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RESUMEN:

OBJETIVO: Evaluar el rendimiento diagnéstico de la inmunohistoquimica para determinar la sobreexpresion del EGFR, PD-
L1y reordenamiento ALK en los carcinomas de pulmén en biopsias del laboratorio de Anatomia Patolégica del Centro Médico
Docente la Trinidad en el perfodo enero 2010- octubre 2020. METODO: Estudio descriptivo, retrospectivo, observacional y
experimental en el que se evaluaron todos los casos de carcinomas pulmonares recibidos en laboratorio de Anatomia Patoldgica del
Centro Médico Docente la Trinidad realizando estudio de inmunohistoquimica con los anticuerpos EGFR, ALK y PD-L1 para
su andlisis histolégico. RESULTADOS: La edad promedio fue 67,88 afios (+12,171 DE, rango 50 a 99 afios). E148,28 % fueron
de sexo masculino y 34,48 % de sexo femenino. El diagnéstico mas comun previo al estudio inmunohistoquimico fue carcinoma
de células no pequenas (23,08 %). Un total de 20,6 % de los casos mostraron inmunomarcaje positivo para EGFR. La positividad
para ALK se observo en 24,13 % de los casos. La inmunoreactividad para PD-L1 se observé en 34,48 % de los casos. La expresion
de EGFR estd relacionada positivamente con la expresion de ALK y PD-L1. La expresién de ALK presenté asociacion positiva con
la expresién de EGFR. No se observo significancia estadistica con la asociacién tipo histoldgico y alguno de estos tres anticuerpos
CONCLUSION: El estudio de inmunohistoquimica es un método confiable para la determinacién de mutaciones EGFR, ALK,
y expresion PD-L1 importante como factores prondsticos y predictivos en pacientes con carcinomas pulmonares.

PALABRAS CLAVE: Carcinomas, pulmonares, células no pequefias, inmunohistoquimica, marcadores, mutaciones, EGFR, ALK,
PD-L1.

ABSTRACT:

OBJECTIVE: To evaluate the diagnostic performance of the immunohistochemistry to determine the overexpression of the
EGFR, PD-L1 and ALK rearrangement in the lung carcinomas in biopsies of the Pathological Anatomy laboratory of the
Trinidad Medical Teaching Center in the period January 2010-october 2020. METHOD: A descriptive and retrospective,
observational and experimental study will be carried out in which all cases of lung carcinomas received in the Pathological Anatomy
laboratory of the Teaching Medical Center of Trinidad in the period January 2010-october 2020 was evaluated, conducting an
immunohistochemistry study with the EGFR, ALK and PD-L1 antibodies for histological analysis. RESULTS: The mean age was
67.88 years old (+ 12.171 SD, range 50 to 99 years). 48.28 % were male and 34.48 % female. The most common diagnosis prior to
the immunohistochemically study was non-small cell carcinoma (23.08 %). A total of 20.6 % of the cases showed positive immuno-
labeling for EGFR. ALK positivity was observed in 24.13 % of the cases. Immunoreactivity for PD-L1 was observed in 34.48 %
of the cases. The EGFR expression is positively related to ALK and PD-L1 expression. The expression of ALK showed a positive
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association with the expression of EGFR. No statistical significance was observed with the histological type association and any of
these three antibodies. CONCLUSION: The immunohistochemically study is a reliable method for the determination of EGFR,
ALK mutations, and PD-L1 expression important as prognostic and predictive factors in patients with carcinomas pulmonary.

KEYWORDS: Carcinomas, lung, non-small cell, immunohistochemistry, markers, mutations, EGFR, ALK, PD-L1.

INTRODUCCION

El cancer de pulmoén figura entre los cinco tipos de neoplasias que ocasionan mdis numeros de muertes en el
mundo, epidemiolégicamente en Venezuela constituye la segunda causa de muerte por cincer en hombresy
la tercera causa en mujeres después del cancer de préstata, cuello uterino y mama respectivamente segtin el
boletin epidemioldgico de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) del 2014, incidencia que se mantiene

hasta la fecha segun la Sociedad Anticancerosa de Venezuela para el ano 2016 ().

