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Introduccién

El cancer de pulmén es un problema de salud publica a nivel mundial ya que es la
primera causa de mortalidad por céancer. El término “cancer de pulmén” (antes
llamado carcinoma broncogénico) engloba todos las neoplasias malignas que se
originan en las vias respiratorias inferiores y parénquima pulmonar. Del 95% de
los casos, 15% corresponden a cancer de células pequefias (CPCP) y 80% a
células no pequenas (CPCNP). Esta determinacion cobra demasiada importancia
ya que el prondstico y tratamiento es muy diferente entre ambos grupos.

MARCO TEORICO
Epidemiologia

El cancer de pulmon es la principal causa de mortalidad por cancer en el mundo,
tanto en mujeres como en hombres. En el 2012 present6 una incidencia a nivel
mundial de 1.8 millones de casos nuevos, provocando 1.6 millones de muertes.(1)
En México, de acuerdo con GLOBOCAN 2012, esta enfermedad tuvo una
incidencia de 8,439 casos, por debajo de cancer mama y cérvix uterino en mujeres
y de préstata en hombres, y discretamente por debajo de cancer colo — rectal.
Pero en mortalidad, se mantuvo como la principal causa en ambos sexos con
7,608 defunciones (9.7% del total de mortalidad por cancer) en el pais.
Lamentablemente a cinco afos, sélo el 16.6% de los Pacientes diagnosticados
con cancer de pulmén estaran vivos, independientemente del estadio al
diagnostico.(2)

Factores de riesgo

Existen factores de riesgo modificables (ambientales) y no modificables
(genéticos) que juegan un papel importante en el desarrollo de cancer de pulmon.
El principal factor de riesgo es el tabaquismo, identificado desde hace afios como
un factor causal directo de este tipo de cancer en el 90% de los casos.(3) El humo
del tabaco contiene varios quimicos carcin6genos como nitrosaminas y epéxido de
benzopireno. El riesgo de desarrollar cancer de pulmén aumenta conforme al
indice tabaquico (IT). De forma general se sabe que el riesgo es veinte veces
mayor en un fumador de una cajetilla al dia durante cuarenta afios comparado con
alguien que nunca ha fumado. En una serie mexicana, los fumadores aumentaron
su riesgo diez veces mas que la poblaciéon no fumadora, de desarrollar cancer de
pulmén primario a partir de un IT de 10. (4) Asi también el tabaquismo pasivo
confiere un mayor riesgo de desarrollar cancer pulmonar (RR 1.05 a 1.24,
dependiendo de la serie).(5, 6)

Existen factores genéticos que aumentan el riesgo y modifican el prondstico del
cancer pulmonar. Algunos estudios han encontrado que el riesgo relativo de
cancer pulmonar relacionado unicamente al antecedente familiar en primer grado,
ajustado a edad, género, residencia, educacion y tabaquismo es de 1.57.(7) Otros



estudios han sugerido loci susceptibles para cancer de pulmén que incluyen
cromosomas 6q, 5p15.33, 13g31.3, 15025 y 6p21.(8-10) También se han
demostrado polimorfismos en las enzimas CYP1Al y CYP1B1 del citocromo p450,
asi como polimorfismos en los genes de reparacion MLH1 y MSH2 y glutation-S-
transferasas.(11, 12) Algunas mutaciones especificas se han identificado en un
namero limitado de familias no fumadoras con altas tasas de CPCNP. La mejor
estudiada son las mutaciones germinales en el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR).(13)

Otros factores de riesgo identificados son la exposicion al gas raddn, asbesto
(principalmente en fumadores), inflamacién pulmonar cronica, fibrosis pulmonar,
tuberculosis, exposicion a éter, hidrocarburos aromaticos poli — ciclicos, cromo,
niquel, cadmio, berilio, silice y humo de diésel.(14-18)

La radioterapia (Rt) puede incrementar el riesgo, en pacientes que han recibido
esta modalidad de tratamiento para otras neoplasias, de un segundo primario de
cancer de pulmén. Este riesgo esta bien identificado en Pacientes con
antecedente de linfoma de Hodgkin(19) y céancer de mama.(20) El virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) incrementa el riesgo de cancer de pulmén
comparado con los controles no infectados.(21)

Los estudios epidemiol6gicos no han logrado demostrar que alguna intervencion
dietética (antioxidantes, vegetales verdes o fitoestrégenos) disminuya la incidencia
de cancer de pulmén en individuos con riesgo elevado. Incluso, en el estudio de
prevencion con alfa - tocoferol y beta - caroteno, demostrd por el contrario un
incremento de cancer de pulmén entre los fumadores que eran suplementados
dietéticamente con beta-caroteno.(22)

Biologia del cancer de pulmoén

Se desconocen en la mayoria de los casos, los eventos especificos que
promueven la transformacion maligna de las células del epitelio bronquial.
Previamente se discutieron las variaciones genéticas (componente intrinseco) y
los carcinbgenos ambientales (componente extrinseco) que contribuyen al
desarrollo del cancer de pulmén.(23) El conjunto de ambos provocan eventos
moleculares que conllevan a la ganancia o pérdida de funciones y por ende a la
des — regulaciéon de vias genéticas involucradas en la proliferacion, diferenciacion,
apoptosis, migracién, invasion y otros procesos caracteristicos de las células
malignas. Existen diversas alteraciones moleculares adquiridas conocidas en los
pacientes con cancer de pulmon. (Tabla 1).(24)

El papel del tabaco en la génesis del cancer pulmonar estd bien descrito, ya que
su metabolito téxico, el diol epodxido esta involucrado en las mutaciones del gen
TP53.(25) Uno de los efectos carcindgenos del humo del tabaco es debido a la
formacion de aductos de ADN, que provoca errores en la replicacion del ADN y las
mutaciones subsecuentes. El dejar de fumar por lo menos cinco afios disminuye
los niveles de aductos en el tejido bronquial a niveles similar a los no



fumadores.(26)

De la anormalidades genéticas adquiridas clinicamente mas importantes, son la
mutacion en EGFR y la fusién de la cinasa de linfoma anaplasico (ALK).(27) De
forma general, ambas mutaciones se consideran excluyente una de la otra. La
mayoria de pacientes con estas mutaciones son menores de 67 afos, no
fumadores o fumadores ligeros (IT <10), histologia adenocarcinoma y de origen
asiatico (30 — 70% vs. 17% en paises occidentales).(28)

Las mutaciones en el gen de EGFR ocurren en occidente en un 17% de los
pacientes con cancer de pulmoén y consisten en deleciones de aminoacidos en el
exon 19 (LREA) y mutaciones puntuales en el exon 20 (L858R), lo que provoca
una sefializacion constitutiva y activacion de AKT promocionando de esta manera
la proliferacion celular independiente de la estimulacion de ligandos.(29) Si los
Pacientes tienen alguna mutacion detectada en el EGFR, son candidatos en el
contexto metastasico a terapia blanco con inhibidores de tirosina — cinasa (TKIs)
del EGFR (actualmente aprobados erlotinib, gefitinib y afatinib) cuyas tasas de
respuesta objetiva van del 43% al 90%.(30)

