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INTRODUCCION

Esta guia tiene como objetivo acercar al patdlogo general a la practica de la
patologia pulmonar.

Consideramos los temas que generan mas dificultades en la practica habitual,
sin pretender abarcar la totalidad de las areas que pueden ser estudiadas en la
bibliografia especializada.

La guia comienza con un acercamiento a la patologia intersticial, asesorando
sobre como evaluar e informar una biopsia quirargica por intersticiopatia asi
como la evaluacidn y consideraciones técnicas del lavado bronquioloalveolar.

Incluimos consideraciones acerca del estudio macroscdpico, intraoperatorio,
informe de pieza operatoria y algoritmo diagnostico molecular de carcinoma de
pulmadn no pequeiias células.

Esperemos pueda ser de utilidad para nuestros colegas.
Con mucha dedicacion, Club de patologia pulmonar.
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ESTUDIO DE LAS BIOPSIAS PULMONARES
ALTERACIONES HISTOPATOLOGICAS EN LAS INTERSTICIOPATIAS

Dra. Gloria Olmedo

El estudio de las biopsias pulmonares en las enfermedades del intersticio pulmonar (también llamadas
difusas) es complejo, y con excepcidn de las intersticiopatias de etiologia conocida, requiere de un
estudio multidisciplinario entre clinico, imagendlogo y patélogo al que muchas veces en nuestro medio
el patélogo general no tiene acceso.

Estas entidades constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades pulmonares, algunas de etiologia
conocida, tales como las secundarias a drogas, las neumoconiosis o las relacionadas con las
colagenopatias, pero hay otro grupo de etiologia desconocida o idiopaticas cuyo diagnostico
morfolégico es mas dificil.

Se denominan intersticiales a las enfermedades cuya lesion principal se localiza en el espacio virtual que
estd en la pared alveolar, entre la membrana basal y el endotelio capilar. Muchas de ellas comprometen
no solo al intersticio alveolar sino también al que rodea vasos, bronquiolos y linfaticos.

Es importante contar con los datos clinicos e imagenoldgicos. En el momento de evaluar estas biopsias
tener en cuenta que el informe esta destinado principalmente a un neumondlogo.

PROCEDIMIENTO
Si se recibe mas de una muestra identificar cada una de ellas.

Las biopsias deben ser fijadas en formol. Si se realizan los cortes en el pulmdn sin fijar se producen
artefactos que semejan a una atelectasia.

Determinar la consistencia y observar y describir la superficie pleural.
Retirar los puntos metadlicos y seccionar.

Se puede facilitar la distensidn del parénquima agitando suavemente la muestra dentro del liquido
fijador o inyectando formol en la superficie de corte por medio de una jeringa con aguja muy fina (como
para insulina).

Cortar tacos no demasiado finos, de unos 0,3 a 0,5cm. De ser posible y de acuerdo al espesor y tamafio
de la muestra es preferible hacer una seccion a lo largo de la mayor dimensién. Si los cortes son mas
grandes permiten observar mejor la estructura en la microscopia a pequefio aumento.

En la superficie de corte determinar de ser posible si las lesiones son focales o difusas. El examen con
lupa puede ayudar.

Observar si hay nddulos, tractos blanquecinos finos o gruesos (indicadores de fibrosis) y pequefias
dilataciones bronquiolares.
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TECNICAS DE HISTOQUIMICA

Son muy utiles las técnicas para fibras colagenas, para fibras eldsticas y en menor medida el PAS, la
tincidn de Perls para hierro (asbestos) y pigmento tabaquico.

Realizar polarizacién en busca de particulas birrefringentes
MICROSCOPIA

Cada muestra debe ser identificada en el informe y debe describirse por separado. Raramente son
idénticas. Hay lesiones que predominan en un Iébulo y no en otro.

Esto es importante a fin de permitir al radidlogo correlacionar con sus imagenes.

Se deben analizar sistematicamente y en forma ordenada los distintos compartimientos histoldgicos a
fin de llegar a establecer un patrdn histoldgico y arribar a un diagndstico lo mas preciso posible.

Hay tener en cuenta que todos los compartimientos del pulmdn estan relacionados, que puede haber
patologia en mas de uno y que aquel que parece un pulmdn con estructura normal puede tener cambios
sutiles en bronquiolos y vasos.

En primer término realizar un recorrido del preparado a pequeiio aumento a fin de evaluar la
arquitectura. Describir si esta:

- Conservada
- Modificada: con lesiones uniformes o heterogéneas.
- Determinar:
e Sijesfocal osi compromete todo el lobulillo pulmonar.
o Ladistribucion y ubicacién de las lesiones en el lobulillo pulmonar puede ser
e Subpleural
e Intralobulillar
e Centrolobular
e Septal
e Paraseptal
e Linfangitica
e Sihay alternancia con parénquima preservado (ej: neumonitis intersticial usual)
e Sihay superposicién de lesiones agudas o crénicas o si las lesiones son del mismo tiempo de
evolucion.
e Sihayreemplazo adiposo.
e Sihay panalizacién

Una vez evaluada la arquitectura analizamos los distintos elementos histolégicos:

Intersticio alveolar

e Edema

e Infiltrados inflamatorios o de otro tipo
- Neumonocitos: hiperplasia, discariosis
Fibrosis (ver mas adelante)
Focos fibroblasticos, localizacidon
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Foliculos linfoides o acumulos linfocitarios. Distribucién.
Nodulos y depdsitos: polvillos (intersticio peribroncovascular)
Infiltrados inflamatorios
e Localizacién: focal o difusa
e Intersticio alveolar o localizacion centrolobular predominante
e Tipo celular
e Severidad
Granulomas
e Localizacién: peribronquial o intersticial
e Caracteristicas: compactos, laxos
Exudado fibrinoso intraalveolar y nédulos de tejido fibroblasticos alveolares (cuerpos de Masson)
Alvéolos
e Macroéfagos con o sin pigmento, vacuolados o xantomizados
e Edemay material proteinaceo (proteinosis alveolar)
e Metaplasia bronquiolar: proliferacién de epitelio cilindrico en alveolos vecinos
e Areas de adenomatosis
e Cuerpos ferruginosos, asbestos
Bronquiolos
e Trayecto: tortuoso, dilatado
e Luces libres u obstruidas, contenido
e Epitelio, metaplasia, etc.
e Fibroblastos subepiteliales similares a focos fibroblasticos
e Metaplasia bronquiolar
e Fibrosis peribronquiolar
Arterias pulmonares y venas
e  Hipertrofia muscular
e Fibroelastosis intimal
Proliferacion muscular subintimal

Vasculitis-evaluar infiltrado y tipo de vasos comprometidos
Trombos

Linfaticos: dilatacidn en pleura o septos. Presencia de células atipicas.

NOTA: no hacer diagnostico de hipertensidn pulmonar. Sélo mencionar los cambios
arteriales o venosos, si los hay. En las zonas de fibrosis las arterias estdn alteradas, pero eso
no indica hipertensién pulmonar.
Pleura: las alteraciones son importantes en las fibrosis relacionadas con enfermedades del colageno.
e Adherencias
e Fibrosis
e Reemplazo adiposo
e Infiltrados inflamatorios
e Granulomas
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FIBROSIS PULMONAR

La fibrosis pulmonar es la via final comin de muchas enfermedades pulmonares, de tal modo que no
todas las fibrosis que se biopsian corresponden a la de una neumonitis intersticial usual.

Se ha convenido en consensos internacionales (ARS, ERS) que el sustrato histolédgico de la fibrosis
intersticial idiopatica es la UIP solamente.

