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TIPOS MOLECULARES DE CARCINOMA PULMONAR EN EL INSTITUTO
NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS EN PACIENTES
ATENDIDOS ENTRE LOS ANOS 2007 Y 2013

INTRODUCCION: La ultima clasificacién de cancer de pulmén de la OMS (2015),
considera entre los tipos histolégicos mds frecuentes al adenocarcinoma y al carcinoma
escamoso. El primero estd asociado con mayor frecuencia a una serie de alteraciones
moleculares con implicancias terapéuticas.

OBEJTIVO: Determinar las alteraciones moleculares mds frecuentemente descritas en
carcinoma de pulmoén, en pacientes del instituto nacional de enfermedades neoplésicas
entre los afios 2007 y 2013.

METODOLOGIA: Se estudiaron 80 pacientes con diagndstico de carcinoma
broncogénico de pulmén y con muestras patoldgicas disponibles, reevaludndose las
caracteristicas histoldgicas y realizdndose pruebas moleculares para la determinacién de
mutacion y delecion de EGFR y prueba de inmunohistoquimica para determinacion de
alteracion de ALK, usando la clona D5F3.

RESULTADOS: 45.0% de pacientes fueron hombres y 55.0% mujeres, siendo la edad
promedio de 64.7 afios La mayoria de las pacientes tuvieron estadios clinicos avanzados
(40% en estadio VI 'y 16.3% en estadio III). El tipo histologico mas frecuente fue
adenocarcinoma acinar (31.3%), seguido por adenocarcinoma mixto (26.3%) y
adenocarcinoma lepidico (21.3%). 17.3% de los casos evaluados presentaron alteracion
del EGFR, principalmente delecién del exén 19. Los casos con alteracion del EGFR
tuvieron menos sobrevida global, pero la diferencia no fue estadisticamente
significativa. No hubo predileccion por los tipos histoldgicos de adenocarcinoma acinar,
lepidico o mixto en los casos con alteraciones del EGFR. 6.5% de los casos evaluados
mostraron sobreexpresion de ALK. La mayoria de los casos positivos fueron pacientes
de mayor edad (mds de 65 afios) y fueron de tipo adenocarcinoma acinar. Se encontrd
una marcada tendencia a menor sobrevida global en los casos con sobreexpresion de
ALK, aunque sin significancia estadistica.

CONCLUSIONES: Los resultados encontrados son similares a los descritos en la
literatura occidental. Debido a las implicancias terapéuticas en relacion con las
alteraciones moleculares en cdncer de pulmén, su determinacidén debe ser parte de la
evaluacion integral de estos pacientes.

Palabras claves: carcinoma broncogénico, adenocarcinoma, pulmén, EGFR, ALK.
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MOLECULAR TYPES OF PULMONARY CARCINOMA IN THE NATIONAL
INSTITUTE OF NEOPLASTIC DISEASES IN PATIENTS TREATED
BETWEEN THE YEARS 2007 AND 2013

INTRODUCTION: The latest classification of lung cancer from WHO (2015),
considers adenocarcinoma and squamous carcinoma among the most frequent
histological types. The first is associated with the higher frequency of a series of
molecular alterations with therapeutic implications.

OBJECTIVE: To determine the most frequent molecular alterations described in lung
carcinoma, in patients of the national institute of neoplastic diseases between 2007 and
2013.

METHODOLOGY: 80 patients with a diagnosis of bronchogenic carcinoma of the
lung and with available pathological samples were studied, the histological
characteristics were reassessed and molecular tests were performed for the
determination of mutation and deletion of EGFR, and immunohistochemistry test for
the diagnosis of ALK alteration, using clone D5SF3.

RESULTS: 45.0% of patients were men and 55.0% women, the average age being 64.7
years. Most patients had advanced clinical stages (40% in stage VI and 16.3% in stage
IIT). The most frequent histological type was acinar adenocarcinoma (31.3%), followed
by mixed adenocarcinoma (26.3%), and lepid adenocarcinoma (21.3%). 17.3% of the
cases evaluated presented alteration of the EGFR, mainly the deletion of exon 19. The
cases with alteration of the EGFR had less overall survival, but the difference was not
statistically significant. There was no predilection for histological types of acinar,
lepidic or mixed adenocarcinoma in cases with EGFR alterations. 6.5% of the cases
evaluated showed overexpression of ALK. The majority of positive cases were older
patients (over 65 years), and were acinar adenocarcinoma. A marked tendency to lower
overall survival was found in cases with ALK overexpression, although without
statistical significance.

CONCLUSIONS: The results found are similar to those found in western literature.
Due to the therapeutic implications in relation to molecular alterations in lung cancer,

their determination should be part of the comprehensive evaluation of these patients.

Key words: bronchogenic carcinoma, adenocarcinoma, lung, EGFR, ALK.

viil



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Situacion problematica

Las primeras tentativas de clasificar al cancer de pulmoén se dieron en 1924 y 1926, con
clasificaciones basadas en hallazgos morfoldgicos. En 1924, Marchesani los divide en:
(1) carcinoma de células basales, (2) carcinoma polimorfocelular, (3) carcinoma
escamoso queratinizante y (4) adenocarcinoma de células cilindricas (Kreyberg L,
Liebow AA, Uchinger EA, 1967). Dos afios después, Bernard reconoce el carcinoma de
células pequenas (Watson WL, Berg JW, 1962). Afos después vendrian las
clasificaciones de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), siendo la dltima la del
afio 2015 (Travis W, Brambilla E, Burke AP, Marx A, and Nicholson AG, 2015).
Excepto el carcinoma de células pequenas, por muchos afios, el resto de los tipos
histolégicos no habia tenido una verdadera relevancia para el tratamiento médico, lo que
determiné que, hasta hace poco tiempo, el dato mds importante para este tratamiento era
si correspondian a carcinoma (1) tipo células pequefias (SCLC) y (2) tipo células no
pequefias (NSCLC). Actualmente, la implicancia de los subtipos de SCLC ha adquirido
gran relevancia sobre todo la distincién entre adenocarcinoma (ADC) y carcinoma
escamoso (SCC) debido principalmente a la asociacion entre ADC y ciertas alteraciones
moleculares con implicancias terapéuticas (Travis W, Brambilla E, Burke AP, Marx A,
and Nicholson AG, 2015).

Dentro del espectro de los carcinomas pulmonares actualmente se reconocen subtipos
moleculares clinicamente relevantes, como son, los carcinomas asociados a mutaciones
del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR), quinasa del linfoma
anaplésico (ALK), K-RAS y Her2Neu (West L, Vidman SJ, Campbell NP, et al., 2012).
Diversas publicaciones han descrito multiples mecanismos moleculares que estdn
implicados en el desarrollo, progresion y prondstico del cancer de pulmén y han creado
nuevas oportunidades para la terapia blanco, lo que ha mejorado notablemente el
prondstico de estos pacientes (Dacig S and Yousem SA, 2010); (Stieber P and
Holdenreider S , 2010) y (Agguarwal Ch, Somaiah N, and Simon G, 2010). Los



diferentes subtipos moleculares del cancer de pulmén estdn basados en aberraciones
genéticas especificas y cada uno de éstos estd asociado con pruebas moleculares que
definen el subtipo y las drogas que potencialmente pueden ser utilizadas para el
tratamiento.

Uno de los problemas que han surgido con el uso de técnicas moleculares para la
deteccion de mutaciones genéticas, es el del alto costo y el tiempo que estas demandan,
por lo que la utilidad para el uso clinico es limitada, dependiendo de una serie de
factores, principalmente el econdémico. Sin embargo, es incuestionable la gran
importancia que estas pruebas tienen para el estudio masivo de neoplasias malignas en
bisqueda de rutas moleculares y blancos terapéuticos (West L, Vidman SJ, Campbell
NP, et al., 2012). La técnica de inmunohistoquimica puede determinar las proteinas que
son codificadas por los genes alterados, de tal forma que, en casos especificos, como es
el carcinoma mamario, se utiliza como biomarcador la proteina de Her2Neu. En este
caso, dependiendo de la negatividad o del grado de positividad, se utilizard la droga
especifica. La evaluacion debe considerar la intensidad y el porcentaje de reaccion, de
tal modo que una reaccion de 3+ implica el uso de la trastuzumab y una reaccion de 2++
obliga a que este resultado tenga que ser corroborado con la técnica de FISH o CIHS
(Piccart-Gebhart MJ, Procter M, Leyland-Jones B, et al., 2005). Este sistema de
deteccion, que utiliza la inmunohistoquimica ha demostrado ser de gran utilidad clinica,
ademds del hecho de usar una técnica no compleja, de bajo costo y relativamente rapida
en el analisis de resultados (Goldhirsch A, Glick JH, Gelber RD, et al., 2005).

En el caso de cancer de pulmén, se ha venido sugiriendo el uso de la
inmunohistoquimica como método de screening, especialmente en el caso de la
determinacion de alteraciones de las proteinas EGFR y ALK, sin embargo, atun no se ha
producido un consenso respecto a la primera, si habiéndose aprobado la determinacién
de la expresiéon inmunohistoquimica de la proteina ALK por la administracion de
alimentos y drogas de Estados Unidos (FDA) con fines de tratamiento (Travis W,
Brambilla E, Burke AP, Marx A, and Nicholson AG, 2015); (Kawahara A, Yamamoto
Ch, Nakashima K, et al., 2010); (Brevet M, Arcilla M, and Ladanyi M., 2010) y
(Mino-Kenudson M, Chirieac LR, Law K, Homick JL, et al., 2010).



1.2 Formulacién del problema

(Cudles es la frecuencia de los tipos moleculares de carcinoma de pulmén con mutacién
de EGFR y sobreexpresion de la proteina ALK en los pacientes atendidos en el Instituto

Nacional de Enfermedades Neopldsicas (INEN) en el periodo 2007 - 2013?

1.3 Justificacion tedrica

De acuerdo con la direccion general de epidemioldgica de cancer del ministerio de salud
en nuestro pais, de un total de 109914 casos notificados en el periodo 2006-2011, hubo
5044 casos de céncer de pulmén, lo que corresponde a un 4.6% del total de los casos,
ocupando el sexto lugar en frecuencia, habiendo fallecido 3047 pacientes solo en el afio
2011 (Ramos WC, Venegas DR, Medina JL, y col., 2013). Esto lo ubica como uno de

los cénceres mds mortales en nuestro medio, lo mismo que ocurre en el resto del mundo.