Las fusiones en ALK se encuentran del 7% de los pacientes con cancer de
pulmén. Existe actualmente en primera linea de tratamiento para estos Pacientes
otro TKI: crizotinib. Este medicamento tiene respuestas objetivas de 66% (95% IC;
58 to 73). (31)

Las respuestas a los TKIs son de gran magnitud y persisten aln en Pacientes con
varias lineas previas de tratamiento previo. Esto sugiere que los tumores
desarrollan una “adiccién” a éstas vias mutadas.(32) Lamentablemente la regla es
la progresion de la enfermedad, secundario al desarrollo de mecanismos de
resistencia por las células malignas. La mutacién de resistencia mas documentada
es la substitucion de treonina por metionina en la posicién 790 en el exén 20
(T790M).(33)

La secuencia de cambios histologicos en el epitelio normal hacia células malignas
es diferente para cada subtipo de cancer de pulmén. Hay poca evidencia en
cuanto los pasos de cada uno de ellos. Actualmente se sugiere que el carcinoma
epidermoide se desarrolla a partir de metaplasia epidermoide y carcinoma in situ.
Los adenocarcinomas provienen de lesiones hiperplasicas adenomatosas atipicas
y los carcinomas de células pequefias provienen de hiperplasia neuroenddécrina.
Actualmente existe un gran campo de investigacion en esta area. Se conoce que
54% de los Pacientes con lesiones displasicas de alto grado desarrollaron cancer
en los siguientes dos afos, pero curiosamente el 80% de los tumores se
presentaron en lugares diferentes al sitio del carcinoma in situ.(34) Una hipétesis
para explicar lo anterior, es que el potencial replicativo del cancer de pulmén se
encuentra en las células madre de pulmdn, cuya biologia es poco conocida. Las
terapias actuales estan dirigidas a la masa tumoral, y aln con respuestas
patolégicas completas, el fallo de los tratamientos es debido a que ninguna
terapéutica actualmente esta dirigida al potencial de divisién de las “células madre



cancerigenas”, lo cual promete ser el futuro del tratamiento.(35)
Presentacion clinicay diagnostico

Las manifestaciones clinicas del cancer de pulmén dependeran del sitio del tumor
primario, su diseminacion intratoracica, de la presencia o no de metastasis y de
sindromes paraneoplasicos asociados (osteoartropatia hipertréfica, hipercalcemia,
sindrome de secrecion inadecuada de hormona anti diurética [SIADH], Sindrome
miasténico de Lambert — Eaton, encefalitis limbica, por mencionar algunos).(36) La
mayoria de los Pacientes tienen antecedente de tabaquismo de varios afios con
sintomas secundarios al crecimiento tumoral intra — toracico (tos, disnea, disfonia)
o a la enfermedad metastasica en casi un tercio de los Pacientes (sintomas del
sistema nervioso central, dolor 6se0).(37) Puede estar el cuadro acompafado de
sintomas constitucionales como pérdida de peso, fatiga, anorexia y debilidad. No
existe ningun sintoma o signo patognomaénico de esta enfermedad y la posibilidad
de un tumor maligno siempre debe de estar dentro del diagndstico diferencial.
Algunas series, con mas de 3,500 Pacientes en total, han descrito las diferentes
manifestaciones al momento del diagnostico de Pacientes con cancer de pulmén
(Tabla 2). (38, 39)

Es necesaria una evaluacion integral por un grupo multi — disciplinario para el
diagnéstico del cancer de pulmén. Cualquier nédulo sospechoso pulmonar debe
de someterse a biopsia o reseccién quirargica limitada (tru-cut guiado por TC o
reseccion en cufia) incluso antes de una lobectomia. Todo caso debe de
individualizarse, tomando en cuanto las comorbilidades del Paciente, la
localizacion del tumor, la presencia o no de enfermedad mediastinal, metastasis y
la experiencia del centro hospitalario. Para los nédulos sospechosos se puede
realizar ultrasonido endobronquial (EBUS), broncoscopia navegacional o biopsia
percutanea guiada por tomografia.(40)

Lo mas importante durante el abordaje diagnéstico es poder identificar de forma
adecuada a los Pacientes que se beneficiaran de un tratamiento definitivo
(enfermedad local y localmente avanzada) y los que necesitaran un tratamiento
paliativo (enfermedad metastésica).(41)

Ademas de una historia clinica detallada, son necesarios los estudios de imagen
para poder determinar el estadio correcto de la enfermedad. Se recomienda
realizar una tomografia computada (TC) contrastada de térax, abdomen y pelvis
para evaluar la extension del tumor. Lamentablemente la TC no puede brindar
informacion funcional o metabdlica. Debido a lo anterior, el estudio de tomografia
por emision de positrones — TC (PET-CT) combina la modalidad de imagen de la
TC junto con informacion metabdlica tumoral, para enfermedad ganglionar
mediastinal el PET-CT comparado con la TC sola tiene una sensibilidad (98 vs.
86%), especificidad (44 vs. 59%) y un valor predictivo negativo de 98%.(42)
También tiene mayor poder para detectar metastasis ocultas extra toracicas que la
TC sola (Sensibilidad 98%, especificidad 92%, valor predictivo positivo 89% y valor



predictivo negativo 98% para el PET — CT vs. 98, 18, 71 y 89% de la TC
respectivamente). El Clinico debe tener en cuenta los diagndsticos diferenciales
que deben considerarse en casos de falsos positivos (infecciones, procesos
quirdrgicos recientes, etc.) y considerar la biopsia ante la duda de enfermedad
metastasica.(43)

Actualmente el CPCNP se clasifica de acuerdo al sistema TNM de la AJCC 72
edicién. (Tabla 3)(44)

Clasificacion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica a los tumores primarios de
pulmoén en cuatro grandes grupos histolégicos:(45)

1. Adenocarcinoma (38%)

2. Carcinoma epidermoide (20%)

3. Carcinoma de células grandes (5%)

4. Carcinoma de células pequefas (13%)

También en la clasificacién se incluyen: Otros carcinomas de células no pequefias
gue no pueden ser clasificados (18%) y Otros (6%).