El adenocarcinoma (ADC) es el cdncer de pulmén més frecuente que corresponde al 40 %-50 % de los
cénceres de pulmén mientras que el carcinoma de células escamosas (CCE) representa el 30 % de todos
los canceres de pulmén en hombres y 20 % en mujeres, por lo tanto es el segundo en frecuencia, ambos
constituyen un grupo denominado carcinomas de células no pequenias 3"

En general las células tumorales manifiestan aberraciones genéticas complejas que ocurren durante la
carcinogénesis de etapas multiples. La inestabilidad o seleccién gendmica conduce a aberraciones que pueden
agruparse en seis vias esenciales: 1. La adquisicién de senales de crecimiento autosuficientes o autonomas; 2.
Insensibilidad a las sefiales inhibidoras del crecimiento. 3. Resistencia a las senales de apoptosis. 4. Potencial
de proliferacién ilimitado. 5. Angiogénesis sostenida, invasién y metastasis (45).

Cada una de estas vias estd regulada por otros conjuntos de sub-rutas que interactdan, lo que resulta
en redundancia y complejidades adicionales. A pesar de esto, algunas aberraciones moleculares son més

propensas que otras a influir en el comportamiento clinico de un cncer, incluido el riesgo de metastasis.

Dichas aberraciones, una vez identificadas, podrian servir como marcadores de prondstico OF

Estos marcadores pueden estar representados potencialmente por cambios en el numero de copias de
genes, expresion de ARN mensajero (ARNm) o niveles de expresion de proteinas. La inmunohistoquimica
(IHQ) es un método prictico que permite localizar antigenos especificos en tejidos o células basadas en
el reconocimiento antigeno-anticuerpo; busca explorar la especificidad proporcionada por la unién de un
anticuerpo con su antigeno a nivel de microscopia 6ptica evaluando los cambios en la expresién de proteinas
en histopatologia, proporciona una evaluacién semicuantitativa de la abundancia de proteinas y también
define la localizacién celular de la expresidn. Estas consideraciones han llevado al uso extensivo de IHQ para
la valoracién pronostica y predictiva en el cincer 7

Un factor prondstico generalmente se define como un factor medido antes del tratamiento, que tiene un
impacto en el resultado del paciente "independientemente” del tratamiento recibido o de la clase general de
tratamiento, mientras que un factor predictivo es un factor que se espera que pueda identificar a los pacientes
que se beneficiaran de un tratamiento especifico ¢

El gen con las mutaciones més frecuentes en carcinomas de células no pequenas es el EGFR (receptor del
factor de crecimiento epidérmico), se sobre-expresa con frecuencia en el 40 %-80 % de los casos CPCNP,
cumple una funcién importante en la supervivencia y proliferacién de las células tumorales, es un receptor
miembro de la familia tirosina quinasa (TK) que posee una accién esencial en el desarrollo y la progresion

4 5) Se ha informado que las vias de senalizacién de EGFR podrian

del carcinoma de células no pequenas
influir en la angiogénesis, activacion y regulacion de la proliferacion celular. Diversos estudios en la actualidad
sugieren que el estado mutante del EGFR puede ser un factor predictivo para la respuesta a la quimioterapia

citotéxicay el prondstico de pacientes con carcinoma pulmonar de células no pequefias (CPCNP) avanzado
©)
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Por otra parte, el gen del receptor de la tirosina quinasa del linfoma anapldsico (EML4-ALK) se ha
identificado como un potente controlador oncogénico en el CPCNP, en particular ADC. Define un
subgrupo unico de ADC pulmonar, que puede responder a los inhibidores de ALK (proteina de linfoma
anaplasico) 1!

EGFR y ALK son importantes impulsores oncogénicos en el cancer de pulmén de células no pequenas
(11) asf como ROSI y KRAS 13" Los avances en agentes terapéuticos especificos ya han aprobado el

(14).

tratamiento de pacientes con mutaciéon EGFR y translocaciéon ALK Los primeros estudios sugirieron

que las mutaciones de EGFR y los reordenamientos de ALK son mutuamente excluyentes ! Sin embargo,
se han informado casos aislados con alteraciones concomitantes de EGFR y ALK 1617

