally, it is also noteworthy that most of the pro-
cedures in our study could be completed within the
context of our conventional outpatient bronchology
service: hospitalization was only required for the five
patients who developed pneumothorax.

Our study has certain limitations. First, because we
randomized the patients to one procedure or the
other, we were unable to compare histologic diagno-
sis by technique patient by patient; however, this
design did allow us to establish the safety of the tech-
nique and identify complications in each group.
Second, immunohistochemistry was only performed
on cryoprobe-harvested samples. The reason for this
decision was that our aim was to demonstrate that
these rapidly frozen samples would be useful for
immunohistochemistry and would not contain
damaged alveoli due to freezing. Third, the number of
biopsies taken is a limitation, but published studies
vary as to the number of samples harvested and the
optimal number for diagnosing ILD has not been
established. One group concluded that diagnostic
yield does not increase significantly after the third
sample,' but others have recommended that at least
five or six specimens should be taken.”® We took at
least three samples (range, three to six) from several
bronchial segments in the affected parts of the lung
previously identified by HRCT. Finally, although the
study was randomized in design and the pathologists
were formally blinded as to sampling technique, the
blinding could have been ineffective given the size
differences in samples. However, they were required
to record tissue quality variables according to an
objective, pre-established protocol.

In summary, our results confirm that cryoprobe
TBLB is safe and potentially useful in the diagnosis of
ILD in patients selected according to current guide-
lines." Histologic diagnostic yield is higher when the
cryoprobe is used, attributable to the larger, higher-
quality samples harvested although, larger
multicentre randomized trials of TBLB cryobiopsy are
required to confirm the benefits and safety profile we
observed for this technique. Multidisciplinary
cooperation between clinicians, radiologists and
pathologists remains essential for analysing the find-
ings of TBLB procedures.
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Carta al Director

Utilizacién de un balén de oclusion en la
realizacion de biopsias pulmonares
transbronquiales con criosonda

Use of an occlusion balloon in transbronchial lung cryobiopsy
Sr. Director:

Con el objetivo de mejorar el rendimiento diagnéstico de la biop-
sia pulmonar transbronquial, se han comenzado a utilizar sondas
de crioterapia para la obtencién de muestras pulmonares. Los estu-
dios que han evaluado el material histolégico obtenido mediante
criosonda en casos de tumores endobronquiales han observado
que se trata de muestras de mayor tamafo que las obtenidas con
pinza convencional y con una histologia mejor preservada'~. Estos
datos han posibilitado plantear la utilizacién de criosondas para la
realizacién de la biopsia pulmonar transbronquial como alternativa
al método convencional en el estudio de las enfermedades pulmo-
nares difusas y los resultados sugieren una mejora en la eficacia
diagnoéstica de la técnica®. De la misma forma, se han realizado
estudios descriptivos orientados a analizar la viabilidad y la seguri-
dad de la técnica sin que se haya evidenciado un incremento de los
efectos adversos, incluso en pacientes con trasplante pulmonar?.

En este punto, los autores hemos analizado los datos de
77 pacientes con sospecha de enfermedad intersticial difusa, que
fueron aleatorizados para la realizaciéon de la biopsia pulmonar
transbronquial con criosonda (39 pacientes) o con pinza con-
vencional (38 pacientes). Se observé que un mayor nimero de
pacientes presentd un sangrado moderado en el grupo de criobiop-
sia conrespecto al grupo convencional (56,4 versus 34,2%, p = 0,068)

aunque clinicamente el sangrado no result6 relevante, los pacien-
tes no requirieron otras actuaciones médicas ni quirrgicas ni se
prolongé el tiempo de exploracién. En cuanto a la clasificaciéon del
sangrado, se consider6 moderada cualquier hemorragia que preci-
sara succién y oclusién del bronquio segmentario.