Desde 2011 la Asociacion Internacional para el Estudio del Cancer de Pulmén
(IASLC) en conjunto con la Sociedad Americana de Torax (ATS) y la Sociedad
Europea Respiratoria (ERS) presentaron una clasificacion Internacional para el
adenocarcinoma de pulmon, esto con el objetivo de unificar terminologias y
criterios diagnésticos, asi como el manejo multidisciplinario y las técnicas de
proceso del tejido. La clasificacion es la siguiente:(46)

1. Lesiones preinvasoras
e Hiperplasia adenomatosa atipica
e Adenocarcinoma in situ (€3 cm; antes llamado carcinoma bronquiolo
alveolar)
e NoO mucinoso
e Mucinoso
e Mixto mucinoso / no mucinoso

2. Adenocarcinoma minimamente invasor (<3 cm. tumor
predominantemente lepidico con invasiéon <5 mm.)
e NO mucinoso
e Mucinoso
e Mixto mucinoso / no mucinoso

3. Adenocarcinoma invasor
e Predominantemente lepidico (antes llamado patron bronquiolo alveolar no
mucinoso con >5 mm. de invasion)
e Predominantemente acinar
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e Predominantemente papilar
¢ Predominantemente micropapilar
¢ Predominantemente solido con produccion de mucina

4. Variantes de adenocarcinoma invasor
e Adenocarcinoma invasor mucinoso (antes llamado carcinoma bronquiolo
alveolar mucinoso)

e Coloide
e Fetal (alto y bajo grado)
e Entérico

La incidencia relativa del adenocarcinoma ha incrementado draméaticamente, junto
con una disminucion correspondiente de los otros subtipos de CPCNP
(especialmente el carcinoma epidermoide) y CPCP. Este incremento en la
incidencia del adenocarcinoma se infiere es secundaria a la introduccion de los
cigarrillos con filtro en 1960, aunque esta relacibn no se ha comprobado por
completo y necesita de mas estudios que lo corroboren.(47)

Pronéstico

El estadio al diagnéstico, es el factor con mayor impacto en el prondstico de los
Pacientes. Para la revision del sistema TNM en la séptima edicion de la AJCC, se
revisaron mas de treinta y un mil casos de la base de datos del Surveillance,
Epidemiology and End Results (SEER) de los Estados Unidos. Los resultados
demostraron un pronéstico sombrio aun en los estadios mas tempranos (IA con
una mediana de supervivencia global de 60 meses) y peor en los estadios
avanzados (seis meses de mediana de supervivencia en el estadio 1V). (Tabla 4)
(48)

En los Pacientes con enfermedad metastasica, existen estudios que han asociado
diferentes parametros clinicos con un prondstico pobre en la supervivencia. Un
modelo identificd las siguientes variables como de peor prondstico en cancer de
pulmén avanzado: metastasis en piel (HR 1.88), ECOG 1 - 2 (HR 1.46); pérdida de
apetito (HR 1.62), metastasis hepaticas (HR 1.32), 24 sitios metastasicos (HR
1.20) y no cirugia previa (HR 1.32).(49) Otros factores predictivos reconocidos en
enfermedad metastasica, son las mutaciones en el gen EGFR y el gen fusion
EML4 - ALK, cuyo impacto en el prondstico y tratamiento ha sido discutidos
previamente

En cuanto a los hallazgos de la histopatologia, se han descrito algunas variables
que tienen impacto en el prondstico de los Pacientes con cancer_de pulmén
resecable. Existen resultados divergentes en cuanto al pronostico de los
Pacientes dependiendo de la histologia tumoral (adenocarcinoma vs. carcinoma
epidermoide).(50, 51) Otra variable con resultados no definitivos son el grado de
diferenciacion tumoral en Pacientes con enfermedad operable (a menor
diferenciacion peor pronéstico).(52, 53) La invasién vascular tiene un impacto
negativo en el prondstico de los Pacientes con tumores T1-2 NO. Una serie de 746
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Pacientes, identificé permeacion vascular microscopica en 257 individuos (34%) y
comparado con aquellos que no tuvieron invasion vascular, la supervivencia global
a cinco afos fue peor en aquellos con invasién microscopica a vasos (65 vs. 55%
respectivamente).(54)

Lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilo (NGAL)

La lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilo (NGAL), también se conoce con
los nombres de como lipocalina — 2, siderocalina, uterocalina y 24p3. Es una
proteina de 25 kDa perteneciente a la superfamilia de lipocalinas, las cuales
desempefian el papel de transportadores de sustancias hidrofébicas. En particular,
la NGAL captura hierro en el espacio extracelular, transportandolo al espacio
intracelular a través de su receptor transmembrana especifico (24p3R, megalina),
aumentando los niveles intracelulares de hierro. Este es el mecanismo que
relaciona a la NGAL con su funcion en la inmunidad innata al ser liberado por los
neutrofilos. Esto a su vez llevd al descubrimiento de que la NGAL se libera como
una proteina de fase aguda en la inflamacion, activando vias enzimaticas
dependientes de hierro.(55)

Sin embargo, recientemente se ha encontrado a la NGAL como un participante
activo en el proceso de crecimiento y diferenciacion de tejidos desde la etapa
embrionaria, lo que se traduce en un regulador fisiologico de la multiplicacion
celular. De hecho, se ha descubierto que su unién con el receptor 24p3R regula la
proliferacion celular mediante un mecanismo de deplecion o aumento del hierro
intracelular, el cual deriva a la célula hacia la apoptosis o hacia la supervivencia
celular, respectivamente. Por otro lado, se ha determinado que la NGAL actia en
la carcinogénesis no sélo por las vias mencionadas, sino mediante la regulacion
de la metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9), ya que forma un homodimero o
heterodimero con esta enzima (de aqui su nombre, al ser la MMP-9 una
gelatinasa), lo cual protege a esta ultima de la degradacion y, se ha planteado
incluso, que acelera su activacién.(56)

La relacién entre un aumento de la expresion de NGAL en ciertos tipos de cancer
se ha establecido, con resultados variables y contradictorios. A pesar de su claro
papel en la proliferacion celular y la cooperacion en la degradacién de la matriz
extracelular, los resultados muestran una incipiente relacién con un peor estadio
clinico patolégico, prondstico y supervivencia en tumores de mama, eséfago y
estbmago(57-61). Existe informacion no concluyente o controvertida en pacientes
con carcinoma renal(62) y de pancreas(63), asi como una correlacion de
pronéstico menos desfavorable en el cancer anaplasico de tiroides y ovario.(64)

Metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9)

Las metaloproteinasas de matriz (MMP) son una familia de enzimas que consisten
en al menos 28 endopeptidasas dependientes de zinc, las cuales se encargan de
la degradacién de los componentes de la matriz extracelular (MEC). Esta familia
comparte componentes especificos funcionales y estructurales los cuales incluyen
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principalmente un péptido — sefal hidrofébico, un dominio de propéptido para la
latencia enzimatica y un dominio catalitico con un sitio de union a zinc altamente
conservado. Las MMP pueden actuar como enzimas secretadas libres o como
proenzimas transmembrana. Ambas requieren activacion posterior a Ssu
secrecion.(65)