1.4 Justificacion practica

El advenimiento de las plataformas moleculares y el disefio de terapias dirigidas al
blanco estin cambiando esta situacion de forma dramética. Esto hace necesario que
conozcamos el comportamiento bioldgico y molecular de esta neoplasia en nuestro pais,

con miras a un mejor disefio de estrategias terapéuticas.

1.5 Objetivo

1.5.1 Objetivo general:

Determinar la frecuencia de los subtipos moleculares del carcinoma de pulmén en
pacientes atendidos en el INEN de acuerdo con la determinacién de mutaciones del
EGFR y sobreexpresion de ALK entre los afios 2007 y 2013, utilizando técnicas

moleculares y de inmunohistoquimica.



1.5.2 Objetivos especificos:

1. Determinar la frecuencia de los diferentes tipos histoldgicos del carcinoma de
pulmén en pacientes atendidos en el INEN entre los afios 2007 y 2013, de
acuerdo con la clasificacion vigente de la OMS.

2. Describir las caracteristicas citoldgicas, histopatoldgicas e inmunofenotipicas en
los pacientes mencionados

3. Determinar la correlacién entre los tipos histolégicos OMS y los tipos
moleculares asociados a EGFR y ALK de carcinoma de pulmén en los pacientes
mencionados.

4. Describir las caracteristicas sociodemograficas, clinicas y el estadio clinico

(TNM) en los pacientes mencionados.



CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1 Marco epistemoldgico de la investigacion

En la actualidad, el conocimiento biolégico de las diversas enfermedades oncoldgicas se
ha incrementado de forma acelerada debido al desarrollo tecnoldgico, gracias a lo cual,
se han realizado numerosas investigaciones en el drea genético molecular (Ziogas DE,
Katsios C, Roukos DH, 2011); (Imran A, Qamar HY, Ali Q, et al., 2017).

Estos conocimientos también se han trasladado al campo clinico, remarcando la relacién
entre la bioldgica molecular de las neoplasias malignas y el comportamiento clinico, lo
que ha impactado en la posibilidad de dar tratamientos personalizados. En la actualidad,
los métodos de diagndstico histolégico y molecular han sido beneficiados por el
desarrollo de la tecnologia, mejordndose la automatizaciéon de los procesos en los
diversos laboratorios. Incluso, ahora se puede realizar la deteccion de mutaciones
relacionadas al cdncer en sangre periférica (biopsia liquida). Para el uso masivo de los
métodos diagndsticos modernos, debe haber colaboracion entre los gobiernos e
industrias farmacéuticas para crear plataformas de despistaje molecular, que estén al
alcance de la poblacion general (Stahel R, Bogaerts J, Ciardiello F, et al., 2015);
(Fisher R, Pusztai L, Swanton C, 2013); (O’Brien CP, Taylor SE, O’Leary JJ, Finn SP,
2014); (Lawrence MS, Stojanov P, Polak P, et al., 2013) y (Crowley E, Di Nicolantonio
F, Loupakis F, Bardelli A, 2013).

En relacién con el cancer pulmonar, se han producido cambios epidemiolégicos en los
ultimos afios, observandose una disminucidn de la frecuencia del SCC y del SCLC, los
cuales estan asociados al alto consumo de tabaco, incrementdndose la frecuencia de
ADC no asociado a este carcindgeno, ligado a mutaciones genéticas descubiertas en los
ultimos afios, sobre todo en la poblacion femenina (de Groot PM, Wu CC, Carter BW,
and Munden RF, 2018); (Kashima J, Kitadai R, Okuma Y , 2019) y (Rudin CM, Poirier
JT, Byers LA, et al., 2019).

Actualmente, el cdncer pulmonar y otras neoplasias malignas se estan clasificando,
integrando las caracteristicas histoldgicas y los conocimientos biolégicos en relacion
con inmunofenotipo y alteraciones genético-moleculares. La intencién es desarrollar

clasificaciones con sentido practico e implicancias terapéuticas. Especificamente, en



cancer de pulmoén, deben permitir predecir la evolucion clinica, utilizando un
tratamiento personalizado, eficaz y curativo. Asimismo, recientemente, se ha observado
que la estimulacion del sistema inmune (inmunoterapia) es otra herramienta eficaz en el
tratamiento del NSCLC y SCLC (Kashima J, Kitadai R, Okuma Y , 2019); (Hoadley
KA, Yau C, Wolf DM, et al., 2014); (Travis WD, 2011); (Jordan, E. J. et al., 2017);
(Gazdar, AF, Bunn, PA & Minna JD, 2017) y (Ott, PA et al., 2017).

2.2 Antecedentes de investigacion

Pghl M, Olsen KE, Holst R, Ditzel HJ, Hansen O, 2014:

Los autores evalian la confiabilidad del método de inmunohistoquimica usando 11
biomarcadores en biopsias core, usando microarrays de tejido (TMAs) en pacientes con
carcinoma de pulmonar NSCLC.

Se examinaron biopsias core de 4 mm de 178 NSCLCs, 2 representativas de areas
periféricas cercanas al tejido pulmonar normal y 2 representativas de dreas centrales.
Los biomarcadores analizados incluyeron p63, p40, Citoqueratinas 1/5/10/14,
Citoqueratina 7, Factor de Transcripcion Tiroidea 1, Napsina A, Ciclina-D1, p53, Ki-67,
Integrina Beta-1 y Timidilato Sintetasa.

Usando un modelo de regresion logistica de intercepcidn aleatorio, se observé que la
expresion de marcadores de inmunohistoquimica tuvo de moderada a alta confiabilidad,
usando el coeficiente de correlacion intraclase (0.67-0.99) entre biopsias core del mismo
tumor. La confiabilidad, con biomarcadores especificos de linaje, fue dependiente del
biomarcador seleccionado, siendo menos heterogéneamente expresados que en los
biomarcadores funcionales. La expresion de la mayoria de los biomarcadores no mostrd
diferencias significativas entre las biopsias core periféricas vs centrales.

Los resultados demostraron que los biomarcadores relacionados a la clasificacion
tumoral clinica (marcadores de linaje celular) de los NSCLC, pueden ser
adecuadamente investigados usando 1 o 2 biopsias. Sin embargo, el nimero 6ptimo de
biopsias core para biomarcadores con propiedades funcionales vari6 entre 1 a més de 4
biopsias. Los resultados indicaron que el nimero 6ptimo de biopsias que se requieren
para compensar el potencial de heterogeneidad del biomarcador debe ser determinado

individualmente por cada biomarcador usado, de acuerdo con el contexto clinico.



Sakashita S, Sakashita M, Sound Tsao M, 2014:

Mientras que la histopatologia tradicionalmente ha sido la piedra angular para la toma
de decisiones en el tratamiento del cdncer pulmonar, la complejidad y la heterogeneidad
de la clasificacién histoldgica ha tenido un impacto limitado en la préctica rutinaria de
la oncologia. Esto ha cambiado draméaticamente in los ultimos afios debido al
descubrimiento de las aberraciones gendmicas y al resultado de los ensayos clinicos y
las nuevas terapias dirigidas al blanco. Esos descubrimientos han resultado en una
forma de clasificar el NSCLC, basada en la ocurrencia de cambios gendémicos. La
rapidez con que el panorama de los cambios gendmicos estd siendo identificado también
ha permitido un nuevo paradigma en el enfoque del diagndstico patolégico del NSCLC.
En este contexto, el consorcio internacional ha propuesto nuevas clasificaciones del
adenocarcinoma pulmonar y guias para las pruebas moleculares, asi como
recomendaciones concretas en nuevas formas para la prictica de la patologia en céncer

de pulmon.

Bjaanaes MM, Halvorsen AR, Solberg S, et al., 2014:

Los autores estudian la expresiéon de microRNA en biopsias de pacientes con ADC y
sus tejidos pulmonares normales correspondientes, correlacionando los hallazgos con
los datos clinicos y el estatus de las mutaciones de EGFR y KRAS. Se usaron
microarrayas, examinando la expresion de microRNA en 154 especimenes quirdrgicos
resecados de adenocarcinoma pulmonar y 20 muestras de tejido pulmonar
correspondiente. Los hallazgos fueron confirmados RT-qPCR en la misma cohorte en
103 pacientes con cancer de pulmon. Las mutaciones de EGFR y KRAS también fueron
determinadas. Se expresaron significativamente 129 microRNAs comparados con el
tejido normal y 17 microRNAs fueron diferencialmente expresado en tumores con
mutacién de EGFR y tumores con EGFR nativo. Los autores identificaron microRNAs
asociados con el tiempo de progresion, asi como varias expresiones aberrantes
microRNAs que discriman ADC pulmonar de tejidos pulmonares normales, por lo que
podrian ser potenciales biomarcadores para la detecciéon temprana. También encontraron
microRNAs que son diferencialmente expresados entre el EGFR-mutado y el EGFR
nativo en adenocarcinoma pulmonar, sugiriendo que los marcadores biomoleculares de
microRNAs pueden ser usados en la clasificacion. Los autores proponen que la

expresion de microRNA puede ser usada como biomarcador para el curso clinico.



Yu H, Han Z, Wang Y, Xin H, 2014:

En este articulo, los autores se focalizan en los aspectos basicos del cancer pulmonar,
como la etiologia, factores de riesgo y la evolucion clonal. La exposicion al tabaco se
constituye como una de las mayores causas de esta enfermedad. Se discute la
clasificacion del cdncer de pulmén basada en inmunohistoquimica, asi como el enfoque
terapéutico moderno con su pro y contras. Técnicas recientes como el perfil molecular
pueden ser altamente beneficiosas si estdn apropiadamente estandarizadas. Estos
avances en la terapia junto con la actualizacién en el diagnéstico implican una

esperanza real en el tratamiento del cdncer pulmonar.