Si se estudian en forma sistematica todos los parametros mencionados se podrd establecer el
diagnéstico diferencial entre neumonitis intersticial de tipo usual, neumonitis intersticial inespecifica en
etapa fibrética, neumonitis por hipersensibilidad en etapa crénica y neumonitis asociada a
enfermedades del colageno(IPAF: neumonitis intersticial y fibrosis con caracteristicas
autoinmunes).Estas cuatro enfermedades producen imagenes en las tomografias de alta resolucion a
veces dificiles de diagnosticar. Es en estos casos en que se recurre a la biopsia por VATS y al diagndstico
histopatoldgico.

Por lo tanto, evaluar:

- ladistribucion de las lesiones fibréticas (como se menciond anteriormente)
- Sies homogénea, lineal (sistematizada) y de similar evolucion.
- Sireemplaza parénquima y dénde predomina
e Periferia lobulillar
e Centrolobular
e Sin distribucion definida
- Sise observan focos fibroblasticos
- Sicoexiste con lesiones agudas o inflamatorias en el resto de parénquima
- Si hay micropanalizacién
- Presencia de signos de reagudizacién (membranas hialinas)

Nota:

Actualmente la tendencia es no realizar biopsias por VTC en los casos en que la clinica y las imagenes
sean diagndsticas de fibrosis intersticial idiopatica (sustrato UIP o neumonitis intersticial usual) por la
alta morbimortalidad que producen.

Solamente se realiza en los casos en que la clinica y las imagenes no son concluyentes para neumonia
intersticial usual (UIP).

Criobiopsias: actualmente se realizan con mayor frecuencia. En comparacién con las biopsias
transbronquiales obtenidas por pinzas, las muestras son de mayor tamafio, con mayor cantidad de
alvéolos y carecen de artefacto por pinzamiento.

Tanto unas como otras son Utiles en las intersticiopatias de causa conocida o enfermedades poco
comunes pero con una histopatologia definida, por ejemplo, la sarcoidosis. La biopsia transbronquial por
forceps es insuficiente para estudio de las neumopatias fibrosantes. La criobiopsia, al obtener mayor
cantidad de tejido, podria mostrar las alteraciones heterogéneas necesarias para el diagnostico de una
neumonitis intersticial usual.
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LAVADO BRONQUIOLOALVEOLAR (BAL)

Dra. Gabriela Guman y Dra. Mercedes Raya

DEFINICION: es una técnica sencilla, segura, bien tolerada y que aporta mucha informacién clinica en el
estudio de diversas enfermedades pulmonares parenquimatosas. Diversos estudios han confirmado que
la celularidad hallada en el BAL traduce de forma indirecta el tipo de células existentes en el espacio
alveolar y en el intersticio.

PROCEDIMIENTODE OBTENCION DE BAL

Equipo para procedimiento: broncoscopio de fibra 6ptica

Instilar 100-300 ml de solucidn fisioldgica a temperatura ambiente, debiéndose recuperar el 30% de
volumen instilado.

Volumen éptimo: 10-20 ml
Volumen minimo: 5 ml
Enviar el material a cultivo.

Transporte: si se va a realizar el procesamiento inmediatamente se transporta a temperatura ambiente.
De lo contrario se debe transportar a 4°C (hielo o heladera) si el procesamiento se realiza de 30 a 60
minutos después de la recuperacion. Se debe remitir junto con un protocolo que incluya datos
filiatorios, datos clinicos, volumen instilado y volumen recuperado.

EN EL LABORATORIO DE PATOLOGIA
Area Técnica

1. Procesar en centrifuga (1500 rpm durante 10 minutos) o citocentrifuga (1500 rpm durante 4-5
minutos).

2. Se efectian 4 a 6 extendidos. Se colorean 1-2 con coloraciones de rutina (Giemsa, PAP, HE)

3. Segun sospecha clinica y hallazgos en las coloraciones de rutina, realizar Perls, PAS, Ziehl Neelsen,
mucicarmin, Grocott, Alcian blue pH 2,5. En los pacientes inmunocomprometidos siempre realizar
técnicas para busqueda de bacilos acido alcohol resistente, hongos y otros gérmenes oportunistas.

AREA MICROSCOPIA

Se utiliza para evaluar

Células: recuento celular diferencial
Elementos infecciosos

Particulas, elementos intracelulares y extracelulares
Neoplasias

PN PRE
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1. Recuento celular diferencial

Evaluar en forma panoramica y realizar conteo de cada tipo celular (macréfagos, linfocitos,
polimorfonucleares neutrdfilos o eosinéfilos, mastocitos) sobre drea mas representativa en campos de
40x. La sumatoria de cada tipo celular nos da la celularidad total, que debe contar con un minimo de 300
a 500 células (mejor con hemocitometro). El porcentaje de cada tipo celular se obtiene con la siguiente
formula (por ejemplo, para macréfagos):

total de macréfagos x 100 / celularidad total = % de macrofagos

Muestra limitada para evaluacién (consignar en el reporte):

- La presencia de células epiteliales escamosas indica contaminacidn de la via aérea superior.

- Células epiteliales cilindricas > 5% sugiere una muestra subdéptima (los resultados del recuento
celular diferencial deben interpretarse con precaucién).

- Muestra muy hematica.

Poblacion celular del BAL. Valores normales:

ADULTOS NORMALES (NO FUMADORES) RECUENTO CELULAR DIFERENCIAL
Macrofagos alveolares (%) > 85%

Neutréfilos (%) <3%

Linfocitos (%) (CD4+/CD8+ = 0.9-2.5) 10-15%

Eosinofilos (%) <1%

Células ciliadas (%)* <1%

Células escamosas (%)* <1%
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Utilidad Clinica

EL recuento y la formula celular en el BAL son Utiles en la orientacién hacia un tipo especifico de
enfermedad pulmonar difusa:

ENFERMEDADES PULMONARES INTERSTICIALES

Enfermedades asociadas con un mayor porcentaje de tipos celulares especificos en el recuento celular
diferencial

Patron celular linfocitico Patron celular eosinéfilo Patrén celular neutrofilico
>15% de linfocitos >1 % de eosindfilos >3 % de neutrdfilos
Sarcoidosis Neumonias eosinofilicas Enfermedades del tejido
Neumonia intersticial inespecifica Neumonitis inducida por Drogas conectivo

(NSIP) Trasplante de médula ésea Fibrosis pulmonar idiopatica
Neumonitis por hipersensibilidad Asma, bronquitis Neumonia por aspiracion
Neumonitis inducida por Drogas Sindrome de Churg-Strauss Infeccidén: bacteriana, fungica
Enfermedades del tejido conectivo | Aspergilosis broncopulmonar Bronquitis

Neumonitis por radiacion alérgica) Infeccién bacteriana, Asbestosis

Neumonia organizativa fungica, helmintica, Pneumocystis | Sindrome de dificultad
criptogamica (COP) Enfermedad de Hodgkin respiratoria aguda (SDRA)
Trastornos linfoproliferativos Dafio alveolar difuso (DAD)

PATRONES DE RECUENTO CELULAR DIFERENCIAL ANORMALES QUE SUGIEREN TIPOS ESPECIFICOS DE ILD

Un recuento diferencial de linfocitos > al 25% sugiere una enfermedad granulomatosa (sarcoidosis,
neumonitis por hipersensibilidad o enfermedad crénica por berilio), neumonia intersticial celular
inespecifica, reaccién a drogas, neumonia intersticial linfoide, neumonia organizada criptogénica o
linfoma.