Las MMP se encargan de la degradacion de los componentes de la MEC en
situaciones fisiologicas y patoldgicas. De estas ultimas, la progresion e invasion
tumoral es la que concierne a este texto. Se ha descrito el papel de las MMP en
este proceso a varios niveles. Por un lado, las MMP modulan las interacciones
entre las células dentro del tumor, degradando la E-cadherina en las uniones; y
por otro lado modula la relaciébn del tumor con la MEC, procesando sus
componentes y sus integrinas, lo que propicia la capacidad de invasion del tumor.
Ademas, las MMP activan moléculas de sefalizacién como citosinas y factores de
crecimiento, ya sea liberandolas de la MEC o exponiéndolas de la superficie
celular del tumor.(66)

Las MMP se pueden clasificar en 6 subfamilias de acuerdo a su principal sustrato
de la MEC, asi como su homologia en las secuencias del dominio catalitico.
Actualmente se reconocen las siguientes subfamilias: matrilisinas, colagenasas,
estromelisinas, gelatinasas, MMP unidas a membrana y un grupo no clasificable
en las anteriores.(67)

Dentro de las gelatinasas se encuentran la MMP-2 (gelatinasa A), y la MMP-9
(gelatinasa B). Las gelatinasas poseen un dominio de unién a colageno dentro del
dominio catalitico. Este dominio posee tres repeticiones de fibronectina tipo Il y es
responsable de la uniébn a sustratos de colagena, elastina, acidos grasos y
tromboespondina. Esto hace que las gelatinasas puedan degradar varios
componentes de la MEC, y a su vez, degradar moléculas que no son parte de la
MEC. Las gelatinasas cobran una gran importancia como biomarcadores en el
cancer debido a que se ha demostrado el aumento de su expresion en diversos
tumores como mama, colon, pancreas, ovario, prostata, entre otros; y esta
expresion aumentada se ha relacionado con un peor prondstico en estos tumores
mencionados.(68)

Hablando en especifico de la MMP-9, esta gelatinasa puede degradar los
siguientes sustratos:(69)

1. Sustratos de la MEC: Colagenos lll, IV y V, gelatina, elastina,
vitronectina, entactina.

2. Otros sustratos: proTGF-B, proTNF-a, IL-2Ra, ICAM-1, EGFR-1, Kit-
ligando, CXCL1/GRO-a, CXCL4/PF4, CXCLS8/IL-8 , CXCL9/MIG,

CXCL11/ITAC, CXCL12/SDF-1, a1-inhibidor de proteinasa, plasmindgeno,
KISS-1, IFN-B.

La MMP-9 descubre sitios especificos de la MEC al degradarla, los cuales son
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criticos para la angiogénesis. Ademas, a través de esta degradaciéon, pone al
descubierto factores de crecimiento secuestrados dentro de la MEC, como el
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), TGF-3 y el factor de crecimiento
fibroblastico 2 (FGF-2).(70)

A su vez, las gelatinasas exponen y activan TNF-a, TGF- e IL-1[3, intimamente
relacionadas con la regulacion del crecimiento, angiogénesis e inflamacion.
También procesan la proteina supresora de tumores kisspeptina (KiSS-1) para
generar metastina, molécula que aumenta el potencial invasivo del tumor.(71)

MMP-9 degrada el interferén IFN B (IFN- B), lo cual disminuye la actividad inmune
antiviral en el tumor; disminuye la proliferacion de linfocitos T al degradar el
receptor a de la Interleucina 2 (IL-2Ra), lo cual puede ser parte de la
inmunosupresion inducida por el tumor; libera Kit-ligando, mismo que juega un
papel importante en el crecimiento tumoral y la angiogénesis; y expone la
molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1), la cual ayuda al tumor a escapar de
la citotoxicidad mediada por células natural-killer (NK).(72)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El cancer de pulmodn es la principal causa de muerte por cancer en el mundo. El
pronéstico de los pacientes con cancer de pulmon es pobre aun en estadios
tempranos y la recurrencia posterior a tratamiento quirdrgico con intento curativo
es alto.

Existen marcadores moleculares cuya expresion en células tumorales han
predicho supervivencia y respuesta al tratamiento en pacientes seleccionados con
adenocarcinoma de pulmoén. Existen algunas moléculas como el NGAL y MMP-9
que han demostrado un valor importante en la génesis del tumor, invasion y
metastasis, asi como valor en el prondstico de los pacientes en diversos tumores.
En la literatura mundial publicada no existen estudios que combinen la
determinacién de estas moléculas y su asociacion con prondstico o supervivencia
en adenocarcinoma de pulmén.

Hipotesis

La expresion aumentada, determinada por inmunohistoquimica de las moléculas
NGAL y MMP-9 en tejido de adenocarcinoma pulmonar, se asocia con una
disminucién en la supervivencia.

Objetivos

Determinar si existe relacion entre la expresion aumentada en el tejido tumoral de
las moléculas NGAL y MMP-9 con la supervivencia de los Pacientes con
adenocarcinoma de pulmon.

Métodos

Se realiz6é un estudio retrospectivo en el Centro Oncolégico Integral “Diana Laura
Riojas de Colosio” en conjunto con el Departamento de Anatomia Patoldgica del
Hospital Médica Sur. Se revisaran los casos de pacientes con adenocarcinoma de
pulmén de 2005 al 2013. Se excluyeron Pacientes con informacion clinica
incompleta en el expediente, con muestra de tejido ausente o insuficiente para
poder realizar las tinciones de inmunohistoquimica.

Se determinaron variables clinicas que incluyeron:

— Geénero
*  Mujer
* Hombre

— Edad y fecha de diagnaostico

— Antecedente de tabaquismo e indice tabaquico

— Antecedente de Diabetes mellitus e Hipertension arterial sistémica

— Exposicién al humo de lefia

— Niveles séricos de antigeno carcinoembrionario (ACE) al diagnostico
— Mutacion de EGFR o ALK
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— Tipo de adenocarcinoma pulmonar
* No especifico, lepidico, acinar, papilar, soélido, micropapilar y otros
(sarcomatoide, coloide, fetal o entérico)
— Diferenciaciéon de acuerdo a observacion cualitativa
* Poco diferenciado
* Moderadamente diferenciado
* Bien diferenciado
— Permeacion vascular
— Invasion perineural
— Estadio de acuerdo al sistema TNM
— Fecha de progresion
— Vivo o Muerto
* Fecha de ultimo seguimiento o defuncion

Se realiz6 inmunohistoquimica para:

» Lipocalina asociada a gelatinasa de neutrofilos (NGAL)
* Metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9)