Wang CX, Liu B, Wang YF, et al., 2014:

Los autores discuten el denominado adenocarcinoma pulmonar entérico (PEAC), una
variante extremadamente rara de adenocarcinoma invasivo de pulmén, el mismo que fue
reconocido en la clasificacion internacional multidisciplinaria del cdncer pulmonar,
propuesta por la “International Association for the Study of Lung Cancer” (IASLC), la
“American Thoracic Society” (ATS), y la “European Respiratory Society” (ERS)
publicada en 2011. Histolégicamente el PEAC se considera que estd compuesto
principalmente por células columnares dispuestas en un arreglo glandular irregular
cavilado o en un patrén cribiforme, con extensa necrosis central, lo que recuerda al
epitelio intestinal y al carcinoma colorectal. Inmunohistoquimicamente el PEAC no
expresa proteinas tipicas comunes para primarios pulmonares, pero si es positiva, al
menos, en un marcador intestinal, tales como CDX?2, Citoqueratina (CK) 20, MUC2, de
este modo, diferenciar los PEACs de los cdnceres metastasicos colorectales, puede ser
dificultoso. En el presente estudio, los autores reportan 9 casos de PEAC usando un
panel de inmunohistoquimica constituido por CK7, CK20, factor de transcripcion 1
(TTF-1), Napsin-A, MUC2 y Villina, en comparaciéon con 20 casos tipicos de
carcinoma colorectal carcinomas (MCRs) y 20 casos tipicos de adenocarcinoma
primario (tPACs). Como se esperaba la expresion de CK7 fue documentada en los 9
PEACs y en los 20 tPCAs, mientras que CK20 fue significativamente mas prevalente en
adenocarcinoma colorectal. Adicionalmente, los autores evaluaron mutaciones para
EGFR y KRAS en los 9 casos de PEACs, resultando que todos los tumores fueron de
tipo EGFR y KRAS nativos, lo que confirma que el PEAC tiene un fenotipo diferente al

adenocarcinoma pulmonar.



Roth JA, Billings P, Ramsey SD, et al., 2014:

El objetivo del presente estudio fue evaluar el costo-efectividad del estudio molecular
de 14 genes que proveen informacién sobre el riesgo de mortalidad en estadios
temprano de NSCLC postquirtirgica. Los autores desarrollaron el modelo de Markov
para estimar la expectativa de vida, calidad de vida ajustada a los afios (QALYs) y el
costo para hacer los andlisis versus el costo estdndar. La clasificacion de grupos de
riesgo se baso en estudios de ensayo-validacion y la administracién de quimioterapia se
basé en recomendaciones pre y post-test de un estudio de 58 médicos clinicos. Los
autores evaluaron tres escenarios de beneficio de la quimioterapia: moderadamente
predictivo (caso base), no predictivo (por ejemplo, el mismo beneficio para cada grupo)
y fuertemente predictivo. Se calcul6 el incremento del radio costo-efectividad (ICER) y
el andlisis de sensibilidad probabilistico. En el caso base, la prueba y la estrategia de
cuidado estandar, resulté en 6.81 y 6.66 afios de vida, 3.76 y 3.68 QALYs, y $122,400 y
$118,800 en costos, respectivamente. El ICER fue $23,200 por QALY (estadio I:
$29,200 por QALY estadio II: $12,200 por QALY). El ICER oscil6 desde "dominante"
para $92,100 por QALY y escenarios no predictivos y fuertemente predictivos. El
modelo fue més sensitivo para la proporcion de pacientes de alto riesgo que recibieron
quimioterapia y el radio riesgo alto-riesgo. La estrategia de ensayo de escore de riesgo
de 14 genes fue 68% de simulacion costo-efectividad. En conclusion, los resultados
sugieren que el ensayo de escore de 14 genes de alto riesgo puede ser una alternativa
costo-efectividad a la base guia estdndar de quimioterapia adyuvante realizada para el

NSCLC.

Wright GM, Do H, Weiss J, et al., 2014:

Una reciente propuesta estratifica al adenocarcinoma pulmonar en subtipos diferentes de
acuerdo con su potencial metastdsico. Los autores cuestionan la presuncién que
mutaciones mayores estdn uniformemente presentes en los tumores, especialmente en
los que muestran subtipos diferentes discretos. Los autores seleccionaron muestras de
adenocarcinoma con dreas discretas de subtipos diferentes. Se extrajeron muestras de
DNA de estas dreas y se tamizaron para mutaciones en regiones calientes de genes de
EGFR, KRAS y BRAF usando andlisis de alta resolucién del punto de fusién. Se utilizé
la secuenciacion Sanger para confirmar todas las mutaciones identificadas. Se usé
hibridizacion in situ cromogénica (CISH) para identificar imbalances especificos de un

alelo mutante en tumores con mutacion de EGFR. Interesantemente, los autores
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encontraron que las mutaciones de KRAS y BRAF podrian estar confinadas al dominio
morfoldgico de alto grado. Por otro lado, se encontraron mutaciones de EGFR en todos
los subtipos histoldgicos en cada tumor consistente con el estatus de esta mutacién. La
heterogeneidad intratumoral tiene implicaciones mayores para la génesis tumoral,
quimioresistencia y rol histopatoldgico en el tamizaje molecular para la medicina de
precision. Este estudio no solo confirma que la heterogeneidad mutacional intratumoral
ocurre, sino que también estd asociada a distintas regiones morfolégicas en algunos
tumores. Para una perspectiva préctica, las biopsias pequefas pueden no representar de
manera adecuada el perfil mutacional completo de un tumor, particularmente para las
originadas posteriormente, aunque importantes desde el punto de vista prondstico, como

los genes de KRAS y BRAF.

SuY, Pan L., 2014:

El objetivo del presente articulo es superar el andlisis algoritmico 16gico para obtener
las mejores condiciones para evaluar la presencia o ausencia de estados fenotipicos del
cancer de pulmoén. Los autores aplican un método propio en especimenes de
adenocarcinoma (ADC) y SCLC identificando una relacién légica baja o alta entre
genes y subtipos histoldgicos de NSCLC. La relacién encontrada fue independiente del
espécimen seleccionado y su significado fue validado por test estadisticos. Al hacer la
comparacion con dos métodos previos (método de la factorizacion de matriz no
negativo y método del andlisis de la relevancia), el método actual superé a estos
métodos en el grado de positividad real y en la precision de la clasificaciéon en
especimenes de NSCLC y especimenes normales. Los autores utilizaron biomarcadores
de genes para distinguir ADC de SCLC y, otros seis genes recientemente cubiertos para
diferenciar los subtipos. El NKX2-1 ha sido considerado una diana de ADC pudiendo
otros genes ser dianas moleculares ndveles. Para el andlisis ontolégico, los autores
encontraron que dos procesos biologicos (“desarrollo epidermal” y “adhesion celular™)
estuvieron estrechamente relacionados con la génesis tumoral de los subtipos de
NSCLC. Por otro lado, el método actual podria extenderse a otras enfermedades
complejas para distinguir subtipos y detectar dianas moleculares para la terapia dirigida

al blanco.
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Ao MH, Zhang H, Sakowski L, et al., 2014:

En el presente articulo, los autores investigaron la utilidad de marcacion triple
(TTF1/Napsin-A/p40) comparando su sensibilidad y especificidad con marcadores
individuales en la subclasificacion del NSCLC. Se elaboraron microarrays de tejido
utilizando material obtenido de resecciones quirdrgicas del Johns Hopkins Hospital. Se
incluyeron 77 ADCs, 77 SCLCs y 46 casos de ADCs metastdsicos. Se determinaron los
patrones de inmunohistoquimica en forma semicuantitativa para la comparacién. En los
ADCs, la sensibilidad y especificidad de la marcacion triple fue de 93.5% y 77.5%,
respectivamente. Para TTF1 y Napsina A fue de 85.7% y 75.0%, y 89.6% y 90.0%. En
SCLCs, la sensibilidad y especificidad de la marcacién triple fue de 88.3% y 92.5%,
mientras que para p40, p63 y CK5/6 fue de 80.5% y 90.0%; 93.5% y 80.0%; y 89.6% y
80.0%. Ademas, la la sensibilidad y especificidad de la marcacién triple en ADCs
mostrd 71.7% y 73.5%, respectivamente. LLa marcacién triple mostré una sensibilidad y
especificidad similar para la subclasificacion del NSCLC cuando fue comparada con los
marcadores individuales. Este estudio demostré la utilidad de la combinaciéon de
inmunomarcadores y la optimizacién de la conservacion de los tejidos para estudios

moleculares.

Somoza AD, and Aly FZ, 2014:

En este articulo, los autores examinan el uso de pruebas moleculares en citologia
cervical, especimenes citologicos tiroides “indeterminados”, liquidos quisticos
pancreadticos, tracto urinario material citolégico de ADC pulmonar. La prueba molecular
para el Papiloma Virus Humano (HPV) combinada con citologia cervical, increment6 la
sensibilidad de la deteccion de lesiones de alto grado. En los casos citolégicamente
negativos la negatividad de HPV predijo la proyeccion de intervalo largo. Con la alta
prevalencia de nédulos tiroideos benignos, la citologia juega un rol vital en la deteccion.
Sin embargo, el 10-40% de los especimenes obtenidos son citolégicamente
indeterminados. El andlisis molecular de estos especimenes puede predecir el riesgo de
malignidad en estos casos. El incremento en la deteccidon de quistes pancredticos
necesité un diagndstico preoperatorio certero diferenciando quistes mucinosos de no
mucinosos, los cuales tienen un potencial de progresion a ADC. Un diagnostico
multimodal de quistes pancredticos y andlisis molecular ayud6 a clarificar el riesgo de
neoplasia y en los casos de muestra liquida limitada puede ser la unica informacion

diagndstica disponible. El carcinoma urotelial de vejiga (UC), un cdncer comuin con
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recurrencias frecuentes requiere una larga vigilancia. El kit UroVysion ™ puede
incrementar la sensibilidad de deteccion de UC, especialmente en los casos de
carcinoma residual/recurrente después de la terapia. Subtipos de ADC pulmonar son,
ahora, comunmente tratados con terapias basadas en resultados de mutaciones
moleculares del EGFR, KRAS o el re-arreglo del ALK. La tendencia hacia la
estandarizacion del reporte de especimenes citolégicos, comenzando con los extendidos
cervicales y, mds recientemente, especimenes citolégicos tiroideos, estd, también
cambiando la préictica de la citopatologia. La combinaciéon de criterios citolégicos
rigurosos con pruebas moleculares auxiliares se espera que produzca categorias

diagndsticas mds discretas para el reporte y la investigacion.

Crapanzano JP, Heymann JJ, Monaco S, et al., 2014:

El propésito del presente reporte fue realizar una encuesta de técnicas de preparacién de
bloques celulares (CB) utilizados en varios escenarios y analizar los topicos actuales.

Se distribuy6 una encuesta electronica a través de correos electronicos a los miembros
de la Sociedad de Citopatologia y a otros patdlogos. Las preguntas a los participantes
fueron acerca del volumen de los CB, el método usado, la calidad y la satisfaccién.

