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RESUMEN 

 

Estudios recientes han demostrado que el comportamiento del cáncer pulmonar es 

diferente por sexo y estadio hormonal (premenopausia/posmenopausia), lo cual sugiere 

un papel importante de los estrógenos y su receptor en la carcinogénesis del pulmón sin 

embargo los mecanismos son aun poco conocidos. En el cáncer de mama y el 

cervicouterino, se ha mostrado que los estrógenos pueden regular la expresión del eje 

CXCL12/CXCR4 a través del receptor de estrógenos beta (ERβ).  La alta expresión de 

éste eje quimiocina/receptor (CXCL12/CXCR4) es de mal pronóstico en el cáncer 

pulmonar ya que promueve el crecimiento tumoral y la metástasis. La expresión de 

CXCR4 por las células tumorales es suficiente para favorecer la carcinogénesis, ya que 

las células del estroma e infiltrado inflamatorio secretan CXCL12, estimulando con ello la 

vía de señalización CXCR4/CXCL12. Debido a lo anterior, nuestro objetivo fue investigar 

si existen diferencias en la expresión de ERβ, CXCR4 y CXCL12 en adenocarcinomas 

pulmonares (ADC) de mujeres premenopáusicas, de mujeres posmenopáusicas y de 

hombres y si su expresión se asocia con características clinicopatológicas como el sexo, 

la condición hormonal, el estadio del tumor y el hábito tabáquico. Finalmente investigamos 

si los estrógenos (17-β-estradiol) estimulan la expresión de CXCR4 in vitro. Se estudiaron 

las diferencias en la expresión de las proteínas por inmunohistoquímica, en 60 biopsias de 

ADC, de las cuales; 20 fueron de mujeres premenopáusicas, 20 de mujeres 

posmenopáusicas y 20 derivadas de hombres. 30 muestras de tejido pulmonar sano 

adyacente al tumor fueron considerados como control, 10 biopsias derivadas de cada 

grupo. La expresión de las proteínas fue evaluada mediante un software digital y 

comparada entre sexo y condición hormonal. Además el efecto de los estrógenos sobre la 

expresión de CXCR4 fue evaluado mediante inmunofluorescencia en las líneas SKLU-1, 
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H1435 y H23 de ADC las cuales fueron tratadas con dosis crecientes de 17-β- estradiol 

(0.03nM-10nM) durante 24 y 72h. Nuestros resultados muestran que los ADC pulmonares 

presentan la mayor expresión de ERβ, CXCR4/CXCL12 comparado con el tejido pulmonar 

normal en todos los grupos analizados, sin embargo los tumores derivados de las mujeres 

premenopáusicas presentan la mayor expresión de éstas proteínas comparado con los 

ADC de las mujeres posmenopáusicas y los ADC de los hombres quienes presentan la 

expresión más baja de las tres proteínas. El análisis multivariado mostró una fuerte 

asociación entre el nivel de inmunoreactividad de ERβ, CXCL12/CXCR4 y el sexo y la 

condición hormonal, pero no con el estadio del tumor ni el hábito tabáquico. Finalmente el 

estudio in vitro, demostró que los estrógenos favorecen significativamente (p<0.001)  la 

expresión de CXCR4 de manera dosis y tiempo dependiente en tres líneas celulares de 

ADC pulmonar.  En conclusión,  nuestros resultados muestran que en el ADC pulmonar  

la expresión de ERβ, CXCL12 y CXCR4 depende del sexo y del estadio hormonal y que 

los estrógenos fuertemente influyen en la expresión de CXCR4 de manera dosis y tiempo 

dependiente. Estos resultados pueden explicar en parte las diferencias en el 

comportamiento del ADC pulmonar por sexo y estadio hormonal y nos sugieren 

fuertemente el considerarlas para establecer esquemas de tratamiento más específicos 

por sexo y condición hormonal. 
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ABSTRACT 

 

Studies have reported differences in lung cancer behavior between sex and hormonal 

status that suggest a role of estrogens and estrogen receptor beta (ERβ) in lung 

carcinogenesis. In some types of hormone-dependent cancer, estrogens may regulate 

CXCL12/CXCR4 expression through ERβ signaling. High expression of CXCL12/CXCR4 

is associated with poor prognosis in lung cancer, since they promote tumor growth and 

metastasis.  CXCR4 expression in tumor cell is enough to support lung carcinogenesis, 

since stromal and inflammatory cells can secrete CXCL12 chemokine. Therefore in this 

study we investigated whether lung adenocarcinoma tissues from premenopausal and 

postmenopausal women and men exhibit different ERβ, CXCR4/CXCL12 expression and if 

this expression is associated with clinicopathological features (sex, hormonal status, tumor 

stage and smoking habit). Also we investigate if estrogen affect CXCR4 expression in lung 

ADC cell lines. Sixty primary tumor samples of lung adenocarcinoma from premenopausal, 

postmenopausal women and men were collected for this study. Thirty samples of healthy 

lung tissue adjacent to the tumor site were used as controls. ERβ and CXCL12/CXCR4 

expression was analyzed by immunohistochemistry. The expression of these proteins was 

measured by digital image software and compared between sex and hormonal status. 

CXCR4 expression in SKLU-1, H1435 and H23 cell lines was analyzed by 

immunofluorescence after estrogenic stimulation (0.03nM-10nM) for 24 and 72h. We 

observed that lung adenocarcinomas overexpressed ERβ, CXCR4 and CXCL12 compared 

to normal lung. Moreover, lung adenocarcinomas from premenopausal women exhibited 

higher signals for ERβ, CXCL12 and CXCR4 compared to postmenopausal and men, who 

showed the lower signals for these proteins. A multivariate analysis reveled a strong 

association between the immunoreactivity level of ERβ, CXCL12/CXCR4 and both sex and 

hormonal status, but not with tumor stage and smoking. Finally, we observed that estrogen 
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stimulate the CXCR4 expression in vitro in a dose and time dependent manner. In 

conclusion our results demonstrated that ERβ, and CXCL12/CXCR4 expression in lung 

adenocarcinoma depends on sex and hormonal status, and estrogen may  strongly 

influence CXCR4 expression in ADC lung cancer cells. These results may partly explain 

the sex and hormonal differences in lung cancer behavior, these findings also sugguest to 

consider this differences and estrogen role in lung cancer to consider establishing more 

specific treatment schemes. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN 

 

CÁNCER PULMONAR 

 

1.1 Epidemiología  

El cáncer pulmonar (CP) ha sido el tipo de cáncer más común en el mundo durante 

décadas y es actualmente uno de los problemas de salud pública más relevantes en el 

mundo debido a su alta incidencia y mortalidad. A nivel mundial, constituye la primera 

causa de muerte por cáncer en los hombres y la segunda causa de muerte por cáncer en 

las mujeres (Fig. 1). En el 2012 la organización mundial de la salud (OMS) registró 

1,242,000 casos nuevos de cáncer pulmonar en los hombres y 583,000 casos nuevos en 

las mujeres, de los cuales 1,099,000 hombres y 491,000 mujeres murieron por ésta 

patología (Globocan, 2012).   

 

El cáncer pulmonar es cada vez un problema de mayor relevancia en las mujeres, debido 

a que ha alcanzado una alta incidencia y mortalidad en la población mundial (Globocan, 

2012) (Fig. 1). Actualmente, es la primera causa de muerte por cáncer en las mujeres en 

Europa y Estados Unidos, sobrepasando la mortalidad por cáncer de mama y cérvico 

uterino (Eilstein y Eshai, 2012; Malvezzi et al., 2012; Novaes et al., 2008; Novello y 

Vavala, 2008; Thomas et al., 2005; Thompson et al., 2012; Youlden et al., 2008).  
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Figura 1. Incidencia y mortalidad para los diferentes tipos de cáncer en hombres y mujeres a nivel mundial. El 
cáncer de pulmón presenta la mayor incidencia y mortalidad en los hombres (izquierda) y se encuentra en el 
cuarto sitio en incidencia y el segundo en mortalidad en las mujeres (derecha) (Tomado de Globocan 2012). 
 

 

Es probable que el aumento en la incidencia y mortalidad del cáncer pulmonar en las 

mujeres sea reflejo del incremento en el hábito tabáquico en ésta población aunado a 

otros factores asociados a ésta patología, sin embargo, es interesante que un gran 

porcentaje de mujeres con cáncer de pulmón son no fumadoras (Chakraborty et al., 2010; 

Egleston et al., 2009; Remon et al., 2013; Weiss et al., 2008).   

 

Con respecto a la situación en México, el cáncer de pulmón también se considera una 

patología de interés, los datos del Instituto Nacional de Estadística y Geografía (INEGI)  

indican que en los hombres este tipo de neoplasia presenta la mayor mortalidad después 
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del cáncer de próstata y en las mujeres es la cuarta causa de muerte debida a cáncer 

(Globocan, 2012; INEGI, 2013) (Fig. 2). 

 

 

 

Figura 2. Distribución de las principales causas de defunción por tumores malignos según el sexo en el 2011 
en México. El cáncer de pulmón es la segunda causa de muerte por cáncer en los hombres y la cuarta en 
mujeres (Tomado de INEGI 2013). 
 

La sobrevida de los pacientes con cáncer pulmonar es muy pobre, después del 

diagnóstico, sólo el 13% viven más de 5 años y a pesar de los avances en la detección 

temprana y en el inicio de tratamiento, el 80% de los casos, se diagnostican en estadios 

avanzados y tienen un mal pronóstico (Wang et al., 2010).   

 

Estos datos enfatizan la importancia de fortalecer la investigación en la biología de este 

tipo de cáncer y en la búsqueda de nuevos blancos terapéuticos.  
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1.2 Clasificación y Etiología  

El cáncer de pulmón se clasifica en dos grandes tipos de acuerdo a su histología, 

localización y comportamiento:  el cáncer pulmonar de células pequeñas, por sus siglas 

en inglés SCLC (small cell lung cancer)  y el cáncer pulmonar de células no pequeñas, por 

sus siglas en inglés NSCLC (non-small cell lung cancer).  El cáncer pulmonar de células 

no pequeñas (NSCLC) es el tipo más frecuente en la población mundial y consta del 85% 

del total de los casos de cáncer pulmonar, mientras que el cáncer de células pequeñas 

solo representa el 15% de los casos (Herbst et al., 2008).  

 

El NSCLC, a su vez se clasifica de acuerdo a sus características histológicas en: 

carcinoma de células grandes, carcinoma epidermoide y adenocarcinoma pulmonar. 

Actualmente el adenocarcinoma (ADC) pulmonar es la forma más común de NSCLC en el 

mundo, ya que del 30 al 50% de los casos corresponden a éste tipo histológico (Herbst et 

al., 2008).  

 

Aunque el hábito tabáquico es el principal factor etiológico asociado al cáncer pulmonar, 

el adenocarcinoma (ADC) de pulmón es el tipo histológico menos asociado al tabaco y a 

pesar de que se ha observado en fumadores, se presenta con mayor frecuencia en no 

fumadores, en personas jóvenes y en mujeres (Yang et al., 2002).  

 

El adenocarcinoma pulmonar es una patología compleja y debido a su poca asociación 

con el tabaquismo, se ha investigado qué otros factores etiológicos podrían ser 

importantes para su establecimiento. Con respecto a ello, se ha descrito que la exposición 

crónica a algunos contaminantes del aire como el óxido nítrico (NOx) y el dióxido de 

carbono (CO2), se asocia con una mayor incidencia de ADC pulmonar (Chen et al., 2009; 

Liaw et al., 2008; Turner et al., 2011). De igual forma, la exposición al humo de leña y a 



 

  9 

vapores de aceite empleados en la cocina también incrementan el riesgo de desarrollar 

este tipo de cáncer pulmonar (Hernandez-Garduno et al., 2004; Wang et al., 2009; Yu et 

al., 2006). Algunas mutaciones en oncogenes como Kras, EGFR, HER2, BRAF, también 

se han asociado con el adenocarcinoma de pulmón (Stahel, 2007).  

 

Diversos estudios muestran que la biología del cáncer pulmonar principalmente del ADC 

podría ser diferente entre hombres y mujeres, lo cual sugiere que las hormonas sexuales 

también pueden tener una participación en la carcinogénesis pulmonar (Powell et al., 

2013; Wakelee et al., 2007). 

 

 

1.3 Diferencias en el Comportamiento del Cáncer Pulmonar en Hombres y Mujeres 

Existe vasta evidencia epidemiológica que muestra que el sexo y el estadio hormonal, 

podrían influenciar el comportamiento del cáncer pulmonar. Por ejemplo, 

independientemente de su estatus como fumador o no fumador, las mujeres presentan 

mayor incidencia (53%) y riesgo de desarrollar cáncer de pulmón, especialmente ADC 

pulmonar comparado con los hombres (15%). Además, a diferencia de los hombres, la 

mayor parte de las mujeres con CP no presentan hábito tabáquico (Freedman et al., 2008; 

Powell et al., 2013; Siegfried et al., 2009; Wakelee et al., 2007).  

 

Otros estudios muestran que las mujeres premenopáusicas presentan una alta incidencia 

de ADC pulmonar y pobre supervivencia cuando se comparan con las mujeres 

posmenopáusicas (Albain et al., 2007; Oton et al., 2006; Stabile et al., 2011). Además, las 

mujeres premenopáusicas frecuentemente se presentan con estadios clínicos más 

avanzados, tipos histológicos menos favorables (adenocarcinoma) y pobremente 

diferenciados comparado con las mujeres posmenopáusicas y los hombres (Albain et al., 
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2007; Moore et al., 2003). Estos datos indican que el cáncer pulmonar se comporta 

diferente entre hombres y mujeres, siendo las mujeres principalmente premenopáusicas 

mas susceptibles a ésta patología.  

 

Los datos anteriores sugieren que los estrógenos podrían tener un papel importante en la 

patogénesis del cáncer pulmonar especialmente en el ADC pulmonar (Zhao et al., 2011), 

sin embargo, los mecanismos de los estrógenos en la carcinogénesis pulmonar descritos 

hasta el momento aun son pobres y su participación en ésta patología es contradictoria.  

 

Cabe mencionar que existen otros reportes que muestran una mayor supervivencia en las 

mujeres con CP comparado con los hombres (Chang et al., 2009; Hsu et al., 2009; Pitz et 

al., 2013), sin embargo,  estos reportes incluyen solo o principalmente mujeres de 60 años 

de edad o mayores (posmenopáusicas), en quienes los efectos de las hormonas sexuales 

femeninas sobre el comportamiento del cáncer pulmonar no pueden ser  evaluados. 

 

 

1.4 Estrógenos y su Relación con el Cáncer Pulmonar 

Diferentes estudios han mostrado que las células de cáncer pulmonar son capaces de 

producir estrógenos mediante la actividad de la aromatasa (CYP19A1),  la expresión de 

ésta enzima ha sido detectada tanto en tejidos como en líneas celulares de NSCLC (Miki 

et al., 2011; Niikawa et al., 2008; Pietras et al., 2005).  

 

Algunos estudios, han relacionado a los estrógenos con el pronóstico del cáncer pulmonar 

por ejemplo; la sobreexpresión de la aromatasa en mujeres posmenopáusicas ha sido 

relacionada con un mal pronóstico (Mah et al., 2011; Stabile et al., 2011). Además, los 

hombres con estadios avanzados de NSCLC y altos niveles de β−estradiol sérico 
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presentan significativamente peor pronóstico comparado con hombres con NSCLC y 

bajos niveles de ésta hormona (Ross H, 2007).  

 

Aunado a ello, se ha reportado que los fármacos antiestrogénicos pueden reducir el riesgo 

por cáncer pulmonar (Rapiti, 2009), mientras que la terapia de reemplazo hormonal (HRT) 

en mujeres no fumadoras puede incrementar el riesgo de adenocarcinoma pulmonar 

(Greiser et al., 2010) y la mortalidad por ésta patología (Chlebowski et al., 2009; Greiser et 

al., 2010). Además la HRT y el tabaquismo incrementan el riesgo 2 veces más en las 

mujeres comparado con aquellas mujeres fumadoras que no tomaron terapia de 

reemplazo estrogénica (Taioli y Wynder, 1994).  De igual forma, Liu y cols. (Liu et al., 

2005) presentan evidencia de que los estrógenos endógenos y exógenos pueden estar 

involucrados en el cáncer pulmonar, al reportar que mujeres con menarcas tempranas y 

menopausias tardías tuvieron dos veces mayor riesgo de CP comparado con mujeres con 

menarcas tardías y menopausias tempranas. Además observaron que la menopausia 

inducida más el uso de HRT incrementó el riesgo de CP en las mujeres comparado con 

aquellas que presentaron una menopausia natural y no  usaron HRT, el riesgo relativo 

(RR) fue de 2.4. Por otro lado, Ganti y cols. (Ganti et al., 2006) reportaron que mujeres 

que usaban HRT hasta el momento del diagnóstico tuvieron menor supervivencia (39 

meses) comparado con aquellas mujeres que no emplearon la HRT (79 meses).  

 

En un trabajo de la Women’s Health Iniciative (WHI) en el cual 16,600 mujeres 

posmenopáusicas sanas fueron tratadas con HRT a base de estrógenos equinos 

conjugados (EEC) (0.62mg) más progestina (2.5mg) con el objetivo de evaluar los riesgos 

de algunas enfermedades como las cardiovasculares y el cáncer de mama, 

inesperadamente se observó un incremento significativo en la mortalidad por cáncer 

pulmonar principalmente por NSCLC aunque no en la incidencia de éste tipo de cáncer, 
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éstas pacientes además presentaron frecuentemente metástasis distante y bajo grado de 

diferenciación tumoral (Chlebowski, 2009; Chlebowski et al., 2009). Aunado a éste 

estudio, se ha reportado que la terapia combinada de estrógenos y progesterona 

incrementa el riesgo de CP de manera tiempo dependiente  (50% mayor riesgo después 

de 10 años de uso) (Slatore et al., 2010). 