Un conjunto de CPCNP presenta una alteracién genética por la cual evade la deteccién y eliminacién
por parte del sistema inmune a través de la expresién del ligando de muerte programada 1 (PD-L1). PD-
L1 luego se une a su receptor, la proteina de muerte celular programada 1 (PD-1) ¢ inicia una cascada de
sefalizacién que conduce al agotamiento de los linfocitos, un estado de funcién deteriorada de respuesta
inmune adaptativa. En este contexto se ha implementado el uso de terapias inmunomoduladoras sobretodo
en pacientes con fracaso a terapéutica convencional con quimioterapia con resultados prometedores (18),

Se conoce en la actualidad que la determinacién por PCR en tiempo real (PCR-RT) ¢ hibridacién
fluorescente iz situ (FISH) de EGFR, ALK y PD-L1 constituyen un factor prondstico y predictivo en
carcinomas pulmonares de células no pequenas sin embargo, serfa de interés comprobar la eficacia de su
determinacién por medio de estudio IHQ siendo este un método mas sencillo y menos costoso. Por tal razén,
se considera imperiosa la necesidad de utilizar la IHQ como método eficaz para determinar mutaciones
genéticas relacionadas a sobreexpresién de EGRF ALK y PD-L1 en carcinomas pulmonares de células no
pequenas, con el fin de comprobar su sensibilidad y especificidad lo que permitiria conocer la proporcién
de cada una de estas aberraciones en nuestra poblacién. En la actualidad no existen estudios enfocados
a la determinacién de marcadores prondsticos y predictivos a través del método de IHQ en carcinomas
pulmonares en nuestro pais. En vista de esto es necesaria la realizacién de marcadores inmunohistoquimicos
que se sobre-expresen en términos de mutaciones asociadas a carcinomas pulmonares lo que permitiria
también un mejor tratamiento para nuestros pacientes y darfa paso a investigaciones futuras sobre los
comportamientos de estos tumores.

METODO

Este estudio fue aprobado por la Comisién de Etica de la institucién en el momento de la recolecciéon y
analisis de datos.

Es un estudio de tipo transversal, descriptivo, observacional. La poblacién estuvo constituida por todas
aquellas biopsias obtenidas por puncién, fibro-broncoscopia o especimenes de reseccién quirtrgica que
fueron diagnosticadas como carcinomas pulmonares en el Laboratorio de Patologia del Centro Médico
Docente la Trinidad en el periodo comprendido entre enero 2010- octubre 2020.

La muestra consistié en todos los casos con el diagnéstico de carcinoma pulmonar en el estudio
histopatoldgico que cumplieron con los criterios de inclusién: informe de solicitud de biopsia, ldminas
histoldgicas para revisién o el bloque de parafina respectivo en el periodo establecido.

Se excluyeron todos aquellos casos sin material en archivo (I4minas histoldgicas y/o bloques de parafina)
y casos con material escaso para evaluacién.

Se llevé a cabo una revision exhaustiva de los archivos de biopsias pulmonares, registrados durante el
periodo de estudio en el Laboratorio de Patologia; a través de los libros de registro y sistema automatizado
de registro de pacientes del Centro Médico Docente la Trinidad, ademds de las boletas de las solicitudes de
cada una de las biopsias con sus resimenes clinicos a fin de obtener los datos epidemioldgicos y clinicos de
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interés para el estudio. Seguidamente, se revisaron los preparados histoldgicos tenidos con Hematoxilina y
Eosina (HE) de cada una de las biopsias pulmonares provenientes de los diferentes centros asistenciales y que
se encuentran almacenadas en el archivo. Una vez obtenidos todos los casos se procedié a realizar estudio
inmunohistoquimico con EGFR, ALK y PD-L1 para su posterior anélisis histoldgico.

Para el estudio IHC se utilizaron los siguientes anticuerpos con el respectivo kit de IHQ: 1. ALK:
anticuerpo monoclonal de ratén, clon ALK1 (1), marca Dako, se considerara positivo el inmunomarcaje
citoplasmatico y nuclear. 2. EGFR: anticuerpo monoclonal de ratén, clon H11, Dako’, se considerara
positivo el inmunomarcaje de membrana. 3. PD-L1: anticuerpo monoclonal de ratén, clon 405-9A11, marca

Diagnostic BioSystems ', se considerar4 positivo el inmunomarcaje de membrana.
ANALISIS ESTADISTICO

Se calcularon la media y desviacién estdndar de las variables continuas. En el caso de las variables nominales se
calcularan su frecuencia y porcentaje. Se utilizé la correlacion de Pearson en casos determinados para obtener

el valor de P.