De 95, 90/95 (94%) complet6 la encuesta. La mayoria de los participantes tuvo practica
en hospitales comunitarios/practica privada (44%) o centros académicos (41%). En
promedio, 14 CBs (rango de 0-50; media 10) son preparados diariamente en un
laboratorio. Se utilizaron cerca de 10 métodos: Plasma thrombin (33%), HistoGel
(27%), Cellient automated cell block system (8%) y otros (31%) respectivamente. 40 de
90 (44%) respuestas fueron insatisfactorias o, a veces, satisfactorias con la calidad de
los CBs, con baja celularidad, siendo la principal causa de insatisfaccion. No se
encontr diferencia estadisticamente significativa entre los tres métodos de preparacion
mds comun de CBs y satisfaccion con la calidad. Varios manifestaron insatisfaccion con
su método actual de preparaciéon de CBs. En la era actual de medicina personalizada,
con el incremento de pruebas de arrays moleculares aplicados a especimenes
citologicos, existe la necesidad de estandarizar protocolos de optimizacion de CBs para

incrementar la celularidad.

2.1 Bases teoricas

Carcinoma broncogénico de pulmon:
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Neoplasia maligna epitelial originada en el epitelio broncopulmonar. Su patogénesis
estd asociada a una variedad de factores como son: tabaquismo, exposiciéon a
determinados agentes industriales, contaminacién atmosférica y alteraciones genético-
moleculares. Actualmente es el sexto tipo de cdncer mds frecuente en nuestro pais y
ocupa el tercer lugar en mortalidad, luego del cancer de estomago y cancer hepético y
de vias biliares (Ramos WC, Venegas DR, Medina JL, y col., 2013). Los tipos mads
frecuentes de carcinoma broncogénico son el ADC y el SCC.

De acuerdo con la ultima clasificaciéon de cancer de pulmén de la OMS (Travis W,
Brambilla E, Burke AP, Marx A, and Nicholson AG, 2015), los tipos epiteliales de
cancer de pulmoén son: el ADC y el SCC, con sus diversos subtipos y los tumores
neuroendocrinos, que incluyen el SCLC, el carcinoma de células grandes
neuroendocrino y los tumores carcinoides. Mediante inmunohistoquimica, los ADC
suelen expresar TTF1 (70% de los casos) y los tumores neuroendocrinos los llamados
marcadores de citotoxicidad: SINAPTOFISINA (SNF) y CROMOGRANINA (CR).

Se describen, ademds, lesiones pre-invasivas como son, el carcinoma escamoso in situ,
ADC in situ (mucinoso y no mucinoso), hiperplasia adenomatosa atipica y la
hiperplasia difusa de células neuroendocrinas.

Otros tipos descritos son: carcinoma de células grandes, carcinoma adenoescamoso,
carcinomas sarcomatoides, tumores tipo glandula salival y otros no clasificados
(carcinoma tipo linfoepitelioma y carcinoma NUT).

La actual clasificacion de la OMS de tumores pulmonares destaca la importancia de las
caracteristicas histoldgicas y genéticas especificas de las neoplasias pulmonares para la
toma de decisiones terapéuticas. Asi, la clasificacion de los NSCLC en subtipos
histologicos especificos (por ejemplo, ADC vs SCC) determina la elegibilidad para
ciertos tipos de pruebas moleculares y estrategias de tratamiento. El descubrimiento de
mutaciones del EGFR y rearreglos de ALK son blancos terapéuticos efectivos para
inhibidores tirosina quinasa o inhibidores de ALK en pacientes con cdncer de pulmoén.
La importancia de diferenciar ADC de SCC ha sido enfatizada por la observacion que
las mutaciones del EGFR y rearreglos de ALK y ROS1 se encuentran principalmente en
ADC, que pemetrexed es efectivo en adenocarcinoma avanzado antes que en carcinoma
escamoso y que bevacizumab estd contraindicado en carcinoma escamoso, mientras que
nivolumab fue aprobado para pacientes con carcinoma escamoso de pulmoén avanzado.
Debido a las implicaciones terapéuticas, actualmente, se recomienda realizar test

moleculares para mutacién de EGFR y rearreglo de ALK o inmunohistoquimica para
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sobreexpresion de ALK (Travis W, Brambilla E, Burke AP, Marx A, and Nicholson
AG, 2015).

Mutacion del EGFR:

El receptor del factor de crecimiento epidérmico es un gen tipo receptor tirosina cinasa
que puede sufrir mutaciones puntuales, lo que determina una activacién constitucional
tirosina cinasa, constituyendo un tipo de oncogén. Es frecuente en ADC de pulmon.

La mutaciéon del EGFR se asocia con alta respuesta a agentes inhibidores de tirosina
cinasa, preferentemente en un subgrupo de pacientes: mujeres asidticas no fumadoras
con ADC no mucinoso. La mayoria de estas mutaciones se han identificado en los
exones 18-21 del gen EGFR. Estas mutaciones se pueden clasificar en tres categorias:
delecién en el marco de la lectura (in frame) del exén 19, mutaciones insercionales del
exoén 20 y mutaciones sin sentido (missense) de exones 18-21, siendo la més frecuente
la deleciéon del exén 19 y las mutaciones del exén 21L858R. La mayoria de las
inserciones en el exon 20 se asocian con pérdida de respuesta a los inhibidores tirosina
cinasa de EGFR de primera generaciéon. La mutacion T790M en el ex6n 20 se ha
considerado como resistencia adquirida a estos inhibidores (Sakashita S, Sakashita M,

Sound Tsao M, 2014).

Fusiéon ELM4-ALK:

ALK (anaplastic lymphoma kinase) es un protooncogén de tipo receptor de factor de
crecimiento. La fusién con el gen ELM4 (ecchinoderm microtubule-like 4) se forma
como resultado de una pequena inversion dentro del brazo corto del cromosoma 2 que
une el intrén 13 del EML4 con el intrén 19 del ALK [inv (2) (p21; p23)]. Esto genera
una fusién que codifica una proteina tirosina cinasa constitutivamente activada. La
fusion EML4-ALK es rara y se detecta en 3%—13% de pacientes con ADC. Se
distinguen varias variantes por sitios de translocacién (en diferentes intrones) en el gen
EMLA4. Aunque la fusion EML4-ALK es la mas comun, se han reportado otras menos
comunes, incluyendo translocaciones con otros cromosomas como son KIF5B-ALK y

TFG-ALK (Sakashita S, Sakashita M, Sound Tsao M, 2014).

2.1.2 Marcos Conceptuales o Glosario

Estadio TNM40 (Golstraw P et al., 2016):
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Corresponde a la determinacién de estadios segiin la 8va edicién de la clasificacion
TNM del céncer de pulmén, basado en las caracteristicas del tumor (T), estado
metastdsico de los ganglios linfaticos (N) o metdstasis a distancia (M). Clasifica al
cancer de pulmoén en 4 estadios, de acuerdo con las caracteristicas mencionadas (IA, IB,

ITA, 1IB, IIIA, 1IB, IVA, IVB), siendo los estadios III y IV los de peor prondstico.

NO N1 N2 N3 Mla, MI1b, Mlec,

cualquier N | cualquier N | cualquier N
Tla 1A1 IIB 1A 1B IVA IVA IVB
T1b 1A2 1IB 1A 1B IVA IVA IVB
Tlc 1A3 1B 1A 1B IVA IVA IVB
T2a 1B 1B IITA 1B IVA IVA IVB
T2b A IIB 1A 1B IVA IVA IVB
T3 1B 1A 1B Ic IVA IVA IVB
T4 1IA IITA 1I1B IIIC IVA IVA IVB
Pronéstico:

Es el conjunto de datos que posee la ciencia médica sobre la probabilidad de que
ocurran determinadas situaciones en el transcurso del tiempo o historia natural de la

enfermedad.

Sobrevida Global (OS):
Porcentaje de pacientes que permanecen vivos durante un determinado tiempo. Se
calcula con el tiempo de seguimiento (periodo desde el inicio del tratamiento hasta la

dltima consulta o fecha de fallecimiento).

Inmunohistoquimica (IHQ):

Procedimiento histolégico en el que se utiliza un anticuerpo marcado con una enzima,
para la deteccion de un antigeno determinado dentro de un tejido embebido en parafina
y fijado en formalina (FFPET). La enzima unida al anticuerpo permite que la reaccion

antigeno-anticuerpo sea visible al microscopio de luz.
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Reaccion en cadena de polimerasa (PCR):

Técnica de laboratorio utilizada para producir millones de copias en particular de una
determinada region de ADN para que sea analizada. Luego de la amplificaciéon del ADN
mediante esta técnica, este ADN se puede secuenciar, visualizar mediante electroforesis

en gel o clonar en un pldsmido.
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CAPITULO 3: METODOLOGIA

3.1 Tipo y disefio de investigacion

La presente investigacion fue desarrollada bajo el enfoque del paradigma cuantitativo y
el disefio del presente estudio es de tipo descriptivo, observacional, transversal y
retrospectivo.

Observacional: se obtuvieron los datos como estdn registrados en las historias clinicas
estudiadas.

Transversal: se recolectaron los datos registrados en las historias clinicas y se procedid
a la realizacion de IHQ y estudios moleculares de los casos seleccionados en un
determinado momento por Unica vez.

Retrospectivo: los datos fueron procedentes de historias clinicas entre los afios 2007 y

2013.

3.2 Unidad de analisis

Pacientes con diagndstico de carcinoma pulmonar, con historias clinicas disponibles en

el INEN.

3.3 Poblacion de estudio:

Pacientes con diagndstico de carcinoma pulmonar atendidos en el INEN entre los afios

2007 y 2013

3.4 Tamano de la muestra:

80 pacientes cumplieron con los criterios de inclusion.
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Operacionalizacion de las Variables:

VARIABLE

INDICADOR

ESCALA

METODO 1)) )

OBSERVACION

UNIDAD
1))
ANALISIS

INSTRUMENTO

Tipo

histolégico

ALK

Edad

Adenocarcinoma
Carcinoma escamoso
Carcinoma de células
grandes

Carcinoma de células

pequenas

Carcinoma endocrino

Expresado

No expresado

20-29
30-39
40-49
50-59
60-69
70-79
80-89
90-99

Cualitativo

Cualitativo

Cualitativo

Nominal

Nominal

Nominal

Anamnesis

THQ

Anamnesis

Historia

cinica

Biopsia
embebida en

parafina

Historia

cinica

Ficha de recoleccién

de datos

Ficha de recoleccién

de datos

Ficha de recoleccién

de datos




T1

T2
Historia Ficha de recoleccion de
T3 Cualitativo Ordinal Anamnesis
Clinica datos
T4
TX

Estadio I
Estadio II
Cualitativo Ordinal Anamnesis Historia Ficha de recoleccién de
Estadio III
Clinica datos
Estadio IV
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3.5 Seleccion de la muestra:

3.5.1 Criterios de inclusion:

Se incluyeron pacientes con diagndstico de carcinoma pulmonar confirmados con
andlisis microscépico y con muestra incluida en parafina disponible para estudios
moleculares y de inmunohistoquimica. Se examinaron 150 historias clinicas, habiéndose

seleccionado 80 que cumplieron los criterios de inclusion.