 

A pesar de estos estudios, el efecto de los estrógenos en el CP aun es contradictorio ya 

que otros trabajos reportan por ejemplo que el uso de la HTR (estrógenos y progesterona) 

por un tiempo prolongado se asocia con una mayor supervivencia en el NSCLC (razón de 

riesgo ó hazard ratio (HR) 0.69; 95% intervalo de confianza, 0.54-0.89)(Katcoff et al., 

2014) incluso se propone que la HTR tiene un papel protector para este tipo de cáncer 

(Pesatori et al., 2013). El uso de anticonceptivos orales (OC) y el riesgo de CP también ha 

sido estudiado sin embargo no se ha encontrado asociación de su uso con el CP 

(OR=0.91; 95% CI=0.81-1.03) (Wu et al., 2014). 

 

Dadas las inconsistencias en cuanto a la participación de los estrógenos en el CP de los 

estudios en pacientes y debido a la importancia de éstas hormonas, se ha mostrado un 

creciente interés en explorar a mayor detalle el papel de los estrógenos en ésta patología. 

 

 

1.5 Vías Estrogénicas y Carcinogénesis Pulmonar 

Los estrógenos pueden actuar directamente como carcinógenos a través del metabolismo 

a catecol estrógenos y la formación de aductos del ADN (Hershberger et al., 2009; 

Marquez-Garban et al., 2011; Zhang et al., 2009; Zhao et al., 2011). 
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Así mismo, la respuesta que llevan a cabo en las células depende de su unión a los 

receptores celulares alfa (ERα) y beta (ERβ). Ambos receptores han sido identificados 

tanto en líneas celulares como en tejido pulmonar de NSCLC, sin embargo el receptor 

más importante en el CP es el ERβ ya que se encuentra sobreexpresado en 60 a 80% de 

los tumores (Chakraborty et al., 2010; Hershberger et al., 2009) y se asocia con las 

funciones biológicas de los estrógenos al activar las vías de señalización genómicas y no 

genómicas que favorecen el proceso carcinogénico en el pulmón (Miki et al., 2011; Omoto 

et al., 2001; Pietras et al., 2005; Taylor y Al-Azzawi, 2000; Zhao et al., 2011).  

 

En cuanto a la expresión del ERβ en los pacientes, se ha reportado que los tejidos de 

NSCLC de mujeres expresan significativamente éste receptor comparado con los 

hombres y que su expresión se correlaciona principalmente con el ADC (Marquez-Garban 

et al., 2011; Niikawa et al., 2008; Stabile et al., 2002).  Algunos estudios han concluido 

además que la expresión de ERβ se relaciona con un buen pronóstico en hombres pero 

con un pobre pronóstico en mujeres (Baik y Eaton, 2012; Schwartz et al., 2005). Otros 

estudios muestran que los pacientes que presentan una alta expresión de ambos ERβ y 

de la aromatasa presentan una baja supervivencia comparado con aquellos que 

presentan alta expresión de la aromatasa pero baja expresión de ERβ, especialmente en 

mujeres con 65 años de edad o mayores con NSCLC. De igual forma, la alta expresión 

del ERβ se ha relacionado con el estadio del NSCLC (Mah et al., 2011).  

 

Se han descrito cinco isoformas del ERβ, sin embargo la ERβ1 es la única isoforma 

funcional que se puede unir al ligando. Stabile y cols. (Stabile et al., 2011) reportaron que 

la expresión de ERβ1 en los tejidos de NSCLC de mujeres y hombres es un factor 

independiente, de pronóstico negativo ya que se relaciona con un comportamiento más 
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agresivo del tumor y su expresión tiene un impacto significativo en el pronóstico el cual se 

basa en el estadio de la enfermedad (Navaratnam et al., 2012).  

 

Aun existen inconsistencias en cuanto al potencial de los receptores de estrógeno en el 

pronóstico del cáncer pulmonar ya que otros estudios mencionan que la expresión de ER 

se asocia con un buen pronóstico (Navaratnam et al., 2012; Wu et al., 2005). Sin embargo 

la combinación de la expresión de la aromatasa y el ERβ predicen significativamente la 

supervivencia, cuando se ajustan las covariables clínicamente significativas como el grado 

del tumor, el estadio y la edad, esto ha sido observado tanto en hombres como en 

mujeres. Es interesante que la combinación de la expresión de ERα y la aromatasa no 

predicen la supervivencia, lo cual apoya que el receptor beta es el subtipo biológicamente 

más activo en la carcinogénesis pulmonar (Baik y Eaton, 2012). 

 

Los estrógenos a través del ERβ actúan directamente sobre elementos de respuesta a 

estrógenos (ERE) en la vía genómica o sobre las MAPK (EGFR) y AKT cinasas y en la 

fosforilación de coactivadores de receptores esteroideos (SRC-3/AIB1) en la vía no 

genómica.  Los estrógenos estimulan así la proliferación celular lo cual ha sido probado 

tanto in vitro como in vivo, además favorecen la resistencia a la apoptosis, la secreción de 

factores de crecimiento (TNF-α, EGF, IGF-1) y angiogénicos como el VEGF (factor de 

crecimiento endotelial y vascular) así como la progresión tumoral (Hershberger et al., 

2009; Kiyohara y Ohno, 2010; Marquez-Garban et al., 2011; Zhang et al., 2009; Zhao et 

al., 2011). El uso de fármacos antiestrogénicos como el Fulvestrant inhiben este efecto 

(Stabile et al., 2002).  
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Algunos estudios en fase II han demostrado que la adición de Tamoxifeno o Toremifeno a 

la quimioterapia en estadios avanzados de NSCLC es bien tolerada y resulta en una 

eficacia razonable con una respuesta de 18 a 25% en pacientes que han tenido un 

tratamiento previo con cis-platino. Sin embargo esto no ha podido ser confirmado en 

estudios aleatorios posteriores. A pesar de la actividad antitumoral de los fármacos 

antiestrógenos y los inhibidores de la aromatasa observados en modelos preclínicos, aun 

no hay suficientes datos de los estudios clínicos de terapias hormonales para ser 

utilizados en la clínica y es preciso entender a fondo los mecanismos de los estrógenos 

en el CP (Baik y Eaton, 2012; Chen et al., 2000a; Chen et al., 2000b; Lara et al., 2001). 

 

 

1.6 Estrógenos y su Relación con el eje CXCR4/CXCL12 

Aunque en los últimos años se ha estudiado en gran manera el efecto de los estrógenos 

en el cáncer pulmonar, los mecanismos explorados de estas hormonas en la 

carcinogénesis del pulmón aun son escasos.  Se ha sugerido que los estrógenos podrían 

favorecer la carcinogénesis pulmonar mediante mecanismos similares a los observados 

en el cáncer de mama, sin embargo en el cáncer de mama los estrógenos juegan un 

papel importante en la iniciación mientras en el cáncer de pulmón parecen principalmente 

favorecer la progresión y la metástasis (Baik y Eaton, 2012; Dubey et al., 2006). Esto 

podría promoverse por la expresión de quimiocinas como CXCL12 y su receptor CXCR4 

por las células tumorales. La expresión de éstas proteínas ha sido asociada a etapas 

tardías del cáncer de pulmón ya que favorecen entre otros eventos la metástasis. En 

algunos tipos de cáncer hormono-dependientes como el de mama y ovario, se ha 

reportado que los estrógenos favorecen la expresión de CXCL12 a través de su 

señalización mediante ER (Belperio et al., 2004; Boudot et al., 2011; Hall y Korach, 2003; 

Rodriguez-Lara et al., 2014; Sauve et al., 2009; Wagner et al., 2009; Wald et al., 2011), 
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sin embargo ésta asociación no ha sido investigada en el cáncer de pulmón, un cáncer 

cuya relación con los estrógenos es cada vez más evidente. 

 

1.7 Expresión de CXCR4/CXCL12 en el Cáncer de Pulmón 

Las quimiocinas son una familia de citocinas quimioatrayentes de 8 a 14kDa que se unen 

a receptores transmembranales acoplados a proteínas G. Conforman una superfamilia de 

50 ligandos y 20 receptores, los cuales se dividen en cuatro familias: CXC, CC, C y CX3C, 

con base en la posición de los residuos de cisteína adyacentes al extremo amino terminal. 

También se clasifican de acuerdo con su función en homeostáticas e inflamatorias. Las 

quimiocinas homeostáticas se expresan constitutivamente y dirigen la migración de los 

leucocitos durante la vigilancia inmunológica. Las quimiocinas inflamatorias que son la 

mayoría, son inducibles y controlan el reclutamiento de las células a los sitios de infección 

e inflamación. A pesar de la capacidad de las quimiocinas de inducir la migración celular, 

distintas quimiocinas inducen respuestas diferentes y activan vías de señalización para 

una respuesta particular. La respuesta fisiológica y la vía de señalización depende de la 

combinación receptor/ligando, del tipo de célula y del estado patofisiológico (Minamiya et 

al., 2010; O'Hayre et al., 2008).  

 

Las células tumorales, las cuales expresan un repertorio relativamente restringido de 

quimiocinas y de receptores de quimiocinas, utilizan y manipulan éste sistema para 

favorecer el crecimiento del tumor y su diseminación (Wald et al., 2013).  

 
CXCL12 ó SDF-1 (stromal cell-derived factor 1) es una quimiocina homeostática de la 

familia CXC, que se une selectivamente a los receptores CXCR4 y CXCR7 para realizar 

su función. En condiciones normales CXCL12 se expresan en una variedad de tejidos, 

incluyendo el pulmonar, donde CXCL12 es producida por las células epiteliales para 



 

  17 

reclutar leucocitos en caso de daño agudo. CXCL12 tiene otras funciones como dirigir la 

hematopoyesis, la migración de linfocitos hacia los sitios de infección y mantener la 

arquitectura de los órganos linfoides secundarios.  

 

Sin embargo su expresión ha sido detectada en diferentes tipos de cáncer entre los que 

se encuentra el de pulmón en el cual su expresión es contradictoria. Algunos autores 

reportan empleando ELISA y RT-PCR  que CXCL12 no se expresa en líneas celulares 

(A549 y Calu-1) ni en tejidos de pacientes con NSCLC (Belperio et al., 2004; Phillips et al., 

2003). En contraste estudios más recientes muestran la expresión de esta proteína, en 

tejidos de pacientes con NSCLC mediante RT-PCR, PCR e inmunohistoquímica (Suzuki 

et al., 2008; Wagner et al., 2009; Wald et al., 2011). Wald y cols. (Wald et al., 2011) 

reportaron que los niveles de CXCL12 en el tejido pulmonar canceroso son incluso 

mayores que en la sangre periférica. Además mostraron que CXCL12 es expresado por 

las células neoplásicas y los fibroblastos asociados al carcinoma.  

 

A pesar de las discrepancias en la expresión de esta proteína existen más datos en la 

literatura que apoyan la expresión de la quimiocina en el NSCLC (Imai et al., 2010; Lee et 

al., 2011; Suzuki et al., 2008; Wagner et al., 2009; Wald et al., 2011). Es probable que las 

diferencias en los datos se deban a la variabilidad de las muestras y a la sensibilidad de 

las técnicas empleadas.  

 

CXCR4 es una proteína de 7 dominios transmembranales acoplada a proteína G y es un 

receptor selectivo de CXCL12. La expresión de éste receptor en condiciones normales no 

es amplia, se observa en algunos tejidos incluyendo el linfoide y el sistema nervioso y 

puede mediar la migración de las células en respuesta a su ligando, la expresión de éste 

eje es importante para el desarrollo, su bloqueo induce alteraciones en el sistema inmune, 
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nervioso, circulatorio, hematopoyético entre otros. La expresión de éste receptor también 

ha sido observada en diferentes tipos de cáncer.  

 

A diferencia del pulmón sano, donde la expresión de CXCR4 es baja o imperceptible 

(Minamiya et al., 2010; Phillips et al., 2003; Spano et al., 2004; Su et al., 2005), en tejidos 

de pacientes con NSCLC y en líneas celulares, CXCR4 se encuentra sobreexpresado 

(Minamiya et al., 2010; Na et al., 2008; Phillips et al., 2003; Spano et al., 2004; Wagner et 

al., 2009).  La sobreexpresión de CXCR4 es de mal pronóstico ya que un incremento en 

su expresión se observa principalmente en pacientes con  metástasis comparado con 

aquellos que se encuentran en estadios tempranos del cáncer. 

 

Recientemente se descubrio que CXCR7 es otro receptor para CXCL12 y se ha propuesto 

que también puede tener un papel en la carcinogénesis pulmonar, sin embargo los 

estudios aun no son claros. Además la expresión de éste receptor no se ha visto en todos 

los tipos de CP, se ha observado principalmente en el carcinoma escamoso y 

ocasionalmente en ADC pulmonares (Sun et al., 2010). 

 

1.8 Participación de CXCR4/CXCL12 en el Cáncer de Pulmón 

El eje CXCR4/CXCL12 ha sido ampliamente estudiado en el cáncer pulmonar debido a su 

implicación en diversos eventos de la carcinogénesis como la proliferación, la 

sobrevivencia, el crecimiento del tumor,  la angiogénesis, la migración y la metástasis 

(Phillips et al., 2003; Wald et al., 2011). Como consecuencia la alta expresión de éstas 

proteínas se correlaciona con un mal pronóstico en el NSCLC (Suzuki et al., 2008). 
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La producción de CXCL12 y la expresión de CXCR4 por los fibroblastos del tumor y las 

células tumorales favorecen la proliferación celular en el NSCLC. La estimulación de 

líneas celulares de cultivos primarios  (L3 y L4) y de la línea A549 con CXCL12 promueve 

la formación de colonias de manera dosis dependiente, este efecto es inhibido por el 

AMD3100 un bloqueador específico de CXCR4.  Se ha reportado que uno de los 

mecanismos por los cuales CXCL12 induce la proliferación de las células tumorales es 

através de la fosforilación de ERK (Wald et al., 2011). La disminución en la proliferación 

celular y la formación de colonias también fue observada al emplear iRNA y un anticuerpo 

anti-CXCL12 en lineas de NSCLC (Imai et al., 2010).  

 

Por otro lado, el eje CXCL12/CXCR4 también estimula la angiogénesis. Para que un 

tumor pueda crecer es necesaria la formación de nuevos vasos sanguíneos que lo nutran, 

este proceso de angiogénesis es estimulado por factores de crecimiento principalmente el 

factor de crecimiento endotelial y vascular (VEGF). Phillips y cols. (Phillips et al., 2003) 

observaron que SDF-1α, incrementa los niveles de VEGF y del factor de crecimiento 

fibroblástico en tumores de NSCLC, lo que resulta en la formación local de vasos 

sanguíneos. 

 

La activación del eje CXCR4/CXCL12 además favorece la adhesión de las células de 

NSCLC y SCLC a proteínas de la matriz extracelular como la fibronectina, la colágena I y 

VCAM-1. Esta interacción es importante para la adhesión y la migración de las células 

neoplásicas durante la metástasis a médula ósea la cual por secretrar altas 

concentraciones de CXCL12, es el principal sitio de metástasis de este tipo de cáncer 

(Burger y Stewart, 2009; Burger et al., 2003).   La adhesión de las células de cáncer 

pulmonar a los ligandos de la β1-integrina, fibronectina y colágena se incrementa por la 

actividad de CXCL12, ya que activa a las integrinas α-2  favoreciendo la adhesión de las 
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células a la colágena, activa también la integrina α-4 y 5 estimulando la adhesión a la 

fibronectina en la matriz extracelular (Hartmann et al., 2005). De igual forma, CXCL12 

activa a la GTPasa Rho, involucrada en la reorganización del citoesqueleto principalmente 

de los microfilamentos para promover la formación de filipodios y favorecer la migración, 

Rho también es un adaptador de la transducción de señales en las adhesiones focales en 

las células H82 y N592 (Applanat et al., 2008; Burger et al., 2003; Hartmann et al., 2005; 

Kijima et al., 2002). Se ha propuesto que la activación de las integrinas β1 y β3 en NSCLC 

por CXCR4/CXCL12 se lleva a cabo através de ERK, IKKα/β y NFκβ (Burger et al., 2003; 

Gangadhar et al., 2010; Huang et al., 2007). Otros reportes indican también que la 

fosforilación de ERK vía CXCL12 favorece la secreción de MMP-9 y aumenta la motilidad 

de células de NSCLC (Huang et al., 2007; Phillips et al., 2003; Wald et al., 2011). 

 

Por otro lado, Hartmann y cols. (Hartmann et al., 2005) reportaron igualmente que la 

adhesión de  células de SCLC y NSCLC a la matriz, las protege de los efectos apoptóticos 

inducidos por fármacos como el etopósido. La activación de la β1-integrina es suficiente 

para promover la resistencia a fármacos, este efecto es parcialmente mediado por 

CXCR4/CXCL12. Estos autores, mostraron por primera vez la intervención de CXCR4 en 

la resistencia a drogas mediada por la adhesión celular (CAM-DR).  

 

La función más estudiada de CXCR4/CXCL12 en el cáncer pulmonar es la metástasis. 

Las células de NSCLC que expresan CXCR4 siguen un gradiente de concentración y 

migran atraídas por las altas concentraciones de CXCL12 en los nódulos linfoides, el 

hígado, el cerebro, la médula ósea y el pulmón contralateral (Belperio et al., 2004; Phillips 

et al., 2003; Su et al., 2005; Wagner et al., 2009). 
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La expresión diferencial de CXCR4 en el NSCLC se ha correlacionado con el potencial 

metastático tanto in vitro como in vivo, lo cual sugiere que la migración de las células de 

NSCLC del tumor primario a sitios de metástasis puede depender de los niveles de 

expresión de CXCR4. Como resultado, las células que expresan altas concentraciones de 

CXCR4 son más susceptibles a ser atraídas por CXCL12 en otros tejidos con respecto a 

las células que expresan bajas concentraciones de CXCR4 (Su et al., 2005). Lo anterior 

explica lo que se ha reportado en pacientes con NSCLC, donde la expresión alta de 

CXCR4 es de mal pronóstico (Na et al., 2008; Spano et al., 2004). Su y cols. (Su et al., 

2005) reportaron que los pacientes con la mayor expresión de éste receptor presentaron 

metástasis comparado con aquellos con baja o nula expresión de CXCR4. 

