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Resumen

El ultrasonido endobronquial mas aspiracion con aguja fina (EBUS-TBNA, su sigla en inglés
por endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle aspiration) desempefia un rol impor-
tantisimo en el diagnostico de las lesiones mediastinales, asi como tambien en la estadificacion y
reestadificacion del cancer pulmonar. Requiere evaluacion multidisciplinaria inicial y analisis de
las imagenes, del estado general del paciente, asi como de los riesgos y beneficios, ademas de un
trabajo estrecho con el grupo de patologia, que efectua una evaluacion patoldgica rapida en sala
(ROSE, su sigla en inglés por rapid on-site pathologic evaluation) con el obejtivo de mejorar el
rendimiento diagnostico. Este ultimo fue del 78% con coloracion de Diff-Quick y se incrementd
con bloque celular y técnicas adicionales de patologia molecular a 89%, la mediastinoscopia diag-
nostica en 7%, la rentabilidad diagnoéstica en 91% y la exactitud en carcinoma pulmonar de células
no pequeiias (CPCNP), en un 97%.

La retroalimentacion inmediata en la sala por parte del patdlogo, permite mejorar el diagnds-
tico y evaluar la calidad y cantidad de la muestra, trabajando asi de forma multidisciplinaria. Se
describe una serie de 54 casos de EBUS-TBNA con ROSE, pertenecientes a la Fundacion Valle
del Lili, Cali-Colombia.

Palabras clave: ultrasonido endobronquial, broncoscopia intervencionista, evaluacion pato-
l6gica rapida en sala.

Abstract

Endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle aspiration (EBUS-TBNA) plays a
crucial role in diagnosing mediastinal lesions, as well as in staging and restaging lung cancer. It
requires a multidisciplinary initial approach and analysis of image studies, of the patient’s general
condition, and of risks and benefits, besides close collaboration with the pathology team, who
carry out rapid on-site pathologic evaluation (ROSE), with the purpose of improving the diagnos-
tic yield. The latter was 78% with Diff-Quick staining, and increased to 89% with cell block and
additional molecular pathology techniques, 7% with diagnostic mediastinoscopy, 91% diagnostic
profitability, and 97% accuracy in non-small-cell lung cancer.

Immediate on-site feedback by the pathologist allows for improving diagnosis and assessing
the quality and quantity of the sample (multidisciplinary collaboration). We describe a series of 54
cases of EBUS-TBNA with ROSE, from the Fundacion Valle del Lili, Cali-Colombia.

Keywords: endobronchial ultrasound, interventional bronchoscopy, rapid on-site pathologic
evaluation.
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Introduccion

El EBUS-TBNA es una técnica broncoscopica
que permite la visualizacion por ultrasonido de la
pared traqueobronquial y las estructuras adyacen-
tes, asi como del parénquima pulmonar. Sirve para
valorar el mediastino, las lesiones peribronquiales
y paratraqueales asi como los nodulos linfaticos en
tiempo real y facilita la toma de muestras, las cuales
pueden ser analizadas en sala por el patologo inter-
vencionista a fin de mejorar aun mas el rendimiento
diagnéstico (1-3).

El EBUS lineal (figura 1) es un equipo que tiene
un didmetro mayor que los broncoscopios conven-
cionales, alrededor de 7 mm, por lo cual general-
mente se introduce a través de la boca, bajo sedacion
profunda o anestesia general usualmente mediante
mascara laringea o tubo orotraqueal o transoral. Tie-
ne un canal de examen de 2 mm por el cual se avan-
zan agujas 19 — 22 G. Su campo de vision es oblicuo,
entre 35 - 45°, de modo que usualmente antes del
procedimiento se ha debido realizar una broncosco-
pia diagnostica para evaluar detalladamente la via
acrea. Posee un transductor convexo incorporado en
la punta, especialmente disefiado, que emite un haz
de ultrasonidos paralelo al eje mayor del endoscopio
de 50 a 90°, con frecuencias entre 5y 12 MHz. Con
las frecuencias altas se evalian muy bien las capas

Figura 1. Ultrasonido endobronquial (cortesia de Olympus).
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menos profundas, lo cual es ideal para detectar le-
siones mediastinales. Esta provisto de Doppler color
pulsado para detectar flujo sanguineo y tiene un pro-
cesador que da la imagen de videobroncoscopia y al
mismo tiempo la imagen de ultrasonido y Doppler
pulsado, lo cual garantiza la exactitud en la puncion.
Para mejorar la imagen, esta dotado de un balon dis-
tal que se infla cuando se identifican las estaciones
ganglionares o las lesiones a estudiar (4, 5).