REGISTRO DE DATOS

La recolecciéon de datos se llevé a cabo mediante el uso de un formulario, con las variables epidemiolégicas
¢ histopatoldgicas. Los datos de interés para la investigacion se descargaron en una base de datos conforme

las variables contempladas en el estudio bajo el programa de SSPS * (Statistical Package for the Social Science)
version 25,0.

RESULTADOS

En el laboratorio de anatomia patoldgica del Centro Médico Docente La Trinidad se estudiaron 29 biopsias
pulmonares con el diagndstico de carcinoma pulmonar correspondientes a diez afos de estudio entre el
periodo comprendido entre enero de 2010 y octubre de 2020. De los casos evaluados (n—29) se obtuvo
informacién en la edad en 18 casos (62,06 %) en los cuales la edad promedio fue 67,88 afios (£12,171 DE,
rango 50 a 99 afos) (Cuadro 1).

Edades Frecuencia %

50-60 afios 3 16.6
61-70 5 27.7
71-80 6 333
81-90 3 16.6
=91 1 35

TOTAL 18 100

DE + 12,171 (rango 50 a 99 afios)

CUADRO 1.
Edades de los pacientes evaluados
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En cuanto al sexo se obtuvo informacién de 24 casos (82,76 %) de los cuales 48,28 % fueron de sexo
masculino y 34,48 % de sexo femenino.

En relacién a los tipos histoldgicos de carcinoma el diagnédstico mas comun previo al estudio
inmunohistoquimico fue carcinoma de células no pequenas (23,08 %), seguido de CCE moderadamente

diferenciado (15,38 %), y ADC poco diferenciado (11,54 %) Figura 1.
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FIGURA 1

Tipos histoldgicos de carcinomas estudiados

Al determinar el inmunomarcaje con EGFR un total de 20,6 % de los casos mostraron inmunomarcaje
positivo para EGFR, con casos que mostraron positividad focal 3,45 % y 17, 24 % mostraron positividad
difusa, negativos 79,31 %.

Histolégicamente el inmunomarcaje de EGFR mostré un patrén de tincién citoplasmaético con la
intensidad similar a los controles como es esperado (Figura 2).
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FIGURA 2
Caso de carcinoma positivo para EGFR: A.- 4.- ADC patrén predominantemente
acinar positivo para EGFR; B.- 10X estructuras acinares revestidas por epitelio cilindrico
con expresion EGFR; C.- 40X; D.- ADC poco diferenciado positivo para EGFR.

La positividad para ALK se observé en 24,13 % de los casos, de este total 10,34 % expresaron positividad
focal. En el material revisado la mayor parte de los casos positivos mostraron expresion citoplasmdtica fuerte
y 3 casos observados mostraron inmunomarcaje focal de menor intensidad 10,34 pos focal, 13,70 % positivos
y 75, 86 % negativos.
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FIGURA 3
Caso de carcinoma de pulmén ALK positivo: A.- La lesién muestra poca diferenciacion

4X THQ; By C: las células son fuertemente positivas para ALK THQ 10X y 40X

Un mayor nimero de casos mostraron reactividad para PD-L1, siendo positivo en 34,48 % de los casos.
Mostrando positividad fuerte difusa en 24,14 % y focal en 10,34 %, negativo 65,52 %

Los casos evaluados como positivos expresaron en su mayoria una tincién de fuerte 3+ a positiva moderada
2+. Se observé en algunos casos patrén de tincién de interfaz y patrones positivos focales aun considerdndose
positivo. Todos los casos positivos presentaron positividad en mas del 1 % de las células tumorales (Figura 4).
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FIGURA 4.
Casos con expresion PD-L1: A y B Carcinoma poco diferenciado positivo
para PD-L1 4X y 40X IHQ; C y D Carcinoma adenoescamoso con

inmunomarcaje fuerte de membrana de interfaz tumor- células inmunes.