 

La expresión de CXCL12 en tejidos con NSCLC se ha asociado también con metástasis a 

nodos linfoides (Suzuki et al., 2008; Wagner et al., 2009). Sin embargo, los niveles de 

CXCL12 son significativamente altos en los órganos que son altamente susceptibles a la 

metástasis de las células de NSCLC comparado con  el tumor primario o el plasma. El 

gradiente quimiotáctico entonces se establece entre el sitio de tumor primario y aquellos 

órganos donde hay metástasis, de acuerdo con los datos reportados por Philips y cols. 

(Phillips et al., 2003) que muestran en un modelo in vivo que el eje CXCR4/CXCL12 

media la metástasis del NSCLC. 

 

Se ha descrito también que CXCR4 puede modular la vía de TLR9 y potenciar la 

metástasis de esta forma. En otros tipos de cáncer como el de próstata y mama TLR-9 

induce la metástasis al favorecer la secreción de MMP-13 (Ilvesaro et al., 2007). El uso de 

agonistas de TLR-9 (CpG-ODNs) en las células 95D de cáncer pulmonar, potencia la 

expresión de CXCR4, donde el iRNA de CXCR4 reduce la metástasis de éstas células en 

respuesta a CpG-ODNs. Además la activación de CXCR4 por CXCL12 induce la 
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fosforilación de Akt pero no de I-κB y la activación de NF-κB en respuesta al agonista de 

TLR-9.  La fosforilación de Akt  ha sido relacionada con la metástasis del cáncer de mama 

(Liang et al., 2007). Por lo que CXCL12/CXCR4 puede potenciar la metastasis inducida 

por la activación de TLR-9 en el cáncer pulmonar a través de Akt, sin embargo es 

necesario investigar esta relación (Xu et al., 2009).  

 

CXCR4 también parece tener un papel importante en la biología de las células madre del 

cáncer en el NSCLC (Wald et al., 2013). Bertolini y cols. (Bertolini et al., 2009) 

encontraron que las células de NSCLC con alta capacidad de autorenovación y con alta 

resistencia a la quimioterapia expresan altos niveles de CXCR4 comparado con las 

células que carecen de éstas características. De igual forma Jung y cols. (Jung et al., 

2013) mostraron que la inhibición farmacológica o con iRNA de CXCR4 y la posterior 

activación de STAT3 suprimen significativamente la capacidad de autorenovación de 

varias líneas de NSCLC y concluyen que las células de NSCLC CXCR4 positivas son 

fuertes candidatos para ser células parecidas a las células madre del cáncer que 

mantienen ésta capacidad a través de la vía CXCR4/STAT3.  

 

Además se ha sugerido que CXCR4 puede actuar rio abajo en la transcripción del factor 

5T4 en la transición epitelio-mesénquima y en la migración de las células iniciadoras del 

cáncer de NSCLC (Damelin et al., 2011). Todos éstos estudios proveen evidencia de la 

existencia de subpoblaciones de células de NSCLC con características de células madre 

del cáncer y también proponen a CXCR4 como un importante elemento en su biología 

característica (Wald et al., 2013). 

 

Otra de las actividades de CXCL12 y su receptor, es la modulación del infiltrado 

inflamatorio en el microambiente tumoral en el adenocarcinoma pulmonar. Una elevada 
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expresión de CXCL12 se ha observado en muestras de pacientes en estadios IA a IIB, 

este incremento en la quimiocina se relacionó con un aumento en inflamación e infiltración 

de linfocitos TCD4+ CXCR4+highCD69+ (Raman et al., 2007; Wald et al., 2006). Es posible 

que la presencia de  linfocitos TCD4+CD169+ se relacione con la secreción de TGF-β y 

medie la evasión del sistema inmune. TGF-β es principalmente producido por el infiltrado 

inflamatorio en el NSCLC y se asocia con un comportamiento agresivo del tumor. La 

liberación de TGF-β dirige al incremento de CXCR4 en el infitrado y la retención de más 

linfocitos TCD3+CD4+CD69+ capaces de liberar más TGF-β en el microambiente tumoral 

y contribuir a la patogenesis del adenocarcinoma pulmonar (Wald et al., 2006). CXCL12 

también induce en líneas celulares de NSCLC (L3, L4, generadas por cultivo primario y 

A549) la secreción de CCL20, lo cual puede explicar la asociación de CXCL12 con un 

incremento en el infiltrado inflamatorio y la acumulación de linfocitos T CD4+ y células 

dendríticas  (DC) (Wald et al., 2011).  

 

Por otro lado CXCR7/RDC1 es un receptor alternativo de CXCL12 recientemente 

descubierto (Burns et al., 2006) y se ha propuesto que puede participar en la regulación 

del crecimiento tumoral y en la angiogénesis (Miao et al., 2007), su expresión también ha 

sido relacionada con la metástasis distante del cáncer pulmonar (Iwakiri et al., 2009). Sin 

embargo, Choi y cols. (Choi et al., 2014) reportaron que la expresión de CXCR4 y no la de 

CXCR7 favorece la metástasis mediante CXCL12 en el NSCLC, la migración y la 

metástasis de éstas células es dependiente de la interacción CXCR4/CXL12 pero es 

independiente de la interacción de CXCL12/CXCR7. Otros autores sugieren que CXCR7 

no participa en la carcinogénesis y mencionan que podría actuar exclusivamente como un 

receptor señuelo (Luker et al., 2010).  En éste contexto el papel de CXCR7 y su relación 

con CXCR4/CXCL12 aun no ha sido investigada a profundidad y es aun contradictoria, lo 

cual es un campo de interés en futuras investigaciones. 
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Como se muestra anteriormente el eje CXCR4/CXCL12 ha sido bien estudiado y se 

conoce que participa de manera importante en diferentes etapas de la carcinogénesis 

pulmonar desde la proliferación hasta la metástasis, siendo su expresión de mal 

pronóstico en los pacientes.  La expresión de CXCR4 en las células tumorales es crucial 

para este proceso y aunque CXCL12 es también producido por las células del tumor, la 

expresión del receptor es suficiente para promover la proliferación, la migración y otros 

eventos relacionados con la carcinogénesis, ya que el microambiente tumoral es rico en 

CXCL12 que también  es producido por las células del estroma y del infiltrado 

inflamatorio.   

 

Debido a la implicación del eje CXCR4/CXCL12 en la carcinogénesis pulmonar y dadas 

las diferencias observadas en el comportamiento de ésta patología entre sexos y dado 

que se ha reportado que las mujeres jóvenes (premenopáusicas) cursan con estadios 

mas avanzados y menos diferenciados en los cuales podría estar involucrada la expresión 

de este eje, es interesante estudiar la relación de CXCR4/CXCL12 con los estrógenos. 
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CAPÍTULO 2 

 

JUSTIFICACIÓN 

 

Diferentes estudios sugieren que las mujeres principalmente las premenopáusicas  

pueden tener peor pronóstico, tumores menos diferenciados y estadios más avanzados 

en el CP, lo cual apoya la participación de los estrógenos en ésta patología, sin embargo 

los mecanismos por los cuales podrían participar en la carcinogénesis del pulmón han 

sido pobremente abordados.  La expresión del eje CXCR4/CXL12 en el cáncer pulmonar 

es de mal pronóstico ya que favorece la progresión y la metástasis. En el cáncer de mama 

y ovario se ha mostrado que la expresión de estas proteínas es favorecida por los 

estrógenos. Debido a las diferencias en el comportamiento del CP por sexo y dado que 

las mujeres premenopáusicas cursan con peor pronóstico, es importante estudiar si la 

expresión de CXCR4/CXL12 puede ser asociada al sexo, al estadio hormonal y si los  

estrógenos a través de ERβ  pueden favorecer la expresión de CXCR4 como se ha visto 

en otros tipos de cáncer, lo cual podría ser un mecanismo por el cual estas hormonas 

participen en la carcinogénesis del pulmón. 
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CAPÍTULO  3 

OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivos Generales 

1) Investigar la probable relación del sexo y el estadio hormonal en la expresión de 

ERβ, CXCR4 y CXCL12 en el ADC pulmonar.  

 

2) Investigar si la expresión de ERβ, CXCR4 y CXCL12 se asocia con alguna 

característica clinicopatológica de los pacientes. 

 

3) Evaluar si los estrógenos favorecen en la expresión de CXCR4 en éste tipo de 

cáncer. 

 

3.2 Objetivos Particulares 

 
1) Identificar mediante inmunohistoquímica la expresión de ERβ, CXCR4 y CXCL12 

en ADC pulmonares de mujeres premenopáusicas, posmenopáusicas y hombres, 

y comparar la expresión de las proteínas de los ADC con la observada en el tejido 

pulmonar sano de los tres grupos analizados. 

 

2) Realizar un análisis de correspondencia para evaluar la posible asociación de la 

expresión de ERβ, CXCR4 y CXCL12 y el sexo, el estadio hormonal, el estadio del 

cáncer y el hábito tabáquico. 

 

3) Evaluar in vitro, la participación del 17-β-estradiol (E2) en la expresión de CXCR4 

en las líneas celulares H1435, SK-LU, H23 de ADC pulmonar mediante 

inmunofluorescencia. 
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CAPÍTULO  4 

 

ESTRATEGIAS Y MÉTODOS 

 

4.1  Selección de Pacientes y de Biopsias 

Se obtuvieron 107 biopsias de adenocarcinoma pulmonar de la Unidad de Patología del 

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias de México “Ismael Cosío Villegas”. Se 

consultaron los expedientes clínicos de cada paciente para obtener los siguientes datos: 

sexo, edad, estado hormonal (premenopausia/postmenopausia), estadio del cáncer 

(TNM), hábito tabáquico, exposición a otros tóxicos, ocupación, toma de radio ó 

quimioterapia, presencia de otras patologías pulmonares además del cáncer. 

 

Se seleccionaron las biopsias de pacientes con diagnóstico de adenocarcinoma pulmonar 

realizado por el patólogo, que presentaran los datos antes mencionados en su expediente 

clínico y que las biopsias recolectadas tuvieran tejido suficiente para el análisis de la 

expresión de proteínas. Los pacientes que no cumplieron con estos requisitos, así como 

aquellos que presentaron otras patologías pulmonares o que tomaron quimio o 

radioterapia fueron excluidos del estudio. De esta forma se obtuvieron 20 biopsias de 

mujeres premenopáusicas, 20 de mujeres posmenopáusicas y 20 de hombres. Las 

características de los pacientes incluidos en el estudio se muestran en la tabla 1. 

 

Las mujeres con adenocarcinoma pulmonar incluidas en el estudio se encontraron entre 

los 30 y 80 años de edad. Las pacientes fueron definidas como postmenopáusicas 

cuando experimentaron naturalmente al menos doce meses consecutivos sin 

menstruación, y como premenopáusicas, cuando presentaron periodos menstruales 

normales al momento del diagnóstico (Baumgartner et al., 2011; Dratva et al., 2009; 
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NORMA Oficial Mexicana NOM-035-SSA2-2002, 2003). Los pacientes con ooforectomía o 

con alguna disfunción hormonal fueron excluidas del estudio así como aquellas pacientes 

que tomaban terapia hormonal hasta el momento del diagnóstico. 

 

Los hombres con adenocarcinoma pulmonar se encontraron entre los 30 y 80 años de 

edad. En este estudio, las mujeres posmenopáusicas y los hombres fueron empleados 

para comparar el efecto de los estrógenos en la expresión de ERβ y CXCR4/CXCL12 con 

respecto a las mujeres premenopáusicas. 

 

En lo que se refiere a la evaluación de hábito tabáquico, se consideró el criterio de la guía 

estandarizada para la medida de tabaquismo, para definir a un paciente como fumador, 

fumador pasivo y no fumador (WHO, 1998). Se definió como fumador aquel paciente que 

fumó 100 o más cigarros en su periodo de vida y aun fuma. Un no fumador fue definido 

como aquel paciente que nunca ha fumado en su vida o no ha sido fumador ocasional  y 

si han fumado menos de 100 cigarros en su vida. Las mujeres y hombres no fumadores 

que vivieron o convivieron con fumadores en el periodo de su vida y reportaron exposición 

a humo de cigarro fueron definidos como fumadores pasivos.  

 

Por otro lado, se obtuvieron 30 muestras de tejido pulmonar sano adyacente a la zona del 

tumor los cuales fueron empleados como controles. Diez de los cuales fueron de mujeres 

premenopáusicas, 10 de mujeres postmenopáusicas y 10 de hombres. Se empleó el 

criterio antes descrito para clasificar las muestras controles de acuerdo al estado 

hormonal (premenopausia/posmenopausia). 
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Este estudio fue realizado de acuerdo con la Declaración de Helsinki y fue aprobado por 

el comité de Ética del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosío 

Villegas” y de la Facultad de Medicina UNAM, México. 

 

4.2 Inmunohistoquímica y Evaluación de la inmunoreactividad 

La expresión de ERβ, CXCR4 y CXCL12 en tejido pulmonar sano y en adenocarcinomas 

pulmonares fue analizado mediante inmunohistoquímica. Las biopsias fueron fijadas en 

formalina al 10% y embebidas en parafina. Se obtuvieron cortes de 5µm y se colocaron en 

portaobjetos tratados con poli-L-lisina (Sigma, St Louis, MO). Los tejidos fueron 

desparafinados en xilol, se rehidrataron colocándolos en alcohol en concentraciones 

decrecientes hasta llevarlos a agua y posteriormente fueron sujetos a presión (120lbs) y 

calor durante 3min para la recuperación antigénica. La actividad de la peroxidasa 

endógena fue inhibida con 3% de H2O2  (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ) por 20 minutos. Se 

realizó un lavado con PBS-Albúmina 1% y  se incubó por 30min a 37ºC con los 

anticuerpos primarios policlonales Anti-ERβ diluido 1:500 (ab3577 Abcam, Cambridge, 

MA), anti-CXCR4 a una concentración 1:100 (ab2074 Abcam) y anti-CXCL12 a una 

concentración de 1:200 (ab80118 Abcam). De la misma forma se incubó con el anticuerpo 

secundario (biotinylated goat-anti-rabbit, sc-2053 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 

CA)  y con el complejo HRP-streptavidina (sc-2053 Santa Cruz Biotechnology). Los tejidos 

fueron lavados con buffer fosfato salino (PBS) después de ser tratados con cada reactivo 

y anticuerpo. La reacción inmunológica fue revelada con diaminobencidina  (Zymed 

Laboratories, San Francisco, CA). Finalmente, los tejidos fueron contrastados con 

hematoxilina y montados. Los controles negativos fueron obtenidos reemplazando el 

anticuerpo primario con PBS. 
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La inmunoreactividad de ERβ, CXCR4 y CXCL12 fue medida en los tejidos por 

densitometría mediante el analizador de imágenes Image Pro Plus (v. 6.0 Media 

Cybernetics, Silver Spring, MD). Las imágenes de los tejidos se obtuvieron utilizando una 

cámara digital (Evolution MP Color, Media Cybernetics, Canada) acoplada a un 

microscopio de campo claro (Olympus BX51, Tokyo, Japan). De cada tejido se analizaron 

5 campos al azar de un área de 76.241 mm2 a una magnificación de 100x. La 

inmunopositividad fue determinada por la presencia de color ocre en los tejidos. El 

software evaluó el total de color ocre presente en el área de tejido ya sea que se 

encontrara en el núcleo o en el citoplasma de las células. La intensidad de color fue 

reportada en pixeles (Rodriguez-Lara et al., 2014). 

 

4.3 Líneas Celulares y Cultivo celular 

Se obtuvieron las líneas celulares NCI-H1435, NCI-H23 de adenocarcinoma pulmonar de 

la American Type Culture Collection (ATCC) (Rockville, MD) y se cultivaron en  RPMI 

1640 (ATCC-30-2001) suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF) (Gibco) y 1% 

de solución de penicilina/estreptomicina (PAA). Las células SK-LU1 de adenocarcinoma 

pulmonar fueron donadas por el Dr. Cerbon MA, esta línea fue cultivada en medio DMEM 

(Gibco) suplementado con 10% de SBF. Las células fueron cultivadas y mantenidas en 

una incubadora a 37ºC con una atmósfera de 5% de CO2 95% aire y humedad. 

 

La línea celular NCI-H1435 se deriva de un adenocarcinoma pulmonar de una mujer de 

35 años; la SK-LU-1 proviene de un ADC pulmonar de una mujer de 60 años, y la NCI-

H23 se deriva de un ADC de pulmón de un hombre de 51 años. Todas las líneas celulares 

empleadas fueron previamente caracterizadas y la expresión de ER (ERα, ERβ) ha sido 

reportada (Caltagirone et al., 1997; Ivanova et al., 2010; Mollerup et al., 2002; Pietras et 

al., 2005). 
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4.4 Tratamiento de las líneas celulares con Estrógenos y Tamoxifen 

Las células fueron cultivadas en cubreobjetos colocados en cajas de 12 pozos hasta 

alcanzar una confluencia del 80%. Para obtener un cultivo libre de hormonas esteroideas, 

el medio fue cambiado 48h antes del estudio por RPMI-1640 y DMEM libres de fenol rojo, 

con 1% de SBF sin hormonas. Las tres líneas celulares fueron tratadas por triplicado con 

vehículo (medio sin fenol y SBF sin hormonas) (condición control) o en concentraciones 

crecientes de 17-β-estradiol (disuelto en etanol y agregado al medio) (Sigma Aldrich) 

(0.03nM–10nM) y en 17-β-estradiol (10nM) más Tamoxifen (17.5mM) (disuelto en DMSO) 

un antagonista del receptor de estradiol beta, el cual es la forma predominantemente 

expresada en el ADC pulmonar y en éstas líneas celulares.  El Tamoxifen además ha sido 

empleado en otros estudios de cáncer pulmonar mostrando un efecto antiproliferativo al 

inibir la via ER (Shen et al., 2010). 