Su ventaja radica en poder efectuar puncion di-
rigida en tiempo real. La deteccion de adenopatias
por EBUS es posible incluso con tamafios ganglio-
nares de 5-10 mm. Las estaciones ganglionares a las
que es posible acceder son: 1, 2, 3,4, 7,10, 11y 12
(6). Sin embargo, es necesario hacer una planeacion
previa del examen teniendo en cuenta las imagenes
de la escanografia (TAC) y/o la tomografia por emi-
sion de positrones (PET) y disefiando una ruta, pues
la puncion de las estaciones debe ser secuencial, es
decir, se empieza por las mas altas para realizar una
verdadera estadificacion tumoral (4-6).

Se trata de una técnica minimamente invasiva
ambulatoria, que usualmente necesita sedacion
profunda que puede ser administrada por el ope-
rador pero en la que, en la mayoria de casos, se
prefiere la intervencion del grupo de anestesia. Es
secuencial y ordenada y en cada estacion se hacen
cuantos pases se requieran para garantizar el estu-
dio adecuado del ganglio, usualmente 4 a 5 por es-
tacion. En este punto se resalta la importancia del
acompafnamiento del patélogo en sala. Asi mismo
la prueba requiere entrenamiento especifico y de no
aplicarse con criterio clinico razonado, puede en-
lentecer, complicar o encarecer el proceso de diag-
noéstico y la estadificacion (4-6).

Por mucho tiempo la anatomia patoldgica y la
patologia clinica fueron consideradas especialidades
de escritorio y laboratorio. La patologia moderna ha
virado involucrandose en grupos de trabajo multi-
disciplinarios conformados para tomar decisiones
terapéuticas y quirurgicas en salas de cirugia, endos-
copia o imagenes diagnosticas.

Por su parte, la patologia intervencionista per-
mite explorar técnicas para mejorar la cantidad y
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calidad de las muestras, precisar los diagnosticos,
disminuir las intervenciones y efectuar estudios
complementarios de patologia molecular tan re-
levante hoy en el prondstico y en la eleccion de
esquemas de tratamiento (medicina personalizada),
como es el caso del carcinoma de células no pe-
quenas (CPCNP) en el que se precisa el estudio de
la mutacion del gen EGFR ex6n 18, 19,20y 21y
el estudio de translocaciones del gen EML4-ALK.
Este modelo de trabajo en patologia fue propuesto
por Louis et al. (7), e involucra especializacion y
equipos de trabajo multidisciplinarios.

La implementaciéon de ROSE durante el EBUS-
TBNA, disminuye las tasas de reintervencion al
confirmar que se han obtenido muestras de buena
calidad. El proceso diagnostico puede tomar alrede-
dor de 18 horas con técnicas de coloracion basica
como la hematoxilina y eosina (H&E), en tanto que
los estudios de patologia molecular pueden requerir
entre 24 y 36 horas en un centro de alto nivel como
la Fundacion Valle del Lili.

En este articulo se muestran algunos casos evalua-
dos en dicha institucion y se resalta la ventaja de la
evaluacion patologica en sala, de manera conjunta.

Materiales y métodos

Estudio prospectivo y descriptivo, llevado a
cabo durante mayo de 2012 y diciembre de 2013,
en el que se incluyeron pacientes que requerian
EBUS para la evaluacion de su condicion, previa
discusion en una junta de desiciones multidiscipli-
naria. Las indicaciones del EBUS para la serie de
estudio fueron la estadificacion de tumores prima-
rios malignos pulmonares, el diagnodstico de masas
pulmonares o mediastinales, las alteraciones de
los ganglios linfaticos en tomografia axial com-
putarizada (TAC) o en la tomografia por emeision
de positrones (PET/CT), la reestadificacion en la
evolucion del cancer pulmonar, la presencia de
ganglios linfaticos iguales o mayores de 1 cm de
didmetro y los casos de pacientes con limitacion
de su condiciodn clinica que impedia la realizacion
de procedimientos mas invasivos para estudio. En
total se intervinieron 54 pacientes cuyos procedi-
mientos fueron hechos en el servicio de endosco-

pia de la Fundacion Valle del Lili, bajo sedacion
profunda y control anestésico. E1 EBUS se realizo
con un equipo Olympus® bronchoscope + US pro-
be + 22G FNA.