CD4+ / CD8+ >4 es altamente especifico para sarcoidosis en ausencia de una mayor proporcion de otros
tipos de células inflamatorias. Este estudio no es parte de la rutina

Un recuento diferencial de linfocitos > 50% sugiere neumonitis por hipersensibilidad o neumonia
intersticial celular inespecifica.

Un recuento diferencial de neutrdfilos > 50% es compatible con lesién pulmonar aguda, neumonia por
aspiracion o infeccidn supurativa.

Un recuento diferencial de eosindfilos >25% es virtualmente diagndstico de neumonia eosinofilica aguda
o cronica.

Un recuento celular diferencial de mastocitos > 1%, de linfocitos > 50% y de neutrdfilos > 3% es
sugestivo de neumonitis aguda por hipersensibilidad.

Pagina 9 de 32




2. Elementos infecciosos

Organismos infecciosos del tracto respiratorio bajo:

El BAL es una técnica de eleccidn en el diagndstico de las infecciones oportunistas del enfermo
inmunodeprimido y en el diagndstico de la neumonia bacteriana, especialmente en el enfermo con
ventilacién mecanica.

Realizar tincion de Grocott a fin de evaluar presencia de Actinomyces o Nocardia.

El diagndstico de las infecciones por virus se basa en la deteccidn citolégica de cuerpos de inclusion,
(citomegalovirus, herpes, etc.).El estudio de los anticuerpos monoclonales por técnica de
inmunohistoquimica puede ser util.

Para la identificacion de hongos es util la tincion con Grocott y PAS (Aspergillus, Mucormicosis,
Criptococos —Mucicarmin-, Candidiasis etc.). Se confirman por cultivo. Tener en cuenta contaminacion
externa.

El BAL es muy eficaz en el diagndstico de la infeccidn por Pneumocystis jirovecii
(inmunocomprometidos), microorganismo identificable con varias técnicas de tincion: Wright-Giemsa,
azul de toluidina y Gomori-Grocott.

Examen directo de micobacterias (TBC, Avium, etc.) con técnica Ziehl-Nielsen.
Parasitos segun epidemiologia (Strongyloides en hiperinfeccion —Equinococo).

3. Particulas y otros

- Inhaladas: neumoconiosis (silice, cuerpos ferruginosos, talco carbén, polvos mixtos, etc.). Efectuar
estudio de birrefringencia con luz polarizada y técnica de hierro.

- Depositos intracelulares (hemosiderina, lipidos).

- Unrecuento de siderofagos = 20 % sugiere hemorragia intraalveolar. Valores > 50 % son
virtualmente diagndsticos de la misma, en contexto clinico radiolégico apropiado. Realizar técnica
de hierro.

- Lapresencia de un numero aumentado de células de Langerhans en el BAL, identificadas mediante
tincién con anticuerpos frente CD1a, es altamente sugestiva de histiocitosis de células de
Langerhans. Cuando la proporcidn es > 5%, el diagndstico es muy probable. Sin embargo, es
frecuente encontrar entre 2-5% de células de Langerhans en el BAL. Incrementos en este rango
pueden estar presentes en fumadores importantes o en personas con otras enfermedades
intersticiales. Validar la inmunohistoquimica en citologia previamente.

- Lapresencia de liquido lechoso con extendidos hipocelulares, fondo proteindceo PAS positivo y
restos amorfos corresponde a Proteinosis alveolar pulmonar.
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4. Células neoplasicas

- Primarias:
o Carcinoma no células pequefias: adenocarcinoma y carcinoma escamoso
o Carcinoma de células pequeiias

- Metastasis
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MACROSCOPIA DE PULMON

Dra. Andrea Werbach
CONDICIONES PREANALITICAS

Muestras de esputo: debe recolectarse durante 3 dias consecutivos el primer esputo de la mafana y se
debe fijar en formol al 10%.

Lavado bronquioloalveolar: la muestra se debe remitir al laboratorio inmediatamente en solucién
fisioldgica. En caso contrario, mantener en frio (4°C en heladera).

Muestras citoldgicas de EBUS: remitir los extendidos fijados en alcohol 96°.

Puncién aspiracidn con aguja fina: extendidos fijados en alcohol 96°. Si hay coagulo hematico, el mismo
debe fijarse en formol buffer.

Biopsias quirurgicas y piezas operatorias: fijar en formol buffer. Disminuir al minimo el tiempo de
isquemia fria sumergiendo la pieza inmediatamente en medio fijador.

TIPOS DE MUESTRAS

1. Biopsia transbronquial
2. Criobiopsia
3. Segmentectomia

4. Lobectomia

[, ]

. Biopsias pleurales

Biopsias transbronquiales y criobiopsias: agitarlas en formol de manera que el parénquima pulmonar
guede aireado y los alvéolos no queden colapsados por la toma.

Segmentectomia por patologia intersticial: pueden insuflarse con formol a través de la pleura con una
jeringa (si tiene grapas)y dejar fijando 24 hs. Retirar la sutura mecanica con la tijera curva y hacer cortes
perpendiculares a la misma cada 3 mm. Incluir en su totalidad.

Cortesia de la Dra Gabriela Guman
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Lobectomia

1. Pesar la pieza en fresco.

2. Insuflar con formol y deje reposar 24 hs.

3. Introducir estilete por via aérea y cortar en secciones paralelas desde el hilio a la pleura.

4. Darvuelta la pieza y terminar de cortar desde la pleura al hilio de manera que quede como un

libro.

5. Descripcion

A.

F.
G.

Especificar el tipo de reseccidén (neumonectomia, lobectomia, reseccién cuneiforme o
segmentaria)

Pleura: describir color y grosor. Especificar si se encuentra engrosada, si tiene
retraccion, fibrosis o fibrina y si esta presente la pleura parietal.

Bronquio: describir diametro, luz y mucosa.

Caracteristicas del tumor: tamafio, localizacién, relacidn con el bronquio, hemorragia,
necrosis, cavitacion, extension a la pleura, distancia al margen de reseccién y a la pleura.
En caso de lesiones subsdlidas (heterogéneas), medir el componente sélido y el area de
consolidacion circundante.

Apariencia del pulmén no neoplasico.

Numero y apariencia de ganglios linfaticos

6. Muestreo

A.

0

Tumor: si mide hasta 3 cm incluirlo en su totalidad. Tumores mayores a 3 cm: muestrear
_Cor_no m.|r1|m0 Cortesia de la Dra Gabriela Guman [ un corte con la mayor
infiltracidn ple

Pulmdn no neoplasico: incluir dreas que tengan patologia.

Margen bronquial de reseccién: corte transversal que comprenda toda la circunferencia.
Ganglios linfaticos broncopulmonares

Precauciodn: utilizar con cuidado el cuchillo para los cortes ya que puede contaminar
sectores alejados del tumor con células neoplasicas (diseminacidn aerégena).

Biopsias pleurales

En general se reciben fragmentos laminares. Se debe evaluar la presencia de placas blanquecinas o

nédulos.
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Distinguir macroscopicamente y separar fragmentos laminares elasticos, fragmentos laminares
engrosados y aumentados de consistencia y fragmentos nodulares o noduloides.

Seccionar en forma perpendicular a la superficie mayor.

INFORME DE PIEZA DE RESECCION QUIRURGICA DE CANCER DE PULMON

Dra. Claudia Polleri

El informe anatomopatoldgico de una pieza de reseccion quirurgica de un cancer de pulmdn tiene que
ser completo y preciso ya que tiene implicancias en el tratamiento y el prondstico de cada paciente.
También tiene valor epidemioldgico, permite la correlacidn con los hallazgos de imagenes, la evaluacion
de diferentes técnicas quirdrgicas y respuesta a tratamientos previos a la cirugia.