Al correlacionar la expresién de estos tres anticuerpos (ALK, EGFR, PD-L1), la expresién de EGFR
esta relacionada positivamente con la expresion de ALK y PD-L1 con valores significantemente estadisticos
(menor a 0,05) (Cuadro 2)

Por otra parte la expresiéon de ALK presenté asociacién positiva con la expresién de EGFR con valor de
P menores a 0,05 y la expresion de PD-L1 tuvo asociacién positiva con la expresion de EGFR sin embargo,
no tuvo asociacion con la expresién de ALK (Cuadro 2)
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Correlaciones
EGEE ALK FDL1

EGFR.  Correlacion de Pearzon 1 i 3047

Sig. (bilateral) 000 033

N 29 20 29
ALK Correlacion de Pearzon L 1 274

Sig. (bilateral) 000 151

N 29 20 29
PD- Correlacion de Pearzon 3047 274 1
L1

Sig. (bilateral) 035 151

N 29 20 29

#%# La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

*. La correlacion es significants al nivel 0,03 (bilateral).

CUADRO 2.
Correlacién de expresion de los tres anticuerpos

El inmunomarcaje para EGFR no mostré preferencia por algin tipo histolégico (Cuadro 3), al igual
que ALK (Cuadro 4). Sin embargo, el marcaje para PD-L1 presenté preferencia por ADC poco, ADC
moderadamente diferenciado y CCE moderadamente diferenciado con 3 casos cada uno (Cuadro 5).
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Tipo histologico segin marcaje EGFR

Racuento
EGFR. Totzl
NEG POs POSFOCAL

TIpo Histoldgico 3 4] [+] 3
CCE poco direncizdo 1 0 1] 1
ADC zcinar [+] 1 1] 1
ADC zcinar v papilar 1 1] 1] I
ADC bien difrenciado 1] 1 1] 1
ADC lepidico 1 1] 1] 1
ADC moderzdzments difrencizdo 1 ] ] 1
ADC moderzdaments difrencizdo 1 ] o 1

com sz auco-geretantzs
ADC papitar o 1 o 1
AT patron solido 1 1] (1] ¥
ADC poco difnencizdo 1 1 ¥ 3
ADC sdlido 0 1 1] 1
Carcinoms de cilulzs no peguadiz: 7 1] ] 7
Carcinoma poco difrencizdo 1 1] 1] 1
CCE moderadaments difrenciado 4 1] 1] 4

pL] 5 i
i
./ . . ;.
Relacién tipo histolégico- EGFR
Tipo histolsgico segun marcaje ALK
Recuenio

Tipo Histaldgico

ALK Total
MNEG POS POS FOOCAL
o 0 o 3

CCE poco diferenc ndo 1 o L4 1
AL moinar o 1 L] 1
AL acinar y papilar 1 o o 1
AL bien diferenciado o 0 1 1
ADC lepidico 1 O 0 1
ALC modemdamente 2 o o z
diferenciado
ADC modemdaments 1 0 o 1
diferencindo con frens muco—
secretntes
ADC papilar o 1 o 1
ADC patrdn sdlido 1 O o i
ALC poco diferencindo 1 1 1 3
AL sdlido o 1 0o 1
CAR corcinoma de células 1 L4 0 1
™o pequefios
Carcinoma de células no - O 1 [
pequefins
Corcinomn poos 1 o o 1
diferencindo
CCE moderndamente 4 0o LH] 4
diferenciado

= 4 3 29

CUADRO 4.
Relacién tipo histolégico-ALK
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Tipe histelegice segun marcaje para PD-L1

Recuento
PO-L1 Towml
MNEG POS POS
FOCAL
Tipo F) i 3
Histolégico
CCE poco diferenciado 1 4] 1
ADC noinar 4] 1 1
AL ncinar y papilar i a i
ADC bien diferenciado o 1 1
ADC lepidico 1 a 1
ADC modemdamente diferencindo z o 2
ADC moderndamente diferenciado con dreas muco- i o i
secremntes
ADC papilar L] i i
ADC patrén sélido 4] 4] 1
ADC poco diferencindo 1 z 3
ADC sd6lido o 1 1
CAR carcinoma de células no pequefins 1 o 1
Corcinoma de céhulns no pequefios E o &
Carcinoma poco diferenciado 1 o 1
CCR o d. i i, 3 4] 4
Total 19 7 9
CUADRO 5.