Una de las caracteristicas de esta nueva técnica es que, debido
al tamafio de las biopsias obtenidas, es necesario retirar el broncos-
copio con la muestra adherida al extremo de la sonda por lo que, a
diferencia del método convencional, la visién endoscépica del arbol
bronquial se pierde durante unos segundos. La introduccién nueva-
mente del broncoscopio y las maniobras de oclusién del bronquio
segmentario dénde se ha realizado la biopsia con criosonda pueden
verse dificultadas por la presencia de sangrado. En este sentido, el
objetivo de la utilizacién de un balén de oclusién no es la reduc-
cién de la cantidad de sangrado, sino proporcionar un mejor control
de la hemorragia, si la hubiera. Este dato supone una modificacién
de la técnica descrita anteriormente por nuestro grupo-.

De esta forma, previamente al comienzo del procedimiento,
introducimos un balén de oclusién (Modelo B5-2C®. Olympus
Medical Systems Corp, Tokyo, Japén) por el canal lateral del
tubo endotraqueal (Referencia 104100. Broncoflex® 7,5 mm, Riisch,
Teleflex Medical, Durham, EE. UU.) y lo colocamos a la entrada
del segmento pulmonar dénde se realizard la biopsia pulmonar
transbronquial. Inmediatamente tras la realizacién de la biopsia
insuflamos el bal6n de oclusion hasta la comprobacién endoscépica
de la ausencia de sangrado.

En conclusion, la utilizacién de un balén hemostatico de forma
preventiva permite limitar el sangrado a la zona ocluida en caso
de hemorragia. No repercute directamente en la disminucién de la
intensidad de la posible hemorragia pero facilita su control endos-
copico (fig. 1).

Figura 1. a)Imagen endoscépica de la colocacién del balén de oclusion paralelo a la criosonda en la entrada de un bronquio segmentario pulmonar del 16bulo inferior derecho
(LID). b) Imagen endoscépica del balén de oclusién insuflado tras la realizacién de una biopsia pulmonar transbronquial.
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Abstract Transbronchial biopsy is required for evaluation of
some patients with interstitial lung disease (ILD). The diag-
nostic success of histopathologic assessment is variable, and
affected by such factors as specimen size and the presence of
crush artifact attributable to the use of conventional biopsy
forceps. Use of cryoprobes to perform transbronchial biopsy
enables larger and better quality samples to be obtained com-
pared with conventional methods. The safety profile of
transbronchial cryobiopsy is similar to that of transbronchial
biopsy with forceps. Diagnostic success of histopathology
seems higher when the cryoprobe is used although multidis-
ciplinary agreement with close interaction between clinicians,
radiologist, and pathologist is essential to assess the utility of
this transbronchial procedure. Larger multisite randomized
trials are required to confirm the potential benefits of
transbronchial cryobiopsy.

Keywords Bronchoscopy - Cryobiopsy - Cryoprobe -
Interstitial lung disease - Transbronchial lung biopsy

Introduction

Transbronchial biopsy is routinely required for evaluation of
interstitial lung disease (ILD) [1, 2]. The diagnostic success of
histopathologic assessment is variable [3—5], and limited by
the small size of the samples harvested [6] and the presence of
crush artifacts left by conventional biopsy forceps [7]. Such
artifacts may not only limit visual assessment but also pre-
clude immunohistochemistry assays that can be useful for
quantifying fibroblasts and cytokines as markers of cell dam-
age in the alveolar epithelium.
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Cryoprobes—used initially to freeze tissue for therapeutic
purposes—have also been used in endobronchial procedures
to obtain larger samples and improve diagnosis [8]; in that
setting, cryobiopsies have also proved to furnish tissue of
excellent quality for immunohistochemistry [9]. Although
the main application of cryoprobes is for removal of
endobronchial tumors [10], newer-generation probes freeze
tissue rapidly, making them attractive for use in diagnostic
procedures. Transbronchial cryobiopsy seems feasible for
study of ILD, and may be associated with greater diagnostic
success according to recent studies [11, 12] .