3.5.2 Criterios de exclusion:
Se excluyeron pacientes con diagndstico de otros tipos de neoplasias malignas de
pulmon diferente de carcinoma o con inmunodeficiencia primaria o secundaria y que no

cumplian con los criterios de inclusion.
3.6 Técnicas de recoleccion de datos:

3.6.1. Obtencion de historias clinicas:

Se estudiaron las historias clinicas de pacientes con diagndstico de carcinoma pulmonar

en el INEN.

3.6.2. Revision de historias clinicas:
La revision de las historias clinicas permitié evaluar los datos de los pacientes que
cumplieron con los criterios de seleccion. Diariamente se revisaron 20 historias y se
registraron los datos en una ficha de recoleccion (anexo nro. 1). Esto permitié consignar
los siguientes datos:
A. Caracteristicas sociodemograficas
a. Edad
b. Género
c. Lugar de nacimiento y procedencia
d. Ocupacién
B. Caracteristicas clinicas de la enfermedad
a. Sintomas

b. Localizacién y tamafio del tumor

20



C. Respuesta al tratamiento y evolucion clinica

3.6.3. Revision de muestras histopatologicas:

Las muestras que se evaluaron correspondieron a biopsias broncoscépicas, especimenes
operatorios y muestras citoldgicas en bloques celulares. En los casos en que el
preparado histolégico obtenido de los archivos fue deficiente o no estuvo disponible, se
procedio a realizar cortes de aproximadamente 3 um de los bloques de parafina de los
casos correspondientes. Las secciones fueron desparafinadas, rehidratadas y coloreadas
con hematoxilina y eosina (HE). Con las nuevas ldminas se procedié a reevaluar y
confirmar el diagnéstico de acuerdo con los criterios de la OMS vy utilizando
inmunohistoquimica. Se tomaron microfotografias. Los preparados histologicos que
estuvieron en buenas condiciones también se reevaluaron y se realizd
inmunohistoquimica confirmatoria de carcinoma pulmonar en casos que fue necesario.

Los datos fueron llevados a la ficha de recoleccion de datos (anexo 1).

3.6.3.1 Inmunohistoquimica:

Se utiliz6 el método de polimeros (Dako, Envision) con recuperacién antigénica
inducida con calor en bano marfa. Se sumergieron las secciones de los bloques de
parafina en 10-mM de citrato de sodio a pH de 6.5 en una estufa por dos minutos. Se
utilizaron tejido con reaccion positiva y negativa como controles. Se considerd
positividad cuando se observé una franca expresion celular de color marrén oscuro ya
sea en el citoplasma (SINAPTOFISINA, CROMOGRANINA, ALK) o en el nicleo
(TTF1). Se considerdé negatividad cuando no se observo ninguna tincidén. Cuando fue
necesario confirmar el diagnostico de carcinoma pulmonar se usaron 5 anticuerpos
(anexo 2).

La determinacion de la expresion de ALK se realiz6 con la plataforma de Ventana
(Roche) con el anticuerpo ALK clona D5F3 en el laboratorio de referencia Vitro
Molecular (Miami, EE. UU.).

Los datos fueron llevados a la ficha de recoleccién de datos (anexo 1).

3.6.3.2 Test genético de EGFR:
La prueba de deteccion de mutaciones en el Gen EGFR con el sistema Cobas se basa en
dos procesos: 1) la preparaciéon manual de las muestras para obtener ADN gendmico a

partir de FFPET y 2) la amplificacién y deteccion del ADN blanco mediante PCR en
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tiempo real con cebadores y sondas con marcadores fluorescentes. La prueba se ha
disefiado para la deteccion de deleciones en el exén 19 y la mutacién puntual L858R en
el exén 21. Las detecciones se realizaron mediante el andlisis de PCR con el Analizador
Cobas Z 4800.

Estas pruebas se hicieron en el laboratorio de referencia Vitro Molecular (Miami,
Estados Unidos).

Los datos fueron llevados a la ficha de recoleccién de datos (anexo 1).

3.7 Analisis e interpretacion de la informacion

Los datos del estudio se trasladaron a una hoja del programa Excel 2010 de Microsoft
Office.

El andlisis descriptivo de la informacién se hizo a través de frecuencias, porcentajes y
medidas resumen (promedio, mediana y rango).

Las posibles relaciones de las variables en estudio con el resultado negativo o positivo
del EGFRm, del EGFRd, del EGFR global (EGFRm y EGFRd) y del ALK se
analizaron con la prueba Chi-cuadrado y la prueba t para muestras independientes,
seglin correspondia su aplicacion.

El tiempo de seguimiento, para la estimacién de curvas de OS, se calcul6 desde la fecha
de diagnostico o tratamiento hasta la fecha de la muerte (evento de interés) o la fecha de
ultimo control consignada en la historia clinica. Pacientes que no alcanzaron el evento
de interés fueron considerados como censurados. Para estimar y evaluar diferencias
entre las curvas de OS, se usaron el método de Kaplan-Meier y el logrank test
respectivamente.

Un valor p<0.05 se us6 para una relacion (entre variables en estudio y el resultado
negativo o positivo del EGFR correspondiente y del ALK) o diferencia significativa
(entre curvas de sobrevida).

En el analisis se usoé el software estadistico SPSS 22.
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Presentacion de resultados

Tipos histologicos:

De acuerdo al diagnéstico patolégico, hubo 25 (31.3%) pacientes con ADC acinar, 21
(26.3%) pacientes con ADC mixto, 17 (21.3%) pacientes con ADC lepidico, 4 (5.0%)

pacientes con ADC papilar, 3 (3.8%) pacientes con ADC mucinoso, 2 (2.5%) pacientes

con ADC solido y carcinoma de células grandes neuroendocrino, respectivamente y 1

(1.2%) paciente con carcinoma de células pequeiias, carcinoma adenoescamoso, SCC

queratinizante, carcinosarcoma y tumor carcinoide atipico, respectivamente (Tabla N° 1

y Figuras 1 - 7).

Tabla N° 1. Tipos histolégicos de carcinoma de pulmén.

Diagnéstico patoldgico N (%)
Adenocarcinoma acinar 25 (31.3)
Adenocarcinoma mixto 21 (26.3)
Adenocarcinoma lepidico 17 (21.3)
Adenocarcinoma papilar 4(5.0)
Adenocarcinoma mucinoso 3(3.8)
Adenocarcinoma sélido 2(2.5)
Carcinoma de células grandes neuroendocrino 2(2.5)
Carcinoma de células pequeias 1(1.2)
Carcinoma adenoescamoso 1(1.2)
Carcinoma epidermoide queratinizante 1(1.2)
Carcinosarcoma 1(1.2)
Tumor carcinoide atipico 1(1.2)
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Figura 2. Caso de adenocarcinoma tipo papilar, grado 1 (tincion H & E, aumento 40X).
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Figura 4. Caso de adenocarcinoma mucinoso, grado 1 (tincion H & E, aumento 40X).
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Figura 7. Caso de carcinoma de células pequeiia, grado 3 (tincion H & E, aumento 40X).

Caracteristicas patologicas, inmunofenotipicas y moleculares:

Se realiz6 inmunohistoquimica diagndstica en 20 casos. En 15 (75.0%) pacientes se
encontré TTF1+/SNF-/CG-, en 4 (20.0%) pacientes se encontré TTF1-/SNF+/CG+ y en
1 paciente TTF-/SNF-/CG- (5.0%). Segin el grado histolégico, hubo 8 (10.0%)
pacientes G1, 51 (63.7%) pacientes G2 y 14 (17.5%) pacientes G3. 7 (8.8%) pacientes
no presentaron registros. En 72 pacientes se registro el tamafio tumoral, siendo el
tamaio tumoral promedio de 3.6 cm (rango, 1 a 7 cm). El 50% tuvo tamafio tumoral por
debajo de 3.45 cm (mediana de los tamafios tumorales). El promedio de los porcentajes
de necrosis fue 7.6% (rango de 0% a 40%), el 50% de casos tuvieron porcentajes de
necrosis por debajo del 5%.

De los 80 casos evaluados, se pudo obtener material disponible para estudios
moleculares en 76 casos para EGFRm, 78 casos para EGFRd y 77 casos para ALK.
Hubo 4 (5.3%) pacientes con mutacion del exén 21 (L85R) del EGFR (EGFRm) y 72
(94.7%) sin mutacién, 9 (11.6%) pacientes con delecién del exén 19 (E746-E750) del
EGFR (EGFRA) y 69 (88.4%) sin dicha delecion. En conjunto (EGFRm y EGFRd), 13
casos presentaron alteraciones del EGFR (17.3%) y 62 casos (87.7%) no las

presentaron.
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Todos los casos con alteraciones de EGFR expresaron TTF1 (Figura 8).
Segtin ALK, 5 (6.5%) casos fueron positivos y 72 (93.5%) fueron negativos (Tabla N°2
y Figura 9).
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Tabla N° 2. Caracteristicas patolégicas, inmunofenotipicas y moleculares de carcinoma

de pulmon.

N (%)
Inmunohistoquimica
TTF1+ /SNF-/CG- 15 (75.0)
TTF1-//SNF+/ CG+ 4 (20.0)
TTF1-/SNF-/CG- 1(5.0)
Total 20 (100.0)
Grado
Gl 8 (10.0)
G2 51 (63.7)
G3 14 (17.5)
Sin registro 7 (8.8)

Tamaiio tumoral, cm (N=72)
Promedio / Mediana / Rango
Necrosis, % (N=79)
Promedio / Mediana / Rango
Mutacion EGFR

Negativo

Positivo

Delecion EGFR

Negativo

Positivo

Mutacion y delecion de EGFR
Negativo

Positivo

ALK

Negativo

Positivo

SNF: Sinaptofisina, CG: Cromogranina

3.6/3.45/[1-7]

7.6/5 /[0-40]

72 (94.7)
4(5.3)

69 (88.4)
9(11.6)

62 (82.7)
13 (17.3)

72 (93.5)
5(6.5)
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Figura 9. Caso de adenocarcinoma tipo acinar, ALK positivo citoplasmatico (aumento
40X).
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Relacion de caracteristicas clinicas y tipos histolégicos con los EGFR y ALK
(Tabla N° 3):

No se encontré asociacidn significativa del sexo, los tipos histolégicos de ADC acinar y
mixto con EGFRm. No fue posible evaluar la asociacién de TNM, estadio clinico y el
tipo histolégico de adenocarcinoma lepidico con dicha mutacién debido al poco nimero
de pacientes. Los casos con y sin dicha mutacién fueron comparables respecto al sexo,
la edad y los tipos histolégicos de ADC acinar y mixto.