 

Se realizó una curva dosis respuesta probando los rangos de concentraciones de 

estrógenos que se reportan en la sangre de mujeres premenopáusicas (60-400pg/ml) y 

posmenopáusicas (10-60pg/ml) y de los hombres (10-60pg/ml). Las dosis que se 

probaron en la curva fueron: 0.03nM (10pg/ml), 0.22nM (60pg/ml), 0.55nM (150pg/ml), 

0.91nM (250pg/ml), 1.65nM (450pg/ml), 3.76nM (1000pg/ml) y 10nM.  Se eligió la 

concentración a la cual se observó la mayor expresión del CXCR4 (10nM) para 

administrarla junto con el Tamoxifen. Después de 24 y 72h de cultivo, la viabilidad celular 

fue determinada y se realizó inmunofluorescencia para detectar la expresión de CXCR4 y 

evaluar los posibles cambios en la expresión posterior al estímulo con estradiol. 
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4.5 Inmunofluorescencia para CXCR4 y Evaluación de la fluorescencia 

Después del tratamiento con estradiol, el sobrenadante fue removido y las células fueron 

lavadas con PBS dos veces. Las células se fijaron con PBS-PFA 4% por 10min a 

temperatura ambiente (TA), después se lavaron con PBS dos veces. Los sitios de unión 

inespecíficos fueron bloqueados incubando durante 1h con PBS-3%SBF-1%BSA. El 

anticuerpo primario anti-CXCR4 (Abcam) a una concentración de 1:100  y el secundario a 

una concentración de 1:1000 (Rodamina-anti-conejo) (Zymed) fueron incubados en la 

solución bloqueadora por 2h a 37ºC, el anticuerpo secundario fue incubado en oscuridad. 

Se realizaron lavados con PBS en cada paso. Las células fueron contrastadas con DAPI 

(Sigma). Finalmente los cubreobjetos fueron montados sobre los portaobjetos y se 

observó al microscopio de fluorescencia.  

 

Para cada condición experimental, en cada línea celular, se analizaron por triplicado, 

ambos la expresión basal de CXCR4 y la expresión de ésta proteína después del estímulo 

con las diferentes concentraciones de 17-β-estradiol. En cada caso, se analizaron 10 

campos al azar a una magnificación de 1000x usando una cámara digital (Nikon DS-5M-

L1)  acoplada a un microscopio de fluorescencia. La evaluación de la fluorescencia fue 

medida empleando Image J versión 10.2  (Maryland, USA) (Rasband, 2012). La media de 

fluorescencia para CXCR4 fue evaluada en 100 células por cada condición por cada línea 

celular. 
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4.6 Análisis Estadístico 

Para determinar las diferencias en la expresión de ERβ, CXCR4 y CXCL12 entre los 

grupos de pacientes (mujeres premenopáusicas, posmenopáusicas y hombres) se realizó 

un análisis de varianza (ANOVA) (Prisma 6.0, GraphPad Software La Jolla California, 

USA). Posteriormente se aplicó la prueba post-hoc de Tukey con el fin de investigar si la 

expresión de las proteínas en los tumores fue diferente de la de los tejidos pulmonares no 

cancerosos en cada grupo. Estas mismas pruebas estadísticas se emplearon para 

determinar si la expresión de CXCR4 fue diferente entre los grupos de células sin 

estradiol y con las diferentes dosis de estradiol en el cultivo. En todos los casos P<0.001 

fue considerada como significativa.  

 

Por otro lado, se realizó un análisis de correspondencia para determinar el patrón de 

asociación entre el sexo, la condición hormonal, el estadio del tumor, el hábito tabáquico y 

el nivel de expresión de ERβ, CXCR4 and CXCL12 (bajo, medio, alto) resultante de la 

densitometría de las muestras con ADC pulmonar. Para definir los rangos bajo, medio y 

alto se establecieron puntos de corte mediante un análisis de frecuencias de la 

inmunoreactividad de las proteínas de todas las muestras de tejido canceroso. Para cada 

proteína, el nivel de inmunoreactividad fue obtenido de la distribución de frecuencias de 

los valores de las densitometrías de todas las muestras. Para ello los valores de corte se 

establecieron en el 33% y 66%. Los valores ≤33% fueron definidos en el rango de 

inmunoreactividad baja, mientras que los valores >33 y <66% fueron considerados como 

dentro del rango de inmunoreactividad media y finalmente los valores de densitometría 

≤66% fueron categorizados como inmunoreactividad alta. 
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El análisis de correspondencia es un método descriptivo para determinar la relación entre 

grupos específicos y el nivel de inmunoreactividad de las proteínas. El análisis fue 

aplicado usando la frecuencia de incidencia de cada grupo (sexo y estado hormonal) con 

respecto al nivel de expresión de las proteínas (bajo, medio, alto) junto con la asociación 

respectiva de hábito tabáquico y estadio del tumor. El análisis usa una distancia de X2-

calculada para evaluar la asociación entre los grupos y el nivel de inmunoreactividad. 

Basado en estas distancias, el análisis de correspondencia registra dos combinaciones de 

inmunoreactividad desde el cual se calcula un puntaje para cada grupo. La primera 

combinación (primer factor o Dim 1) define una escala de variación que permite un alto 

nivel de discriminación entre los grupos. La segunda combinación (segundo factor o Dim 

2) define la máxima dispersión entre los grupos no correlacionados y el nivel de 

inmunoreactividad. Cada combinación ayudó a explicar un porcentaje de la varianza total 

que aparece en el conjunto de datos. El resultado se muestra en una gráfica XY que 

representa el segundo y primer factor respectivamente. Las coordenadas del gráfico son 

los valores calculados para ambos factores y representan los grupos sexo, estado 

hormonal y los niveles de inmunoreactividad. Existe una correspondencia directa o una 

mayor asociación entre dos posiciones adyacentes (Hill, 1974). 

 

Finalmente analizamos si existe una asociación entre el hábito tabáquico y el nivel de 

expresión de las proteínas analizadas en cada grupo mediante un análisis de X2 de dos 

colas y el test exacto de Fisher.  Además empleamos un ANOVA de dos vías para buscar 

diferencias significativas en la media inmunoreactividad de cada marcador de acuerdo con 

el hábito tabáquico (fumador vs no fumador); si el ANOVA resultó significativo se realizó la 

prueba post-hoc Bonferroni de comparación múltiple. 
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CAPÍTULO  5 

 

RESULTADOS 

 

5.1 Características Clinicopatológicas de los Pacientes 

Se incluyeron 60 pacientes diagnosticados con ADC pulmonar. Las mujeres 

premenopáusicas se encontraron entre los 30 y 48 años, la media de edad para este 

grupo fue de 41 años. Las mujeres posmenopáusicas se encontraron entre los 55 y 80 

años y la media fue 65 años. La media de edad para los hombres incluidos en el estudio 

fue 55 años. Nuestros resultados muestran que ambos grupos de mujeres pre- y 

posmenopáusicas con ADC pulmonar fueron predominantemente no fumadoras (70 y 

80% respectivamente). Por el contrario, sólo el 10% de los hombres fueron no fumadores. 

Además observamos que un alto porcentaje de las mujeres premenopáusicas (85%) se 

encontraron en estadios mas avanzados del cáncer (IV) al momento del diagnóstico, 

comparado con las mujeres posmenopáusicas (70%) y los hombres (60%). De igual 

forma, las mujeres premenopáusicas frecuentemente (40%) presentaron 

adenocarcinomas pobremente diferenciados comparado con los otros grupos (Tabla 1). 
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Tabla 1. Características Clinicopatológicas de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar 

Total de Pacientes   (60) 

Sexo  Mujeres  Hombres 
(n=20) 

Estado Hormonal  Premenopáusicas       
(n=20) 

Postmenopáusicas              
(n=20) 

 
‐ 

Edad (años)  
Rango  
Media 
 

 
30‐48 
41 

 
55‐80 
65 

 
30‐80 
55 

Hábito tabáquico (%) 
Fumador 
No Fumador 
Fumador Pasivo 

 
20 
70 
10 

 
10 
80 
10 

 
90 
10 
0 

 
Estado de diferenciación (%) 
Pobremente diferenciado 
Moderadamente diferenciado 
Bien diferenciado 
 

 
 
40 
40 
20 

 
 
30 
35 
35 

 
 
20 
65 
15 

Estadio del Tumor  (%) 
Estadio I 
Estadio II 
Estadio III 
Estadio IV 

 
5 
0 
10 
85 

 
20 
10 
0 
70 

 
0 
0 
40 
60 

 

 

 

5.2 Expresión de ERβ  en tejido pulmonar sano y en los ADC pulmonares 

El receptor de estrógenos beta fue identificado con baja intensidad en los tejidos 

pulmonares no cancerosos tanto de hombres como de mujeres pre- y posmenopáusicas 

(Fig. 3A, C, E). El análisis densitométrico mostró que la densidad media de pixeles para 

ERβ en el tejido pulmonar sano de las mujeres premenopáusicas fue de 45 pixeles, en las 

posmenopáusicas fue de 22.80 y en los hombres de 22.06 pixeles. No observamos 

diferencia significativa en la expresión de ésta proteína en el tejido sano entre los grupos 

(Fig. 3G). 
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La expresión de ERβ también fue observada en los tumores tanto de hombres como 

mujeres. Sin embargo, la inmunoreactividad fue significativamente mayor (p<0.001)  en 

los tumores comparado con el tejido pulmonar no canceroso en los tres grupos analizados 

(Fig. 3). Entre los tumores, la más alta intensidad fue claramente observada en los ADC 

de las mujeres premenopáusicas (Fig. 3B) y una menor intensidad fue identificada en los 

tejidos de mujeres posmenopáusicas (Fig. 3D). La expresión más baja se observó en los 

ADC de los hombres (Fig. 3F). El análisis semicuantitativo mostró que la densidad media 

de pixeles  para ERβ fue 176.19, 97.77, y 52.88 pixeles para los ADC de las mujeres 

premenopáusicas, posmenopáusicas y hombres respectivamente (Fig. 3G).  

 

La prueba ANOVA y Tukey post-hoc mostraron que los tumores de las mujeres 

premenopáusicas exhiben la expresión más alta comparado con las mujeres 

posmenopáusicas (p<0.001).  Además las mujeres posmenopáusicas presentaron mayor 

intensidad con respecto a los hombres quienes exhibieron la menor expresión de la 

proteína (p<0.001). 

 

 

5.3 Expresión de CXCR4 en tejido pulmonar sano y en ADC pulmonares 

La expresión de CXCR4 en el epitelio bronquial normal fue extremadamente baja y en 

algunos tejidos fue casi imperceptible (Fig. 4A, 2C, 2E). La densidad media de pixeles de 

CXCR4 en el pulmón sano de mujeres premenopáusicas, posmenopáusicas y hombres 

fue de 6.10, 6.88 y 5.33 pixeles respectivamente. El análisis estadístico no mostró 

diferencia significativa en la expresión de éste receptor en los tejidos pulmonares 

normales en los grupos analizados (p<0.001) (Fig.4G). 

 

  



 

  38 

En contraste, la expresión de CXCR4 fue alta en los ADC pulmonares comparado con el 

tejido pulmonar normal en los tres grupos (Fig. 4G, p<0.001). La mayor expresión fue 

observada en los tumores de las mujeres premenopáusicas (146.46 pixeles) (p<0.001) 

(Fig. 4B y 4G), una menor inmunoreactividad fue observada en los tumores de las 

mujeres posmenopáusicas (86.88 pixeles) y la menor expresión fue detectada en los ADC 

de los hombres (78.04 pixeles) (Fig. 4D, 4F y 4G).  El análisis estadístico mostró que los 

tumores de las mujeres premenopáusicas expresaron significativamente más CXCR4 

(p<0.001) que los tumores de las mujeres posmenopáusicas y los hombres. No se 

observaron diferencias significativas en la expresión de CXCR4 en los tumores de éstos 

dos últimos grupos (Fig. 4G). La señal de ésta proteína fue usualmente observada en el 

núcleo y en el citoplasma de los ADC pulmonares (Figuras 4B, 2D, 2F).  

 

5.4 Expresión de CXCL12 en tejido pulmonar sano y en ADC pulmonares 

El tejido pulmonar normal de todos los grupos analizados presentó una expresión basal 

de CXCL12 (Figuras 5A, 5C, 5E). La densidad media de pixeles para CXCL12 en el 

pulmón normal de las mujeres premenopáusicas, posmenopáusicas y hombres fue de 38,  

26.47 y 26.82 pixeles respectivamente. No se observaron diferencias significativas en la 

densidad media de pixeles en el tejido pulmonar no canceroso de los grupos analizados 

(Fig. 5G, p<0.001).   

 

Contrario al tejido pulmonar sano, los ADC pulmonares de los tres grupos presentaron 

también una alta expresión de CXCL12.  Fue interesante que los ADC de las mujeres 

premenopáusicas expresaran también la mayor concentración de la quimiocina (164.15 

pixeles) (Fig. 5B, 5G), comparado con los ADC de mujeres posmenopáusicas (119.80 

pixeles) (Fig. 5D y 5G),  y de los hombres (107.93 pixeles) (Fig. 5F y 5G) (p<0.001).  La 

inmunoreactividad de CXCL12 fue localizada tanto en el núcleo como en el citoplasma en 
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la mayoría de las muestras de ADC pulmonar en los tres grupos (Figuras 5B, 5D, 5F). La 

media de densidad de pixeles y el rango para las tres proteínas analizadas en las mujeres 

premenopáusicas, posmenopáusicas y hombres se muestran en la tabla 2. 

 
 
 
 
 
Tabla 2. Densidad de pixeles para ERβ, CXCR4 y CXCL12 en el tejido pulmonar sano y en los 
ADC pulmonares de mujeres premenopáusicas (PreMP), mujeres posmenopáusicas (PostMP) y 
hombres. 
 
 

   ERβ  densidad media de pixeles 
 BE ADC 

 Rango Media Rango Media 
PreMP 10-80 45.70 0-400 176.19 

PostMP 0-100 22.80 0-152.7 97.70 

Hombres 0-50 22.06 0-159 52.88 

  CXCR4 densidad media de pixeles  

 BE ADC 

 Rango Media Rango Media 
PreMP 0-100 6.10 0-309 146.46 

PostMP 0-90 6.88 0-137 86.88 

Hombres        0-70 5.33 0-166 78.04 

 CXCL12 densidad media de pixeles 
 Control ADC 

 Rango Media Rango Media 
PreMP 0-82 38 0-310 164.15 

PostMP 0-100 26.47 0-192 119.8 

Hombres 0-200 26.82 0-163 107.93 

 

 

 

 
 
 
 
 
 



 

  40 

 
Figura 3. Expresión de ERβ por sexo y estadio hormonal en tejido pulmonar sano y en ADC pulmonar. La 
expresión de ERβ fue baja en el tejido pulmonar sano en los tres grupos analizados (A,C,E) comparado con 
los ADC que muestran una alta expresión (B,D,F) (cabeza de flecha). Los ADC de mujeres premenopáusicas 
mostraron la más alta expresión del receptor (B), comparado con los ADC de mujeres posmenopáusicas (D) y 
de hombres (F),  la marca observada fue principalmente citoplásmica. Las células intensamente marcadas en 
D corresponden a infiltrado inflamatorio (asterisco). El análisis estadístico mostró que la densidad media de 
color para ERβ fue estadísticamente alta en los ADC comparado con el epitelio bronquial (EB) en los tres 
grupos analizados (*p<0.001 ANOVA, Tukey post-hoc test). Los ADC de mujeres premenopáusicas (PreMP 
ADC) mostraron significativamente mayor inmunopositividad para ERβ comparado con aquellos de las 
mujeres posmenopáusicas (PostMP ADC) y de los hombres (# p<0.001 ANOVA, Tukey post-hoc test) (G). 
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Figura 4. Expresión de CXCR4 por sexo y estadio hormonal en tejido pulmonar sano y en ADC pulmonar. Se 
muestra en A, C y E la expresión muy baja de CXCR4 en el tejido pulmonar sano en los tres grupos 
analizados, comparado con los ADC que muestran una mayor expresión (B,D,F) (cabeza de flecha). Los ADC 
de mujeres premenopáusicas mostraron la más alta expresión del receptor (B), comparado con los ADC de 
mujeres posmenopáusicas (D) y de hombres (F),  la marca observada fue citoplásmica y/o nuclear. El análisis 
estadístico mostró que la densidad media de color para CXCR4 fue estadísticamente alta en los ADC 
comparado con el epitelio bronquial (EB) en los tres grupos analizados (*p<0.001 ANOVA, Tukey post-hoc 
test). Los  ADC de las mujeres premenopáusicas (PreMP ADC) mostraron significativamente mayor 
inmunopositividad para CXCR4 comparado con los de las mujeres posmenopáusicas (PostMP ADC) y de los 
hombres (# p<0.001 ANOVA, Tukey post-hoc test) (G). 
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Figura 5. Expresión de CXCL12 por sexo y estadio hormonal en tejido pulmonar sano y en ADC pulmonar. La 
inmunopositividad para CXCL12 fue baja en el tejido pulmonar sano en los tres grupos analizados (A,C,E) 
comparado con los ADC que muestran una mayor expresión (B,D,F) (cabeza de flecha). Los ADC de mujeres 
premenopáusicas mostraron la más alta expresión de la quimiocina (B), comparado con los ADC de mujeres 
posmenopáusicas (D) y de hombres (F),  la marca observada fue principalmente citoplásmica aunque también 
observamos núcleos positivos a CXCL12. El análisis estadístico mostró que la densidad media de color para 
CXCL12  fue estadísticamente alta en los ADC comparado con el epitelio bronquial (EB) en los tres grupos 
analizados (*p<0.001 ANOVA, Tukey post-hoc test). Los tumores de las mujeres premenopáusicas (PreMP 
ADC) mostraron significativamente mayor inmunopositividad para CXCL12 comparado con los de las mujeres 
posmenopáusicas (PostMP ADC) y de los hombres (# p<0.001 ANOVA, Tukey post-hoc test) (G). 
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5.5 Relación entre los Niveles de Inmunoreactividad de ERβ  y CXCR4/CXCL12 y el 

Sexo,  el estadio Hormonal, el Estadio del Tumor y el Hábito Tabáquico 
 

Las 60 muestras de pacientes fueron agrupadas por sexo y estado hormonal usando las 

frecuencias de nivel para la inmunoreactividad de ERβ, CXCR4 y CXCL12,  junto con su 

hábito tabáquico y estadio del tumor. El análisis multivariado mostró tres grupos bien 

definidos que asociaron el sexo, el estadio hormonal y los niveles de inmunoreactividad 

de las proteínas analizadas (Fig. 6).  