Puede ser descriptivo o con el llenado de una lista de items preestablecidos (checklist) y su redaccidon
debe ser clara y comprensible utilizando nomenclatura y clasificaciones vigentes.

Esta propuesta es a modo de guia, en base a protocolos del College of American Pathologists (CAP) y el
Royal College of Pathologists, |a clasificacion de tumores de pulmdn de la OMS de 2015 y 82 edicién de la
clasificacién TNM.

En primer lugar se presenta una sintesis de los contenidos requeridos en un informe de pieza de
reseccidn oncoldgica pulmonar y en segundo lugar los fundamentos.

Esta es solamente una guia para considerar el orden y todo lo que debe informarse, pero es preferible
gue en la redaccion se incluyan solamente los datos correspondientes a cada caso en particular para que
sea clara la lectura. Son importantes tanto los datos positivos como los negativos (por ejemplo, informar
la ausencia de invasién pleural implica que se estudid y esta libre, y no mencionarlo crea dudas acerca si
fue evaluada).

Seria util que se completaran estos formularios en una base de datos que generaran los informes (por ej,
ACCESS o similar).

Se recomienda incluir:
A. Datos del paciente y de la cirugia.
B. Todos los elementos que permitan establecer la extensiéon de la enfermedad y establecer el pTNM.
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El tipo histoldgico tumoral y la presencia o no de lesiones in situ u otras lesiones pre invasivas.
Factores de prondstico histoldgicos asociados a mayor agresividad.

Tumor residual.

Estudios predictivos asociados con respuesta a tratamiento.

mmoo

Detalles del Informe

DATOS DEL PACIENTE Y DEL PROCEDIMIENTO

Nombre N° de INFORME

Fecha de nacimiento Sexo

Nombre de. cirujano Fijador y tiempo de fijacion (es recomendable)

Fecha de cirugia Fecha de ingreso a Patologia

Quimioterapia y/o radioterapia previa: si no sin datos

Pulmon: derecho izquierdo sin datos

Tipo de reseccion: cufa variascufias  segmentectomia lobectomia (o bi)
reseccion en manguito neumonectomia otra

Otras estructuras anatomicas: si (especificar) no

ESTUDIO MACROSCOPICO (seleccionar los que corresponda en cada caso)

Localizacién del tumor:

Central/hiliar/endobronquial

Lébulo superior derecho Lébulo medio derecho Lébulo inferior derecho
Lébulo superior izquierdo Lébulo inferior izquierdo no se puede establecer

Compromete la carina (pT4)
Compromete el bronquio fuente (pT2)
No puede establecerse

Tamafio tumoral:

Didmetro mayor (mm):

(pT1la €10 mm; pTlb 11-20 mm; pTlc 21-30 mm; pT2a 31-40 mm; pT2b 41-50 mm; pT3 >50-70 mm;
pT4> 70 mm)

no se puede establecer

Si es adenocarcinoma se debe registrar el tamafio total y el de la parte invasora.

ESTUDIO MICROSCOPICO

Adenocarcinoma (especificar % del patrén predominante y % de los patrones no predominantes):
Lepidico acinar papilar micropapilar sélido
Mucinoso invasor
Minimamente invasor (didmetro mayor hasta 30 mm e invasidon <5 mm)
In situ (diametro mayor hasta 30 mm, sin invasion)
Variantes: fetal coloide entérico

Carcinoma escamoso

Carcinoma de grandes células

Carcinoma de células pequenas

Carcinoma neuroendocrino de grandes células

Tumor carcinoide (el recuento de mitosis y presencia o ausencia de necrosis deben estar en el informe):
tipico atipico
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Tumores combinados (especificar)
Otros tumores (especificar)

INVASION LOCAL

Invasion pleural: no pleura visceral (pT2)  pleura parietal/pared toracica (pT3)
no se puede establecer

Pericardio: si (pT3) no no se puede establecer

Mediastino: si (pT4) no no se puede establecer

Diafragma si (pT4) no no se puede establecer

Grandes vasos si (pT4) no no se puede establecer

Auricula si (pT4) no no se puede establecer

Nddulos tumorales separados
Tumores primarios sincrénicos: si no no se puede establecer
(debe describirse cada uno por separado en forma completa)

Nodulo/s satélites (metéstasis intrapulmonar)
En el mismo Iébulo (pT3) En otro I6bulo del mismo lado (pT4)
En pulmdn contralateral (M1a)

GANGLIOS LINFATICOS (estaciones)

Hiliares/intrapulmonares (10-14): metastasis (N1) libres de metastasis
no se puede establecer no se remitieron

Mediastinales ipsilaterales (1-9): metastasis (N2) libres de metdstasis
no se puede establecer no se remitieron

Mediastinales contralaterales: metastasis (N3) libres de metdstasis
no se puede establecer no se remitieron

Escalenos/supraclaviculares: metastasis (N3) libres de metdstasis
no se puede establecer no se remitieron

MARGENES DE RESECCION

Bronquial: invasion tumoral no ca. in situ no se puede establecer
Mediastinal: invasion tumoral no no se puede establecer

Vascular: invasion tumoral no no se puede establecer

Pared toracica : invasion tumoral no no se puede establecer

OTROS HALLAZGOS HISTOLOGICOS

Embolias linfaticas (permeacion linfatica): presente ausente

Embolias vasculares (permeacién vascular): presente ausente

Invasién vascular: presente ausente

Necrosis: presente ausente

Diseminacién por espacios aéreos: presente ausente

RESPUESTA A TERAPIA NEOADYUVANTE
Sin datos de tratamiento previo Hasta 10% de tumor viable > 10% de tumor viable
Respuesta completa: sin células tumorales viables

ESTADIFICACION
pT pN pM (si corresponde, ver aclaraciones de tumores multiples)
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ESTUDIOS PREDICTIVOS ASOCIADOS CON RESPUESTA AL TRATAMIENTO

(ver su indicacidén en aclaraciones)

EGFR métodomutado (especificar)  wild type no se realizé
ALK métodopositivo negativo no se realizé
ROS-1 método positivo negativo no se realizd
PDL-1 anticuerpo/sistema de deteccion kit

% de células tumorales positivas no se realizd

OTROS HALLAZGOS NO TUMORALES
Enfisema

Neumonias intersticiales

Infecciones

Hiperplasia adenomatoide atipica
Otras (especificar)
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Aclaraciones

A. EXTENSION DE ENFERMEDAD
(la estadificacion TNM se hace en carcinomas de células pequeiias y en carcinomas No células
pequeiias)

Tumor

Localizacion: Pulmén, l6bulo/s, segmento/s

Pleura: informar si esta libre o si presenta invasién tumoral (PLO, PL1: a través de capa elastica sin
alcanzar la superficie, PL2: en la superficie de la pleura visceral, PL3: invasidn de la pleura parietal).
Informar si se estudié con coloraciones para fibras eldsticas.

Tamafio: se debe registrar el didmetro mayor con precisidn y sin redondeos y es recomendable informar
también las otras dos dimensiones.

En los adenocarcinomas se debe registrar el didmetro total de la parte con apariencia sélida y la de
apariencia no invasora y el diametro de la parte invasora.

Tumores multiples: Sefialar la presencia de tumores satélites o sincronicos con la medida de los
diametros mayores y la localizacién de cada uno.