No se encontrd asociacion significativa del sexo, metdstasis a distancia (M), estadio
clinico y los tipos histolégicos de adenocarcinoma lepidico, mixto y acinar con EGFRd.
No fue posible evaluar la asociacién de tumor (T), metdstasis ganglionar (N) con
EGFRd por el poco nimero de pacientes. Los casos con y sin dicha delecion fueron
comparables respecto al sexo, la edad, M y los tipos histolégicos lepidico, mixto y
acinar.

En conjunto (EGFRm y EGFRd), no hubo asociacién significativa del sexo, edad, M y
los tipos histologicos de ADC lepidico, acinar y mixto con las alteraciones del EGFR.
No fue posible evaluar la asociaciéon de T, N y el estadio clinico con las alteraciones del
EGFR Los grupos de pacientes con y sin alteraciones del EGFR fueron comparables
respecto al sexo, la edad, M y los tipos histolégicos de adenocarcinoma lepidico, acinar
y mixto.

No se encontrd asociacion significativa del sexo y M con expresion de ALK. No fue
posible evaluar la asociacion de T, N y los tipos histolégicos de ADC lepidico y mixto
con la expresiéon de ALK por el poco nimero de casos. Se encontré una asociacion
significativa del tipo histolégico de ADC acinar con dicha expresion. Se observo una
mayor proporcion de casos con adenocarcinoma acinar en el grupo de pacientes con
expresion de ALK (ALK+) que en el grupo sin dicha expresion (ALK-) (80% vs 29.2%,
respectivamente). Se encontrd diferencias significativas entre los casos ALK- y ALK+
respecto a la edad, siendo las edades de los pacientes del primer grupo
significativamente mayores que las edades de los pacientes del segundo grupo. Los
grupos de pacientes ALK- y ALK+ fueron comparables respecto al sexo, el tumor y M,

pero no respecto a la edad y el tipo histol6gico de ADC acinar.
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Tabla N° 3. Relacion de caracteristicas clinicas y tipos histolégicos con EGFR y ALK

en carcinoma de pulmon.

Mutacion exén 21 EGFR Deleciéon exén 19 EGFR ALK

Negativo  Positivo Negativo  Positivo Negativo  Positivo
Caracteristicas N=72 N=4 p N=69 N=9 p N=72 N=5 p
Sexo
Hombre 32(444) 3(75.0) 34(49.3) 2(22.2) 31 (43.1) 4 (80.0)
Mujer 40 (55.6) 1(25.0)0 0.329 35(50.7) 7(77.8) 0.166 41(56.9) 1(20.0) 0.171
Edad, aios
Promedio 63.7 74.8 65.3 60.3 65.7 51.6
Mediana 67.0 73.0 0.177 67.0 62.0 0.579 68.5 53.0 0.031
Rango [25-92] [64-89] [25-92] [37-86] [25-92] [35-67]
T
T1 22(32.8) 2(66.7) 21(33.3) 4(50.0) 23 (34.8) 2(50.0)
T2 42 (62.7) 1(33.3) 39 (61.9) 4(50.0) 40 (60.6) 2 (50.0)
T3 2 (3.0 0(0.0) 2@3.2) 0(0.0) 2 (3.0 0(0.0)
T4 1(1.5) 0(0.0) NE 1(1.6) 0(0.0) NE 1(1.5) 0(0.0) NE
X 5 1 6 1 6 1
N
NO 22 (48.9) 1(50.0) 20 (44.4) 2(66.7) 22 (50.0) 0(0.0)
N1 14 (31.1) 0(0.0) 14 (31.1) 1(33.3) 12 (27.3)  2(66.7)
N2 8 (17.8) 1 (50.0) 10 (22.2) 0(0.0) 9 (20.5) 1 (33.3)
N3 1(2.2) 0(0.0) NE 1(2.2) 0(0.0) NE 1(2.3) 0(0.0) NE
NX 27 2 24 6 28 2
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Tabla N° 3 (continuacion). Relacion de caracteristicas clinicas y tipos histolégicos con

los EGFR y ALK en carcinoma de pulmon.

Mutaciéon EGFR (exén 21) Delecion EGFR (ex6n 19) ALK

Negativo  Positivo Negativo  Positivo Negativo  Positivo
Caracteristicas N=72 N=4 p N=69 N=9 p N=72 N=5 p
M
MO 12 (32.4) 0(0.0) 9 (26.5) 2 (33.3) 10 (27.0)  2(50.0)
Ml 25 (67.6) ?100.0) NE 25(73.5) 4(66.7) 1.000 27 (73.0) 2(50.0)0 0.567
MX 35 2 35 3 35 1
Estadio
I 9 (15.8) 1 (25.0) 8 (14.5) 1(12.5) 10 (16.9) 0 (0.0)
I 8 (14.0) 0 (0.0) 9 (16.4) 0(0.0) 9(15.3) 0(0.0)
m 12 (21.1) 1(25.0) 12 (21.8) 1(12.5) 9 (15.3) 3(75.0)
v 28 (49.1) 2(50.00 NE 26 (47.3) 6(75.00 NE 31(525) 1(250) NE
Sin registro 15 0 14 1 13 1
Adenocarcinoma
lepidico
Si 17 (23.6)  0(0.0) 14 (20.3) 2(22.2) 17 (23.6) 0 (0.0)
No 55 (76.4) ?100.0) NE 55(79.7) 7(77.8) 1.000 55 (76.4) fIO0.0) NE
Adenocarcinoma
mixto (acinar-
lepidico)
Si 17 (23.6) 2(50.0) 17 (24.6) 3 (33.3) 19 (26.4) 0(0.0)
No 55(76.4) 2(50.0) 0.259 52(754) 6(66.7) 0.687 53 (73.6) fIO0.0) NE
Adenocarcinoma
acinar
Si 21(29.2) 2 (50.0) 21 (30.4) 4 (44.4) 21(29.2) 4 (80.0)
No 51(70.8) 2(50.0) 0.580 48 (69.6) 5(55.6) 0.457 51(70.8) 1(20.0) 0.036
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Sobrevida global (OS):

En el grupo sin EGFRm se documentaron 19 decesos y en el grupo con EGFRm 1

deceso. La OS en el grupo sin EGFRm se estim6 a los 12, 36 y 60 meses en 86.2%,

63.9% y 56.7%, respectivamente y en el grupo con EGFRm en 50% en cada periodo.

No se encontrd diferencias significativas en la OS segin el EGFRm (Figura N° 10).

Sobrevida global

1,0

0,8
0.6 EGFR mutant specific- Negativo
EGFR mutant specific - Positivo
0,4
0,21
0,0 p=0.426
T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96

Tiempo (meses)

Figura N° 10. Curvas estimadas de la OS segin mutacién de EGFR en carcinoma de

pulmon.
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En el grupo sin EGFRd se documentaron 17 decesos y en el grupo con EGFRd, 3
decesos. La OS en el grupo sin EGFRd se estim6 a los 12, 36 y 60 meses en 85.4%,
65.1% y 61.3%, respectivamente y en el grupo con EGFRd en 83.3%, 62.5% y 41.7%.
No se encontr6 diferencias en la OS segtin el EGFRd (Figura N° 11).

1.0
0,84
- EGFR deletion specific - Hegativo
-E 0,67 ' ' " : :
o
L
g
E
Q
|
L 04—
= ! < = i,
w EGFR deletion specific - Positivo
0,2+
0,07 p=0.890
T T T T I T T I

0 12 24 36 43 60 72 a4 96

Tiempo (meses)

Figura N° 11. Curvas estimadas de la OS segin delecién de EGFR en carcinoma de

pulmon.

Hubo 16 decesos en los casos sin alteraciones de EGFR (EGFRm y EGFRd en
conjunto) y 4 decesos en el grupo con alteraciones del EGFR. La OS en el grupo sin
alteraciones del EGFR se estimé a los 12, 36 y 60 meses en 86.4%, 63.7% y 59.4%,
respectivamente y en el grupo con alteraciones del EGFR en 75%, 60% y 45%. No se

encontrd diferencia significativa en la OS segun alteraciones del EGFR (Figura N°12).
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Figura N° 12. Curvas estimadas de la sobrevida global segtn alteraciones del EGFR en

carcinoma de pulmon.
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En el grupo con ALK+ se documentaron 15 decesos y en el grupo ALK- 3 decesos. La
OS en el grupo con ALK- se estim6 a los 12, 36 y 60 meses en 85.4%, 71.3% y 63.7%
respectivamente y en el grupo ALK+ en 80%, 26.7% y 26.7%. No se encontré
diferencias en la OS segin ALK (Figura N°13).
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0 12 24 36 43 B0 72 84 a5

Tiempo (meses)

Figura N° 13. Curvas estimadas de OS segin ALK en carcinoma de pulmon.
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Caracteristicas sociodemograficas, clinicas y estadio clinico (Tabla N° 4):

Segin el sexo, hubo 36 (45.0%) pacientes hombres y 44 (55.0%) pacientes mujeres. La
edad promedio de los pacientes fue de 64.7 afios (rango, 25 a 92 aos). El 50% de casos
tuvieron edades por debajo de los 67 afios. Segin grupos de edad, hubo 3 (3.8%)
pacientes con edades entre los 20 y 29 afios, 5 (6.3%) entre los 30 y 39 afios, 5 (6.3%)
entre los 40 y 49 afios, 11 (13.8%) entre los 50 y 59 afios, 22 (27.5%) entre los 60 y 69
afos, 23 (28.8%) entre los 70 y 79 afos, 8 (10.0%) entre los 80 y 89 anos y 3 (3.8%)
entre los 90 y 99 afios. Segtn el estadio T, hubo 25 (31.3%) pacientes T1, 45 (56.3%)
T2, 2 (2.5%) T3, 1 (1.3%) T4 y 7 (8.8%) TX. Segin el estadio N, hubo 24 (30.0%)
pacientes NO, 15 (18.8%) N1, 10 (12.5%) N2, 1 (1.3%) N3, y 30 (37.5%) NX. Segtin el
estadio M, 12 (15.0%) pacientes fueron M0, 29 (36.3%) M1 y 39 (48.8%) MX. Segtin el
estadio clinico, hubo 10 (12.5%) pacientes EC I, 9 (11.3%) EC 11, 13 (16.3%) EC 111, 32
(40.0%) EC IV, y 16 (20.0%) pacientes no presentaron registros.
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Tabla N° 4. Caracteristicas sociodemogréficas, clinicas y estadio clinico de carcinoma

de pulmon.