 

Cada grupo mostró un nivel de correspondencia específico y dependiente entre el sexo, el 

estadio hormonal y el nivel de inmunoreactividad de cada proteína. Notablemente, las 

mujeres premenopáusicas se asociaron fuertemente con los altos niveles de 

inmunoreactividad de ERβ, CXCR4 y CXCL12. En contraste el análisis de 

correspondencia mostró una relación estrecha entre el grupo de hombres y los bajos 

niveles de inmunoreactividad de todas las proteínas analizadas.  

 

Con respecto a los estadios del tumor, los estadios I y II fueron asociados con el grupo de 

mujeres posmenopáusicas, mientras que estadios III fueron cercanamente asociados con 

el grupo de los hombres. Para las mujeres posmenopáusicas la asociación con los 

estadios I y II pudo ser influenciada por la baja frecuencia de estos estados en los otros 

grupos y el pequeño número de muestras en estos estadios. Por el contrario, la alta 

frecuencia (40%) del estadio III en los hombres contribuye al menos en parte a la estrecha 

relación observada por sexo.  Además debido a la alta frecuencia del estadio IV (>70%) 

en todos los grupos, no observamos asociación de éste estadio con  algún grupo en 

particular, mediante el análisis de correspondencia, a pesar de que el grupo de mujeres 

premenopáusicas claramente presentara el mayor número de casos en éste estadio. 
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Además el análisis mostró una cercana correspondencia entre el grupo de los hombres y 

el hábito tabáquico mientras que el grupo de mujeres se asoció con la ausencia de éste 

hábito.  Esta tendencia es resultado del alto porcentaje de hombres fumadores (90%)  y el 

bajo porcentaje de mujeres fumadoras (20 y 10% de mujeres pre- y posmenopáusicas) 

(Tabla 1, Fig. 6). 

 

Fue interesante que a pesar de las diferencias en el hábito tabáquico entre hombres y 

mujeres el análisis de correspondencia separó claramente al grupo de mujeres 

premenopáusicas, mujeres posmenopáusicas y hombres lo cual indica que la gran 

diferencia en los niveles de expresión de las proteínas entre éstos grupos contribuyen 

más a definir ésta asociación. Además ni el hábito tabáquico ni el estadio del tumor 

contribuyeron significativamente a la asociación entre las variables (Fig. 6). 

 

Debido a las diferencias en el hábito tabáquico entre hombres y mujeres en nuestra 

muestra y dada la relación que puede tener este factor en el ADC pulmonar fue 

interesante estudiar si existe una asociación entre esta variable y el nivel de expresión de 

las proteínas analizadas en cada grupo. La prueba de X2 y el Análisis de varianza 

(ANOVA) no mostraron asociación (p<0.05) entre el nivel de expresión de las proteínas y 

el hábito tabáquico en mujeres premenopáusicas, mujeres posmenopáusicas y hombres.  

 

Sin embargo cuando los grupos fueron separados por sexo (hombres vs mujeres), 

observamos una asociación significativa entre el nivel de inmunoreactividad de las 

proteínas analizadas y el hábito tabáquico (p<0.05). El nivel alto de expresión de ERβ fue 

asociado con las mujeres fumadoras, mientras, los niveles medio y bajos fueron 

asociados con los hombres fumadores (X2 df= 18.85, 2; p<0.001). Esta misma tendencia 
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fue observada para CXCR4 (X2 df 10.15,2; p<0.01) y en menor medida para CXCL12 (X2 

df=6.01, 2; p<0.04). 

 

 

Figura 6. Análisis de correspondencia del patrón de asociación entre el sexo, el estadio hormonal, 
los niveles de inmunoreactividad de ERβ, CXCR4 y CXCL12 de los ADC pulmonares, el hábito 
tabáquico y el estadio del tumor. La estrecha asociación entre cada grupo y el nivel de 
inmunoreactividad junto con el hábito tabáquico y el estadio del tumor pueden ser interpretados en 
relación a la distancia que separa dos puntos adyacentes. A menor distancia mayor asociación 
existe entre un grupo específico y una variable definida. La suma de Dim 1 y Dim 2 explican el 45% 
del total de la variación de los datos. 
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5.6 Participación de los estrógenos en la expresión de CXCR4 in vitro. 

 

Se estimularon las líneas celulares con estradiol a diferentes concentraciones durante 24h 

y 72h. Nuestros resultados mostraron que la línea celular NCI-H23 presentó una 

expresión basal de CXCR4, la media de fluorescencia de ésta proteína para las células 

que no fueron tratadas con E2  fue de 4.28 pixeles. Las células que no fueron estimuladas 

con estradiol fueron consideradas como el grupo control. Al estimular a células con 

estradiol durante 24h, la inmunoreactividad de CXCR4 incrementó al aumentar la dosis de 

estradiol, sin embargo éste incremento fue significativo sólo a partir de 0.5nM, donde la 

media de fluorescencia fue 9.35 pixeles y la máxima expresión se observó a una 

concentración de  3.67  y 10nM, donde las medias de fluorescencia fueron 13.22 y 12.62 

pixeles respectivamente (p<0.001) (Fig. 7).  

 

La administración de Tamoxifen a la máxima dosis de estradiol empleada (10nM), 

disminuyó la inmunoreactividad de CXCR4 hasta 6.11 pixeles (p<0.001).  

 

Después de 72h de cultivo con estradiol, observamos el mismo patrón, en las células que 

no recibieron tratamiento con E2, la media de fluorescencia para CXCR4 fue de 4.19 

pixeles, sin embargo el incremento fue significativo con respecto al control a partir de 

0.5nM donde se observó una media de fluorescencia de 7 pixeles y la mayor expresión se 

observó en 10nM (20.10 pixeles).  En las células tratadas con E2 y Tamoxifen la media de 

fluorescencia disminuyó hasta 4.8 pixeles un nivel de expresión observado en la condición 

control (ANOVA, Tukey p< 0.001) (Fig. 8). La expresión de CXCR4 fue dependiente de la 

dosis de estradiol y del tiempo de exposición a la hormona (Figs. 7 y 8). 
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Figura 7. Expresión de CXCR4 en células H23 después del tratamiento con E2 durante 24h. Se 
observa la expresión de CXCR4 en el citoplasma y membrana de las células (rojo). En (A) 
observamos una expresión basal de CXCR4 en las células sin estradiol. La expresión del receptor 
incrementa al aumentar la dosis de la hormona a 0.2nM (B), 0.9nM (C), 3.6nM (D) y 10nM (E) . La 
señal disminuye casi al nivel del grupo sin estradiol cuando se agrega Tamoxifen (F). El análisis 
estadístico muestra que el incremento en la expresión del receptor fue significativo a partir de 
0.5nM y disminuyó significativamente al agregar Tamoxifen (*p<0.001 ANOVA, Tukey post-hoc 
test) (G). En rojo se observa la señal de CXCR4 y en azul el núcleo con DAPI. 
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Figura 8. Expresión de CXCR4 en células H23 después del tratamiento con E2 durante 72h. Se 
observa la expresión basal de CXCR4 en rojo (A). La expresión del receptor incrementó al 
incrementar la dosis de la hormona como se observa en las células estimuladas con 0.9nM (C), 
3.6nM (D) y 10nM (E). La señal disminuyó casi al nivel del grupo sin estradiol cuando se agrega 
Tamoxifen (F). El análisis estadístico muestra que el incremento en la expresión del receptor fue 
significativo a partir de 0.5nM y disminuyó significativamente al agregar Tamoxifen (*p<0.001 
ANOVA, Tukey post-hoc test) (G). En rojo se observa la señal de CXCR4 y en azul el núcleo con 
DAPI. 
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Las células SK-LU-1 presentaron una expresión basal de CXCR4 de 8.1 pixeles a 24h de 

cultivo. Posterior al estímulo con estradiol, observamos un incremento en la expresión del 

receptor a partir de 0.22nM, sin embargo, la mayor expresión la observamos a una 

concentración de 10nM de estradiol (13.41 pixeles). La expresión de CXCR4 disminuyó 

significativamente cuando se agregó Tamoxifen (9.6 pixeles) (Fig. 9). Después de 72h de 

cultivo en medio con estradiol la inmunoreactividad de CXCR4 incrementó 

significativamente a partir de 0.22nM (11 pixeles), observándose la mayor 

inmunoreactividad también en 10nM (19.33 pixeles) y disminuyó al agregar Tamoxifen (10 

pixeles) (Fig. 10). La respuesta de éstas células al estradiol también fue dependiente de la 

dosis y del tiempo. Fue interesante que éstas células presentaron mayor expresión de 

CXCR4 que las H23 (Figs. 7-10).  

 
Finalmente, observamos que las células NCI-H1435 expresaron CXCR4 también de 

manera basal, la media de fluorescencia del grupo sin estradiol fue de 11.2 pixeles. Al 

incrementar la dosis de estradiol incrementó significativamente la inmunoreactividad de 

CXCR4 en 3.67nM y 10nM (17.81 y 19.92 pixeles respectivamente) después de 24h de 

cultivo. La inmunoreactividad disminuyó significativamente en las células estimuladas con 

estradiol 10nM y Tamoxifen (8.6 pixeles) (ANOVA, Tukey p<0.001) (Fig. 11). Después de 

72h de cultivo las células NCI-H1435 presentaron como basal una inmunoreactividad para 

CXCR4 de 12.24 pixeles en una condición libre de estradiol. La señal de CXCR4 

incrementó de manera significativa en las células en cultivo con estradiol desde 0.03nM 

hasta 10nM donde observamos la mayor expresión (33.74 pixeles), la cual disminuyó 

significativamente (16.32 pixeles) al co-incubar con Tamoxifen (ANOVA, Tukey p<0.001) 

(Fig. 12). La expresión de CXCR4 después del estímulo estrogénico en las células H1435 

derivadas de una mujer premenopáusica fue mayor comparado con las H23 derivada de 

un hombre y las SK-LU-1 derivada de una mujer posmenopáusica (Figs. 7-12).   
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Figura 9. Tratamiento de las células SK-LU-1 con E2 durante 24h. Se observa la expresión basal 
de CXCR4 (A). La expresión del receptor incrementó al incrementar la dosis de la hormona como 
se muestra en 0.2nM (B), 0.9nM (C), 3.6nM (D) y 10nM (E). La señal disminuyó casi al nivel del 
grupo sin estradiol cuando se agregó Tamoxifen (F). El análisis estadístico muestra que el 
incremento en la expresión del receptor fue significativo a partir de 0.2nM y disminuyó 
significativamente al agregar Tamoxifen (*p<0.001 ANOVA, Tukey post-hoc test) (G). En rojo se 
observa la señal de CXCR4 y en azul el núcleo con DAPI. 

G Expresión de CXCR4 en células SK-LU1 tratadas 24h con E2 
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Figura 10. Tratamiento de las células SK-LU-1 con E2 durante 72h. En (A) se observa la expresión 
CXCR4 en células sin estradiol. La expresión del receptor incrementó al incrementar la dosis de la 
hormona como se observa en las células estimuladas con 0.2nM (B), 0.9nM (C), 3.6nM (D) y 10nM 
(E). La señal disminuyó significativamente cuando se agregó Tamoxifen (F). El análisis estadístico 
muestra que el incremento en la expresión del receptor fue significativo a partir de 0.2nM y 
disminuyó significativamente al agregar Tamoxifen. La máxima expresión se observó a 10nM 
(*p<0.001 ANOVA, Tukey post-hoc test) (G). En rojo se observa la señal de CXCR4 y en azul el 
núcleo con DAPI. 
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Figura 11. Tratamiento de las células H1435 con E2 durante 24h. Las células expresan un basal 
de CXCR4 (A). La expresión del receptor incrementó al incrementar la dosis de la hormona sin 
embargo este aumento es significativo hasta 3.6nM (D) y 10nM (E). La señal disminuyó por debajo 
de nivel del grupo sin estradiol cuando se agregó Tamoxifen (F). El análisis estadístico muestra 
que el incremento en la expresión del receptor fue significativo a partir de 3.6nM y disminuyó 
significativamente al agregar Tamoxifen (*p<0.001 ANOVA, Tukey post-hoc test) (G). En rojo se 
observa la señal de CXCR4 y en azul el núcleo con DAPI. 
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Figura 12. Tratamiento de las células H1435 con E2 durante 72h. En la condición sin estradiol (SE) 
las células muestran un basal de CXCR4 (A). La expresión del receptor incrementó al incrementar 
la dosis de la hormona como se observa en las células estimuladas con 0.2nM (B), 0.9nM (C), 
3.6nM (D) y 10nM (E). La señal disminuyó significativamente cuando se agregó Tamoxifen (F). El 
análisis estadístico muestra que el incremento en la expresión del receptor fue significativo a partir 
de 0.03nM y disminuyó significativamente al agregar Tamoxifen (*p<0.001 ANOVA, Tukey post-hoc 
test) (G) En éstas células se observó la máxima expresión de CXCR4 (33.74 pixeles) a 72h de 
incubación con estradiol comparado con las líneas H23 y SKLU. En rojo se observa la señal de 
CXCR4 y en azul el núcleo con DAPI. 
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CAPÍTULO 6 

 

DISCUSIÓN 

 

Se ha reportado que el ADC es la forma más común de cáncer pulmonar principalmente 

en las mujeres y en los no fumadores (Belani et al., 2007; Devesa et al., 2005; Kadara et 

al., 2012; Minami et al., 2000). Las características de los pacientes en nuestra muestra 

confirman esta información, ya que observamos que un gran porcentaje de las mujeres 

con ADC fueron principalmente no fumadoras comparado con los hombres. Además 

encontramos que las mujeres premenopáusicas con ADC se hallaron en estadios más 

avanzados del cáncer al tiempo del diagnóstico y presentaron principalmente tumores 

pobremente diferenciados comparado con las mujeres posmenopáusicas y con los 

hombres (Tabla 1). Estos datos corroboran las observaciones de otros autores (Moore et 

al., 2003; Stabile et al., 2011). 

 

El comportamiento del cáncer pulmonar ha sido poco estudiado en mujeres 

premenopáusicas y casi toda la información concerniente a ésta patología se refiere a las 

mujeres posmenopáusicas y a los hombres cuya condición estrogénica es similar.  

 

Nuestros resultados indican que el comportamiento del cáncer de pulmón en las mujeres 

premenopáusicas puede ser diferente al observado en mujeres posmenopáusicas y en 

hombres, ya que las mujeres premenopáusicas mostraron los mayores niveles de 

expresión de ERβ, CXCR4 y CXCL12. El análisis de correspondencia mostró una fuerte 

asociación entre la condición de premenopausia y la alta inmunoreactividad de las tres 

proteínas, mientras que un nivel medio y bajo de expresión fue asociado con las mujeres 

posmenopáusicas y los hombres respectivamente. Por tanto, nuestros resultados 
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muestran un importante papel del sexo y el estadio hormonal en la expresión de ERβ, 

CXC4 y CXCL12 en el ADC pulmonar, un cáncer que parece fuertemente influenciado por 

los estrógenos.  

 

La alta expresión de ERβ, CXC4 y CXCL12 en el ADC de mujeres premenopáusicas 

puede explicar en parte la agresividad del tumor observada en estas pacientes cuando se 

compara con los tumores de mujeres posmenopáusicas y de hombres como se ha 

reportado previamente (Albain et al., 2007; Moore et al., 2003).  

 

Por otro lado, cuando se evaluó la asociación entre el hábito tabáquico y la expresión de 

las proteínas por condición hormonal, la prueba de Fisher no mostró asociación 

significativa como consecuencia del tamaño de los grupos tras la estratificación, pero 

encontramos una asociación significativa por sexo. Los altos niveles de  expresión de 

ERβ, CXCR4 y CXCL12 fueron asociados con mujeres fumadoras, mientras que los 

niveles bajos de expresión de las proteínas fueron asociados con hombres fumadores. A 

pesar de que el hábito tabáquico fue asociado con la expresión de las proteínas, nuestros 

resultados muestran que la variable más importante asociada a los niveles de expresión 

de ERβ, CXCR4 y CXCL12 fue el sexo, ya que en el análisis hombres y mujeres fueron 

fumadores, sin embargo, las mujeres expresaron los más altos niveles de las tres 

proteínas comparado con los hombres. Para corroborar este resultado es importante 

realizar un estudio más detallado con un mayor número de pacientes, ya que en nuestra 

muestra la mayor parte de las mujeres fueron no fumadoras, por lo que en éste último 

análisis el tamaño de muestra fue muy reducido. No obstante, éstos resultados apoyan la 

hipótesis de que el sexo y los estrógenos pueden estar involucrados en la carcinogénesis 

pulmonar. 
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A pesar de que los estrógenos han sido asociados con el ADC pulmonar su relación con 

ésta patología aun es contradictoria y los mecanismos han sido poco estudiados. 