SEGUNDO MULTIFOCAL

PRIMARIO VIDRIO ESMERILADO NODULO SEPARADO
PULMONAR / LEPIDICO TIPO NEUMONICO (MTS intrapulmonar)

Diferente - .
, . . L Distintas lesiones con
morfologia por Adenocarcinomas Histologia similar morfologia similar por
PATOLOGIA evaluacién con componente (m3s frecuente evaluaciin histold Fi)ca
histoldgica lepidico mucinoso invasor) . &
. exhaustiva
exhaustiva
* T basado en
tamafio
* T3 si es en un solo . o
. , Segun su localizacién
T de la lesién mayor [6bulo lati It
cTNM y pTNM relativa al tumor

con (#m) indicando . . .
TINM separados para multiplicidad; *T4 o0 Mlasiesen primario: T3, T4 o

cada lesién diferentes I6bulos M1a;
unasolaregidon Ny M | ipsilaterales o

una solaregion Ny M
contralaterales;

una sola region Ny
M

Ganglios linfaticos (N)

Se debe informar cada estacién descripta en los mapas anatémicos.

Para ello se debe respetar la identificacién de cada grupo ganglionar enviada por cirugia, o solicitar que
asi sea:

1. Derechos o izquierdos: supraclaviculares

2. Derechos o izquierdos: paratraqueales altos

3. Prevascularesy retrotraqueales
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4. Derechos o izquierdos: paratraqueales

5. Subadrtico o de la ventana aortopulmonar
6. Paraadrticos

7. Subcarinales

8. Derechos o izquierdos: paraesofagicos por debajo de la carina
9. Del ligamento pulmonary

10. Hiliares

11. Interlobares

12. Lobares

13. Segmentarios

14. Subsegmentarios

NO: ausencia de metdstasis ganglionar
N1: metdstasis en ganglios 10 a 14

N2: metdastasis en ganglios 2a 9

N3: metastasis en ganglios contralaterales

Es recomendable describir si las metastasis son extracapsulares.

De acuerdo con el nimero de ganglios con metastasis (uno solo o mas de uno), se recomienda la
siguiente nomenclatura:

METASTASIS EN GANGLIOS LINFATICOS ESTA.DIF{C5CION
8° edicion
Un solo ganglio con mtts en estacion N1 Nla
Multiples ganglios con mtts en estaciones N1 N1b
Un solo ganglio con mtts en estacion N2 sin N1 (skip
N2al
pPN2)
Un solo ganglio con mtts en estacion N2 con N1 N2a2
Multiples ganglios con mtts en estacion N2 N2b
Estaciones contralaterales N3

Metastasis
Dejar al médico tratante la finalizacion de la estadificacién.

B. TIPO HISTOLOGICO

Utilizar la clasificaciéon vigente de tumores de pulmoén de la OMS (2015) y seguir todas sus
recomendaciones.

Registrar la presencia de lesiones in situ u otras lesiones pre invasivas.

Sefialar si se utilizé inmunohistoquimica para realizar el diagndstico, y en ese caso qué marcadores y con
gué resultados.

C. FACTORES DE PRONOSTICO

Registrar las caracteristicas histopatoldgicas que indican mayor agresividad tumoral, pero que no
cambian el estadio:

- Embolias linfaticas (permeacion linfatica)

- Embolias vasculares (permeacién vascular)

- Invasion vascular
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- Necrosis
- Recuento de mitosis
- Diseminacidn por espacios aéreos

En el caso de los adenocarcinomas, el subtipo histolégico tiene valor prondstico. Por eso es necesario
describirlos y registrar el porcentaje de cada uno.

D. TUMOR RESIDUAL

En tumores centrales, consignar la distancia al margen de reseccion bronquial.

Informar la presencia o no de tumor en todos los margenes de reseccion por confirmacién microscopica:
bronquial, vascular, pleura, y pared toracica.

RO: reseccién completa
Se clasifica pNO si todos los ganglios linfaticos resecados son negativos, aunque no se cumpla con el
numero requerido. Los requeridos son seis del mediastino, incluyendo N°7, y tres hiliares u otros de la
estacion N1.
R1: reseccién incompleta microscopica
Evidencia microscépica de tumor residual
* En madrgenes de reseccién
* Extensidén extracapsular en los margenes de los ganglios linfaticos
* Lavado pleural o pericardico positivos [R1 (cy+)]
R2: reseccién incompleta macroscdpica
Evidencia macroscopica de tumor residual
* En madrgenes de reseccién
* Extensidn extracapsular en los margenes de los ganglios linfaticos resecados
* Ganglios linfaticos positivos no resecados
* Nodulos pleurales o pericardicos
RO (un): reseccidn incierta
No hay evidencia macro ni microscépica de tumor residual, pero se evaluaron menos estaciones
ganglionares que las recomendadas para establecer pN, o la estacién ganglionar resecada o muestreada
mas alta es positiva.

e Si el paciente recibid tratamiento previo de quimio, radio o inmunoterapia informar los cambios
histoldgicos asociados a respuesta (necrosis y porcentaje de células viables).

E. ESTUDIOS PREDICTIVOS ASOCIADOS CON RESPUESTA A TRATAMIENTO

La traslocacién de ALK y de ROS1 y las alteraciones del gen de EGFR son marcadores de sensibilidad a
drogas dirigidas a blancos moleculares que actualmente estdn indicadas en pacientes con
adenocarcinomas en estadios avanzados. Ademads, la expresion de PD-L1, se encuentra asociada con
mayor respuesta a la inmunoterapia (también por carga mutacional y determinacion de inestabilidad
microsatelital).

Todos estos estudios se realizan con técnicas de inmunohistoquimica, FISH y PCR alelo especifica, o
secuenciacién de siguiente generacién (NGS), validados técnica y clinicamente en cada uno de los casos.
No existe consenso acerca del momento de realizacion de estos estudios. Algunos deciden esperar a
realizarlos cuando el paciente presenta progresion de la enfermedad y otros prefieren tener la
informacién ya disponible para ese momento. En este Ultimo caso, sus resultados deben estar
detallados en el informe de la pieza quirurgica.
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CONSULTA INTRAOPERATORIA

Dra. Nora Lila Falcoff

INTRODUCCION

De acuerdo a criterios actuales preferimos utilizar el término de consulta intraoperatoria (Cl), en vez de
biopsia por congelacién, ya que se trata de una interconsulta durante un acto quirdrgico en un tiempo
acotado en la que el patdlogo decidira la técnica a implementar. Sus indicaciones estan dirigidas
exclusivamente a aquellas situaciones en las que el cirujano va a modificar su conducta de acuerdo a
nuestro resultado (p.ej. suspender la cirugia, proseguir la cirugia ampliando la muestra o la reseccion,
realizar un muestreo o vaciamiento ganglionar, etc.).

Las indicaciones mas comunes en patologia tordcica son:

1. Diagndstico

- delesion

- estado de margenes

- estado ganglionar linfatico (presencia o ausencia de compromiso metastasico)
2. Suficiencia de material

RECOMENDACIONES PREVIAS A REALIZAR EL PROCEDIMIENTO

- Conocer cuales serdn las implicancias de nuestro diagnéstico.

- Interiorizarse con el caso, con la historia clinica y con las imagenes, antecedentes, biopsias previas y
demas informacién relevante.

- Trabajar en conjunto con el cirujano

- Buscar biopsias previas (solicitudes llenadas por clinicos o endoscopistas pueden contener datos
importantes) en instituciones cuando la muestra es remitida al servicio y el patdlogo no estd
presente en el quiréfano.