Relacién tipo histolégico- PDL1

Siendo el tipo histolégico diagnosticado con mds frecuencia el CCNP se correlacioné el tipo histolégico
con la expresion de estos tres anticuerpos no se encontré relacién significativa de estas cuatro variables

(Cuadro 6).

Correlaciones
TIFO

HISTOLOGICO

TIPOHISTOLOGICO Cotrelacion de Pearson 1
Sig. (bilateral)

N 29

EGFR. Corrzlacion de Pearson -064

Sig. (bilateral) J40

N 29

ALK Correlacion de Pearson -051

Sig. (bilateral) i

N 2%

PD-L1 Correlacion de Pearson 162

Sig. (bilateral) Ao3

N 20

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

*. La correlacion es significante al nivel 0,03 (bilateral).

EGFR.

=051
J91

4927

274
151

FD-L1

162
A03

CUADRO 6.

Correlaciéon EGFR, ALK, PD-L1 y tipo histolégico
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DISCUSION

El cincer de pulmoén es la principal causa de muerte relacionada a cincer en el mundo (12) Se estima que la
tasa de supervivencia a los 5 anos de pacientes con carcinomas de células no pequenas es de 17,8 % 1) En el
sexo masculino se ha reportado la sobrevida entre 6 % a 14 % y en el femenino entre 7 % a 18 % (20).

En Venezuela, el comportamiento de cincer de pulmén ha venido presentando un crecimiento a través de
los anos, en el ultimo boletin de la Sociedad Anticancerosa se observé un incremento en la mortalidad por
cdncer de pulmén en pacientes masculinos en los tltimos afos apenas siendo superado en mortalidad por
el cdncer de prostata, en base a lo anterior el cancer de pulmén es un importante problema de salud publica
en el que el rol del patdlogo es importante para el diagndstico adecuado, lo que trae consigo el tratamiento
idéneo considerando las pautas establecidas por la OMS las cuales presentan un nuevo enfoque terapéutico
y prondstico @y,

En el presente estudio se estudiaron un total de 29 casos de carcinoma pulmonar de los cuales se evidencié
que la edad promedio fue 67 afios con un rango entre 50y 99 afios. Se tiene una percepcion de que existe un
incremento en la incidencia del carcinoma pulmonar asi como modificaciones en cuanto a su epidemiologia.
Vercosa y col. (22) estudiaron un total de 27 pacientes con el diagndstico de carcinoma broncogénico de
los cuales el grupo etario més afectado fue de 40 a 49 anos siendo el grupo etario afectado menor a nuestro

estudio a pesar de ser una poblacién latinoamericana; sin embargo, Tsao y col. (23) estudiaron una poblacién
mds amplia constituida por 575 pacientes encontrando la edad promedio entre 55 y 64 afios ; por otra parte
Yoshizaway col. *¥ estudiaron 514 pacientes con diagnéstico de carcinoma pulmonar estadio I encontrando
como edad promedio de 69 anos (33-89 afios) en ambos estudios la edad media afectada es similar a la
).

En cuanto al sexo se obtuvo informacién de 24 casos (82,76 %) de los cuales 48,28 % fueron de sexo

encontrada en nuestra poblacién, aunque Vercosa y col., tuvieron un niimero de casos similar (22

masculino y 34,48 % de sexo femenino lo que coincide con la teoria muchas veces planteada del cdncer de

pulmén como una patologia del sexo masculino. Machado y col. (19) realizaron un estudio en el Instituto
Anatomopatoldgico de la UCV obteniendo de igual forma una presentacién mds frecuente en el sexo

masculino con 83 casos (58,9 %) y 58 (41,1 %) del sexo femenino. Dhanasekar y col. @5 en su estudio
de reclasificacién de carcinomas pulmonares encontraron el género masculino més afectado frente al sexo
femenino con 63 % y 37 % de los casos respectivamente notando que la cifra era 2:1 35; por otra parte

este hallazgo difiere de Vercosa y col. ®? quienes encontraron el sexo femenino como més afectado con 17
pacientes (62,9 %) y 10 pacientes masculinos (37 %).