 

Actualmente se conoce que las células del cáncer pulmonar son capaces de producir 

estrógenos y de responder a ellos activando las vías estrogénicas. Niikawa y cols. 

(Niikawa et al., 2008) reportaron que tejidos de NSCLC mostraron mayor concentración 

de estradiol (E2) comparado con el pulmón sano del mismo paciente; la correlación fue 

1.7 veces mayor  en tejido canceroso de hombres y 2.3 veces mayor en tejido canceroso 

de mujeres posmenopáusicas comparado con el tejido sano. La concentración 

intratumoral de la hormona fue correlacionada positivamente con la expresión de la 

aromatasa, sin embargo no fueron incluidas mujeres premenopáusicas en el estudio. 

 

La principal vía por la cual los estrógenos ejercen su efecto en ésta patología es a través 

de su unión al ERβ, el cual es altamente expresado por las células del tumor (Hershberger 

et al., 2009). Nuestros resultados muestran que la expresión de éste receptor es mayor en 

el ADC pulmonar comparado con el tejido pulmonar sano en todos los grupos analizados, 

lo cual apoya el papel de los estrógenos y el ERβ en CP como previamente se ha 

reportado (Belperio et al., 2004; Phillips et al., 2003; Pietras et al., 2005; Zhang et al., 

2009; Zhao et al., 2011). El receptor beta además se expresó en los adenocarcinomas de 

hombres y mujeres, pero la mayor expresión se observó en los tejidos de mujeres 

premenopáusicas seguido por el de las mujeres posmenopáusicas y finalmente los 

hombres, quienes presentaron la menor expresión. Esto demuestra que la expresión de 

ERβ en el ADC pulmonar fue dependiente del sexo y del estadio hormonal. Lo anterior 

sugiere que las células neoplásicas de las mujeres premenopáusicas podrían ser más 

receptivas y responder mejor a los estrógenos  tanto intratumorales como plasmáticos, 
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que aquellas células de las mujeres posmenopáusicas y de los hombres sin embargo esta 

hipótesis debe ser probada. Las altas concentraciones de estradiol en las mujeres 

premenopáusicas podrían estimular la mayor expresión de ERβ en el ADC pulmonar, 

como se ha observado en líneas celulares de adenocarcinoma endometrial y de cáncer de 

mama, donde un incremento en la expresión del receptor de estrógenos fue observado 

después del estímulo con su ligando (Murillo-Ortiz et al., 2008; Robertson et al., 2002; 

Saceda et al., 1998; Vladusic et al., 2000). Esto podría explicar las diferencias en la 

expresión de ERβ en los ADC de las mujeres premenopáusicas comparado con los de las 

posmenopáusicas y los hombres. Estos resultados sugieren que los niveles de estradiol 

pueden estar relacionados con la expresión de ERβ en las células del ADC pulmonar, sin 

embargo se necesitan más estudios para comprobar esta relación. 

 

Nuestros resultados también muestran que la expresión de CXCR4 y CXCL12 fue muy 

baja en el tejido pulmonar normal comparado con los ADC de los tres grupos analizados, 

lo cual apoya la participación de éste eje en la carcinogénesis pulmonar como se ha 

reportado previamente (Belperio et al., 2004; Phillips et al., 2003; Su et al., 2005; Suzuki 

et al., 2008; Wagner et al., 2009; Wald et al., 2013).  No se observaron diferencias 

significativas en el tejido pulmonar sano entre los grupos estudiados. Sin embargo, 

observamos que los ADC de mujeres premenopáusicas que presentaron la mayor 

expresión de ERβ, también mostraron la mayor expresión de CXCR4 y CXCL12. Los ADC 

de las mujeres posmenopáusicas quienes presentaron menor expresión de ERβ 

comparado con las mujeres premenopáusicas, también exhibieron menor expresión de 

CXCL12 y CXCR4.  Fue interesante además que los ADC de los hombres que mostraron 

la menor expresión de ERβ también presentaran la menor expresión de CXCR4 y 

CXCL12 comparado con las mujeres pre- y posmenopáusicas.  
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Estos resultados fueron consistentes con el análisis de correspondencia, donde 

observamos una fuerte asociación entre la condición premenopausia y los niveles de 

expresión alta de las tres proteínas, así como el nivel medio de expresión con la condición 

posmenopausia y el nivel bajo con el grupo de los hombres. Estos resultados muestran 

que la expresión de CXCR4 y CXCL12 está relacionado con el sexo y la condición 

hormonal y sugiere que al menos en nuestra población, los estrógenos entre otros 

factores pueden estimular la expresión de éstas proteínas en el ADC pulmonar. 

 

Para probar esta relación, nosotros tratamos tres líneas celulares de ADC pulmonar con 

diferentes concentraciones de 17-β-estradiol y observamos que los estrógenos son 

capaces de estimular la expresión de CXCR4 de manera dosis y tiempo dependiente en 

todas las líneas probadas, esta respuesta disminuyó significativamente al inhibir la vía 

E2/ER con Tamoxifen. Estos hallazgos demuestran la relación de los estrógenos con el 

eje CXCR4/CXCL12. La expresión y activación de éste eje por los estrógenos podría ser 

un nuevo mecanismo mediante el cual éstas hormonas podrían favorecer la 

carcinogénesis y la progresión tumoral, sin embargo se requieren otros estudios para 

probar esta hipótesis. 

 

Los estrógenos podrían favorecer la expresión de CXCR4 y CXCL12 mediante diferentes 

vías en el cáncer pulmonar. Por ejemplo, se ha reportado que el 17-β-estradiol (E2) 

modula la expresión de VEGF en células de NSCLC (Jarzynka et al., 2006; Marquez-

Garban et al., 2011; Siegfried et al., 2012).  Siegfried y cols. (Siegfried et al., 2012) 

sugieren que la expresión de VEGF resulta directamente de la activación de ERβ al ser un 

gen inducible por E2, de la activación de EGFR a través de la activación de ERβ o por 

ambas vías.  El VEGF es un conocido inductor de la expresión de CXCR4.  Feng y cols. 
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(Feng et al., 2011) mostraron que un iRNA de VEGF-C inhibe la expresión de VEGF-C, 

VEGFR-3 y disminuye la expresión de CXCR4 tanto in vitro como in vivo en el NSCLC, lo 

cual demuestra la relación entre estas dos vías. De tal forma que el incremento en 

CXCR4 posterior al estímulo con estradiol observado en nuestro estudio podría resultar 

también de la activación de la vía dependiente de VEGF. 

 

La expresión de CXCR4 también puede ser regulada por su ligando, Cui y cols. (CUI Li-

qun, 2013) observaron que el nivel de expresión de CXCR4 se asoció significativamente  

con CXCL12 en una manera dosis dependiente en células de cáncer de mama. Ren y 

cols. (Ren et al., 2012) comprobaron esta relación en células deciduales estromales, al 

observar que los niveles de CXCR4 incrementaron significativamente después de la 

adición de CXCL12, lo cual indica que la quimiocina puede potenciar la transcripción y 

traducción de CXCR4. Se ha reportado también que los altos niveles de CXCL12 en el 

microambiente tumoral producidos por las células del estroma y el infiltrado pueden 

estimular la expresión de CXCR4 (Imai et al., 2010; Wald et al., 2013). Lo anterior muestra 

que el eje CXCL12/CXCR4 es un sistema de regulación autocrino y paracrino que podría 

presentarse de igual forma en el cáncer pulmonar.  

 

CXCL12 es un gen blanco de los estrógenos en otros tipos de cáncer, Hall y cols. (Hall y 

Korach, 2003) mostraron que la expresión de la quimiocina incrementó notablemente en 

células BG-1 de cáncer de ovario y en las células MCF-7 de cáncer de mama después de 

la estimulación con la hormona, ésta respuesta fue bloqueada por el fármaco 

antiestrogénico ICI 182,780  que tiene efecto sobre ERα. La activación de la transcripción 

de CXL12 por E2 se explica debido a que existen secuencias parecidas a los elementos 

de respuesta a estrógenos (ERE) 2-kb rio arriba del sitio de inicio de transcripción del gen 

de CXCL12.  En líneas celulares de adenocarcinoma endometrial E2 incrementa la 
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expresión de CXCL12 y CXCR4 por la desmetilación de sus promotores de islas de CpG 

(Kubarek y Jagodzinski, 2007).  Los estrógenos también inducen la expresión de CXCR4 

y CXCL12 a través de modificaciones en el estado de compactación de la cromatina en 

células de cáncer de mama (Boudot et al., 2011).  

 

Es probable que en las células de ADC pulmonar, CXCL12 también sea un gen inducible 

por estrógenos, como se ha visto en otros tipos de cáncer hormonodependientes y que 

mediante esta vía se estimule la expresión de CXCR4 como lo observamos en éste 

estudio, sin embargo esta es una hipótesis que debe ser probada.  

 

Por otro lado, Rhodes y cols. (Rhodes et al., 2010) mostraron que la vía de señalización 

de CXCR4 y la de ER están relacionadas. Las células madre mesenquimales de adulto 

(hMSCs) incrementan la proliferación y migración de las MCF-7 cuando se co-cultivan,  y 

el bloqueo de ER  mediante ICI 182,780 disminuye el efecto de las hMSCs sobre las 

MCF-7,  lo cual sugiere un papel de ER en la interacción de las hMSCs y MCF-7. Las 

hMSCs además secretan CXCL12 y ésta quimiocina favorece la proliferación y migración 

de las células tumorales, es interesante que el bloqueo de ambas vías (CXCR4 y ER) 

separadas produce una disminución de la proliferación y migración pero el bloqueo de 

ambas vías reduce estos eventos al nivel basal observado en la condición control.  

 

De igual forma otros autores han observado la relación entre las vías ER/E2 y 

CXCR4/CXLC12 en el cáncer de mama, donde CXCL12 que es secretado tanto por las 

células tumorales como por las células del estroma e infiltrado puede actuar de forma 

autocrina y paracrina, uniéndose a CXCR4 presente en las células tumorales. La 

activación de ésta vía quimiocina-receptor estimula a ER (ERα y ERβ) en una forma 

independiente de estrógenos. La activación de ER resulta en la producción de CXL12 por 
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las  células tumorales, CXCL12 se une a CXCR4 completando la vía de estimulación. En 

resumen, en el cáncer de mama, no solo ER activa la vía de CXCR4/CXCL12 sino la 

activación de CXCR4 también promueve la transcripción de ER en presencia y ausencia 

de ligando (E2)  (Rhodes et al., 2010; Sauve et al., 2009). 

 

Los estrógenos podrían estimular la expresión de CXCR4 y CXCL12 en el ADC pulmonar 

a través de la señalización por ERβ como ha sido reportado en el cáncer de ovario y 

mama (Boudot et al., 2011; Hall y Korach, 2003; Rhodes et al., 2010; Sauve et al., 2009) y 

éste podría ser un mecanismo mediante el cual los estrógenos estimulen la 

carcinogénesis pulmonar.  

 

Es posible que ésta regulación autocrina y paracrina entre ambas vías de señalización 

E2/ER y CXCR4/CXCL12 se presente en el cáncer de pulmón, lo cual podría explicar por 

que los ADC de las mujeres premenopáusicas presentan más ERβ, más CXCR4 y 

CXCL12 comparado con las mujeres posmenopáusicas y los hombres, y estos sistemas 

se verían favorecidos por la mayor concentración de estrógenos en las mujeres 

premenopáusicas. Sin embargo se requieren más estudios para determinar la relación de 

éstas dos vías en el cáncer pulmonar, un cáncer que muestra parecido en su 

comportamiento a otros tipos de cáncer hormonodependientes.  

 

Por otro lado, la localización celular de la quimiocina y su receptor ha sido relacionada con 

el comportamiento del tumor y con el pronóstico del cáncer, aunque esta relación es aun 

controvertida (Tabla 3). CXCR4 ha sido identificada por inmunohistoquímica en el núcleo 

(Minamiya et al., 2010; Na et al., 2008; Spano et al., 2004; Wagner et al., 2009) y en el 

citoplasma de las células de NSCLC (Su et al., 2005; Wagner et al., 2009).  Por otro lado, 

CXCL12 ha sido identificada en el citoplasma y en la membrana de células de ADC 
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pulmonar (Wagner et al., 2009). Nosotros identificamos a CXCR4 y CXCL12 en el núcleo 

y/o en el citoplasma de las células de ADC pulmonar, la inmunopositividad fue 

heterogénea entre las muestras en todos los grupos analizados no observamos algún 

patrón de expresión entre los grupos.  

 

Tabla 3. Localización celular de CXCR4 y su asociación con el pronóstico en el cáncer pulmonar. 
 
 

Receptor Localización Asociación con características 
clinicopatológicas 

Referencia 

CXCR4 
 

Nuclear Pronóstico favorable en estadios 
tempranos de NSCLC 

Spano et al., 2004 

Nuclear Los altos niveles de expresión 
nuclear en las células tumorales se 
correlacionan con un pronóstico 
favorable en pacientes con 
adenocarcinoma  

Minamiya et al., 
2010 
 

Nuclear Metástasis a nodos Na et al., 2008 
Nuclear 
 

Buen pronóstico en pacientes con 
adenocarcinoma 

Wagner et al., 2009 

Citomembranosa Relacionado con estadio IV y mal 
pronóstico en pacientes con 
adenocarcinoma 

Citomembranosa Metástasis Su et al., 2005 
 

 

A pesar de que la localización de éstas proteínas en las células ha sido asociada con el 

pronóstico del cáncer, el efecto biológico de su localización, el mecanismo por el cual 

éstas proteínas pueden translocarse al núcleo y su potencial función en éste organelo es 

desconocido. No obstante Spano y cols. (Spano et al., 2004) sugieren que la presencia de 

CXCR4 en el núcleo bloquea su habilidad para recibir la señal de CXCL12 en la 

membrana plasmática, lo cual inhibe la activación de vías de proliferación y metástasis. 

En ratones se ha mostrado que la retención de CXCR4 en el retículo endoplásmico de 

células T de hibridoma reduce la metástasis e incrementa la sobrevivencia celular 

(Zeelenberg et al., 2001).  
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Kollet y cols. (Kollet et al., 2002) observaron que células madre hematopoyéticas que 

presentaron CXCR4 intracitoplásmico pero no transmembranal, fueron incapaces de 

migrar a médula ósea. Lo anterior sugiere que la retención de CXCR4 en compartimientos 

celulares puede asociarse con el decremento en la migración de células neoplásicas y 

normales, sin embargo éste es otro punto que necesita ser investigado con mayor detalle, 

dada la heterogeneidad de la localización de las proteínas en los diferentes grupos. 

 

Finalmente éste trabajo apoya la participación de los estrógenos en el cáncer pulmonar, 

siendo la expresión de CXCR4 un mecanismo por el cual favorezcan la carcinogénesis. 

Es necesario fortalecer la investigación en éste campo debido a la actual controversia y a 

que la creciente evidencia del cáncer de pulmón como un tipo de cáncer 

hormonodependiente sugiere el uso de terapia entiestrogénica. Nuestro trabajo sugiere 

evaluar la aplicación de tratamientos más específicos que tomen en cuenta el sexo y la 

condición hormonal de los pacientes.  La identificación de los genes inducidos por los 

estrógenos en células de ADC pulmonar ERβ positivas podría proveer una valiosa 

herramienta para diseñar esquemas de tratamiento hormonal y predecir la respuesta a 

éste tratamiento. Asimismo, entender la asociación entre los estrógenos y el eje 

CXCR4/CXCL12 podría además proveer información para desarrollar nuevos tratamientos 

para el ADC pulmonar basados en el bloqueo de ambas vías E2/ERβ y CXCR4/CXCL12. 

Este será un campo de suma importancia para la investigación. 
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CAPÍTULO  7  

 

CONCLUSIONES 

 

• En nuestra población, el ADC pulmonar se presentó principalmente en mujeres no 

fumadoras y en hombres fumadores, lo cual demuestra que en las mujeres otros 

factores independientemente del hábito tabáquico son importantes en la 

carcinogénesis. 

 

• Las mujeres premenopáusicas presentaron estadios mas avanzados y tumores 

menos diferenciados al momento del diagnóstico comparado con los hombres y 

las mujeres posmenopáusicas, lo cual apoya el papel de los estrógenos en la 

progresión del tumor. 

 

• ERβ, CXCR4/CXCL12 participan en la carcinogénesis pulmonar tanto en hombres 

como en mujeres premenopáusicas y posmenopáusicas ya que la mayor 

expresión de las proteínas se observó en los tejidos de ADC pulmonares 

comparado con el tejido pulmonar sano. 

 

• La expresión de ERβ, CXCR4 y CXCL12 en el ADC pulmonar está relacionada 

con el sexo y la condición hormonal.  La alta expresión de ERβ, CXC4 y CXCL12 

en el ADC de mujeres premenopáusicas puede explicar en parte la agresividad del 

tumor observada en estas pacientes cuando se compara con los tumores de 

mujeres posmenopáusicas y de hombres como se ha reportado en otros trabajos. 

 

• In vitro el 17-β- estradiol fue capaz de estimular la expresión de CXCR4 de manera 

tiempo y dosis dependiente, lo que demuestra su relación con el eje 

CXCR4/CXCL12.  

 

• Nuestro trabajo apoya fuertemente el papel de los estrógenos en el cáncer 

pulmonar. 
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CAPÍTULO  8 

 

 PERSPECTIVAS 

 

• Debido a que el cáncer pulmonar se comporta diferente por sexo y condición 

hormonal es necesario realizar más estudios para entender con mayor claridad la 

biología de esta patología en las mujeres premenopáusicas. 

