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trophil 5.59 × 109, platelets count 197 × 109/L. Her serum sodium

levels were 138 mEq/dL, and the blood urea nitrogen (BUN) and

creatinine values were 20 mg/dL and 0.9 mg/dL respectively. C

reactive protein (CRP) was 252 ng/ml, while procalcitonin was

78.7 �g/L. Arterial blood gas showed a pH of 7.30 and PaO2 of

60 mmHg, PCO2 46 mmHg, SaO2 90%.

Initially, the patient was started empirically with broad-

spectrum antibiotics: Vancomycin 1 g/12 h, Amikacin 1 g/12 g and

Orvagyl 500 mg/8 h.  Blood culture, throat culture, blood fungal cul-

ture, acid-fast bacillus blood culture, and urine culture were all

negative. Despite antibiotics therapy, patient was febrile up to

38 ◦C,  and in the absence of adequate laboratory as well as radiolo-

gically answer, therapy was changed into Meropenem 1 g/12 h and

Orvagyl 500 mg/8 h. On third day, patient was afebrile and feeling

better. Her CRP was 9.7 ng/ml, white count 11.2 × 109/L, platelets

210 × 109/L. During the following days, the patient’s condition,

and laboratory parameters improved in parallel with the neu-

trophil count. She received above mentioned therapy for fourteen

days after she was discharged in good condition and radiological

finding. She was released from the hospital with recommended

Propylthiouracil 50 mg  twice daily. She was regularly checked

up by endocrinologist and pulmonologist with no relapse of

disease.

Antithyroid drugs, especially thioamides—including propylt-

hiouracil, methimazole and carbimazole—have adverse hematolo-

gical effects, ranging from mild leukopenia to agranulocytosis and

aplastic anemia. Agranulocytosis, defined as a marked decrease in

the number of granulocytes, frequently <500/�L,  is  a  rare compli-

cation. Fever and sore throat are common symptoms of antithyroid

drug induced agranulocytosis.3 Patients with an absolute neutrop-

hil count <100/�L  tend to have a greater risk of infectious and fatal

complications than do patients with a  neutrophil count >100/�L.

The mortality rate is  greater in patients aged ≥65 years than in

those aged <65 years.4

The lungs are the most common organ to  be infected in febrile

neutropenic patients. The chest radiograph is the standard initial

investigation to look for pulmonary changes, but its sensitivity has

been shown to be very low. High resolution computed tomography

(HRCT) chest can detect the abnormality with a high degree of accu-

racy, as well as differentiate between different types of infections.5

It is extremely useful in  early detection or  exclusion of a  focus of

infection and characterization of the focus. Exact etiological dia-

gnosis is not possible in  most of the cases, but identification of

broad category of infective causes itself is  very important for the

appropriate therapy. Previous studies have proven that the most

common cause of febrile condition is  Pseudomonas aeruginosa.5

Our case was  different from previous described in literature, in its

beginning, but  similar in good prognosis after granulocyte colony-

stimulating factor and empirical antibiotic therapy. However, the

recovery time in  our  cases was slightly longer than in  previous cases

(14 vs. 6.8 days).6 Nowadays, more people are undergoing surgical

treatment as a  permanent solution.7

In  conclusion, ATD-induced agranulocytosis is rare, but the

severity of this possibly life-threatening condition means its ma-

nagement is essential to a  good prognosis. Our case suggests that

patients with antithyroid drug-induced agranulocytosis who  pre-

sent with severe infections should be treated empirically with

broad-spectrum antibiotics with antipseudomonal activity.

Alternative way  in patients with hyperthyroidisms is surgery

or radioactive iodine which seem to  be effective options to restore

an euthyroid state. In fact, radioactive iodine was  demonstrated as

a successful option, with 88.8% of patients experiencing euthyroi-

dism after treatment.
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Expresión de PD-L1 en muestras de cáncer
pulmonar no microcítico obtenidas por
EBUS-TBNA

PD-L1 Expression in a  Non-Small Cell Lung Cancer Specimen

Obtained by EBUS-TBNA

Estimado Director:

El  cáncer pulmonar es la primera causa de muerte por cáncer en

el mundo, tanto en hombres como mujeres, dando cuenta de 1,6

millones de muertes anualmente, y en  Chile representa la segunda

causa de muerte por cáncer1,2. El cáncer pulmonar no microcítico

(CPNM) corresponde al  85% de los cánceres pulmonares y desafor-

tunadamente en hasta el 80%  de los casos se  diagnostica en etapas

avanzadas, requiriendo terapia sistémica3.  El tratamiento de estos

pacientes ha tenido avances significativos en las  últimas décadas

con la aparición de terapias dirigidas contra mutaciones específi-

cas de las células tumorales (conocidas como targeted therapies)  y

más recientemente con la inmunoterapia.