En este periodo se implement¢ el servicio de pa-
tologia intervencionista y se dio a conocer en la ins-
titucion la patologia de evaluacion en sala (ROSE).
El equipo de trabajo constd de un carro de transpor-
te (figura 2), un microscopio de luz y una bateria
de tincion con la coloracion de Diff-Quick para los
extendidos de diagndstico en sala. Se realizaron
pruebas especiales con fijadores celulares especifi-
cos (Transfix®) para citometria de flujo de punciones
ganglionares sospechosas de enfermedad linfoproli-
ferativa o lavados broncoalveolares (BAL). EI ma-
terial celular extraido se fijo en formalina bufferada
al 10% y los bloques celulares fueron fabricados en
base de Agar al 6%, lo que permitié mayor agrega-
cion y concentracién celular.

En las muestras obtenidas para bloque celular
(n=54) se realizo la coloracion basica de hematoxili-
nay eosina (H&E), mas coloraciones especiales para
microorganismos como PAS, BK o Gomory (GMS),
mientras que la técnica de inmunohistoquimica au-
tomatizada se hizo en el equipo Benchmark XT y
GX de Ventana® en el que se usaron anticuerpos con
expresion proteica para genes como el TTF-1, p63,
Napsina A, Citoqueratina 5/6, Cromogranina, Sinap-
tofisina y CD56. La extraccion de AND se realiz6
mediante técnica manual con el kit de Qiagen® o de

Figura 2. (ROSE) Evaluacion en sala por citopatologia.
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forma automatizada con el Sistema MagNa Lyser
Instrument y MagNAPure® de Roche, con controles
de calidad adecuados para el ADN extraido, de ca-
racteristica amplificable. Se realizaron estudios mo-
leculares como la reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR) para determinar la mutacion del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), exones 19y 21 con
el sistema 2100 Bioanalyzer®, cultivos microbiolo-
gicos y pruebas moleculares microbioldgicas como
el GeneXpert® System.

Todos los procedimientos diagndsticos se verifi-
caron y aplicaron segun los requerimientos para cada
prueba en el laboratorio de patologia molecular, ci-
tometria de flujo, laboratorio de genética molecular
y laboratorio de microbiologia molecular segin los
controles de calidad del Colegio Americano de Pa-
tologos (CAP).

Resultados y discusién

El éxito en la implementacion de este tipo de
pruebas depende de factores como la disponibilidad
del personal entrenado, los equipos y el tiempo ne-
cesario para la realizacion del procedimiento (figu-
ra 3), ademds de una unidad de broncoscopia y un
departamento de patologia y medicina de laborato-
rio que cuente con técnicas citologicas, histologicas
y de patologia molecular. Se analizaron los casos
examinados y el diagndstico en sala en cuanto a la

Figura 3. Ultrasonido endobronquial mas aspiraciéon con agu-
ja fina (EBUS-TBNA); toma de muestra.
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adecuada representacion de la lesion o localizacion
anatomica, especificamente en la evaluacion de las
estaciones ganglionares. Al realizar esta compara-
cion se encontrdo un ROSE del 78% en los extendi-
dos valorados solo con la coloracion de Diff-Quick
y se incremento el porcentaje con el bloque celular
y las técnicas adicionales a un 89% de rendimiento
diagnostico, contabilizando un minimo de cinco pa-
ses por estacion ganglionar o lesion tumoral, lo que
permiti6 determinar el nimero suficiente de linfoci-
tos y macrofagos antracoticos.