Indications of transbronchial cryobiopsy in patients
with diffuse lung infiltrates

Cryobiopsy in interstitial lung disease

Diffuse lung disease is a common indication for transbronchial
lung biopsy. Use of cryoprobes to obtain parenchymal tissue
can be useful for these patients. This finding may enable estab-
lishment of new diagnostic algorithms for ILD, after essential
analysis of clinical, radiological, and histological information
by a multidisciplinary team[13]. Although transbronchial biop-
sy has a place in the diagnostic evaluation of ILD, the diagnostic
success of this technique when performed with conventional
forceps has been disappointing in the context of some diffuse
lung diseases [14]. The most common diseases for which
specific diagnosis is possible by use of transbronchial biopsy
with forceps are sarcoidosis, eosinophilic pneumonia, organiz-
ing pneumonia, lymphangitic carcinomatosis, pulmonary alve-
olar proteinosis, Langerhans cell histiocytosis, alveolar
microlithiasis, lymphangioleiomiomatosis, and amiloidosis.
Observation of typical histological findings for these diseases
is sufficient to establish a diagnosis, and the histopathological
patterns for diffuse parenchymal diseases described by Leslie
et al. [15] are useful. However, the absence of typical histolog-
ical findings does not exclude diagnosis.
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Current guidelines recommend surgical lung biopsy as the
first sampling option for diagnosis of idiopathic pulmonary
fibrosis[16]. Patients with typical imaging findings of usual
interstitial pneumonia (UIP) and honeycombing in high-
resolution computed tomography of the chest (HRCT) should
not undergo transbronchial biopsy. A confident diagnosis of
nonspecific interstitial pneumonia (NSIP) also requires a sur-
gical biopsy[17], especially in the fibrotic subgroup. Our data
suggest greater clinical usefulness of cryobiopsy in compari-
son with conventional forceps when the histological pattern
obtained is submitted to a multidisciplinary committee [18].

Cryobiopsy for lung-transplant patients

Transbronchial biopsies are performed for lung transplant
patients to identify histological features of acute rejection or
lymphocytic bronchiolitis compatible with diagnosis of bron-
chiolitis obliterans syndrome. Such biopsies can be helpful in
ruling out alternative diagnoses, including infection [19].

Two recent studies showed that transbronchial cryobiopsy is
a feasible and safe procedure for this group of subjects[20, 21].
Yarmus et al. [20] performed transbronchial lung biopsy with a
cryoprobe and transbronchial lung biopsy with conventional
forceps for 17 lung-transplant patients. One patient had a
pneumothorax but the authors were unable to attribute it to
either biopsy technique. No difference in bleeding was seen
and the size of the sample was substantially larger when
transbronchial cryobiopsy was performed. Recently, Fruchter
etal. [21], in a retrospective study, evaluated complications and
the diagnostic success of transbronchial cryobiopsy performed
for 40 transplant patients compared with 40 controls who
underwent conventional transbronchial biopsy. The increased
size and quality of biopsy samples in the transbronchial
cryobiopsy group led to a substantial increase in the percentage
of alveolated tissue, and this enabled histological detection of
acute rejection, pneumonitis, and diffuse alveolar damage.
However, no prospective randomized trials have been conduct-
ed to evaluate the clinical usefulness and diagnostic success of
this procedure for transplant patients.

Cryobiopsy for immunocompromised patients

The differential diagnosis of diffuse infiltrates for immuno-
compromised patients includes infection, medication-related
adverse effects, radiation toxicity, and others. For these pa-
tients, the diagnostic success of conventional transbronchial
biopsy is variable (15-68 %) [22-30].

Fruchter et al. [31] evaluated the efficacy and safety of
transbronchial cryobiopsy among immunocompromised pa-
tients. In his study, no major complications were observed and
the cryobiopsy samples enabled such specific diagnosis as
noncaseating granulomatous inflammation, acute interstitial
pneumonitis, nonspecific interstitial pneumonia, diffuse
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alveolar damage, organizing pneumonia, and pulmonary cryp-
tococcal pneumonia. The diagnostic information provid-
ed by cryobiopsies had clinical implications for 80 % of
patients. However, this preliminary finding is still incon-
clusive and should be validated by future studies com-
paring cryobiopsy with other sampling techniques in
prospective randomized trials.

