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RESUMEN

Objetivo. Investigar la relacion de la netrina-1 preoperatoria con factores
clinicopatolégicos y prondsticos importantes y los niveles de corte adecuados en
pacientes con cancer de endometrio. Material y Métodos. En este estudio prospectivo
y observacional, el grupo de casos y el de controles se seleccionaron entre las
pacientes que acudieron a la Clinica de Oncologia Ginecoldgica. Se extrajeron 4 mL
de sangre venosa en un tubo de bioquimica de cada paciente durante el periodo
preoperatorio. Los valores de netrina para predecir la presencia de malignidad se
analizaron mediante el analisis de la curva ROC (receiver operating characteristics). El
valor de corte se calculé segln el indice de Youden. Resultados. En el estudio, el valor
de corte de malignidad segun el nivel de netrina fue determinado en 645,50 mg/dL
en el analisis ROC (utilizando el indice de Youden). La probabilidad de malignidad
en individuos con valores de netrina superiores a este punto de corte fue del 78,2%
(IC 95%: 0,680 a 0,884). La sensibilidad de la netrina para mostrar la probabilidad
de malignidad en este valor de corte fue del 87,5% y la especificidad del 63,6%.
Conclusiones. La netrina-1 puede ser un biomarcador potencial para la deteccién
del cadncer de endometrio y la evaluacion de su prondstico.

Palabras clave. Netrina-1, Neoplasias de endometrio, carcinoma, Biomarcadores,
Hemorragia uterina, Apoptosis

ABSTRACT

Objective: To investigate the relationship of preoperative netrin-1 with important
clinicopathological and prognostic factors and appropriate cut-off levels in patients
with endometrial cancer. Material-Methods: In this prospective, observational
study, the case and control group were selected among patients who applied
to the Gynecological Oncology Clinic. Four mL of venous blood was drawn into a
biochemistry tube from each patient during the preoperative period. Netrin values
in predicting the presence of malignity were analyzed using ROC (receiver operating
characteristics) curve analysis. The cut-off value was calculated according to the
Youden index. Results: In the study, the cut-off value of malignancy according to
the netrin level was determined as 645.50 mg/dL in the ROC analysis (using the
Youden index). The probability of malignancy in individuals with Netrin values above
this cut-off was 78.2% (95% Cl 0.680-0.884). The sensitivity of netrin in showing the
probability of malignancy at this cut-off value was 87.5%, and the specificity 63.6%.
Conclusion: Netrin-1 can be a potential biomarker for endometrial cancer detection
and prognosis evaluation.

Key words: Netrin-1, Endometrial neoplasms, carcinoma, Biomarkers, Uterine
hemorrhage, Apoptosis

INTRODUCCION

El cancer de endometrio (CE) es la sexta causa de muerte por cancer
entre las mujeres de los Estados Unidos y es la neoplasia ginecolégica
maligna mas frecuente en el mundo™. Aunque los desenlaces del can-
cer de endometrio son mejores que los de otras neoplasias malignas
ginecolodgicas debido a presentar sintomas precoces como la hemorra-
gia vaginal anormal y a que las pacientes acuden a una institucién sa-
nitaria con esta dolencia. Por ello, estas mujeres tienen la oportunidad
de diagnostico y tratamiento precoces. Como resultado, la tasa de su-
pervivencia a 5 afios llega al 95% en pacientes con cancer de endome-
trio diagnosticado en estadio I, mientras que la supervivencia a 5 afios
disminuye a 69% y 17% para los estadios Il y IV, respectivamente. La
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biopsia endometrial, patrén de oro en la evalua-
cion diagnostica del sintoma esencial hemorra-
gia uterina anormal, a veces puede pasar por
alto patologias focales en los casos de cancer de
endometrio®@.

