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RESUMO

Introdugéao: A expressao de PD-L1 como marcador preditivo de resposta ao tratamento do carcinoma pulmonar de
ndo pequenas células (CPNPC) permite identificar os doentes com maior probabilidade de beneficiar de tratamen-
to com inibidores de checkpoints imunolégicos. O principal objectivo deste estudo foi determinar as taxas de posi-
tividade/negatividade de PD-L1 de biopsias com diagndstico de CPNPC durante o ano de 2017 e 2018 no CHU-
Porto e comparar com as taxas previstas.

Materiais e métodos: Procedeu-se ao levantamento de todas as biopsias de pulméao, brénquio ou pleura com
diagndstico de neoplasia primaria epitelial e categorizou-se de acordo com a idade e sexo dos doentes, o diagnds-
tico relatado, o nivel de expressado de PD-L1 e o estudo mutacional.

Resultados: Dos 262 casos identificados, 57% correspondem ao diagndstico de adenocarcinoma, 26% a carcino-
ma epidermoide, 11% a neoplasia neuroenddcrina e 6% a outros. A expressao de PD-L1 foi avaliada em 215 biop-
sias das 229 registadas com o diagnéstico de CPNPC. Destes 215 casos, 54% foram negativos, 26% revelou po-
sitividade ligeira a intermédia e 20% positividade elevada para PD-L1.

Discussao e conclusao: A avaliagdo da expressao de PD-L1 em biopsias de carcinomas de origem pulmonar é
uma ferramenta essencial para a definicdo do tratamento destes doentes. Os valores aqui descritos de expresséo
de PD-L1 na pratica clinica do CHUPorto s&do tendencialmente mais negativos do que os descritos no ensaio clini-
co original mas semelhantes aos descritos por estudos de vida real. Atendendo ao impacto que a expressao de
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PD-L1 tem na gestéo de doentes com CPNPC na pratica clinica diaria, é relevante conhecermos a nossa realidade.
Como perspectivas futuras, consideramos importante a analise de correlagdo da expressédo de PD-L1 com os re-
sultados do tratamento com inibidores dos checkpoints imunoldgicos.
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ABSTRACT

Introduction: The expression of PD-L1 as a predictive marker of response to treatment of non-small cell lung can-
cer (NSCLC) allows the identification of patients most likely to benefit from treatment with inhibitors of immune
checkpoints. The main objective of this study was to determine the PD-L1 positivity/negativity rates of biopsies
diagnosed with NSCLC during the year 2017 and 2018 at CHUPorto and compare with the predicted rates.
Materials and methods: All biopsies of lung, bronchus or pleura diagnosed with primary epithelial neoplasia were
surveyed and categorized according to the age and sex of patients, the reported diagnosis, the level of expression
of PD- L1 and the mutational study.

Results: Of the 262 cases identified, 57% were diagnosed with adenocarcinoma, 26% with squamous cell carcino-
ma, 11% with neuroendocrine neoplasia and 6% with others. PD-L1 expression was evaluated in 215 biopsies out
of 229 recorded with the diagnosis of NSCLC. Of these 215 cases, 54% were negative, 26% showed mild to inter-
mediate positivity and 20% high positivity for PD-L1.

Discussion and conclusion: The evaluation of PD-L1 expression in lung cancer biopsies is an essential tool for
defining the treatment of these patients. The values of PD-L1 expression described here in the clinical practice
of CHUPorto tend to be more negative than those described in the original clinical trial, but similar to those des-
cribed by real-life studies. Given the impact that the expression of PD-L1 has on the management of patients with
NSCLC in daily clinical practice, it is important to know our reality. As future perspectives, we consider important
the correlation analysis of PD-L1 expression with the results of treatment with inhibitors of immune checkpoints.
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INTRODUCAO