Técnica de inmunohistoquimica

Se obtuvieron los bloques en parafina de las biopsias encontradas y se realizaron
cortes de 4 micras de espesor. Se colocaron en laminillas electro-cargadas
Fisherbrand ® (Fisher Scientific), las cuales se calentaron en la estufa de secado a
una temperatura de 60°C por 35 minutos. Posteriormente se desparafinaron y
rehidrataron con bafios en el orden siguiente; xilol, etanol absoluto, alcohol al 96%
y agua destilada. Se colocaron las laminillas con los cortes mencionados en
solucion amortiguadora (buffer) de citratos, se calentaron a presion durante dos
minutos y una vez enfriados a temperatura ambiente se lavaron con agua
destilada y se colocaron en el rack para afiadir solucion buffer de fosfatos (PBS)
para realizar lavados. Se afadié peréxido de hidrogeno (H202) al 3% para inactivar
los sitios inespecificos de unidon a anticuerpos durante 6 minutos y se lavo
posteriormente tres veces con PBS con secado con papel absorbente. Las inmuno
— tinciones se realizaron utilizando el método estandar de avidina — peroxidasa.
Los siguientes anticuerpos fueron estudiados con sus controles apropiados: se
afiadieron los anticuerpos diluidos en solucion especial para este efecto (BSB
0105, BioSB Inc.). Se usaron anticuerpos anti lipocalina-2 (GTX63306, GeneTex
Inc.) y anti metaloproteinasa 9 (GTX100458, GeneTex Inc.) Se dej6é incubar el
anticuerpo por 55 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se retird con
papel absorbente, se lavaron tres veces las laminillas con PBS y se aplicé un
sistema de detencion de marca (BSB 0007, BioSB Inc.). Se incubaron con biotina
por 10 minutos y se lavaron tres veces con PBS.

Seguido de esto se incubaron con estreptoavidina por otros 10 minutos y se
lavaron de nuevo con PBS. Para el revelado de las tinciones con el anticuerpo se
afiadi6 diaminobenzidina de manera manual, observando al microscopio Optico
para evitar la sobreexposicion de la tincién. Se sumergieron en agua las laminillas
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para posteriormente afiadir hematoxilina por 15 segundos. Se lavaron de nuevo
las laminillas con agua y se sumergieron en solucién de carbonato de litio para
“virar’ la hematoxilina. Se deshidrataron con bafios consecutivos en el siguiente
orden: alcohol al 96 %, etanol absoluto y xilol por dos minutos cada uno. Se
montaron en resina permanente para microscopia y se colocaron cubreobjetos
para su valoracion por un Patdlogo experto.

ANTICUERPO CLONA MARCA DILUCION
NGAL EPR5084 GeneTex® 1:100
MMP9 N2C1 GeneTex® 1:200

Interpretacion de los anticuerpos

Para registrar la positividad de las inmuno — reacciones se usé un sistema
cualitativo y cuantitativo determinado por la observacion directa al microscopio de
luz. Para evaluar la efectividad de los anticuerpos se valoré que los testigos
marcaran adecuadamente en cada laminilla. El tejido utilizado como testigo para
evaluar la positividad de NGAL-2 fue la tincién intensa (3+) en el citoplasma de
las células glandulares del endo — cérvix. El testigo utilizado para evaluar la
reactividad de MMP-9 fue la positividad intensa (3+) en el citoplasma de
macrofagos alveolares. Se utilizé una escala de 1+ para una tincion débil hasta 3+
para una tincibn muy intensa, para ambos anticuerpos en el citoplasma de las
células tumorales. De la misma forma, en cada caso se determiné el porcentaje de
las células neoplasicas que mostraron positividad débil a intensa.

Analisis estadistico

Las variables continuas para fines descriptivos, fueron agrupadas como medias y
medianas aritméticas y desviaciones estandar. Las variables categoricas
consistieron en porcentajes con sus respectivos intervalos de confianza del 95%
(IC 95%). Las comparaciones inferenciales se hicieron con utilizando la prueba t
de Student o la prueba U de Mann — Whitney, de acuerdo con la distribucién de los
datos (normal o anormal) determinado por la prueba de Kolmogorov — Smirnov. La
prueba de x? o prueba exacta de Fisher se utilizaron para evaluar la significancia
estadistica de las variables categéricas, determinado como P < 0.05 usando
prueba de dos colas. Las variables estadisticamente significativas y limitrofes (P <
0.01) se incluyeron en el analisis multivariado de regresiéon logistica. La SG se
analizé utilizando el método de Kaplan- Meier, mientras que las comparaciones
entre los subgrupos se analizaron utilizando log Rank o prueba de Breslow, si las
dos curvas de supervivencia de cruzaban. Para el andlisis de la curva de
supervivencia, todas las variables se dicotomizaron (para edad utilizamos
mediana). Para el ajuste de las potenciales variables de confusion se utilizé el
modelo de regresién de Cox multivariado y la taza de riesgo relativo (HR), con sus
respectivos intervalos de confianza (IC 95%) como medida de asociacion. La
significancia estadistica se determiné con una P < 0.05 utilizando una prueba de
dos colas. Para todo el analisis estadistico se utilizé el programa SPSS version 19
(IBM).
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RESULTADOS.
Caracteristicas generales de la poblacion

Se lograron identificar un total de 41 Pacientes que cumplieron los criterios de
inclusion para el estudio dentro del marco de tiempo de 2005 - 2013. La media de
edad fue de 61.4+ 10.1 afos, el 53.7% eran mujeres y 46.3% hombres. El 75.6%
de los pacientes tenia antecedente de tabaquismo.

El patron de adenocarcinoma mas comun fue el no especificado (70.7%), seguido
de lepidico (14.6%), otros (9.8%), papilar (2.4%) y solido (2.4%). El grado de
diferenciacion fue en la mayoria moderadamente diferenciado (53.7%), seguido de
poco diferenciado (39.1%) y bien diferenciado (7.3%). Hubo permeacion vascular
en el 68.3% e invasion perineural en el 9.8% de todos los Pacientes.

La distribucion de estadios fue la siguiente: | (19.5%), Il (12.2%), Il (19.5%) y IV
(48.8%). Todos los Pacientes recibieron como primera linea de tratamiento
guimioterapia citotoxica basada en platino. La mediana de seguimiento de todos
los Pacientes fue de 25.6£32.2 meses. Las caracteristicas de los Pacientes se
encuentran registradas en la Tabla - 5.

Expresion de NGAL y MMP - 9 por inmunohistoquimica

De los 41 Pacientes, 39 expresaron NGAL (95.12%) (Figura 1) y de ese mismo
namero de Pacientes fueron 31 individuos (75.60%) los que tuvieron expresion de
MMP — 9 en el tejido tumoral (Figura 2). Ninguno de los pacientes que no
expresaron NGAL tuvo expresion de MMP-9. La intensidad y porcentaje de
expresion en cada uno de los Pacientes, se enuncia en la Tabla — 6. No
encontramos relacién entre la intensidad y porcentaje de NGAL relacionada con la
intensidad y porcentaje de MMP — 9. Se determind la media de expresion de
NGAL en 70% y MMP — 9 en 30%.