Previo al estudio inmunohistoquimico los tumores fueron planteados como es de esperarse en su mayoria
como carcinoma de células no pequefias (23,08 %) diagnéstico genérico previo a la diferenciacién IHQ,
seguido de CCE moderadamente diferenciado (15,38 %), y ADC poco diferenciado (11,54 %). Esto difiere
en un estudio para reclasificacion de Sanchez y col. *®) quienes obtuvieron como diagnéstico mds comun
ADC (61,6 %), seguido del CCE (30,3 %), carcinoma neuroendocrino (5,4 %) y carcinoma sin especificar

(1,5 %), difiere también de Shin y col. (27) estudiaron 230 casos con diagnéstico de carcinomas de pulmén
siendo mas frecuente el diagndstico de ADC 63 %, seguido de CCE 37 % (1) aunque nuestro resultado
es similar a Pradhan y col. ®® quienes realizaron un estudio clinico-patolégico de 55 casos de carcinomas
pulmonares reportando el CCE como el tipo més frecuente con 63,6 % de los casos.

La positividad para EGFR se observé en 20,6 %, el 3,45 % mostraron positividad focal y 17,24 % mostraron
positividad difusa este hallazgo fue similar a Verdu ) y col., quienes determinaron el estado mutacional
EGFR mediante el estudio inmunohistoquimico obteniendo 22 % de los casos como positivos, en este
estudio se hizo comparacién con estudios moleculares obteniendo con uno de los anticuerpos utilizados
(E746_A750) un valor predictivo positivo del 100 % con lo cual se puede reducir el uso de estudios
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moleculares considerdndose la IHQ como una herramienta de cribado inicial. Sin embargo, fue distinto al

] (30 (31) y col., quienes obtuvieron en una muestra de

estudio realizado por Hong kim y co y Hofman
154 pacientes con CPCNP mutacién EGFR en 62 pacientes (40,3 %) con un valor predictivo positivo de
94,5 % y 41 % de 151 casos concluyendo ambos estudios con que la IHQ es un medio especifico para la
identificacién de mutaciones de EGFR. Aunque nuestro estudio no incluye comparaciones con cribado de
biologia molecular es un punto de partida para futuras comparaciones, tomando en cuenta que obtuvimos
similar proporcién de positividad EGFR a otros estudios Verdu y col. *”

El reordenamiento ALK determinado por IHQ se observé en 24,13 % de los casos cifra similar a Hofman

(31) y col., quienes obtuvieron 20 % de casos positivos en una poblacién de 20 tumores sin embargo difiere de

Zhouycol., (32) que obtuvieron apenas 8,4 % de casos positivos de 368 casos, este tltimo estudio concluye que
aquellos casos con marcaje débil deben considerarse como equivocos siendo necesario el complemento con
FISH, por otra parte se plantea que cuando se obtiene un inmunomarcaje fuerte granular citoplasmatico no
es necesaria la confirmacién por una segunda técnica. Aun en la actualidad el papel del FISH para determinar
reordenamiento ALK como método estiandar es discutido por motivos técnicos y patrones complejos por
lo que este estudio plantea la posibilidad del uso de IHQ como un método econémico que puede utilizarse
como inicial 0 en casos de tincién fuerte como tnico método.

Se obtuvo expresién de PD-L1 en 34,48 % de los casos difiere de un estudio realizado O' Malley y col. (3?
con 4 anticuerpos distintos evidenciando positividad de PD-L1 en 54 %y 69,6 % aunque en poblaciones més
numerosas (530y 733 casos), en los patrones de marcaje algo observado con frecuencia en este estudio fue el
patrén de interfaz con células inmunes y tumorales positivas para este anticuerpo, este patron de marcaje es
dado a efecto de la interaccion directa entre los antigenos de las células tumorales y la regulacion positiva de
la expresién de PD-L1 por las células inmunes adyacentes. De esta misma manera un hallazgo particular en
nuestro estudio fue la presencia de dos casos de carcinomas adenoescamoso con positividad fuerte para este

anticuerpo, segin O' Malley y col. (33) Jos casos de carcinomas adenoescamoso son estadisticamente distintos
a carcinomas poco diferenciados mostrando en su poblacién una positividad de 43,9 % vs. 36 %, siendo este
grupo de tumores uno de los que presenté mayor expresiéon de PD-L1 superdndose por lesiones encontradas
en otras localizaciones (timomas y linfomas). Hirsch y col. 34 revisaron 39 casos de CPCNP obteniendo
el 50 % de los casos positivos, a pesar de que nuestro estudio mostr6 un porcentaje menor, en este estudio
el porcentaje de expresion varia de acuerdo al anticuerpo utilizado, cabe destacar que no existen estudios