TIPOS DE MUESTRA

- Biopsia por Tru-Cut

- Biopsia por VATS (videotoracoscopia)
- Pieza quirurgica

- PAAF intraoperatoria

- Biopsia pleural

- Biopsia endoscdpica

- Ganglios mediastinales
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PROCEDIMIENTOS

Depende del tipo de muestra. El patélogo tiene que utilizar aquel procedimiento en el que esté mejor
entrenado. Es recomendable que tenga entrenamiento y disponibilidad de recursos para poder realizar
todas las técnicas y seleccionar la mds apropiada para cada caso.

Recomendaciones:

- Utilizar una hoja nueva de bisturi para cada muestra, aun en el caso de muestras del mismo caso.
- Biopsia por Tru-Cut:

e Sihay mas de 1 cilindro seleccionar el que parezca no necrético ni exclusivamente fibroso.
Trabajar con 1 o0 2, dependiendo del nimero de cilindros con los que se cuente y reservar el
resto evitando que se sequen (si esta sobre una superficie lisa como tapa de plastico o vidrio
o de papel de aluminio colocar una gota de agua sobre cada cilindro y si esta en gasa
humedecerla).

e No manipular el cilindro con pinza que lo apriete sino levantandolo con una hoja de bisturi
a modo de pala.

e Hacer impronta delicadamente, no se recomienda realizar rolling. Evitar presionar el
cilindro para evitar la pérdida de celularidad en la muestra incluida, fijar inmediatamente en
alcohol 96° y tefiir con azul de toluidina o las coloraciones con las que el patélogo esté
habituado.

e Colocar el cilindro sobre un portaobjetos, tefiirlo y montar ejerciendo leve presién sobre el
cubreobjetos. Se puede virar con glicerina en lugar de con agua que a su vez sirve como
medio de montaje.

- Biopsia por VATS

e Medir la pieza.

e Teilir la superficie pleural con tinta china.

e Retirar la sutura mecanica, medir la distancia a la lesidn (tener en cuenta que si el nédulo
contacta con la sutura el margen es insuficiente).

e Sihay nddulo palpable o visible en superficie pleural cortar a ese nivel con hoja de bisturi
nueva de modo perpendicular a la pleura.Si no, cortar la pieza complete en forma seriada,
evaluar la superficie de corte y seleccionar la superficie mas representativa.

e Hacer impronta, fijar, tefiir.

e Hacer corte histoldgico si dispone de criéstato o micrétomo, tefiir y montar.

- Pieza quirurgica
Ademas de las mismas indicaciones que para VATS:
e Nodulectomia: medir 3 diametros, distancia al margen mas cercano vy a la pleura

o Enel caso de un nédulo neopldsico menor o igual a 3 cm e imagen en vidrio
esmerilado por tomografia computada: tratar de definir sus bordes para poder
medirlo correctamente. A veces es dificil verlo y resulta util la palpacion para
ayudar a distinguir el drea de carcinoma in situ del pulmén no neoplasico.

o Siresulta posible y en el caso de un nédulo neoplasico menor o igual a 3 cm con
imagen mixta por tomografia computada (sélido y en vidrio esmerilado): intentar
distinguir el drea in situ del area infiltrante y medir ambos didmetros mayores de
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manera diferenciada con el objetivo de poder clasificar correctamente MIA
(carcinoma minimamente invasor) o carcinoma invasor. Tener en cuenta que ésta es
una de las situaciones de mas dificil diagndstico en el intraoperatorio.
Reseccion lobar: ademas de lo previamente descripto, medir la distancia al borde de
reseccion bronquial.

PAAF intraoperatoria

Tener la precaucion de contar con alcohol 96° (tener en cuenta que los quiréfanos trabajan
en forma habitual con alcohol 70°) y un recipiente con formol buffer para eventual codgulo
Tener preparados los portaobjetos con sus clips para separarlos entre si en el frasco con
fijador (alcohol 96°).

En lo posible, intentar que el médico que realiza el procedimiento le entregue al patdlogo la
jeringa y que sea el mismo patdlogo quien efectue los extendidos para asegurarse la debida
fijacion.

Colocar una gota en 1 o 2 portaobjetos y realizar los extendidos sobre los portaobjetos
como frotis, fijar inmediatamente, colorear, montar.

Una vez que se haya podido expedir acerca del diagnéstico, reservar el resto del material
para formar un codgulo y fijar en formol para inclusién en parafina.

Si la muestra no alcanzd para formar coagulo solicite mas muestra. A veces es necesario
explicar que el codgulo sera necesario para posteriores técnicas de inmunohistoquimica y
moleculares requeridas para tratamiento.

Biopsia pleural

Generalmente obtenida por VATS para pacientes con derrame y por ello sin imagen del
parénquima. La mayoria de las veces se trata de pacientes fuera de estadio quirargico con
derrame a repeticién. El objetivo en estos casos es obtener muestra para diagndstico y si el
diagndstico intraoperatorio fuera de neoplasia en el mismo acto realizar el sellamiento
pleural. El patélogo debe tener en cuenta que esa podria ser la Unica oportunidad para el
diagndstico ya que es muy dificil reoperar y poder diagnosticar una biopsia en una sinfisis
pleural.

Suele ser muy util aprovechar la oportunidad para mirar las imagenes en la pantalla de
video. Es altamente recomendable trabajar junto con el cirujano y si no le resulta clara la
imagen del video pedirle al cirujano que se la muestre.

Realizar una exhaustiva macroscopia distinguiendo los fragmentos laminares elasticos de los
fragmentos laminares engrosados y aumentados de consistencia y de los nodulares o con
aspecto nodular. Elegir para diagndstico intraoperatorio, en orden de preferencia, primero
nddulo y segundo lamina engrosada.

Si es nédulo hemiseccionarlo, improntarlo y realizar un corte.

Si es lamina cortar varias secciones perpendicularmente en el sector de mayor espesory
consistencia. Raspar la superficie de corte y extender en portaobjetos para citologia y hacer
corte para histologia cuidando que no se pierda la orientacidn para evitar artefactos que
pueden conducir a error.

Biopsia endoscopica

No es una practica habitual pero el patélogo puede ser convocado por el endoscopista para
indicar suficiencia de la muestra cuando un procedimiento previo con imagen endoscdpica
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de lesidn resultd no diagndstico.

Intentar estar en la sala de procedimiento para poder ver la imagen endoscépica.

Intentar que la muestra sea presentada en superficie no absorbente, evitar el uso de gasa
seca, elegir superficies no absorbentes disponibles en el quiréfano (papel de aluminio,
envoltorio de hoja de bisturi o portaobjetos).

Improntar suavemente para citologia y colocar un fragmento sobre portaobjetos, colorear,
virar en lo posible con glicerina y comprimir suavemente con cubreobjetos.

Una vez hecho el diagndstico, asegurarse que reste material para posteriores técnicas de
inmunohistoquimica y moleculares. Solicitar mds muestra si fuera necesario o ante la duda.

- Ganglios mediastinales

Seccionar en fetas de 2 mm de espesor e improntar sus caras, siguiendo el mismo
procedimiento que el protocolizado para ganglio centinela.

RECOMENDACIONES DIAGNOSTICAS

- Lesion no tumoral: asegurarse de la suficiencia de la muestra, que la patologia esté representada y

si fuera necesario recomendar la realizacidén de cultivo.

- Lesion tumoral:

En el caso de carcinoma, discriminar si se trata del de células pequefas o no de células
pequenas.