A expressao de PD-L1 como marcador pre-
ditivo de resposta ao tratamento do carcinoma
pulmonar de nédo pequenas células (CPNPC)
permite identificar os subgrupos de doentes que
tém maior probabilidade de beneficiar de tera-

péutica com agentes inibidores de checkpoints
imunologicos. A sua determinagéo é feita de for-
ma sistematica na pratica clinica diaria, uma vez
que tem implicagdes terapéuticas em doentes
com doenca localmente avangada e metastati-
ca'’. Asua determinagdo é realizada por anato-
mopatologistas através de estudo imunohisto-
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quimico. A avaliagdo do marcador PD-L1 em
biopsias de CPNPC no Servico de Anatomia
Patologica (SAP) do Centro Hospitalar e Univer-
sitario do Porto (CHUPorto) teve inicio no final
do ano de 2016. Apds alguns anos de experiéncia
com este marcador, torna-se necessario avaliar
se as taxas de positividade/negatividade deste
marcador estdo de acordo com as taxas previstas
pelos ensaios clinicos que as preconizaram e de
acordo com o esperado na pratica clinica.

O principal objectivo deste estudo foi determi-
nar as taxas de positividade/negatividade do PD-
-L1 de biopsias com diagndstico de CPNPC du-
rante o ano de 2017 e 2018 e comparar com as
taxas previstas nos ensaios clinicos.

MATERIAIS E METODOS

No ambito deste trabalho, procedeu-se ao le-
vantamento de todas as biopsias de pulmao, bron-
quio ou pleura com diagnéstico de neoplasia pri-
maria epitelial, incluindo adenocarcinoma,
carcinoma epidermoide, neoplasia neuroendocrina
ou outros carcinomas, que deram entrada no SAP
do CHUPorto, nos anos de 2017 e 2018. Foram
identificados 262 casos com estes critérios. As
biopsias foram categorizadas de acordo com a
idade e sexo dos doentes, o diagndstico relatado,
o nivel de expressao de PD-L1 (negativo (0-1%),
positivo ligeiro a intermédio (1-49%) e positivo
elevado (>50%)) por imunohistoquimica com o
anticorpo anti-PD-L1 da DAKO, clone 22C3, e o
estudo mutacional, que incluia mutagdes nos ge-
nes EGFR, BRAF e RAS por biologia molecular e
o estudo de rearranjos do gene ALK por citogené-
tica. Neste estudo, o nivel de expresséo do PD-L1
foi determinado, de acordo com as instrugdes do
fabricante do anticorpo®, pelo Tumor Proportion
Score (TPS), que requer a presenga de 100 ou
mais células tumorais viaveis, e constitui a razao
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entre o niumero de células tumorais positivas e o
numero total de células tumorais. A positividade é
reconhecida como marcagao membranar, comple-
ta ou incompleta, fraca a intensa. A analise esta-
tistica foi realizada com o Microsoft Excel.

RESULTADOS

A idade média dos doentes da amostra ana-
lisada foi de 66 anos, sendo 76% do sexo mas-
culino e 24% do sexo feminino. A distribuicdo do
diagnostico por sexo foi assimétrica, sendo o
exemplo mais evidente o do diagndstico de car-
cinoma epiderméide que, nos anos de 2017 e
2018, apenas afetou 3 mulheres (Grafico I).

Griéfico . Distribuigdo dos casos por sexo e por diagnostico
em numero absoluto

I - DIAGNOSTICO POR SEXO
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ADENOCARCINOMA CARCINOMA NEOPLASIA OUTROS
EPIDERMOIDE  NEUROENDOCRINA

Dos 262 casos identificados, 149 (57%) cor-
respondem ao diagndstico de adenocarcinoma,
68 (26%) a carcinoma epidermodide, 30 (11%) a
neoplasia neuroenddcrina e 15 (6%) a outros
carcinomas como por exemplo, carcinoma mu-
coepidermoide ou carcinoma sem outra especi-
ficacdo (SOE) (Grafico ).