Supervivencia global (SG)

La mediana de SG fue de 17.0 meses con un intervalo de 4.7 — 29.2 meses. El
estadio al diagndstico influyé en la SG de los Pacientes, estadios | y Il (media no
alcanzada), estadio Ill (media de 15.57 meses [IC 95%; 9.8 — 21.2]) y estadio IV
(media de 9.6 meses [IC 95%; 0.8 — 18.4 meses]; P = 0.002).

La media de SG en paciente con expresion de NGAL <70% fue de 45.7 meses (IC
95%; 15.2 — 76.2) y para los Pacientes con expresion 270% fue de 4.6 meses (IC
95%; 0.5 — 18.8). Al ser analizado este desenlace fue estadisticamente
significativo (P < 0.0001) (Figura 3).

Para MMP — 9 la media de SG para los pacientes con expresion de MMP — 9 <
30% fue de 49.9 meses (IC 95%; 11.0 — 88.7) y para aquellos con 230% la media
de SG fue de 39.4 meses (IC 95%; 24.0 — 54.8). No se encontré diferencia
estadistica entre ambos grupos (P = 0.49). (Figura 4). Tampoco se encontraron
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diferencias en SG para sexo, tabaquismo, permeacion vascular ni grado de
diferenciacion.

En el andlisis multivariado, se mantuvieron estadisticamente significativos para
pronostico los mismos factores mencionados previamente: el estadio al
diagnostico (HR 2.18 [IC 95%; 1.3 — 3.6]) P < 0.003) y la expresion 270% de NGAL
(HR 4.7 [1.6 — 13.1] P < 0.003). Las caracteristicas clinicas asociadas con SG se
presentan en la Tabla - 7.
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DISCUSION

El cancer de pulmon representa la principal causa de muerte por neoplasias
malignas en el mundo. (1) El estadio al diagndstico, es el factor con mayor
impacto en el pronostico de todos los subgrupos de Pacientes. A pesar de
tratamientos novedosos la supervivencia ha sido baja aun en los estadios mas
tempranos (IA con una mediana de supervivencia global de 60 meses) y menor en
los estadios avanzados (mediana de supervivencia de 6 meses en estadio 1V).(48)
Debido al impacto del TNM, ademas de utilizarlo para la clasificacion de los
Pacientes, se usa para determinar el tratamiento mas adecuado dependiente del
estadio al diagndstico. Los estadios | y Il se benefician del tratamiento con
reseccion quirdrgica y en algunos casos especificos de quimioterapia adyuvante,
los estadios Il tiene un tratamiento mas dinamico que puede combinar incluso las
tres modalidades de cirugia, quimioterapia y radioterapia y los estadios IV de
forma general sélo se benefician del uso de quimioterapia o tratamiento molecular
dirigido con intencién paliativa.(73) En algunas situaciones el TNM sodlo refleja la
extension anatoémica del crecimiento tumoral sin tener correlacion con la
progresion y/o supervivencia global de los Pacientes. Existe evidencia que aun en
estadios tempranos el prondéstico puede ser incluso mas agresivo de lo esperado,
reflejado con una rapida progresion de la enfermedad loco — regional o a
distancia.(74) De aqui la importancia de identificar al subgrupo de individuos que
se encuentra dentro de este grupo de riesgo.

Estudios recientes han descrito algunas variables histopatolégicas que tienen
impacto en el pronéstico de los Pacientes con cancer de pulmén resecable.
Existen resultados divergentes en cuanto al prondstico de los Pacientes
dependiendo de la histologia tumoral (adenocarcinoma vs. carcinoma
epidermoide).(50, 51) Otra variable con resultados no definitivos son el grado de
diferenciacion tumoral en Pacientes con enfermedad operable (a menor
diferenciacion peor prondéstico).(52, 53) La invasion vascular tiene un impacto
negativo en el prondéstico de los Pacientes con tumores T1-2 NO. Una serie de 746
Pacientes, identific6 permeacion vascular microscépica en 257 individuos (34%) y
comparado con aquellos que no tuvieron invasién vascular, la supervivencia global
a cinco afios fue peor en aquellos con invasién microscopica a vasos (65 vs. 55%
respectivamente).(54) De aqui se desprende la gran importancia de identificar
nuevos marcadores pronosticos por histopatologia, para utilizarlos de forma
conjunta con el TNM y permitir una mejor seleccién del tratamiento para cada
Paciente y evitar una terapéutica tanto limitada como muy agresiva.

En el presente trabajo la expresion de NGAL fue prondstica para supervivencia
global en todos los Pacientes y no sélo limitada esta informacién a aquellos con
enfermedad operable, a diferencia de lo que sugieren los trabajos antes
mencionados. Se demostré en el andlisis multivariado que NGAL como factor
pronéstico es independiente del estadio al diagndéstico, correlacionando con un
pronéstico menos favorable para todos aquellos con expresion 270% en el tejido
tumoral. En nuestro conocimiento, sélo existe un estudio que ha evaluado el papel
de la expresion NGAL como marcador de resistencia a TKIls EGFR en lineas
celulares de cancer de pulmon(75), pero no existe algun reporte en la literatura
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gue haya evaluado el papel pronéstico de NGAL en pacientes con CPCNP,
tampoco que haya sido limitado a sélo el subgrupo de adenocarcinoma pulmonar y
mucho menos realizado en conjunto con la expresion tanto de NGAL como de
MMP — 9. Existen reportes del valor prondstico negativo de NGAL y también
similar al presente estudio, de forma independiente de la expresion de MMP — 9 en
Pacientes con adenocarcinoma de colon estadio 1(59). Otros tumores solidos
donde se ha identificado el valor pronéstico negativo de NGAL son cancer de
mama, esofago y estdmago(57-61). Existe informacion no concluyente o
controvertida en pacientes con carcinoma renal(62) y de pancreas(63), asi como
una correlacion de prondstico menos desfavorable en el cancer anaplasico de
tiroides y ovario.(64) Nuestros resultados pueden sugerir, que al identificar
pacientes con un peor pronéstico al sobre expresar NGAL 270% en el tejido
tumoral, independientemente de su estadio de presentacion, se les pudiera ofrecer
ya sea un tratamiento con quimioterapia mas intenso (ya sea en el contexto
adyuvante o metastasico) y una vigilancia mas estrecha. Por el contrario, en los
pacientes que no tienen expresion elevada de NGAL, se pudiera evitar el sobre
tratamiento y una vigilancia menos estricta por el buen pronostico de su
enfermedad.