Patient preparation for transbronchial cryobiopsy

Individual clinical examination is essential before
transbronchial cryobiopsy. Thorough pre-procedure evalua-
tion of patients should include HRCT. Complete lung function
evaluation including spirometry, plethismography, and diffu-
sion studies is useful. On the basis of clinical assessment other
laboratory tests should be performed, including complete
blood count, biochemistry with liver enzymes, and renal func-
tion and coagulation studies, to identify patients at high risk of
bleeding during the procedure [32]. Echocardiography is rec-
ommended when pulmonary hypertension is suspected.
Transbronchial biopsies with a cryoprobe should be per-
formed with caution for patients with severe hypoxemia,
severe ventilatory impairment, emphysema, uncontrolled car-
diac arrhythmias, active myocardial ischemia, massive he-
moptysis, and/or an uncorrectable bleeding diathesis or coag-
ulopathy. An individual risk—benefit assessment should be
performed on a case-by-case basis before cryobiopsy.

Transbronchial cryobiopsy technique

The technique of transbronchial cryobiopsy is similar to that
of transbronchial biopsy with conventional forceps. Adequate
control of coughing by use of topical anesthesia (e.g.
lignocaine 2 %) and intravenous sedation is necessary to
optimize the procedure and patient tolerance, and to minimize
complications. Patients are intubated under bronchoscopic
control by use of a flexible endotracheal tube. Because the
size of biopsy samples obtained by use of cryoprobes exceeds
the diameter of the working channel of a flexible broncho-
scope, intubation is necessary to enable removal of both
cryoprobe and the bronchoscope [9, 11, 12] without increas-
ing risk of upper airway injury and without the risk of tissue
becoming detached as the cryoprobe passes through the lar-
ynx. A laryngeal mask or rigid bronchoscope are alternatives
to endotracheal intubation with a flexible tube [20, 21].
Endobronchial blockers are used preemptively and placed in
the segmental bronchus before transbronchial cryobiopsy.
After cryobiopsy, the biopsied segment is isolated with the
blocker to control bleeding. Endoscopic investigation of the
airways is performed and, if necessary, other diagnostic pro-
cedures, for example brochoalveolar lavage, are performed in
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the selected area. In all cases the flexible bronchoscope is
wedged in the segmental bronchus and the cryoprobe is then
introduced through the working channel. Fluoroscopy is rec-
ommended although not mandatory. The cryoprobe is
advanced distally through the segmental bronchus until resis-
tance is met. The cryoprobe is then withdrawn approximately
1 cm and cold is applied for 3—4 seconds. The cryoprobe, with
the frozen sample attached to the tip, is subsequently
removed in toto with the bronchoscope. The tissue is
frozen on the basis of the Joule-Thomson principle, using
gas (nitrous oxide) decompression at the tip of the probe.
Contact of the probe with the tissue results in rapid
freezing (—89 °C) which, because of the characteristics
of the probe, is stable under traction.

Several authors have used a flexible cryoprobe of diameter
2.4 mm and length 900 mm (model 20416—032; Erbokryo
CA, Germany) but a cryoprobe with a diameter of 1.9 mm can
be used to perform transbronchial cryobiopsies [20].

Diagnostic success of transbronchial cryobiopsy

Use of cryoprobes to perform transbronchial biopsy enables
larger and better quality samples to be obtained compared
with those from conventional biopsy methods. Diagnostic
success seems higher when the cryoprobe is used. In a retro-
spective study, patients with interstitial lung disecase were
evaluated and transbronchial lung biopsies were performed
using both cryoprobes and forceps [11]. In that study, diag-
nostic success was not the primary outcome but a significant
number of cryobiopsies led to a definitive diagnosis.