N (%)
Sexo
Hombres 36 (45.0)
Mujeres 44 (55.0)
Edad, aiios
Promedio / Mediana / Rango 64.7 /67 /[25-92]
Grupos de edad
20-29 3(3.8)
30-39 5(6.3)
40-49 5(6.3)
50-59 11 (13.8)
60-69 22 (27.5)
70-79 23 (28.8)
80-89 8 (10.0)
90-99 33.8)
T
T1 25 (31.3)
T2 45 (56.3)
T3 2(2.5)
T4 1(1.3)
X 7 (8.8)
N
NO 24 (30.0)
N1 15 (18.8)
N2 10 (12.5)
N3 1(1.3)
NX 30 (37.5)
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Tabla N° 4 (continuacion). Caracteristicas sociodemograficas, clinicas y estadio

clinico de carcinoma de pulmon.

N (%)
M
MO 12 (15.0)
M1 29 (36.3)
MX 39 (48.8)
Estadio
I 10 (12.5)
II 9(11.3)
I 13 (16.3)
v 32 (40.0)
Sin registro 16 (20.0)

4.1 Analisis, interpretacion y discusion de resultados

Durante los ultimos afios, el mejor conocimiento de los aspectos genéticos y
moleculares en las neoplasias ha permitido un enfoque distinto en el diagndstico y
tratamiento de las diversas enfermedades oncolédgicas. Especificamente, en relacion con
el carcinoma del pulmén, destaca una evolucién significativa desde las primeras
clasificaciones morfoldgicas hasta la dltima (2015), en la que se consideran los datos
histolégicos, genético-moleculares, clinicos, radiologicos e inmunofenotipicos, lo que
ha permitido mejorar el diagndstico y tratamiento (Barrionuevo C y Duenas D, 2019).
La importancia de la determinacién de mutaciones de ciertos genes en carcinoma de
pulmon ha sido intensamente investigada en los tltimos afios y ha demostrado tener un
alto impacto en la respuesta terapéutica de esta neoplasia, sobre todo en el tipo
histologico ADC, habiéndose reportado resultados exitosos en su tratamiento con
inhibidores de la tirosina quinasa (ITK) y anticuerpos monoclonales en casos con
mutaciones especificas de EGFR (Nan X, Xie Ch, Yu X, and Liu J, 2017). Lo mismo ha

ocurrido cuando se detectan rearreglos genéticos de ALK y ROS, lo que ha permitido el
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tratamiento con inhibidores de ALK; asimismo cuando se identifica la mutacién del
BRAF, que permite el uso terapéutico de sus inhibidores (Pakkala S, and Ramalingam
SS, 2018). Més aun, recientemente se ha demostrado que estimulando la respuesta
inmunoldgica por parte de linfocitos T citotéxicos en el carcinoma de pulmén, se
produce una importante respuesta antitumoral; para esto, una estrategia efectiva ha sido
el bloqueo de la molécula PD-1, lo que produce una importante respuesta antitumoral,
sobre todo cuando la proteina PD-L1 (su ligando) se encuentra sobre-expresada en el
tejido neoplésico. De tal manera que, en la actualidad, la determinacion de alteraciones
genéticas como son, mutacion de EGFR y BRAF o rearreglos genéticos de ALK y
ROS-1, ademds de otras promisoras mutaciones diana como la del MET, RET o la
fusion del NTRK y la expresion de PD-L1, son de creciente importancia en el
tratamiento del carcinoma de pulmon (Pakkala S, and Ramalingam SS, 2018).

Las alteraciones genéticas mds frecuentemente encontradas en ADC de pulmén son, la
mutacién del EGFR y la fusién de ALK. En paises caucdésicos la frecuencia de esta
mutacion en ADC varia entre el 10 y 20%, mientras que, en paises asidticos, esta
mutacion fluctia entre 35 y 45%. En general, el rearreglo de ALK se presenta en 5% de
los ADC, no habiéndose reportado diferencias entre regiones como con la mutacién del
EGFR (Powell CA, Brambilla E, Bubendorf L, et al., 2015). En reportes
latinoamericanos la frecuencia de alteraciones del EGFR en nuestro pais ha tenido
diversos resultados, habiéndose reportado hasta en 67% (Arrieta O, Cardona AF,
Bramuglia GF, et al., 2011) y (Arrieta O, Cardona AF, Martin C, et al., 2015). En
nuestros casos, nosotros encontramos 17% de alteraciones del EGFR. Si bien es cierto
esta baja frecuencia respecto a otros estudios puede explicarse debido a que la delecion
en el exén 19 y la mutacion en el exén 21 no son las unicas alteraciones que se han
descrito en el gen EGFR, éstas a su vez representan el 90% de las alteraciones en este
gen (Zhang T, Wan B, Zhao Y, et al., 2019). Es interesante el hecho que la poblacién
indigena americana presenta mayor frecuencia de mutaciones de EGFR que otras
poblaciones. En un estudio donde se compar¢ la frecuencia de mutaciones de EGFR de
poblaciones indigena americana (31% peruana), europea y africana, se encontré que
47% de los primeros presentaron dichas mutaciones frente al 23% y al 20% de la
poblacién europea y africana respectivamente. Esto puede deberse a la relacion étnica
de los indigenas americanos con la poblacidn asidtica, la que presenta alta frecuencia de
mutaciones de EGFR (Gimbrone NT, Sarcar B, Gordian ER, et al., 2017). Nosotros

especulamos que, debido a que en nuestra casuistica no ha habido poblacién indigena,
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siendo todos nuestros pacientes mestizos, procedentes de la ciudad de Lima, se
explicaria en parte la frecuencia de alteraciones de EGFR encontrada en nuestros casos.
Otra razén podria ser que, en la bisqueda de casos, muchos fueron descartados por no
tener materiales disponibles para estudios moleculares e inmunohistoquimicos,
habiéndose podido seleccionar solo 80 casos de 150.

Diversos estudios han reportado que las mutaciones del EGFR se han considerado como
factores de prondstico adversos en ADC de pulmén (Travis WD, Noguchi M, Yatabe Y,
et al., 2015), lo que coincide con la menor OS encontrada en nuestros casos con
alteraciones de EGFR, sin embargo, la mayor importancia de este hallazgo radica en
que es un factor predictivo de respuesta a ITKs. Otro dato importante en relacién con
EGEFR es el tipo histolégico, habiéndose descrito que los tipos no mucinosos son lo que
con mayor frecuencia presentan alteraciones de este (Motoi N, Szoke J, Riely GJ, et al.,
2008). 50 De los 80 casos que estudiamos, 72 fueron ADC, de los cuales 3 fueron de
tipo mucinoso, ninguno de los cuales presentdé mutaciones, corroborando esta
informacion. De los tipos histolégicos de ADC invasivo, los tipos lepidico, acinar y
mixto presentaron delecion del EGFR y los tipos acinar y mixto mutacién del EGFR.
No tuvimos ningtin caso papilar o micropapilar, tipos histolégicos fuertemente asociado
a alteraciones de EGFR, lo que también explicaria en parte la frecuencia de alteracién
del EGFR encontrada en nuestros casos (De Oliveira Duarte Achcar R, Nikiforova MN,

and Yousem SA, 2009).

Como en otros reportes, en nuestros casos de ADC, hubo més mujeres que hombres con
alteraciones del EGFR (Subramanian J, and Govindan R, 2007), aunque esta diferencia
no fue estadisticamente significativa, quizd por el poco numero de casos con
mutaciones. Es importante destacar que solo un paciente manifestd ser fumador
moderado y solo cinco fueron fumadores leves, lo que esta de acuerdo con la literatura
respecto a que los ADC asociados a mutaciones del EGFR son frecuentes en no
fumadores, especialmente mujeres (Sun S, Schiller JH, and Gazdar AF, 2007). Otro
dato que también ha sido reportado previamente es que los casos con expresion de
TTFI son los que mas frecuentemente presentan alteraciones de EGFR frente a los que
no expresan esta proteina (Travis WD, Noguchi M, Yatabe Y, et al., 2015), lo que
también pudimos observar en nuestros casos, pues todos los que tuvieron alteracién del
EGEFR expresaron TTF1. Esta proteina es producto del gen TTF-1/Nkx2.1/TITF]1 el cual

es un factor de transcripcion esencial para la diferenciaciéon y morfogénesis del pulmén
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y la tiroides, habiéndose encontrado que su amplificacion se asocia con progresion en
ADC de pulmén (Boggaram V, 2009) y (Weir BA, and Woo MS, 2007).

La otra alteracion frecuente en ADC de pulmén es la translocaciéon de ALK. Es la
segunda mds frecuente y se detecta en 4 - 7% de pacientes con este tipo de carcinoma de
pulmoén. Nosotros encontramos 7% de casos ALK positivos, lo que estd de acuerdo con
otros estudios (Soda M, Choi YL, Enomoto M, et al., 2007). Interesantemente, la
correlacion con un tipo especifico de ADC fue estadisticamente significativa, siendo el
tipo acinar el més frecuentemente encontrado en los casos ALK positivos (Leer-Florin
A, Moro-Sibilot D, Melis A, et al., 2012). Otro tipo histolégico que se relaciona con la
fusion del ALK en ADC pulmonar es el de células en anillo de sello (Yoshida A, Tsuta
K, Watanabe S, el al., 2011). En nuestros casos, ninguno present6 un componente de
ese tipo. Otro dato que se corrobora en este estudio es que la fusion del ALK no se
relaciona con el pronéstico en ADC pulmonar, de tal manera que su importancia radica
fundamentalmente en ser un factor predictivo para la respuesta con inhibidores de ALK.
En efecto, en el 2007, el investigador Hiroyuki Mano y su grupo de colaboradores,
describieron la translocacion de ALK con EML4 en cancer de pulmén. Posteriormente,
en el 2011, en una aprobacién acelerada, la FDA aprobé el primer inhibidor de ALK
(IALK), Crizotinib, después de haberse demostrado que la respuesta clinica a estos
inhibidores era dramdticamente superior a los tratamientos convencionales en casos
avanzados de ADC pulmonar. Su utilidad fue reportada como mejor tratamiento en
segunda linea y en sobrevida libre de progresion (Shaw AT, Kim DW, Nakagawa K, et
al., 2013) y (Solomon BJ, Mok T, Kim DW, et al., 2014). Debido a que posteriormente,
por diversos mecanismos, aparecieron resistencias a este IALK, se disefiaron otros, de
segunda generacion, mas potentes como son alectinib, brigatinib y ceritinib (Camidge
DR, Peters S, Mok T, et al. , 2018). En todos los casos, se subraya la determinacién de
la fusién del ALK como predictor de respuesta a IALKs. Para la deteccion de esta
translocacién, los métodos que han demostrado eficacia son FISH e THQ (clona D5F3).
Esta dltima es una herramienta sensible y especifica de bajo costo y de interpretacién
relativamente sencilla (Le Quesne J, Mauryua M, Yancheva SG, et al., 2014) y(Waynes
MW, Shol LM, Dietel M, et al., 2014). Nuestros casos fueron analizados mediante THQ
para ALK (D5F3). Como lo que ocurre con las alteraciones del EGFR, los casos de
ADC de pulmén con fusién de ALK son usuales en pacientes no fumadores, aunque a
diferencia de los primeros, son menos frecuentes en mujeres (Travis WD, Noguchi M,