Una de las inmunoterapias más  utilizadas son  los anticuerpos

monoclonales contra PD-1 o PD-L1. Su acción se basa  en la capaci-

https://doi.org/
www.archbronconeumol.org
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.arbres.2017.10.008&domain=pdf
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
dx.doi.org/10.1200/JCO.2006.09.9887
dx.doi.org/10.1200/JCO.2006.09.9887
mailto:cruz.patricia@hotmail.com
https://doi.org/10.1016/j.arbres.2017.08.018
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.arbres.2017.10.008&domain=pdf
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
mailto:mariomiranda7@hotmail.es
https://doi.org/10.1016/j.arbres.2017.09.013
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.arbres.2017.10.008&domain=pdf
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
mailto:edmarchiori@gmail.com
https://doi.org/10.1016/j.arbres.2017.08.020
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.arbres.2017.10.008&domain=pdf
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0080
mailto:patriciadionisio1@gmail.com
https://doi.org/10.1016/j.arbres.2017.10.001
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.arbres.2017.10.005&domain=pdf
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0300-2896(17)30319-8/sbref0070
mailto:lazovic.biljana@gmail.com
https://doi.org/10.1016/j.arbres.2017.10.005
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.arbres.2017.10.008&domain=pdf


Cartas científicas / Arch Bronconeumol. 2018;54(5):284–296 291

A

C D

B

Figura 1. Imágenes microscópicas del tumor en muestras obtenidas por EBUS-TBNA y de las respectivas tinciones inmunohistoquímicas con anticuerpo anti-PD-L1 E1L3N. A)

Adenocarcinoma (hematoxilina-eosina, 40×).  B)  Tinción de membrana > 50% de las células neoplásicas (PD-L1 E1L3N XP Rabbit mAb, 40×).  C) Adenocarcinoma (hematoxilina-

eosina,  40×). D) Tinción de membrana >  1% de las células neoplásicas (PD-L1 E1L3N XP Rabbit mAb, 40×).

dad de algunos tumores de evadir el sistema inmune mediante la

expresión de PD-L1, ligando para una proteína llamada PD-1 (pro-
grammed cell death protein 1).  Al producirse la  unión entre PD-1 y

PD-L1 se inhibe la  activación del linfocito T y  por tanto se  inhibe

la  respuesta inmune normal contra células tumorales. Algunas de

estas terapias ya están aprobadas en el tratamiento de cáncer pul-

monar, con sobrevidas globales mayores que las obtenidas con

quimioterapia tradicional4.

Uno de los desafíos más  importantes del uso de inhibidores de

PD-L1 radica en la capacidad de identificar a los pacientes ade-

cuados. Entre los marcadores más  utilizados están la expresión de

PD-L1 en las células tumorales, expresión que se evalúa con téc-

nicas de inmunohistoquímica. Pembrolizumab, por ejemplo, es  un

anticuerpo monoclonal anti-PD-1 aprobado para el tratamiento del

CPNM que en terapia de primera línea requiere que al menos el  50%

de las células tumorales expresen PD-L1, y  en  el  caso de segunda

línea, al menos el 1%5.

Los estudios que han permitido aprobar las terapias anti-

PD-L1 se han realizado todos utilizando muestras grandes de tejido,

ya sea biopsias excisionales o las llamadas core biopsy5-7. Esta no

está siempre disponible en  pacientes con CPNM, puesto que fre-

cuentemente el diagnóstico se  realiza con muestras más  pequeñas

obtenidas a través de punción por aguja asistida por endosonogra-

fía de vía aérea (EBUS-TBNA). Esta es una técnica mínimamente

invasiva, que ha sido recomendada por múltiples sociedades como

la técnica diagnóstica de elección en lesiones de vía aérea central

o que requieren estadificación mediastínica8,9. La utilidad de este

tipo de biopsias para medir la expresión de PD-L1 no está clara y

pudiera ser diferente en  términos de precisión diagnóstica, funda-

mentalmente el número de células tumorales en  estas muestras. El

objetivo de la  presente comunicación es  reportar la factibilidad de

la determinación de la expresión de PD-L1 en  muestras de CPNM

obtenidas mediante EBUS-TBNA.