We performed a study of patients undergoing transbronchial
lung biopsy for evaluation of interstitial lung disease[18].
Seventy-seven patients were assigned to either a conventional-
forceps group or a cryoprobe group. A total of 266 lung tissue
samples were obtained (126 with conventional forceps and 140
with the cryoprobe) and evaluated. More samples for which a
histopathological pattern was observed were submitted for
cryoprobe-group patients (29 of 39; 74.4 %) than for
conventional-forceps-group patients (13 of 38; 34.2 %)
(»<0.001). Diagnostic success in the cryoprobe group was
higher than in the conventional-forceps group (51.3 % versus
29 %, respectively; p=0.038). Diagnosis of nonspecific inter-
stitial pneumonia, acute alveolar injury, infection, organizing
pneumonia, sarcoidosis, bronchiolitis-associated DILD,
hypersensitivity pneumonitis, and eosinophilic pneumonia
was established by use of transbronchial cryobiopsy. In-
adequate samples (<1 mm) were obtained from 24.3 % of
patients in the conventional-forceps group. All samples
from the cryoprobe group were considered adequate for
histologic analysis (p=0.001).

Larger multisite randomized trials are required to con-
firm the potential benefits this single-center trial has

identified, including comparison with surgical biopsy as
the current recommended method, and to investigate
possible economic benefits.

Number and location of cryobiopsies

The optimum number of samples for diagnosis of ILD by use
of a cryoprobe has not been established. Curley et al. [33]
concluded that diagnostic success does not increase signifi-
cantly after the third or fourth sample. Similarly, Berbescu
et al. [34] were able to determine a histological pattern com-
patible with normal interstitial pneumonia by using from one
to five samples. Other studies [35] recommend that at least
five or six specimens should be obtained. In general, four to
six biopsy samples are adequate for most patients with diffuse
lung disease. Samples obtained with cryoprobes are signifi-
cantly larger and, in our experience, at least three samples
(range three to six) should be taken from several bronchial
segments in affected parts of the lung that have previously
been identified by computed tomography. Performing the
procedure under fluoroscopic guidance is also helpful and
may reduce the risk of pneumothorax. Transbronchial
cryobiopsy can be successfully performed without fluoro-
scopic guidance [36].

Sample quality and procedure feasibility

The larger size of the cryobiopsy samples obtained and their
higher quality in comparison with samples obtained by use of
conventional forceps has been related to a greater diagnostic
success (Fig. 1). The small size of conventional samples with
few alveolar spaces in them precludes interpretation of histo-
logic patterns [7, 33]. The usual size of tissue fragments
obtained with conventional transbronchial forceps varies from
1 to 3 mm. Several authors have observed that tissue samples
obtained by use of cryoprobes are significantly larger than
those obtained by use of conventional forceps [9, 11, 12]. In
addition, assessments of tissue quality have shown that
cryobiopsy yields more alveolated parenchyma per biopsy
and fewer artifacts. We found that the mean area of tissue
samples harvested by cryoprobe and conventional forceps
were, respectively, 14.7+11 mm? and 3.3+4.1 mm?
(p<0.001) [18].

There is no consensus regarding the number of alveoli
required to enable diagnosis of diffuse interstitial lung dis-
eases [36]. One study, proposed that transbronchial biopsy
samples should contain 20 or more alveoli [6]. We have
analyzed the number of alveoli in our specimens. For samples
obtained with cryoprobes the median number of alveoli was
68.2+61.2, which compared favorably with samples obtained
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Fig.1 Four-micrometer sections were stained with hematoxylin and eosin.
Complete tissue sections from a conventional-forceps biopsy (a) and a
cryobiopsy (b) were mapped by use of consecutive microscopic fields
and reconstructed. The cryobiopsy preserved the lung parenchyma structure
and enabled us to examine a larger sample of alveoli. Scale bars: 500 pm

by use of conventional forceps (22.0+39.8). This difference is
statistically significant [18].