 

• Investigar si los estrógenos favorecen la carcinogénesis pulmonar al estimular no 

solo la expresión de CXCR4, sino al activar la vía y favorecer todas las funciones 

derivadas de ella como la proliferación, la resistencia a la apoptosis, la 

angiogénesis, la migración y la metástasis. 

 

• Conocer los posibles mecanismos por los cuales los estrógenos podrían estimular 

la expresión del eje CXCR4/CXCL12 en el cáncer pulmonar. 

 

• Debido a la gran controversia sobre el efecto de los estrógenos en el cáncer 

pulmonar y a los pocos mecanismos descritos, seria interesante examinar otros 

mecanismos por los cuales éstas hormonas podrían favorecer la carcinogénesis 

pulmonar.  

 

• Estudiar la participación de otros receptores de estrógenos en la carcinogénesis 

pulmonar y evaluar si la expresión de éstos es diferente entre sexo y condición 

hormonal. 
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• Realizar estudios clínicos para evaluar la efectividad de la terapia antiestrogénica 

en pacientes con ADC pulmonares ERβ positivos.  

 

• Evaluar la participación de otras hormonas sexuales como la progesterona y 

testosterona en el cáncer pulmonar. 
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Background and Aims. Studies have reported differences in lung cancer behavior be-
tween sex and hormonal status that suggest a role of estrogens and estrogen receptor beta
(ERb) in lung carcinogenesis. In some types of hormone-dependent cancer, estrogens
may regulate CXCL12/CXCR4 expression through ERb signaling. High expression of
CXCL12/CXCR4 is associated with poor prognosis in lung cancer because it promotes
tumor growth and metastasis. Therefore, in this study we investigated whether lung
adenocarcinoma tissues from pre- and postmenopausal women and from men exhibit
different ERb, CXCR4/CXCL12 expression and whether this expression is associated
with clinicopathological features.

Methods. Sixty primary tumor samples of lung adenocarcinoma from pre- and postmen-
opausal women and from men were collected for this study. Thirty samples of healthy
lung tissue adjacent to the tumor site were used as controls. ERb and CXCL12/CXCR4
expression was analyzed by immunohistochemistry. Expression of these proteins was
measured by digital image software and compared between sex and hormonal status.

Results. Lung adenocarcinomas overexpressed ERb, CXCR4 and CXCL12 compared to
normal lung. Moreover, lung adenocarcinomas from premenopausal women exhibited
higher signals for ERb, CXCL12 and CXCR4 compared to postmenopausal women
and to men, who showed lower signals for these proteins. A multivariate analysis revealed
a strong association between the immunoreactivity level of ERb, CXCL12/CXCR4 and
both sex and hormonal status, but not with tumor stage and smoking.

Conclusion. These results demonstrated that ERb and CXCL12/CXCR4 expression in
lung adenocarcinoma depends on sex and hormonal status, which may partly explain
the sex and hormonal differences in lung cancer behavior. ! 2014 IMSS. Published
by Elsevier Inc.

Key Words: Lung cancer, premenopausal women, estrogen, CXCL12/CXCR4, ERb.

Introduction

Lung cancer is the leading cause of cancer-related deaths
among males and the second leading cause among females

worldwide (1,2). The incidence of lung cancer is increasing
in women worldwide and currently represents the leading
cause of cancer death among women in Europe and the
U.S., surpassing breast and cervical cancer (3e12).

Lung adenocarcinoma (ADC) is currently the most com-
mon histological type of lung cancer (13,14) and is the
major type of lung cancer in women, young people and
non-smokers (5,10,15e22). Recently, however, smoking
has been increasingly associated with adenocarcinoma
(10). In addition, there is growing evidence suggesting that
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sex and hormonal status may influence the risk and
behavior of lung cancer. In this regard, among smokers
and non-smokers, women appear to have a higher incidence
and risk for lung cancer, especially ADC, than men
(23e26). In addition, Stabile and co-workers (27) showed
that premenopausal women have a higher incidence of lung
ADC and poorer survival than postmenopausal women.
Other studies have also shown greater survival in postmen-
opausal women compared to premenopausal women with
lung ADC (28,29). Furthermore, it has been reported that
premenopausal women frequently presented with a more
advanced clinical stage, less favorable histology (adenocar-
cinoma), and poorly differentiated tumors compared to
postmenopausal women and men (29,30). In contrast, some
reports show increased survival in women compared to men
(31e33), but these reports included only or mainly women
who were 60 years old or older (postmenopausal) in whom
the effects of sex hormones on lung cancer behavior cannot
be evaluated.

On the other hand, there is evidence suggesting that es-
trogens play an important role in the pathogenesis of lung
cancer, especially ADC in women (34); therefore, the role
of these hormones is still contradictory. It is known that
lung cancer cells produce estrogens (35,36) through aroma-
tase enzyme activity, and the expression of this enzyme has
been detected in both non-small cell lung cancer (NSCLC)
tissues and cell lines. High aromatase expression has been
related to poor prognosis in postmenopausal women (37).
Lung cancer cells also express both estrogen receptors a
(ERa) and b (ERb). However, the latter is highly expressed
in lung cancer (38,39) and is associated with biological
functions because it mediates the genomic and non-
genomic responses to estrogens which, in turn, are associ-
ated with carcinogenic process (34,35,40e42). Moreover,
it has been reported that the expression of ERb isoforms,
mainly ERb1, has a significant impact on the clinical
outcome of NSCLC based on the disease stage and/or treat-
ment (43). Estrogens promote proliferation and resistance
to apoptosis (34,38,44). In breast and ovarian cancer in
which the effects of estrogen have been well studied, it
has been reported that ERb signaling influences the expres-
sion of CXCL12 through ERb signaling (45e48). In lung
cancer, SDF-a or CXCL12 chemokine and its receptor
CXCR4 play an important role in the migration and metas-
tasis of neoplastic cells. NSCLC cells expressing CXCR4
migrate to the lymph nodes, liver, contralateral lung, brain
and bone marrow, all of which express high levels of
CXCL12 (45e47,49). In addition, CXCL12 and CXCR4
promote cell proliferation, tumor growth and angiogenesis
(48,49); CXCR4 also appears to play a critical role in the
biology of cancer stem cells in NSCLC (48). As a conse-
quence, high expression of CXCL12 and CXCR4 is corre-
lated with poor prognosis in NSCLC (50).

Because there are data suggesting that women, mainly
premenopausal women, may have a poorer prognosis with

less differentiated and more advanced stages in lung cancer
and given the importance of CXCL12/CXCR4 in this pro-
cess, the aim of this study was to determine whether there
are differences in the expression of CXCL12 and CXCR4
in a series of primary adenocarcinomas from premeno-
pausal women, postmenopausal women and men. Addition-
ally, we analyzed ERb expression in these groups because
of the importance of estrogen and ERb signaling on
the expression of this chemokine and its receptor. Finally,
we investigated whether there is an association between
the clinicopathological features of patients and expression
of these proteins.

Materials and Methods

Patients and Tissue Sample Selection

A series of 60 primary lung adenocarcinoma tumor samples
derived from biopsies was obtained from the Pathology
Unit of the National Institute of Respiratory Diseases
‘‘Ismael Cosio Villegas’’ (Mexico City, Mexico). The tissue
sections from selected patients were diagnosed and re-
viewed by at least two pathologists to confirm the diag-
nosis. Medical records were consulted to obtain the
following information about each patient: sex, age, meno-
pausal status, cancer stage (according to TNM stage of lung
cancer), smoking history, residence, occupation and previ-
ous exposure to other toxins. Patients with other lung pa-
thologies in addition to lung cancer were excluded. All
patients included in the study were Mexicans and had no
history of previous cancer treatment (Table 1).

Lung adenocarcinoma samples from 20 premenopausal,
20 postmenopausal women and 20 samples from men were

Table 1. Clinicopathological features of patients

Total patients (60)

Sex Female Male

Hormonal status
Premenopausal

(n 5 20)
Postmenopausal

(n 5 20)
-

(n 5 20)

Age (years)
Range 30e48 55e80 30e80
Mean 41 65 55
Smoking history (%)
Smoker 20 10 90
Nonsmoker 70 80 10
Passive smoker 10 10 0

Differentiation status (%)
Poorly differentiated 40 30 20
Moderately

differentiated
40 35 65

Well differentiated 20 35 15
Tumor stage (%)
Stage I 5 20 0
Stage II 0 10 0
Stage III 10 0 40
Stage IV 85 70 60
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selected to identify whether the expression of the CXCL12/
CXCR4 axis and ERb is different in tumors and whether
they are affected by sex and hormonal status.

Women with lung adenocarcinoma were between 30 and
80 years old. The patients were defined as postmenopausal
when they have naturally experienced 12 consecutive
months without menstruation. Patients were defined as pre-
menopausal if they showed normal menstrual periods at the
time of diagnosis (51e53). Patients who had undergone
ovariectomy or experienced hormonal dysfunctions were
excluded from this study as well as postmenopausal pa-
tients with record of hormone replacement therapy. On
the other hand, men with lung adenocarcinoma were be-
tween 30 and 80 years old. Postmenopausal women and
men were utilized in this study to compare the effects of es-
trogen on CXCL12/CXCR4 and ERb expression (Table 1).

According to standardized guidelines for smoking mea-
surement (54), we defined any patient who smoked 100 or
more cigarettes in his or her lifetime and currently smokes
as a smoker. A person was defined as a non-smoker if he or
she had either never smoked at all or had never been a daily
smoker and had smoked less than 100 cigarettes in his or
her lifetime. Non-smoking women and men who lived with
smokers and reported being exposed to secondhand smoke
were defined as passive smokers (Table 1).

Thirty samples of healthy lung tissue adjacent to the tu-
mor sites were used as controls. Ten of these samples cor-
responded to lung tissue from premenopausal women, ten
samples were from postmenopausal women and ten sam-
ples were from men. We used the above criteria to classify
the control women as pre- or postmenopausal.

This study was conducted in accordance with the Decla-
ration of Helsinki and was approved by the Research and
Ethics Committee from the National Institute of Respira-
tory Diseases of Mexico and the Faculty of Medicine,
UNAM Mexico. Clinicopathological data from the 60 lung
cancer patients are summarized in Table 1.

Immunohistochemical Staining

The expression of ERb, CXCR4 and CXCL12 in normal
lung tissue and primary lung cancer samples was assessed
by immunohistochemistry. The samples were fixed in
formalin and embedded in paraffin. For immunostaining,
5-mm tissue sections were cut from the paraffin blocks
and placed on poly-L-lysine (Sigma, St Louis, MO) coated
slides. Tissue sections were dewaxed in xylene, rehydrated
through graded alcohol to water, and subjected to pressure
(120 lb) and heat-induced epitope retrieval methods.
Endogenous peroxidase activity was blocked with 3%
H2O2 (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ) for 20 min prior to in-
cubation with the appropriate antibodies. Anti-human ERb
polyclonal antibody (Ab; 1:500 dilution, ab3577 Abcam,
Cambridge, MA), anti-human CXCR4 polyclonal antibody
(Ab; 1:100 dilution, ab2074 Abcam) and anti-human

CXCL12 polyclonal antibody (Ab; 1:200 dilution,
ab80118 Abcam) were incubated for 30 min at 37!C. Sec-
ondary antibody (biotinylated goat-anti-rabbit, sc-2053
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) and HRP-
streptavidin complex (sc-2053 Santa Cruz Biotechnology)
were used. The sections were washed in phosphate-
buffered saline (PBS) after being treated with each reagent
and antibody. The color was developed with diaminobenzi-
dine (Zymed Laboratories, San Francisco, CA). The sec-
tions were counterstained with hematoxylin and mounted.
The negative controls were obtained by replacing the
primary antibody with PBS.

Evaluation of Immunostaining

Two observers independently performed immunoreactivity
analysis of ERb, CXCR4 and CXCL12. Immunoreactivity
was assessed on the tissue sections by color densitometry
with an image analyzer using Image-Pro-Plus software
(v. 6.0 Media Cybernetics, Silver Spring, MD) coupled to
a digital camera (Evolution MP Color, Media Cybernetics,
Canada) on a light microscope (Olympus BX51, Tokyo,
Japan). From each sample, five randomly selected tissue
areas (76.241 mm2) at 100x magnification were evaluated
for color density; positive staining was defined as the pres-
ence of an ochre color. Digital image software measures the
total of ochre color that exists in the tissue area, whether the
staining is in the nucleus or the cytoplasm. The color inten-
sity was reported in pixel units (55).

Statistical Analysis

Analysis of variance (ANOVA) was conducted to determine
differences in protein expression between groups (Prism
6.0, GraphPad Software). Tukey’s post-hoc test was applied
to determine if the protein expression in lung cancer tissue
was different from that of normal lung tissue in each group.
This statistical test was also used to determine whether the
protein expression was different between lung cancer
tissues from premenopausal women, postmenopausal
women and men. In all cases, p !0.001 was considered
as significant.

In addition, a correspondence analysis (56) was used to
determine the pattern of association between sex and hor-
monal status, tumor stage, smoking habit, and the level
of ERb, CXCR4 and CXCL12 immunoreactivity (low,
medium or high) revealed by densitometry of immunohisto-
chemical staining of lung ADC samples. For each protein,
the level of immunoreactivity was obtained from the fre-
quency distribution of the color densitometry values of all
samples. For this, cut-off values were set at 33% and
66%. Thus, densitometry values !33% percentile were
defined as low immunoreactivity. Meanwhile densitometry
values O33 and !66% percentile were defined as medium
immunoreactivity and, finally, densitometry values O66%
were categorized as high immunoreactivity.
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Correspondence analysis is a reliable descriptive method
to determine the relationship between specific groups and
level of immunoreactivity of proteins. The analysis was
applied using the frequency of incidence of each sex and
hormonal status group with respect to the level of immuno-
reactivity of each protein together with the respective asso-
ciation of smoking habits and tumor stage. The analysis
uses a c2-calculated distance to assess the association be-
tween the groups and the level of protein immunoreactivity.
Based on these distances, the correspondence analysis reg-
isters two sets of immunoreactivity combinations from
which a score was calculated for each group. The first com-
bination (first factor or Dim 1) defined a scale of variation
that allowed the highest discrimination between groups.
The second combination (second factor or Dim 2) defined
the maximum dispersion between uncorrelated groups and
the level of immunoreactivity. Each combination helped
explain a percentage of the total variance displayed in the
data set. The result is displayed in an X-Y plot that repre-
sents the second and first factors, respectively. The graph’s
coordinates are the calculated scores for both factors and
represent the sex and hormonal status groups and levels
of immunoreactivity. There is a direct correspondence or
a greater association between two adjacent positions (56).

Results

Clinicopathological Features of Patients

Sixty patients diagnosed with lung ADC were included in
the present study. The average age of premenopausal
women was 41 years (range: 30e48 years), the average
age of the postmenopausal women was 65 years (range:
55e80 years) and the average age of the male patients
was 55 years (Table 1). Our results show that both pre-
and postmenopausal women with lung ADC were predom-
inantly nonsmokers (70% and 80%, respectively). On the
contrary, only 10% of men with lung ADC were non-
smokers. In addition, it was observed that a higher percent-
age of premenopausal women with ADC were in stage IVat
the time of diagnosis (85%) compared to postmenopausal
women (70%) and male patients (60%). In addition, pre-
menopausal women frequently (40%) displayed poorly
differentiated adenocarcinomas compared to the other
groups (Table 1).

Differential ERb Expression in Normal Lung and Lung
Adenocarcinomas

A basal expression of ERb was observed in normal lung tis-
sue in all analyzed groups (Figures 1A, 1C, 1E). Densito-
metric analysis showed that the average pixel density for
ERb in normal premenopausal lung was 45.73 pixels,
whereas for postmenopausal it was 22.80 and 22.06 for

men, but no significant differences between groups were
observed (Figure 1G).

ERb expression in lung ADC cells was also present in
samples from both women and men. The immunoreactivity
of this protein was higher ( p !0.001) in tumor samples
than in normal lung samples (Figure 1). Additionally,
among the tumors, the highest staining intensity was clearly
observed in the adenocarcinoma samples from premeno-
pausal women (Figure 1B), whereas a lower positivity
was observed in the neoplastic cells from postmenopausal
women (Figure 1D). The lowest receptor staining was
found in lung adenocarcinoma cells from men
(Figure 1F). A semiquantitative analysis revealed that the
average pixel density of ERb expression in ADC from
pre- and postmenopausal women and from men was
176.19, 97.77, and 52.88 pixels, respectively (Figure 1G).
ANOVA and Tukey’s post-hoc test analyses showed that
the tumors from premenopausal women exhibited the high-
est ERb expression ( p !0.001) compared to postmeno-
pausal women and men. Moreover, samples from
postmenopausal women exhibited higher receptor expres-
sion than those from men ( p !0.001).

CXCR4 Expression in Normal Lung and Adenocarcinoma
Lung Tissue Samples

Results exhibited that the expression of CXCR4 in bron-
chial epithelial cells was extremely low and in some sam-
ples, its expression was negligible (Figures 2A, 2C, 2E).
The mean pixel densities of CXCR4 expression in the
normal lung tissue of premenopausal women, postmeno-
pausal women and men were 6.10 pixels, 6.88 pixels, and
5.30 pixels respectively. Statistical analysis showed no sig-
nificant differences in the expression of CXCR4 between
these groups in normal lung tissues (Figure 2G, p O0.001).