Yatabe Y, et al.,, 2015). Ninguno de nuestros pacientes fue fumador y no hubo
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diferencia estadistica significativa por sexo. Los pacientes que presentaron con mayor
frecuencia expresion de ALK fueron significativamente mds jovenes, lo que estd de
acuerdo con la literatura (Shaw AT, Yeap BY, Mino-Kenudson M, et al., 2009).

Un hecho importante en las alteraciones genéticas en cdncer de pulmon,
independientemente del método usado, es que éstas generalmente son mutuamente
excluyentes, de tal manera que su determinacién puede ser secuencial. Esto facilita la
adopcién de protocolos para optimizar el manejo de las muestras y la metodologia
usada.

Otro dato para destacar es la alta frecuencia de ADC encontrada en nuestros casos
(90%). Actualmente, este tipo histolégico es el mds frecuente en el mundo tanto en
hombre como en mujeres (Barta JA, Powell ChA, and Wisnivesky JP., 2019). Aunque
todos los tipos de carcinoma de pulmén se han asociado al consumo de tabaco, diversas
investigaciones han demostrado que los tipos SCC y SCLC son los que muestran mayor
asociaciéon con este agente nocivo (Travis W, Brambilla E, Burke AP, Marx A, and
Nicholson AG, 2015). En las dltimas décadas las campafias antitabaco lograron una
disminucion global de la incidencia de los carcinomas tipo SCC y SCLC, lo que implic
un incremento relativo de los ADC (Brawley OW, Glynn TJ, Khuri FR, et al., 2014).
Aun asi, el fumar cigarrillo o la exposicién al humo del tabaco sigue siendo el mas
importante factor de riesgo asociado al carcinoma de pulmén (Boffetta P, Pershagen G,
Jockel K-H, et al., 1999). En nuestros casos, solo un paciente fue fumador moderado y
tuvo carcinoma pulmonar tipo SCC. En nuestro pais, el cdncer de pulmén ocupa el
quinto lugar en frecuencia de neoplasias malignas pero el segundo en mortalidad (Payet
E, Perez P, Poquioma E y Diaz E., 2016). A diferencia de paises europeos o de USA, el
consumo de tabaco no ha sido tan frecuente en nuestro pais, lo que explica, en parte, la
frecuencia encontrada. Sin embargo, la alta mortalidad de esta enfermedad es un reto
para la determinacion de estrategias de deteccidn temprana y tratamientos innovadores.
En relacién con esto dltimo, se recalca la importancia de conocer las alteraciones
moleculares en carcinoma de pulmoén, sobre todo las mas frecuentes. Las referidas a K-
RAS, EGFR y ALK representan el 35%, 15% y 5% respectivamente. 12.5%
corresponden a alteraciones de MET, BRAF, Her2, KIF5-RET y ROS, de tal manera
que en 32.5% de los casos aun no se han detectado alteraciones moleculares (Kerr KM.,
2013). Como ya se menciond, la importancia de la determinacion de la mutacion de K-

RAS radica en el hecho de que ésta es mutuamente excluyente con las otras alteraciones
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descritas, no habiéndose disefiado aun una terapia basada en esta alteracion (Powell CA,
Brambilla E, Bubendorf L, et al. , 2015).

La alta frecuencia de ADC encontrada en nuestra casuistica, acorde con lo observado en
otros paises, puede estar relacionado a los factores de riesgo y a los tipos de alteraciones
moleculares relacionados a este tipo de neoplasia. La diferencia entre ADC y SCC no
solo es histoldgica o de presentacién anatdémica, si no también de origen carcinogénico.
En efecto, en los tltimos afios, se ha desarrollado la teoria de los dos compartimentos en
la génesis del carcinoma pulmonar (Desai TJ, Brownfield DG, and Krasnow MA,
2014). La ubicacién anatémica diferente de los ADC y SCC en el pulmén, se debe a
aspectos funcionales especificos. El compartimento aéreo central sirve para mantener el
sistema de conduccion de aire, mientras que el intercambio gaseoso ocurre en la unidad
terminal respiratoria del compartimento periférico. Los elementos carcindgenos del
tabaco se dirigen a las vias aéreas central y periférica, aunque el mayor efecto ocurre en
el compartimento central. En contraste, los carcinomas de pulmén no asociados a los
efectos del tabaco, son causados por factores desconocidos que afectan la unidad
respiratoria terminal. La activacion del EGFR y otras alteraciones drivers estan

asociadas a no fumadores y la del KRAS a fumadores (Desai et al., 2014).
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CONCLUSIONES

En nuestra casuistica, el carcinoma de pulmén mads frecuente fue el ADC, siendo el
subtipo mads frecuente el acinar.

Las alteraciones moleculares mds frecuentes fueron la delecion del exén 19 y la
mutacion del ex6n 21 del EGFR (en conjunto 17%), seguida de la fusién del ALK (7%).
La frecuencia de alteraciones de EGFR en nuestros casos fue madas baja que las
encontradas en otros estudios con pacientes peruanos. Esto puede deberse a varias
razones, como no haberse estudiados otros tipos de mutaciones del EGFR, el origen
étnico de nuestros pacientes (no indigena) y la exclusion del estudio de varios casos
(47%) por no tener material disponible para estudios moleculares e
inmunohistoquimicos.

Las alteraciones del EGFR no se asocia estadisticamente a edad, sexo, estadio clinico,
tipo histologico y OS en nuestros casos, aunque los que eran portadores de estas
alteraciones tuvieron menos OS que los que no la tuvieron.

La fusién del ALK no se asocia al sexo, estadio clinico y OS en nuestros casos. Hubo
asociacion significativa con la edad (pacientes mds jovenes) y tipos histolégico (acinar).
Los hallazgos encontrados no difieren significativamente de los encontrados en la

literatura.
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RECOMENDACIONES

En casos de carcinoma pulmonar debe determinarse el tipo histolégico en la medida de
lo posible, especificando los tipos histolégicos ADC y SCC, dada la relacion entre estos
tipos y los tratamientos personalizados.

En los casos en que sea posible, debe determinarse el subtipo histolégico de ADC dada
la mayor frecuencia de alguno de estos con alteraciones moleculares (acinar, papilar,
lepidico no mucinoso).

En casos de carcinoma pulmonar, luego de establecido el tipo histolégico, se deben
realizar estudios para determinar las alteraciones moleculares més frecuentes: KRAS,
EGFR y ALK, dada su relacién con terapia personalizada.

Debe establecerse un protocolo de estudio molecular, iniciando con las més frecuentes y
continuar secuencialmente con las subsiguientes en frecuencia, teniendo en cuenta que
éstas son mutuamente excluyentes, optimizando de esta manera los recursos del
laboratorio.

Siendo la técnica de IHQ para la fusién de ALK Optima para esta determinacion, se

recomienda su uso en el trabajo de rutina.
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CAPITULO 7. ANEXOS

Anexo 1. Ficha de recoleccion de datos

DATOS DE FILIACION

e Iniciales:

e Niimero de historia clinica:

e Nombre del investigador: Carlos Barrionuevo Cornejo
e Teléfono de contacto: (511) 2016500 anexo 1451

e Fecha de nacimiento:

e Lugar de nacimiento:

e Procedencia:

e Ocupacion:

DATOS DIAGNOSTICOS

e Fecha diagnostica del episodio (AP inicial):

e Numero de biopsia diagndstica:

DATOS CLINICOS
Sintomas al inicio de la enfermedad Masa
Sangrado
Dolor
Otros:
Ubicacion del tumor
Territorios ganglionares con metastasis
(especificar)
Metastasis a distancia (especificar)
Estadio TNM [/1I/01/1V
EVOLUCION

e Exitus: Si/ No. Fecha del exitus: __ / [/
e (Causa del exitus:
o Neoplasia: Si/ No

o Toxicidad por el tratamiento: Si/ No. Detallar:




o Segunda neoplasia. Si/ No. Detallar:

o Otras: Si/ No. Detallar:

e Ultima visita: Fecha: Estado de ultima visita: [J Vivo en RC [J Vivo con
enfermedad [] Muerto

DATOS ANATOMOPATOLOGICOS:

Diagnéstico histolégico confirmado:
Inmunohistoquimica:

DATOS MOLECULARES Y DE ALK:

Mutacion de EGFR (presente / ausente):
Delecion de EGFR (presente /ausente):

Sobreexpresion de ALK (presente / ausente):

Anexo 2. Anticuerpos para inmunohistoquimica

Anticuerpo Marca Dilucion Metodo (Automatizado) Recuperacion
antigénica

CK7 DAKO READY TO AUTOSTAINER (Dako | TRIS EDTA, 20 MIN
USE Cytomation)

CK20 DAKO READY TO AUTOSTAINER (Dako | TRIS EDTA, 20 MIN
USE Cytomation)

TTF1I DAKO READY TO AUTOSTAINER (Dako | TRIS EDTA, 20 MIN
USE Cytomation)

Napsin/A DAKO READY TO AUTOSTAINER(Dako TRIS EDTA, 20 MIN
USE Cytomation)

Sinaptofisina DAKO READY TO AUTOSTAINER(Dako TRIS EDTA, 20 MIN
USE Cytomation)

Cromogranina | DAKO READY TO AUTOSTAINER(Dako TRIS EDTA, 20 MIN
USE Cytomation)

53