En el caso de informar: “carcinoma no de células pequefias” asegurarse de que la muestra
sea suficiente y aclarar con una nota que se continta estudio en diferido para tipificar.

En biopsias pleurales ante la presencia de una proliferacidon neoplasica de aspecto epitelial
siempre debe tenerse en cuenta el diagndstico diferencial entre infiltracion por carcinomay
mesotelioma epitelioide. La mayoria de las veces el diagndstico se definira con
inmunohistoquimica por lo cual es recomendable ser cauto y diagnosticar en el estudio
intraoperatorio “neoplasia maligna epitelioide” y agregar una nota que informe que se
continua estudio en diferido para evaluar diagndsticos diferenciales con
inmunohistoquimica. Asegurarse de que la muestra sea suficiente para inmunomarcacién y
aprovechar la oportunidad para conocer antecedentes oncoldgicos.

En el caso de presuncidn diagndstica de lesiones tempranas (carcinoma in situ o
minimamente invasor) su identificacion macroscopica puede ser dificultosa. Realizar el
esfuerzo en identificar en la superficie de corte cambios de coloracidn, de brillo u opacidad,
de textura y minimos cambios de consistencia. Puede ser util lavar la superficie de corte e
iluminarla en diferentes incidencias. Solicitar la imagen de tomografia computada para
poder comparar forma y tamaiio.
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ALGORITMO DIAGNOSTICO EN CARCINOMA DE PULMON
EN ESTADIO AVANZADO

Dra. Liliana Dalurzo

Frente al diagndstico de cancer de pulmén en estadio avanzado la especificidad diagndstica que se debe
tratar de obtener es mayor que frente al diagndstico de carcinoma de pulmén en estadio temprano. En
el carcinoma en estadio temprano deberemos confirmar que el origen es primitivo pulmonar y mediante
estudios por imdagenes y estudio histoldgico de las estaciones ganglionares mediastinales se deberd
confirmar el estadio temprano. En estos casos el tratamiento es la reseccidn quirurgica
independientemente del tipo histoldgico de carcinoma.

En el carcinoma en estadio avanzado las terapéuticas sistémicas varian de acuerdo a la subtipificacion
tumoral y se deben poder completar todos los estudios que permitirdn la eleccién del tratamiento mas
adecuado para el paciente. Dado que el tratamiento no es quirurgico, la mayor parte de las veces el
diagndstico se realizara sobre una muestra quirdrgica de metastasis (ganglionar, cerebral, etc.) o mas
frecuentemente sobre una muestra pequefia obtenida por puncidn o por broncoscopia de la lesién
primaria o metastasica. Se debe ser muy cuidadoso en el tratamiento de estas muestra pequefias mas
alla de los cuidados preanaliticos que debemos tener, que nos permitiran realizar todos los estudios
necesarios. También debemos cuidar el desgaste del material recibido para poder realizar todas las
técnicas necesarias.

El algoritmo de estudio a seguir en estas muestras es el siguiente:

» Primer paso: diferenciar carcinoma de células pequeiias de carcinoma no de células pequefias
(CNCP).

Para esto utilizamos caracteristicas citoldgicas e inmunohistoquimica:

- Caracteristicas citoldgicas de carcinoma de células pequefias: células de pequefio tamaiio,
redondeadas o de contorno irregular, cromatina granular gruesa, densa, no se observa nucléolo,
citoplasma muy escaso (casi no se ve), amoldamiento nuclear. Frecuentes cuerpos apoptéticos y
necrosis.

- Inmunohistoquimica: CK AE1/AE3 u otra panqueratina, con marcacion granular citoplasmatica, gota
paranuclear, no de membrana. Marcadores neuroendocrinos: sinaptofisina, cromogranina A y/o
CD56. También se puede utilizar INSM1 (insulinoma associated protein 1), un marcador nuclear
recientemente descripto con muy buena sensibilidad en carcinoma de células pequefias. No es
necesario utilizar TTF-1, pero si lo utilizamos hay que tener en cuenta que un alto porcentaje de
casos son positivos con este marcador.
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» Segundo paso: si se trata de un CNCP, diferenciar adenocarcinoma de carcinoma escamoso.

Se utilizan caracteristicas citoldgicas y arquitecturales. Sélo si éstas no son concluyentes se utiliza
inmunohistoquimica.

- Caracteristicas citoldgicas y arquitecturales: deben ser claras y precisas para definir el tipo
histoldgico adecuado dado que los tratamientos sistémicos son diferentes.
Adenocarcinoma: formacidn de estructuras glandulares o secrecidon de moco citoplasmatica. Pueden
estar acompafiadas de formaciones papilares, micropapilares o secreciéon de moco extracelular.

Carcinoma escamoso: queratinizacion citoplasmatica y/o extracelular y presencia de puentes
intercelulares.

- Inmunohistoquimica:
Adenocarcinoma: TTF-1 y Napsina A positivos

Carcinoma escamoso: p40 (o p63) y CK 5/6 positivos

Se deben usar dos marcadores (TTF1 y p40 o p63).Si estos no son concluyentes y sélo si el material y
celularidad son abundantes utilizamos dos marcadores mas.

Datos a tener en cuenta:

p40 es preferible a p63 dado que es mas especifico. p63 con mas frecuencia puede dar positivo en
adenocarcinoma pero nunca en todas las células (un 30% de las células pueden ser positivas, con
intensidad variable).

TTF-1: hay diferentes clones que varian en sensibilidad y especificidad. Por ejemplo, los clones SPT24
y SP141 son muy sensibles (pero pierden algo de especificidad), y 8G7G3/1 es mas especifico, pero
menos sensible.

Una alternativa diagndstica que se puede presentar ante un CNCP es la de un carcinoma
neuroendocrino de células grandes. Se debe descartar esta posibilidad sdlo si las caracteristicas
morfolégicas (sobre todo cromatinicas) hacen pensar en ese tipo de diferenciacion. En estos casos se
agregan al menos dos marcadores neuroendocrinos (cromogranina A y sinaptofisina, preferentemente).

» Tercer paso: estudio de sensibilidad a inmunoterapia.

1. Enlos casos de carcinoma escamoso existe la posibilidad de inmunoterapia en primera linea de
tratamiento. Para determinar si el tumor sera sensible a la misma se debe realizar
inmunohistoquimica para PD-L1.

Inmunohistoquimica para PD-L1: existen varios anticuerpos y plataformas automatizadas con
las que se puede realizar la determinacion. Para tratamiento en primera linea la droga utilizada
actualmente es Pembrolizumab. Fue aprobado con un companion diagnostic con el anticuerpo
22C3 kit de DAKO vy la plataforma automdtica de DAKO. El informe debe referir el porcentaje de
células tumorales con marcacién de membrana positiva (cualquier intensidad, completa o
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incompleta). Mdltiples estudios han demostrado la necesidad de entrenamiento de quien
interpreta el estudio antes de aplicarlo al diagndstico de rutina.

Varios estudios comparativos han demostrado muy buena correlacion entre este anticuerpo y
los anticuerpos DAKO 28-8 y Ventana SP263 y del anticuerpo 22C3 de DAKO o 28-8 aplicados en
la plataforma Ventana. Es de suma relevancia que si se usa un anticuerpo o plataforma
alternativa estos se deben validar adecuadamente. El resultado determina la posibilidad de éxito
o fracaso del tratamiento. Las normas de validacion establecidas son las que corresponden a las
de factores prondsticos: 20 casos positivos y 20 casos negativos. Para la utilizacion de
Pembrolizomab en primera linea durante la validacion los resultados de nuestro anticuerpo se
deben comparar con el resultado de las mismas muestras testeadas con el anticuerpo 22C3 en
plataforma DAKO.