In contrast, the expression of CXCR4 was highly de-
tected in ADC cells from both women and men compared
to controls (Figure 2G, p O0.001). The highest intensity
was found in lung ADC tissue from premenopausal women
(146.46 pixels) ( p !0.001) (Figures 2B and 2G). On the
opposite, lower immunoreactivity was observed in ADC
from postmenopausal women (86.88 pixels) and men
(78.04 pixels) (Figure 2D, 2F and 2G). Statistical analysis
showed that the tumors from premenopausal women ex-
pressed significantly more CXCR4 ( p O0.001) than the tu-
mors from postmenopausal women and men. However, we
found no statistically significant differences between pixel
average density between men and postmenopausal women
as shown in Figure 2G. The protein signal was usually pre-
sent in the nucleus and cytoplasm (Figures 2B, 2D, 2F).

CXCL12 Expression in Adenocarcinoma Lung Tissue
Samples

The noncancerous lung tissues of all the analyzed groups
had low expression of CXCL12 (Figures 3A, 3C, 3E).
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The average pixel densities of CXCL12 in normal lung
tissues from premenopausal women, postmenopausal
women and men were: 38 pixels, 26.47 pixels and 26.82
pixels, respectively. No significant differences were found
between the average pixel densities in normal bronchial
epithelium from the analyzed groups (Figure 3G;
p O0.001).

Opposite to the normal lung tissues, the immunopositiv-
ity of CXCL12 was higher in lung ADC from both women
and men. ADC cells from premenopausal women also
showed significantly the highest positive signal intensity

for the chemokine compared to the other two groups
(164.15) ( p !0.001) (Figures 3B and 3G). The ADC tis-
sues from postmenopausal women showed lower signal in-
tensity (119.80) than those from premenopausal women
(Figures 3D and 3G). Men display the lowest intensity of
CXCL12 (107.93) staining among the samples evaluated
(Figures 3F and 3G). Positive nuclear and cytoplasmic
staining for CXCL12 was usually found in most of the sam-
ples (Figures 3B, 3D, 3F). The range of the pixel density
and the average for each protein for each group is shown
in Table 2.

Figure 1. ERb expression by sex and hormonal status in normal lung tissue and lung ADC. Immunohistochemical staining showed the low expression of ERb
in normal bronchial epithelium (BE) in all analyzed groups (A,C,E) compared to lung adenocarcinoma (ADC), which exhibit a higher expression (B,D,F)
(arrowhead). Lung ADC samples from premenopausal women exhibit higher ERb cytoplasmic expression (B) than those of postmenopausal women (D) and
men (F). The intensely labeled cells in Figure D correspond to adjacent inflammatory infiltrate (asterisk). In Figure 1G, a statistical analysis showed that the
color density mean for ERb was statistically higher in ADC than in healthy bronchial epithelium (BE) in all three analyzed groups (*p !0.001 ANOVA,
Tukey’s post-hoc test). Neoplastic cells from premenopausal women (PreMPADC) showed significantly higher signal for the estrogen receptor than those of
postmenopausal women (PostMP ADC) and men (#p !0.001 ANOVA, Tukey’s post-hoc test).
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Relationships Between Levels of Immunoreactivity of ERb
and CXCR4/CXCL12 and Sex, Hormonal Status, Smoking
Habits and Tumor Stage

From the categorical information of the 60 ADC samples,
sex and hormonal status grouping was performed using fre-
quencies of the level of ERb, CXCR4/CXCL12 immunore-
activity was shown by each patient sample together with its
smoking habits, and tumor stage. A multivariate analysis
showed three well-defined groups that associated sex,
hormonal status and the immunoreactivity levels of the

molecular markers analyzed (Figure 4). Each group showed
a specific and level-dependent correspondence between
sex, hormonal status and the immunoreactivity level of
each marker. Notably, premenopausal women patients were
strongly associated with higher levels of ERb, and CXCR4/
CXCL12 immunoreactivity. In contrast, correspondence
analysis showed a tight association between male patients
and the lowest levels of immunoreactivity for the analyzed
proteins. With respect to tumor stage, stages II and I were
associated with postmenopausal women. Meanwhile, stage

Figure 2. CXCR4 expression by sex and hormonal status in normal lung tissue and lung ADC. Normal bronchial epithelium (BE) from premenopausal (A),
postmenopausal women (C) and men (E) showed low or no immunoreactivity for CXCR4 (arrowhead). In contrast, lung adenocarcinomas (ADC) showed a
higher signal for this protein in all groups as shown in panels B, D and F (arrowhead). ADC samples from premenopausal women exhibit higher expression of
CXCR4 (B) compared to those from postmenopausal women (D) and men (F). The signal was observed in both the nucleus and cytoplasm of tissues from
women and men. Statistical analysis showed that CXCR4 was statistically higher in adenocarcinomas (ADC) than in normal lung (BE) in all the analyzed
groups (*p !0.001 ANOVA, Tukey’s post-hoc test) and ADC from premenopausal (PreMP ADC) exhibited significantly higher expression of CXCR4
compared to postmenopausal (PostMP ADC) and men (#p !0.001 ANOVA, Tukey’s post-hoc test).
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III was closely associated with the male group. For post-
menopausal women, the association with tumor stages II
and I may be influenced by the lower frequency of these
stages in the other groups and the small number of samples
in these stages. On the contrary, the higher frequency (40%)
of stage III lung ADC samples obtained from men contrib-
uted, at least in part, to the close relationship displayed by
sex. In addition, due to the higher frequency of tumor stage
IV (O70%) in all the groups, no association was evident

between this tumor stage and any particular group defined
by correspondence analysis.

Moreover, analysis showed a close correspondence be-
tween the male patients and smoking, meanwhile pre-
and postmenopausal women were more closely related with
a non-smoking history. This tendency resulted as a conse-
quence of the higher percentage (90%) of male that
smoked, together with the lower frequency of women ex-
hibiting this habit (20 and 10% of pre- and postmenopausal

Figure 3. CXCL12 expression by sex and hormonal status in normal lung tissue and lung ADC. Low CXCL12 signal was observed in normal bronchial
epithelium samples (BE) from premenopausal women (A), postmenopausal women (C) and men (E) (arrowhead). The highest signal is observed in adeno-
carcinomas (ADC) in all the analyzed groups (B, D, F) (arrowhead). Adenocarcinomas from premenopausal women exhibit the highest expression of
CXCL12 (B). In contrast, malignant cells from postmenopausal women (D) and men (F) show lower intensity of CXCL12 staining. The expression of
CXCL12 is observed in the nucleus and cytoplasm of tissue samples from both women and men (arrowhead). Figure 3G shows that CXCL12 was statistically
higher in lung adenocarcinomas (ADC) than in normal lung tissues (BE) (*p !0.001 ANOVA, Tukey’s post-hoc test). Furthermore, malignant cells from
premenopausal women (PreMP ADC), exhibit the highest signal for CXCL12, whereas postmenopausal women (PostMP ADC) and men showed lower in-
tensity (#p !0.001 ANOVA, Tukey’s post-hoc test).
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women, respectively) (Table 1, Figure 4). Interestingly,
despite the differences in smoking habits between men
and women, the correspondence analysis more clearly sepa-
rated the male, postmenopausal and premenopausal women
groups indicating that the higher difference in protein
expression levels among these groups (and therefore the
hormonal status), contributed more to define this associa-
tion. Therefore, neither smoking habit nor tumor stage
contributed significantly to the association among the eval-
uated variables (Figure 4).

Due to differences in smoking history between women
and men, it was interesting to examine whether there was
an association between this variable and the level of protein
expression determined in each analyzed group using a two-
tailed c2 or Fisher’s exact test. In addition to using a two-
way ANOVA, we also looked for any significant differences
in the mean positive immunoreactivity of each marker ac-
cording to the smoking record (smoker vs. nonsmoker); if
the ANOVA result was significant, a Bonferroni’s post-
hoc multiple comparison test was performed.

c2 and two-way ANOVA analysis revealed no associa-
tion ( p !0.05) between the protein expression levels and
smoking habits in premenopausal women, postmenopausal
women, and men. However, when the groups were sepa-
rated by sex (female vs. male), a significant association
was observed between the level of protein immunoreac-
tivity and smoking behavior ( p !0.05). For instance, high
levels of ERb positive expression were associated with
smoker females, whereas medium and low levels were
associated with smoker males (c2, df 5 18.85, 2; p !
0.001). This same tendency was also observed with CXCR4
expression (c2, df 5 10.15, 2; p !0.01) and to a lesser de-
gree with CXCL12 expression (c2, df 5 6.01, 2; p 5 0.04).

Discussion

It has been reported that ADC is the most common va-
riety of lung cancer mainly in women and nonsmokers
(5,14,17e20). The characteristics of our patient samples
confirms this information; we observed that a greater per-
centage of women with ADC were nonsmokers compared
to men. Additionally, we noted that the highest percentage
of premenopausal women with lung ADC were in advanced
clinical stages at the time of diagnosis and presented mainly
with poorly differentiated tumors compared to postmeno-
pausal women and men. Our data are consistent with the
observations of other authors (27,30) who reported that pre-
menopausal women were diagnosed at a more advanced
clinical stage with a less favorable histology type of lung
cancer (adenocarcinoma), poorly differentiated tumors,
and more often underwent pneumonectomy compared to
postmenopausal women and men.

Table 2. Range and mean of pixel density for ERb, CXCR4 and
CXCL12 from bronchial epithelium (BE) and lung adenocarcinoma
(ADC)

BE ADC

Range Mean Range Mean

ERb pixel density
PreMP 10e80 45.70 0e400 176.19
PostMP 0e100 22.80 0e152.7 97.70
Men 0e50 22.06 0e159 52.88

CXCR4 pixel density
PreMP 0e100 6.10 0e309 146.46
PostMP 0e90 6.88 0e137 86.88
Men 0e70 5.33 0e166 78.04

Control ADC

Range Mean Range Mean

CXCL12 pixel density
PreMP 0e82 38 0e310 164.15
PostMP 0e100 26.47 0e192 119.8
Men 0e200 26.82 0e163 107.93

Figure 4. Correspondence analysis of the pattern of association between
sex and hormonal status, levels of ERb and CXCR4/CXCL12 immunore-
activity of lung ADC tissue samples, smoking habit, and tumor stage. The
strength of association between each group and the level of immunoreac-
tivity together with the smoking habit and tumor stage can easily be inter-
preted in relation to the distance separating two adjacent points. The less
the distance, the greater association there is between any specific group
and the other defined variables. The sum of Dim 1 and Dim 2 accounted
for explanation of 45% of the total variation exhibited by the data. (A color
figure can be found in the online version of this article.)
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Lung cancer behavior has been poorly investigated in
premenopausal women, and almost all the information re-
ported on lung cancer concerns postmenopausal women
and men. Our results indicate that the behavior of this pa-
thology in premenopausal women may differ from that of
postmenopausal women and men because premenopausal
women exhibited the highest levels of ERb CXCR4 and
CXCL12 expression. Indeed, correspondence analysis also
showed a strong association between the premenopausal
condition and high immunoreactivity to these proteins.
On the other hand, men and postmenopausal status were
associated with low- and medium-level immunoreactivity,
respectively.

In addition, when the association between smoking
habits and protein expression levels was evaluated by hor-
monal status, Fisher’s test did not demonstrate any signifi-
cant association as a consequence of the groups’ size after
stratification, but a significant association was found with
sex. The highest levels of ERb and CXCR4/CXCL12
expression were associated with women who were smokers,
whereas lowest levels were associated with men who were
smokers. Although smoking habits were associated with the
expression of these proteins, our results show that both sex
and hormonal status are the most relevant variables in the
expression levels of ERb, CXCR4 and CXCL12. Despite
men and women who were smokers, women expressed
the highest levels of all the proteins compared with men.
However, further analysis with a larger sample would be
important to assess our findings with more detail. Our re-
sults support the hypothesis that sex and estrogens may
be involved in lung carcinogenesis.

Although estrogens have been associated with lung
ADC, information is needed to fully understand how these
hormones are involved in lung carcinogenesis; this relation-
ship is still controversial and is a relevant discussion topic
in the field. Currently, it is known that lung cancer cells
respond to and may produce estrogens. Niikawa and co-
workers (36) reported that NSCLC tissues showed a higher
concentration of estradiol (E2) than the corresponding non-
neoplastic lung tissue from the same patient; the correlation
was 1.7-fold higher in NSCLC tissue from men and
2.3-fold higher in NSCLC tissues from postmenopausal
women compared to non-neoplastic lung. The intratumoral
concentration of the hormone was positively correlated
with aromatase expression, but no information regarding
premenopausal women was included.

The main pathway by which estrogens exert their influ-
ence on lung cancer cells is through its binding to ERb,
which is highly expressed in lung cancer cells (38). Our re-
sults showed that lung ADC had higher expression of ERb
than normal lung tissue in all the analyzed groups, support-
ing the involvement of estrogens and the estrogen receptor
in this pathology as previously reported (34,35,44,45,49).
Furthermore, ERb was expressed in adenocarcinomas from
both women and men, but a higher signal of this protein

was observed in the malignant cells from premenopausal
women than those from postmenopausal women and men.
Thus, ERb expression in lung adenocarcinoma was depen-
dent on sex and hormonal status. This result may suggest
that neoplastic cells from premenopausal women may be
more receptive to and respond better to estrogens (intratu-
moral and plasmatic) than those from postmenopausal
women and men, but this hypothesis should be tested. A
higher serum estrogen concentration in premenopausal
women could stimulate a higher ERb expression in lung
ADC as was observed in human endometrial adenocarci-
noma cell line and in breast cancer where an increased
expression of estrogen receptor was observed after the stim-
ulus with the ligand (57e60). This could explain the differ-
ences in ERb expression in adenocarcinomas from
premenopausal women compared to postmenopausal and
men. These results suggest that estradiol levels may be
related to ERb expression in lung adenocarcinoma cells,
nevertheless further studies are needed to investigate this fact.

Our findings also showed that the expression of CXCL12
and CXCR4 was almost undetectable in normal lung epithe-
lium, indicating that these proteins are involved in lung
carcinogenesis as described previously (45e47,49,50,61).
No statistically significant differences were observed be-
tween the control groups. In addition, we observed that lung
ADC tissue from premenopausal women that had the great-
est immunohistochemical signal for ERb also expressed the
highest concentrations of CXCL12 and its receptor CXCR4.
ADC tissues from postmenopausal woman with lower
expression of ERb compared to premenopausal tissues also
have lower expression of CXCL12 and CXCR4. This result
is of interest because men, who exhibit the slightest signal
for estrogen receptor, showed the lowest signal to the chemo-
kine and its receptor. Moreover, we observed a strong asso-
ciation between the premenopausal group and higher
expression of all the proteins as well as a medium level of
expression with postmenopausal group and low level of
expression with the group of men. These results show that
CXCL12 and CXCR4 expression may be related to sex
and hormonal status and suggests that, at least in our popu-
lation, estrogens among other factors may stimulate the
expression of these proteins under pathological conditions
such as lung cancer.

Estrogens may stimulate the expression of CXCL12 and
CXCR4 in lung ADC cells through the ERb signaling
pathway as has been reported in breast and ovarian cancer
(62,63). The effects of estrogens have also been observed in
endometrial adenocarcinoma cell lines where hormone in-
creases the expression of CXCL12 and CXCR4 by the de-
methylation of CpG islands of promoters (64). Estrogen
also induces the upregulation of CXCR4 and CXCL12
expression through modifications in the compaction state
of chromatin at their promoters in breast cancer cells
(63). Not only ERs activate the CXCR4/SDF-1 pathway,
Sauv!e and co-workers (65) reported that CXCR4 signaling
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also promotes ER transcriptional activation, thereby estab-
lishing a complete autocrine loop for breast cancer cell
growth. This type of stimulation may also exist in lung
adenocarcinoma, which would explain the relationship be-
tween the higher concentration of estrogen and the higher
ERb, CXCL12 and CXCR4 expression in premenopausal
compared to postmenopausal women and men. However,
further studies are needed to explore in detail whether es-
trogen binding to ERb could induce the expression of
CXCR4/CXCL12, which may be a mechanism by which
estrogens promote lung carcinogenesis.

The cellular localization of the chemokine and its recep-
tor has been reported to correlate with the biological
behavior of the tumor. CXCR4 has been identified by
immunohistochemistry in both the nucleus (47,66e68)
and cytoplasm of NSCLC cells (46,47). Wagner and co-
workers (47) observed CXCL12 signal in the membrane
and cytoplasm of ADC cells. Here we analyzed CXCR4
and CXCL12 expression and observed these proteins in
the nucleus and cytoplasm. However, the immunopositivity
was heterogeneous between the samples from all the
analyzed groups. Despite the fact that the cellular location
of these proteins has been related to the prognosis of
NSCLC, the biological effects of this localization, the
mechanisms by which these proteins can translocate into
the nucleus and its potential role in this organelle is still
unknown.

Finally, our results support the necessity of performing
future studies on this pathology in premenopausal women
and evaluate the effects of estrogen and its role in lung
carcinogenesis. One limitation in the present study was
the sample size. Most patients in the three groups studied
were in stage IV and no strong association was found be-
tween premenopausal women and this condition, although
the highest percentages of these patients were in stage IV.
In addition, it would be of interest to associate the estrogen
concentration in patients with ERb and CXCL12/CXCR4
expression level. It was not possible to perform a hormonal
profile simultaneously with the lung biopsy because the
study was conducted by selecting lung biopsies that existed
at that time in the hospital and the patients had been
referred to another health center for treatment; nevertheless,
this will be investigated in future studies.

In conclusion, our findings suggest a significant role of
sex and hormonal condition in ERb, CXCR4 and CXCL12
expression in lung adenocarcinoma, a cancer that appears to
be strongly influenced by estrogen. Higher ERb, CXCL12
and CXCR4 expression in adenocarcinoma from premeno-
pausal women may partly explain the tumor aggressiveness
observed in these patients compared to postmenopausal and
men reported previously (29,30). Finally, understanding the
association between estrogens and the CXCR4-CXL12 axis
would also provide information for developing new alterna-
tive treatments for lung adenocarcinoma based on blocking
the E2/ERb and CXCL12/CXCR4 pathways.
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