Grafico Il. Distribuicdo dos diagndsticos seleccionados em
percentagem
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Em relagdo ao marcador TTF1, constata-se
que foi aferido em 22 dos 30 casos de neoplasia
neuroenddcrina revelando positividade em 17
amostras testadas (77%). Dos 149 doentes com
o diagnostico de adenocarcinoma, em 137 foi
realizado o estudo imunohistoquimico para TTF1,
sendo positivo em 112 casos (82%) e negativo
em 25 (18%).

A expressao de PD-L1 foi avaliada em 215
biopsias das 229 registadas com o diagndstico de
carcinoma de nao pequenas células (CPNPC), que
inclui os diagndsticos de adenocarcinoma, carci-
noma epidermdide e carcinoma SOE (Tabela 1).
Destes 215 casos, 54% foram negativos, 26%

Gréfico lll. Distribuicdo da categoria de PD-L1 por diagnos-
tico em numero absoluto. CNPC — Carcinoma de ndo peque-
nas células, SOE — Sem outra especificagdo
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revelou positividade ligeira a intermédia e 20%
positividade elevada para PD-L1 (Grafico Ill).

Em 2017 e 2018, o estudo das mutagdes em
casos de adenocarcinoma ja se encontrava ins-
tituido no SAP do CHUPorto. O painel de estudo
mutacional incluia mutagdes nos genes EGFR,
BRAF e RAS por biologia molecular e o estudo
de rearranjos do gene ALK por citogenética. Dos
149 casos de adenocarcinoma, o estudo muta-
cional foi realizado em 133 casos. Foram identi-
ficadas mutagdes em 76 doentes, corresponden-
do a uma percentagem de 57% dos casos
testados. A mutacdo RAS foi a mais frequente
(47 doentes), seguida da mutacao de EGFR (21
doentes), rearranjo de ALK (5 doentes) e mutacgéao
de BRAF (3 doente) (Grafico IV). Nao foram iden-
tificadas mutagdes em 57 casos (43%).

Tabela 1. Distribuicdo da avaliagdo do PD-L1 por diagndstico em numero absoluto e percentagem. CNPC — Carcinoma de néo

pequenas células, SOE — Sem outra especificagéo

PD-L1 Total CNPC Adenocarcinoma Carcinoma epiderméide Carcinoma SOE
Categoria Intervalo N.° % N.° % N.° % N.° %
Negativo 0-1% 115 54% 71 51% 41 60% 3 33%
Positivo 1-49% 56 26% 38 28% 17 25% 1 1%
Positivo 250% 44 20% 29 21% 10 15% 5 56%
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Grafico IV. Estudo mutacional de adenocarcinomas: distri-
buigdo em percentagem
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DISCUSSAO

A avaliacdo da expressao de PD-L1 em biop-
sias de CPNPC é uma ferramenta essencial para
a definicdo do tratamento destes doentes'”. De
facto, frequentemente, a Unica amostra avaliada
€ o tecido de biopsia, que por definicao é exiguo,
nao existindo acesso a totalidade da neoplasia
se o doente ndo tiver indicagado cirurgica. De
lembrar, que a expressao de PD-L1 em carcino-
mas pulmonares é comprovadamente heterogé-
nea®?, com focos de maior expressao e focos de
menor ou até expressao ausente, logo levantando
o problema de representatividade da biopsia. A
colheita de tecido de biopsia em quantidade su-
ficiente é fulcral, ja que estudos anteriores reve-
laram que a representatividade da biopsia esta
relacionada com a quantidade de amostra®.