Los pacientes de la serie que requirieron mediasti-
noscopia diagnostica correspondieron a un 7%, espe-
cificamente en lesiones no tumorales malignas. Estos
resultados son comparables con los publicados en la
literatura mundial; por ejemplo Gilbert y colaborado-
res (8) publicaron un 68,1% de diagnostico en sala e
incrementaron su rendimiento al 79,7% en el bloque
celular; vale anotar que la calidad de la muestra y la
pericia del neumodlogo intervencionista influyen en
los porcentajes de diagndstico. En cuanto al diagnos-
tico de lesiones neoplasicas malignas (carcinoma de
células no pequenas-CPCNP), se observd una renta-
bilidad diagnostica del 91% y una exactitud diagnos-
tica del 97%, datos semejantes a los publicados en la
literatura, que en CPCNP corresponde a una rentabili-
dad diagnostica del 86,6% y exactitud diagnodstica del
94,8% (8-10). También conviene aclarar que es im-
portante el entrenamiento del patdlogo en patologia
pulmonar y especificamente en citopatologia pulmo-
nar para EBUS, donde las condiciones morfoldgicas
celulares varian al utilizar la coloracion de Diff-Quick
y se presentan dificultades en la determinacion de cé-
lulas linfoides aplastadas vs. células neoplasicas de
carcinomas de células pequefias y células malignas
sueltas. Otro inconveniente al utilizar la tincion de
Diff-Quick es la diferenciacion entre cambios reacti-
vos y metaplasia del epitelio bronquial, células de los
centros germinales, linfocitos grandes y macrofagos e
inflamacion granulomatosa donde existen diagnosti-
cos diferenciales dificiles como tuberculosis, sarcoi-
dosis y lesiones inflamatorias o malignas.

A continuacion se exponen algunos de los casos
estudiados en la institucion, en los que se hace cru-
cial el concepto de precision y trabajo multidiscipli-
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nario en la practica médica. Se explotaron ventajas
como la retroalimentacion inmediata de la calidad
de la muestra, la evaluacion de la cantidad y calidad
del material, la preparacion de muestras tisulares y
los bloques celulares de alta calidad, asi como la de-
terminacion de un triage diagnostico individualizado
que permitié aprovechar las ventajas de la medicina
personalizada en los casos de cancer pulmonar.

Caso 1

Paciente de sexo masculino, de 70 afios, fuma-
dor activo, con tos cronica y lesion nodular en LII,
adenopatias en ventana aorto-pulmonar e hiliares
izquierdas, metabolicamente activas en la PET,
a quien se le realiz6 EBUS-TBNA en la estacion
I0L, con extendido positivo para malignidad en
sala, que arrojé carcinoma escamoso primario de
pulmon (figuras 4 y 5).

Caso 2

Paciente de sexo femenino, de 66 afos, con an-
tecedente de adenocarcinoma pulmonar en 2011,
quien recibié tratamiento con quimioterapia y ra-
dioterapia, en seguimiento actual y consulté por

Figura 4. A, B. PET con captacion metabdélicamente activa en
la lesion en LIl y en estaciones 10 y 11L. C. Ganglio identifica-
do por medio de ultrasonido. D. Puncién del ganglio en tiempo
real; estacion 10L.

B
f
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Figura 5. A. Coloracion de H&E. Bloque celular del mate-
rial obtenido por EBUS. Carcinoma de células escamosas
metastasico al ganglio linfatico, con abundante material
necrotico acompafiante. B. Técnica de inmunohistoqui-
mica. Gen p63 positivo nuclear en las células tumorales
escamosas.

tos y disnea leve. Se encontrd lesion paratraqueal
derecha y se realiz6 EBUS-TBNA, que confirmd
recaida tumoral con mutacion del factor de creci-
miento epidérmico (EGFR) positivo, mas estudio
de translocaciones del gen EML4-ALK negativo
(figuras 6y 7).