Por otro lado, se ha determinado que NGAL es un participante activo en el
proceso de crecimiento y diferenciacion de tejidos desde la etapa embrionaria, lo
que se traduce en un regulador fisiolégico de la multiplicacion celular. De hecho,
se ha descubierto que su union con el receptor 24p3R regula la proliferacion
celular mediante un mecanismo de deplecion o aumento del hierro intracelular, el
cual deriva a la célula hacia la apoptosis o0 hacia la supervivencia celular,
respectivamente.(76) En la presente serie, suponemos que la gran expresion de
NGAL en nuestro grupo de Pacientes (95.12%) es secundaria al aumento
requerido de hierro en la génesis tumoral del CPCNP(77) ademas que se sabe
que la deplecibn de este mineral conlleva al arresto del ciclo celular vy
apoptosis.(78) NGAL también actla en la cancero — génesis no sélo por las vias
mencionadas, sino mediante la regulacién de la metaloproteinasa de matriz 9
(MMP-9), ya que forma un homodimero o heterodimero con esta enzima (de aqui
su nombre, al ser la MMP-9 una gelatinasa), lo cual protege a esta ultima de la
degradacion y, se ha planteado incluso, que acelera su activaciéon.(56) MMP — 9 y
su expresion como factor pronéstico desfavorable ha sido estudiada extensamente
en CPCNP(79-87) ademas de ser un posible blanco terapéutico en este grupo de
Pacientes.(67, 88-90).

En nuestra serie no encontramos significancia prondstica en la expresion de MMP
— 9 con el desenlace de SG o alguna correlaciéon en conjunto con la expresion de
NGAL. Esto sugiere que NGAL, y el peor pronéstico de los Pacientes que lo sobre
- expresan en tejido tumoral de CPCNP, puede ser independiente a la regulacién
de MMP — 9. Lo anterior no ha sido documentado en CPCNP, pero si en lineas
celulares de adenocarcinoma de colon. En el estudio anterior, a diferencia de la
relacion positiva entre ambos marcadores en cancer de colon que previamente se
habia publicado(91), se observo que la expresion de NGAL promueve el potencial
de invasion y metastasis mediante un mecanismo dependiente de hierro en las
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células malignas al disminuir la adhesion inter — celular mediada por E -
cadherina. (92) Esto sugiere una nueva estrategia terapéutica para investigar la
inhibicibn de NGAL con medicamentos quelantes de hierro como agentes anti —
neoplasicos. Estos medicamente inhiben la proliferacion celular al disminuir la
reserva de hierro y sus proteinas transportadores como NGAL. Lo anterior ya ha
sido investigado en algunas neoplasias malignas en modelos animales con
resultados prometedores.(93, 94)

CONCLUSION

En este grupo de Pacientes con adenocarcinoma de pulmoén, la sobre expresion
de NGAL mayor o igual a 70% en tejido tumoral, confiere un peor prondstico de
SG comparado con los que no lo sobre — expresan y este resultado es
independiente del estadio al diagndstico. No se encontrd significancia estadistica
pronéstica para expresion de MMP-9, asi como tampoco alguna correlacion de
este marcador con NGAL, lo que sugiere un mecanismo independiente para la
invasion y metéstasis de NGAL en el adenocarcinoma de pulmén. El valor
pronéstico de NGAL en adenocarcinoma de pulmén documentado en la presente
serie, se encuentra actualmente validdndose en una serie mas grande de
Pacientes y de forma multi — institucional.
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Tabla 1. Alteraciones moleculares conocidas en cancer de pulmon.(24)

Anormalidades CPCP CPCNP
Inestabilidad micro — ~35% ~22%
satélite
Lazos autdcrinos Receptor GRP/GRP; TGF-0/EGFR;

SCF/KIT heregulina/ERBB2; HGF/MET
Mutacion puntual en RAS <1% 15%—-20%
Mutacion EGFR <1% <10% (Occidente), ~40% (Asia)
EML4-ALK 0% 3%—7%
Sobre expresion de la 15%—-30% 5%-10%
familia MYC
Inactivacion de p53 ~90% ~50%
Inactivacion de Rb ~90% 15%-30%
Inactivacion de 0%—10% 30%—70%

P16INK4A

Inactivacion de LKB1

~40%—-60% (IHQ)

20%-40%

Pérdidas de alelos
frecuentes

3p, 4p, 449, 59, 8p,
10q, 13q, 17p, 22q

3p, 6q, 8p, 9p, 13p, 17p, 199

Actividad de telomerasa

~100%

80%—-85%

Expresion de BCL2

75%-95%

10%—-35%

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico; GRP: Péptido relacionado a gastrina; HGF:
Factor de crecimiento de hepatocitos; Rb: Proteina de Retinoblastoma; SCF: Factor de
crecimiento de colonias; TGF-a: Factor de crecimiento transformador - a; IHQ:

Inmunohistoquimica.
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Tabla 2. Sintomas comunes en el cancer de pulmon.(38, 39)

Tos 45 - 74%
Pérdida de peso 46 — 68%
Disnea 37 - 58%
Dolor toracico 27 — 49%
Hemoptisis 27 —29%
Dolor 6seo 20 - 21%
Disfonia 8 -18%




Tabla 3. Clasificacion TNM del cancer de pulmén. (44, 48)

Séptima Edicion de la AJCC TNM de los Tumores Pulmonares

T (Tumor
primario)

Tx

TO
Tis

T1

T2

T3

T4

N (Ganglios
linfaticos)

Definicién

Tumor que no puede ser evaluado o no se detecta radiol6gica o
broncoscopia pero que se corrobora histopatolégicamente
(Células malignas en secreciones broncopulmonares).

Sin evidencia de tumor primario.
Carcinoma in situ.

Tumor con las siguientes caracteristicas:
e Tamafio <3 cm.
e Localizacion en via aérea: en bronquio lobar o mas distal.
e Invasion local: ninguna, rodeado por pulmén o pleura visceral.
e Subdivisiones: T1a (tamafo <2 cm) y T1b (2 cm<tamafio<3
cm).

Tumor con tamafo >3 cm pero <7 cm o tumor con cualquiera de las
siguientes caracteristicas:

e Localizacién en via aérea: Involucro del bronquio principal
(distancia a la carina 22 cm) o presencia de atelectasia o
neumonitis obstructiva que se extienda hacia la regién hiliar
pero que no involucre el pulmén entero.

e Invasion local: Involucro de pleura visceral.

Subdivisiones: T2a (3 cm <tamafio <7 cm).

Tumor >7 cm en tamafio o tumor con cualquiera de las siguientes
caracteristicas:

e Localizacién en via aérea: tumor en bronquio principal (a 2
cm de la carina), o tumor con atelectasia o neumonitis del
pulmén entero.

Invasion local: invasién directa de la pared toracica (incluyendo
Tumores del sulcus superior), diafragma, nervio frénico, pleura
mediastinal o pericardio parietal.

e Nobdulo(s) tumoral(es) satélite(s) en el mismo I6bulo que el
tumor primario.