Os valores aqui descritos de expressao de
PD-L1 na pratica clinica do CHUPorto s&o ten-
dencialmente mais negativos do que os descritos
no ensaio clinico KEYTRUDA KEYNOTE-024
em que se baseou a aprovagado do anticorpo
utilizado no SAP'. A distribuicdo pelas 3 cate-
gorias (negativo, positivo ligeiro a intermédio e
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positivo elevado) nesse estudo inicial era de
31%, 39% e 30% respectivamente. Nas biopsias
de 2017 e 2018 do CHUPorto, a distribuicao
pelas 3 categorias (negativo, positivo ligeiro a
intermédio e positivo elevado) foi de 54%, 26%
e 20% respectivamente. Outros estudos como
o de Munari et al. (2017) demonstraram negati-
vidade em 60% das biopsias de adenocarcinoma
e carcinoma epidermoide. Esta tendéncia de
negatividade podera estar relacionada com di-
versos factores, nomeadamente com a repre-
sentatividade da neoplasia como ja referido.
Outros factores podem incluir questdes técnicas,
diferencas intra- e inter-observador e o nimero
de casos existentes. Importante mencionar tam-
bém que um ensaio clinico por definigao controla
um conjunto de variaveis que, na pratica clinica
envolvendo a populagdo em geral, dificilmente
€ possivel. De referir ainda que a intensidade
de marcacéo nao é relevante para a categoria
de expressao atribuida a biopsia mas pode in-
fluenciar inadvertidamente a classificagao da
mesma, ja que uma intensidade forte de marca-
¢ao é facilmente reconhecida em detrimento de
uma intensidade fraca''.

Aanalise da expressao de PD-L1 nesta amos-
tra permite ainda assinalar que, comparando os
diagnésticos de adenocarcinoma e carcinoma
epidermdide, a distribuicdo de negatividade e
positividade do PD-L1 é semelhante com uma
ligeira tendéncia para os carcinomas epidermoi-
des serem mais frequentemente negativos para
PD-L1. Curiosamente, nos carcinomas SOE, os
casos positivos fortes foram mais frequentes,
mas, dado o numero reduzido de casos, ndo &
possivel inferir tendéncias.

Relativamente a expressao do anticorpo TTF1
constata-se que 18% dos adenocarcinomas sao
negativos para este marcador, percentagem esta
inferior a descrita previamente'? (25%). Este mar-




cador é de suma importancia no diagnéstico de
neoplasias pulmonares contribuindo para aferir
se o carcinoma presente no pulmao € primario
ou secundario. A maioria dos carcinomas de ori-
gem pulmonar é positiva para TTF1 permitindo,
juntamente com os dados clinicos e imagiol6gi-
cos, a definicao da origem da neoplasia.

Relativamente as percentagens de frequéncia
das mutagdes testadas, as descritas neste estudo
s&o consistentes com as referidas em estudos
prévios'. Actualmente, o estudo molecular de
neoplasias € um campo em franco crescimento
tornando-se um forte aliado no diagnéstico deta-
Ihado das mesmas. O estudo molecular com
identificacdo de drivers oncogénicos passiveis
de terapéutica dirigida a alvos moleculares é fun-
damental no tratamento da doenga avancgada,
com impacto positivo na sobrevivéncia nestes
doentes quando tratados com terapéutica alvo.
Cada vez mais tem existido um investimento para
a determinacao sistematica destes drivers onco-
génicos em doentes com CPNPC n&o-escamoso,
com a utilizacao preferencial de painéis multigé-
nicos que permitem uma determinagéo mais alar-
gada destes biomarcadores. Também esta des-
crito o impacto que algumas alteragbes driver
podem ter na resposta a imunoterapia com inibi-
dores dos checkpoints imunolégicos™, pelo que
para a definicdo da melhor estratégia de trata-
mento na doenga avangada é necessaria a inte-
gracao dos diferentes biomarcadores (PD-L1 e
drivers oncogénicos) no algoritmo de decisado
clinica.

CONCLUSAO

A avaliagédo da expressao de PD-L1 em car-
cinomas de origem pulmonar reveste-se de gran-
de interesse na pratica clinica. Assim, a aprecia-

¢ao da realidade hospitalar torna-se uma
ferramenta importante na melhoria dos cuidados
prestados ao doente.

De futuro, seria importante aferir se a taxa de
positividade do PD-L1 se correlaciona como prog-
nostico dos doentes seleccionados para trata-
mento imunoldgico, com diagndstico de CPNPC.
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