Realizamos una revisión retrospectiva de todos los casos de

CPNM en los cuales se solicitó estudio de PD-L1. Los casos fueron

identificados a  partir de la base de datos de Anatomía Patológica,

e incluyó a todos los pacientes desde el 1 de julio de 2015, fecha

desde la cual la técnica está disponible en nuestro centro, y hasta el

1 de junio de 2017. Este estudio fue aprobado por el comité de ética

de nuestra institución. El diagnóstico histopatológico y el análisis de

la expresión de PD-L1 fueron realizados por un patólogo experto en

patología pulmonar. Se consideró que las muestras eran adecuadas

para tinción de PD-L1 si presentaban más  de 100 células neoplási-

cas evaluables. Las muestras que estaban fijadas en  formaldehído al

4%, tamponadas e incluidas en  parafina, se cortaron en  fracciones de

tejido de 4 �m de espesor y fueron teñidas con hematoxilina-eosina

e incubadas con el anticuerpo monoclonal anti-PD-L1 (E1L3N
®

)  XP
®

RabbitmAb en sistema automatizado Benchmark ULTRA de Ven-

tana (Roche), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. La

evaluación de la expresión de PD-L1 se realizó en base a  un recuento

manual del  porcentaje de células neoplásicas con  tinción de mem-

brana, fuese parcial o completa, independiente de su  intensidad

(fig. 1A-D).

De un total de 23 solicitudes de PD-L1, todas las  muestras fueron

adecuadas para estudio de PDL-1. De estos 23 casos, 18 correspon-

dían a  adenocarcinomas, 3 a  escamosos, uno a  adenoescamoso y

uno a carcinoma no microcítico no especificado.

El promedio de edad fue de 70 años (rango 41-88), con mayo-

ría de los pacientes (12/23, 52%) de sexo femenino. Las muestras

correspondían a aspirados de linfonodos en 20 de 23 pacientes

(87%) y el resto provenían de lesiones adyacentes a  vía aérea central.

En los 23 casos analizados, se observaron 3 (13,04%) muestras

que presentaban tinción de PD-L1 en  > 50% de las células neoplási-

cas, 6 (26,08%) presentaban tinción entre 1-50%; y  en 14  (60,86%)

casos la tinción era <  1%). De los 14 casos con tinción< 1%, 11 no

presentaban ninguna tinción. En la  tabla 1 se  muestra el resul-
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Tabla 1

Características de muestras sometidas a PD-L1 obtenidas mediante EBUS-TBNA

n  (%)

Edad, promedio 69,5

Origen de la muestra
Linfonodo 20 87

Pulmón 3 13

Expresión PD-L1
< 1% 3 13

1-10% 3 13

10-50% 3 13

50-100% 3 13

Sin  expresión 11 47

tado de la tinción inmunohistoquímica anti-PD-L1 en las células

neoplásicas.

Este estudio sugiere que en un alto porcentaje de casos las

muestras obtenidas por EBUS-TBNA son adecuadas para evaluar

la expresión de PD-L1 en  células neoplásicas, de la misma  forma

que son útiles para la  determinación de las  mutaciones más

frecuentes10. El porcentaje de muestras positivas, definido como

tinción de más  de un 50% de las células neoplásicas, fue de solo del

13% (IC 95%: 0,028-0,336), con una gran mayoría de casos que  son

negativos para la  expresión de PD-L1. Al utilizar 1% como punto de

corte de positividad, esta cifra sube al 26% (IC 95%: 0,10-0,48).

Existen escasos estudios que evalúan la expresión de PD-L1 en

muestras obtenidas por EBUS-TBNA11-12.  Las biopsias de mayor

tamaño reportan positividad de PD-L1 de alrededor del 50%, con

punto de cohorte >  50%7,13.  Si  bien estas cifras parecen mayores que

las observadas en nuestro grupo, esto pudiera ser solo producto del

azar debido al número reducido de casos (esto se ve reflejado en

el amplio intervalo de confianza). De existir realmente un número

más  bajo de muestras positivas para PD-L1, en comparación con

las reportadas en la  literatura, estas pudieran estar relacionadas

con diferencias étnicas de nuestra población, así como también

diferencias dadas por la técnica, por ejemplo, debido a  la  heteroge-

neidad tumoral.

Este es el primer estudio en Sudamérica que evalúa la fac-

tibilidad de medición de PD-L1 en muestras de EBUS-TBNA.

Lamentablemente tiene las  limitaciones del  escaso número de

pacientes y  provenientes todos del mismo  centro. Cabe señalar que,

si bien es posible medir expresión de PD-L1 en muestras obtenidas

por EBUS, desconocemos si  la positividad en muestras obtenidas

por aguja es representativa de la positividad en el tumor prima-

rio  y, más  importantemente, si  son útiles para predecir respuesta

a terapia. Estas preguntas deberán ser objeto de futuras investiga-

ciones.
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