Tumor de cualquier tamafio que invada cualquiera de las siguientes
estructuras: mediastino, corazon, grandes vasos, traquea, nervio
laringeo recurrente, es6fago, cuerpo vertebral, o carina; o tumor con
ndédulo(s) tumoral(es) satélite(s) en un lobulo diferente, ipsilateral al
tumor primario.

Definicion



NX
NO

N1

N2

N3

M
(Metéastasis)

MO

M1
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No pueden ser evaluados los ganglios linfaticos regionales.

Ausencia de involucro de ganglios linfaticos regionales.

Presencia de metéastasis a ganglios linfaticos peribronquiales
ipsilaterales y/o hiliares ipsilaterales (incluyendo extensién directa a
ganglios intrapulmonares).

Presencia de metastasis a ganglios linfaticos ipsilaterales
mediastinales y/o subcarinales.

Presencia de metastasis a cualquiera de los siguientes grupos de
ganglios linfaticos: mediastinal contralateral, hiliar contralateral,
escaleno ipsilateral o contralateral, o supraclaviculares.

Definiciéon

Ausencia de metastasis distantes.
Presencia de metastasis distantes.
e Subdivisiones:
e Mla - NAdulo(s) tumoral(es) satélite(s) en l6bulo contralateral
al del tumor primario o tumores con derrame pleural maligno

o derrame pericéardico.
e Milb — Metéstasis distantes.

A 1IA 1A 1B
A 1IA 1IIA 1B
B 1A 1A 1B
A 1IB A 1lIB
B 1A 1A [1lIB
MA 1A 111B 1B
v IV IV IV

v v IV IV



26

Tabla 4. Supervivencia global en pacientes con CPCNP de acuerdo al estadio

al diagnadstico. (48)

. 443/ 831

750 /1284

318/483
1652/ 2248
2528 /3175

676 /758

2627 | 2757

60 meses
43 meses
34 meses
18 meses
14 meses
10 meses

6 meses

50%

43%

36%

25%

19%

7%

2%



Tabla 5. Caracteristicas basales de la poblacion

Caracteristica Total Porcentaje
Sexo
Femenino 22 53.7%
Masculino 19 46.3%
Edad
Media 61.41 £10.10
Rango 39 — 80 afios
Tabaquismo
No 10 24.4%
Si 31 75.6%
indice tabaquico (media) 28.4 +31.2
Rango 0-100
HAS
No 27 65.9%
Si 14 34.1%
DM2
No 39 95.1%
Si 2 4.9%
Patrén adenocarcinoma
Lepidico 6 14.6%
Papilar 1 2.4%
Sélido 1 2.4%
Otros 4 9.8%
No especificado 29 70.7%
Grado de diferenciacién
Bien diferenciado 3 7.3%
Moderadamente diferenciado 22 53.7%
Poco diferenciado 16 39.1%
Permeacion vascular
Si 28 68.3%
No 13 31.7%
Invasion perineural
Si 4 9.8%
No 37 90.2%
Estadio al diagndstico
I 8 19.5%
Il 5 12.2%
I 8 19.5%
\Y 20 48.8%
Antigeno carcinoembrionario (ACE) 20.74 £ 29.3
media
Rango 1-95.33
Seguimiento, meses (mediana) 25.65 + 32.20

0-156.09
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Tabla 6. Expresion de NGAL y MMP — 9 por intensidad y porcentaje en cada
uno de los pacientes.

NGAL MMP -9
Paciente Intensidad Porcentaje Intensidad Porcentaje

1 2+ 90% 0 0

2 3+ 5% 0 0

3 2+ 5% 2+ 5%
4 3+ 95% 2+ 20%
5 3+ 95% 0 0

6 3+ 30% 2+ 5%
7 0 0 0 0
8 3+ 90% 1+ 40%
9 3+ 50% 2+ 30%
10 2+ 5% 3+ 5%
11 3+ 90% 0 0
12 3+ 40% 1+ 3%
13 3+ 90% 1+ 60%
14 3+ 70% 1+ 20%
15 3+ 70% 1+ 10%
16 3+ 5% 3+ 5%
17 3+ 40% 2+ 50%
18 3+ 80% 2+ 30%
19 2+ 10% 0 0
20 3+ 95% 3+ 90%
21 3+ 90% 2+ 90%
22 0 0 0 0
23 3+ 60% 0 0
24 3+ 80% 2+ 90%
25 3+ 90% 0 0
26 3+ 80% 0 0
27 3+ 70% 3+ 90%
28 3+ 95% 3+ 90%
29 2+ 5% 1+ 30%
30 1+ 5% 3+ 20%
31 3+ 70% 3+ 90%
32 3+ 90% 2+ 80%
33 3+ 95% 3+ 95%
34 3+ 60% 2+ 70%
35 3+ 70% 2+ 70%
36 3+ 90% 2+ 90%
37 3+ 60% 1+ 10%
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38 3+ 60% 2+ 70%
39 2+ 60% 2+ 80%
40 3+ 80% 3+ 90%
41 3+ 30% 2+ 40%




Tabla 7. Andlisis de supervivencia global
adenocarcinoma pulmonar

(SG) en
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Pacientes con

Analisi Analisis multivariado
S
univari
ado
SG Media (meses)(IC P HR IC 95% P
95%)

Sexo
Mujer 36.76 (2.5 -70.9) 0.47
Hombre 12.38 (3.5 -21.2)
Tabaquismo
Si 15.5 (8.1 —23.0) 0.69
No 36.7 (8.8-64.7)
Permeacion
vascular
Si 17.4 (3.8-31.0) 0.68
No 22.7 (6.2-39.2)
Grado de
diferenciacion
Bien 45.7 (0.4 -91.0) 0.78
diferenciado
Moderadamente 22.7 (11.0-34.9)
diferenciado
Poco 11.3 (9.6 —12.9)
diferenciado
Estadio al
diagnostico
[yl NA 0.002 218 | 1.3-3.6 | 0.003
1] 15.57 (9.8-21-2)
\V 9.6 (0.8-18.4)
NGAL %
<70% 45.7 (15.2-76.2) <0.0001 | 4.7 1.6-13.1 | 0.003
270% 4.6 (0.5-18.8)
MMP-9
<30% 49.9 (11.0-88.7) 0.49
230% 39.4 (24.0-54.8)

IC: Intervalo de confianza; HR: Hazard ratio
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Figura 1. Expresiéon de NGAL en adenocarcinoma pulmonar. Reaccion de
inmunohistoquimica 3+ y 95% para NGAL en adenocarcinoma de pulmén (campo
de 40x).
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Figura 2. Expresién de MMP - 9 en adenocarcinoma pulmonar. Reaccién de
inmunohistoquimica 3+ y 95% para metaloproteinasa 9 en adenocarcinoma
pulmonar (campo de 40x).
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Figura 3. SG media en Pacientes de acuerdo a porcentaje de expresion de
NGAL.

Supervivencia global
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Figura 4. SG media en
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