Figura 6. A. Tomografia axial computarizada en la que se
aprecia lesion paratraqueal derecha. B. Puncién de la lesion
en tiempo real. C. Coloracion de H&E. Bloque celular. Diag-
néstico de adenocarcinoma primario pulmonar. D. Técnica
de inmunohistoquimica. Proteina del Gen TTF-1 positivo nu-
clear en las células tumorales del adenocarcinoma primario
del pulmon.
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Figura 7. A. Técnica de inmunohistoquimica. Proteinacinasa para el gen EML4-ALK negativa
(D5F3). B. Estudio de la mutacion del gen EGFR. Extraccion de ADN en el bloque obtenido
durante el EBUS. Bioanalyzer 2100 (Agilent®) Electroforesis por microfluidos. Delecién de 15

pb en el exén 19 del gen EGFR, estado mutado (positivo).

Caso 3

Paciente de sexo femenino, de 54 afios, con
historia de espondilitis anquilosante con HLB27
positivo, tos cronica y adenopatia subcarinal en
estudio. Se realizo EBUS-TBNA y se hall6 mate-
rial inflamatorio con linfocitos maduros, pigmento
antracdtico, negativo para malignidad y PCR nega-
tiva para TBC (figura 8).

Caso 4

Paciente de sexo masculino, exfumador, quien
consultd con historia de cefalea frontal y hemipare-
sia derecha. Se hallaron lesiones cerebrales suges-
tivas de metdstasis. En los estudios de extension
se encontro lesion que abrazaba el bronquio fuente
izquierdo con atelectasia parcial, mientras que en la
fibrobroncoscopia no se observé lesion endobron-
quial. Se realiz6 EBUS-TBNA que documento tu-
mor de celulas pequenas (figura 9).

Caso 5

Paciente de sexo maculino, 33 afios, con histo-
ria de fiebre prolongada, pérdida de peso y lesion
hiliar izquierda, mas multiples estudios negativos.
Se realizo EBUS-TBNA que mostro células suges-
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tivas de sindrome linfoproliferativo, el cual se cla-
sifica mediante la evaluacion de la arquitectura del
tejido y por tanto a través de biopsia de la lesion
por toracoscopia (figura 10).

Figura 8. A, B. Tomografia axial computarizada de térax
donde se aprecian las adenopatias pre y subcarinales. C.
Coloracién de Diff-Quick con presencia de linfocitos madu-
ros 50 x CAP; muestra adecuada del ganglio linfatico. D.
Coloracién de Papanicolaou. Citologia en base liquida (BD
CytoRich) linfocitos maduros, histiocitos y pigmento antracé-
tico. Negativo para malignidad.
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Figura 9. A, B. TAC de térax con lesién que rodea el BFI
con atelectasia parcial. C. Coloracion de H&E. Bloque ce-
lular obtenido por EBUS. Carcinoma de célula pequefia. D.
Técnica de inmunohistoquimica. Positividad granular cito-
plasmatica para cromogranina A en la que se demuestra su
linaje neuroendocrino.

] .t
h |“.q'
lﬁ-l. -j: la"

Figura 10. A. Coloracion de Diff-Quick. Linfocitos maduros
y linfocitos de mayor tamafio de caracteristicas neoplasicas.
B. Coloracion de Diff-Quick. Material linfoide abundante, con
el que se descarta patologia neoplasica epitelial o presencia
de células gigantes o necrosis. Alta sospecha de sindrome
linfoproliferativo.

Conclusiones

* El EBUS-TBNA es un procedimiento eficiente
en el estudio de lesiones mediastinales, paratra-
queales, peribronquiales y en la estadificacion y
re-estadificacion del cancer pulmonar.

* En el EBUS-TBNA bien planeado, secuencial y
estandarizado es posible diagnosticar y estadifi-
car el cancer pulmonar, en especial si se acompa-
fa del estudio citopatologico en sala ROSE.

* El papel del patdlogo intervencionista es crucial
en el diagnostico, tratamiento y pronostico de las
diferentes patologias pulmonares neoplasicas y
no neoplasicas.

* Laretroalimentacion inmediata en la sala permite
mejorar la técnica intervencionista, asi como eva-
luar de forma precoz la calidad y cantidad de la
muestra, y a su vez disponer de preparaciones y
bloques celulares de alta calidad.

* Uno de los puntos mas sensibles de asistir a la
sala (ROSE) es poder realizar el triage en la toma
de decisiones para estudios extendidos como
citometria de flujo, cultivos microbiologicos y
pruebas moleculares para microbiologia, genéti-
ca molecular y patologia molecular.
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