Cryoprobes might be expected to cause damage by freez-
ing of cells and tissue structure, but we found more artifact-
free tissue in our cryoprobe samples than in conventional
samples, consistent with previous reports [8, 9]. The lack of
artifacts from freezing may be attributable to the rapid freezing
and higher traction of the new generation of cryoprobes.
Moreover, cryobiopsy and subsequent fixation of the samples
for immunohistochemistry gave excellent results in several
studies. Immunohistochemical processing has demonstrated
that tissue structure is well preserved in cryobiopsies. We
recorded high-quality detection of both cytoplasmic and nu-
clear antigens, including proliferating cell nuclear antigen, a
difficult epitope to identify.

Risks

Severe bleeding and pneumothorax are the most feared side-
effects of conventional transbronchial biopsies, and have been
reported to occur in approximately 1-6 % and 2-9 %, respec-
tively [37-39]. Bleeding is the main factor preventing larger
or more numerous biopsy samples being obtained. Studies
assessing complications associated with transbronchial biopsy
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have recommended classic endoscopic maneuvers, for exam-
ple suction or occlusion of a segmental bronchus [40]. These
maneuvers are often undertaken as preventive measures.

Few studies have evaluated complications of TBLB with a
cryoprobe. We found no cases of pneumothorax or severe
bleeding in a study of ten patients [12]. Although the safety
profiles of both biopsy procedures seem similar, and no seri-
ous complications have been reported to date, a tendency to
greater incidence of moderate bleeding has been reported with
cryobiopsies. In our study, a trend toward fewer cases of
moderate bleeding was seen in the conventional-forceps group
(34.2 % versus 56.4 % in the cryoprobe group). Given the
difficulty of quantifying bleeding, we were very strict about
defining it as moderate if suction and occlusion of the seg-
mental bronchus were required. Bleeding in the cryobiopsy
group did not prove clinically significant and the patients did
not require additional medical or surgical intervention to con-
trol the bleeding. Furthermore, procedure time was not
prolonged. Our results and interpretation are consistent with
those of authors who have studied 593 patients sampled with
conventional forceps or cryoprobe to diagnose endobronchial
lesions [41]. Recently, other studies have demonstrated that
cryoprobes used for patients post lung transplantation is safe
and provides significantly larger specimens [20, 21] but the
procedures were performed on the same patient.

Nevertheless, a risk of bleeding associated with cryobiopsies
does exist. For this reason we strongly recommend use of a
bronchial blocker when a transbronchial cryobiopsy is
performed.

Pneumothorax has been reported for 4 % of patients
undergoing cryobiopsy [11]. However, it is not possible to
draw definitive conclusions about the risk of pneumotho-
rax as a result of transbronchial cryobiopsy because both
procedures were performed on the same patient. In our
study, two patients in the conventional-forceps group and
three in the cryoprobe group developed pneumothorax. A
chest tube was placed in one patient in the conventional
group and in two patients in the cryobiopsy group.

Follow-up post cryobiopsy

Patients undergoing cryobiopsy should remain monitored in a
recovery room for at least 1-2 hours. Immediate X-ray fluo-
roscopy examination is advisable at the end of the procedure
[36]. Transthoracic ultrasound is also useful for evaluation of a
wide range of peripheral parenchymal, pleural, and chest wall
diseases, and use of chest ultrasound for diagnosis of pneu-
mothorax has been established [42]. Studies have shown that
routine use of chest radiographs after transbronchial biopsy is
not cost-effective for asymptomatic patients [43, 44] A chest
X-ray should be performed for patients with chest pain or
unexplained hypoxia, to rule out pneumothorax (Fig. 1).
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Conclusions

Transbronchial cryobiopsy is feasible and has a reasonable
safety profile. It may be potentially useful in the diagnosis of
diffuse lung diseases when a transbronchial biopsy is indicat-
ed. The diagnostic success of this technique is better than with
conventional forceps, probably because larger, higher-quality
samples are obtained with the cryoprobe. No significant dif-
ferences in adverse events have been reported. Large multi-
center randomized trials are required to confirm the potential
benefits, cost-efficacy, and safety profile of transbronchial
cryobiopsy in ILD.
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