comparativos con nuestro anticuerpo. En otro estudio de Tsao y col. ®* compararon rendimiento de tres
distintos anticuerpos PD-L1 obteniendo positividad que varia del 14,3 % al 32,2 % en 982 pacientes cifras
comparables a las obtenidas por nosotros, sin embargo, con otro clon PD-L1. En este estudio se concluye que
la determinacién PD-L1 puede ser de valor predictivo en paciente con CPCNP, excepto si se encuentran en
estadio temprano de la enfermedad.

Se observé una correlacion estadisticamente significativa entre la expresién IHQ para mutaciéon de EGFR,
reordenamiento ALK y expresién PD-L1 obteniendo tumores que albergan dos mutaciones impulsoras y
sobreexpresion de PD-L1 tal como plantea Yoneshima y col., es necesario estudios para validar el beneficio
de inmunoterapia en estos pacientes (36).

La co-expresion EGF y ALK present6 asociacién positiva Azuma y col., sugirieron que la alta expresiéon
de PD-L1 se asocia con la presencia de mutaciones de EGFR en CPCNP resecado quirtrgicamente y es un
factor prondstico negativo independiente para esta enfermedad (37).

Determinamos correlacién entre la mutaciéon EGFR y ALK a través de IHQ en donde se observé
asociacion positiva a pesar que estas mutaciones son consideradas como mutuamente excluyentes enun 15,4
% de los casos se puede observar esta asociacion, esto tiene importancia terapéutica porque se ha observado

que el uso de inhibidores ALK ha presentado eficacia en estos pacientes (38). Yangy col., revisaron 977 casos

de CPCNP y obtuvieron esta asociacién en 3.9 %. 9,
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Existen estudios que reportan mayor expresion de PD-L1 en adenocarcinomas de patrén

predominantemente acinar y sélido Miyazawa y col., y se considera que en general el tipo histoldgico més
(

asociada tanto a ADC como a CCE con la misma frecuencia.

frecuentemente PD-L1 positivo es el adenocarcinoma ) | En nuestro caso la expresion PD-L1 estuvo

En conclusion este estudio plantea el uso de inmunohistoquimica como una opcién mas accesible y sencilla
para el cribado inicial de determinacién para mutaciones EGFR, reordenamientos ALK, y sobreexpresion
PD-L1 planteandose incluso como una opcién para reemplazar los métodos de biologia molecular en
algunas circunstancias, ayudando a dar un mejor uso a esta técnica. Se obtuvieron estadisticas similares a
otros estudios realizados con FISH para frecuencia de cada una de estas mutaciones. Morfoldgicamente el
inmunomarcaje para PD-L1 es heterogéneo, por lo tanto es necesario que el patélogo conozca cada uno
de estos patrones para el adecuado reporte. Se conoce que estas tres alteraciones pueden coexistir en un
porcentaje de casos por lo que no se puede desestimar esta premisa.

Es necesario en todos los casos de carcinomas de pulmén de células no pequenias sea realizado IHQ
con EGFR, ALK y PD-L1, aunque la literatura considera imperativa un panel que ademids incluya ROS]I,
BRAF, KRAS, PIK3CA con el objetico prondstico y terapéutico por lo cual recomendamos su realizacion.
Se recomienda realizar estudios futuros para la comparacion de estos clones frente al estudio de biologia
molecular.

La principal limitacién de nuestra investigacién fue la ausencia de bloques de parafina necesarios para
realizar el estudio, esto se debe a que los bloques son extraidos por los pacientes para realizar biologia
molecular o que se trata de material de revision. De 181 casos apenas tuvimos acceso a 29. Se tuvo limitacion
para obtener datos clinico-epidemioldgicos de los pacientes por falta de boleta o ausencia de informacién
clinica en la misma. Por tratarse de muestras en su mayoria transbronquiales el material al momento de
realizar el estudio era escaso o se encontraba agotado por lo que se excluyeron dichos casos.
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