En los casos de adenocarcinoma (aunque sea focal, o que al menos se haya descartado
diferenciacidon escamosa o neuroenddcrina) se debe seguir con estudios moleculares para
determinar la posibilidad de recibir terapias blanco con inhibidores de tirosina quinasa. Si no es
sensible a terapias blanco se debe realizar el mismo estudio de inmunohistoquimica de PD-L1
descripto en el carcinoma escamoso para determinar la sensibilidad a inmunoterapia en primera
linea (con las mismas normas descriptas en el carcinoma escamoso).

Estudios moleculares para terapias blanco con inhibidores de tirosina quinasa: actualmente en
la Argentina estan aprobados tratamientos que hacen blanco en mutaciones del gen de EGFR,
rearreglos de los genes de ALK y ROS1 y mutaciones del gen BRAF. Para determinar la presencia
de estas alteraciones moleculares se deben usar técnicas validadas para este fin:

o Mutaciones de EGFR. Se debe utilizar una técnica que permita determinar tanto las
mutaciones de sensibilidad como las de resistencia a la droga blanco. Dentro de las técnicas
accesibles en nuestro pais estan:

a) Secuenciacion Sanger: es un método que permite determinar todas las mutaciones
existentes entre los exones 18 y 21 del gen de EGFR (que son los exones con mutaciones
accionables).Requiere buena cantidad total y porcentual de células tumorales. Es mas
laboriosa y lleva un poco mas de tiempo de analisis.

b) Secuenciacién con técnica de PCR alelo especifica: se utiliza un kit con las mutaciones
mas frecuentes tanto de sensibilidad como de resistencia; de estas Ultimas debe incluir
la mutacién T790M.Esta es la técnica que con mas frecuencia se usa en nuestro medio.
Es mds sensible, requiere menor porcentaje de células tumorales, el resultado es mas
rapido. Existen dos plataformas: COBAS y Therascreen.

c) Técnica automatizada basada en gPCR (ldylla): correctamente validada es una
alternativa diagnostica rapida.

d) Secuenciacion de nueva generacion (NGS): existen algunas plataformas disponibles de
NGS. En ellas se pueden usar paneles para determinar simultdneamente las alteraciones
moleculares accionables mas frecuentes de cancer de pulmén (EGFR, ALK, ROS1, BRAF
entre otras). Deben validarse cuidadosamente, sobre todo para la determinacién de
rearreglos, dado que es mas dificultosa la obtencion de resultados con la utilizacién de
ARN procedentes de muestras fijadas en formol e incluidas en parafina.
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o Rearreglo de ALK (gen de fusion de ALK).Existen dos técnicas validadas para su uso clinico:
FISH con la utilizacién de la sonda break apart de Vysis e inmunohistoquimica con el kit
Ventana CDx (companion diagnostic) que utiliza el clon ALK D5F3 con kit de deteccién y
amplificacidn Optiview. Ambos estan disponibles en nuestro medio. Cada una puede
utilizarse como unico método de deteccidn. Si se utilizara algunos de los anticuerpos D5F3
Cell Signaling (fuera del kit de Ventana) o el anticuerpo 5A4 (ambos con buenos resultados
demostrados), estos se deben utilizar con un sistema de deteccion y amplificacion y deben
ser validados correctamente con FISH o con ALK D5F3 Ventana. El anticuerpo ALK1 utilizado
en linfomas no se debe utilizar para la deteccidn de rearreglo de ALK en cdncer de pulmdn
ya que ha demostrado baja sensibilidad.

o Rearreglo de ROS1 (gen de fusion ROS1): las guias internacionales recomiendan utilizar
inmunohistoquimica para tamizaje pero todos los casos positivos se deben confirmar con
FISH. El anticuerpo utilizado es el clon D4D6 Cell Signaling, correctamente validado en
cualquier plataforma automatica. Con respecto al FISH hay sondas break apart disponibles
de Vysis y de ZytoVision, ambas con muy buenos resultados.

o NGS para determinacion de ALK y ROS1: se puede utilizar en un mismo panel con el que se
determina mutacién de EGFR y otras mutaciones. Tener en cuenta la adecuada validacion
para la determinacidn de rearreglos (es mas dificultoso obtener buenos resultados).

o Mutaciones de gen BRAF: las técnicas que se pueden utilizar son las mismas que
mencionamos para mutaciones de EGFR. En el caso de BRAF existe un kit para la deteccion
por PCR alelo especifica que se utiliza en melanoma y detecta la mutacion V60OE. Tener en
cuenta que como las muestras de tejido disponibles son muy pequefias, en ocasiones y de
acuerdo a la disponibilidad es preferible incluir el estudio de BRAF en un panel que incluya
las mutaciones de EGFR, rearreglos de ALK y ROS1. La actualizacién de la guia de estudios
moleculares publicada en marzo 2018 no hace recomendaciones acerca del tratamiento y
testeo de BRAF por falta de publicacién de evidencia suficiente, pero menciona que de
incluir el estudio de BRAF es importante incluir en la busqueda otras mutaciones ademas de
V600E dado que en cancer de pulmdn podemos encontrar otras mutaciones en el exén 15
yen el exdn 11.No se conoce con precisién el significado terapéutico de estas ultimas.

Otros genes: HER2, MET, KRAS, RET, etc.: de acuerdo a las guias internacionales, cuando se busquen
mas alteraciones moleculares, la utilizacién de paneles mediante secuenciacion de nueva generacion
(NGS) es mas recomendable que la determinacion de cada una de ellas por separado.

Si bien podemos utilizar técnicas de IHQ, FISH y técnicas de secuenciacién en muestras citoldgicas para

la determinacion de alteraciones moleculares en cancer de pulmadn, estas deben validarse por separado
de la validacién en tejido, utilizando los mismos criterios de validacidon que se mencionaron para PD-L1.
No esta validada hasta la actualidad la utilizacidon de IHQ para PD-L1 en extendidos citoldgicos.
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Algoritmo diagnéstico en cancer de pulmén. Carcinoma avanzado.

Carcinoma de pulmén

_ . Carcinoma de células pequefias
Carcinoma no células + ——t
pequenias Caracteristicas morfoldgicas
IHQ: CK gota paranuclear

Marcadores neuroendocrinos

Carcinoma escamoso
&

Caracteristicas morfoldgicas
IHQ: p40 (o p63), CK5/6

(O carcinoma no escamoso no
neuroendocrino)

Caracteristicas morfoldgicas

Adenocarcinoma

IHQ: TTF-1, Napsina A IHQRE-L
J Tratamiento en primera linea: anticuerpo
DAKO 22C3

Estudios moleculares: Alternativa: anticuerpo DAKO 28-8 o Ventana

SP263 correctamente validados

Mutaciones gen EGFR. Secuenciacion
Rearreglo ALK: IHQ o FISH

Rearreglo ROS1: IHQ, casos positivos
confirmar con FISH

Mutaciones gen BRAF: Secuenciacion

v

Si los estudios mutacionales son negativos o
simultdneamente con estos para ahorrar
tiempo v muestra de teijido.

Como alternativa a los test individuales o cuando son varios se puede hacer: Determinacion simultanea de
mutaciones de EGFR y BRAF, rearreglo ALK, rearreglo ROS1 y otras alteraciones moleculares (ejemplo:
mutacion KRAS, Her2, MET, etc.) con paneles en secuenciadores de nueva generacion (NGS).
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