En la actualidad, los tratamientos estandar
para el cdncer de endometrio incluyen la histe-
rectomia y la salpingoforectomia bilateral, am-
pliamente utilizados®. Cuando se investiga en
términos de cribado del cancer, se observa que
actualmente no existe alguna prueba de criba-
do aceptada para el cancer de endometrioenla
poblacion general. Dado que la obesidad cons-
tituye el factor de riesgo mas critico entre los
factores de riesgo del cancer de endometrio,
muchos de los biomarcadores utilizados para
detectar y monitorizar el desarrollo del cancer
de endometrio parecen estar asociados a cam-
bios metabdlicos y endocrinos®. La disponibi-
lidad de un marcador tumoral en sangre para
predecir la afectacion linfatica, la enfermedad
avanzada o la invasién miometrial antes de la
cirugia en pacientes con cancer de endometrio
seria util para individualizar el tipo de cirugia
para las pacientes. Ademas, el uso de biomar-
cadores sanguineos con capacidad para pre-
decir la presencia de invasion miometrial pro-
funda y linfovascular antes de la intervencion
quirdrgica proporciona mejores resultados al
aplicar la linfadenectomia y evita morbilidades
adicionales que puedan producirse®. No se ha
validado ninguna prueba o resultado molecular
como marcador pronostico preoperatorio del
cancer de endometrio.

El grupo de la familia de proteinas netrina des-
empefia un papel esencial en la migracion de
células y axones durante la embriogénesis®.
Se ha demostrado que la netrina-1, que perte-
nece a esta familia de proteinas, tiene varias
funciones en el sistema no neural, por ejemplo,
contribuye a la inflamacién®”, migracién celular
y adhesion®, progresion tumoral y angiogéne-
sis®. Ademas, cuando se la evalué en tumores,
netrina-1 actué como un oncogén que se sobre-
expresa en muchos tipos de cancer, como el can-
cer colorrectal, el cancer hepatico®, el cancer
de pulmon™y el cancer de mama“?. Netrina-1
se encuentra sobreexpresada en mas del 80%
de los casos de cancer de endometrio. Ade-
mas, se sabe que los receptores DCCy UNC5 de
netrina-1 desempefian un papel activo en el de-
sarrollo del cancer de endometriot™.
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En la actualidad, el papel de la netrina-1 como
marcador tumoral Util en el plan de tratamien-
to y en la evaluacion prequirdrgica para el tra-
tamiento del cancer sigue siendo controversial.

Este estudio tuvo como objetivo investigar la re-
lacién de la netrina-1 preoperatoria con impor-
tantes factores clinicopatolégicos y prondsticos,
asi como, los niveles de corte adecuados en las
pacientes objeto de estudio.

MEeToboLocia

En este estudio prospectivo y observacional, el
grupo de casos y el grupo control se selecciona-
ron de aquellas mujeres que solicitaron atencién
en la Clinica de Oncologia Ginecologica del Hos-
pital de Formacién e Investigacién de Sakarya,
afiliado a la Universidad de Sakarya, Turquia,
entre diciembre de 2019 y diciembre de 2020.
Treinta y nueve mujeres que presentaron san-
grado uterino anormal y tenian cancer de en-
dometrio por patologia fueron incluidas en el
grupo de casos, sin aleatorizacion. A todas las
pacientes con CE se les realizd un analisis de sec-
ciones congeladas al momento de la cirugia, asi
como diseccion linfatica sistémica pélvica o pél-
vica y paraadrtica en funcion del diametro del
tumory de la presencia de invasién miometrial y
cervical y seglin los resultados de la seccién con-
gelada. Una vez completado el grupo de estudio,
se incluyeron como grupo de control 47 mujeres
con hemorragia uterina anormal similar a las ca-
racteristicas demograficas del grupo de estudio
y con resultados de patologia benigna. Se tuvo
cuidado de evitar la repeticiéon para los grupos
de casos y de control. Se excluyeron del estudio
las pacientes con cardiopatias, enfermedades
cerebrovasculares, pacientes menores de 40 y
mayores de 80 afios, mujeres fumadoras y pa-
cientes con antecedentes de cancer distinto del
cancer de endometrio. Enlafigura 1 se presenta
el diagrama de flujo relacionado a la seleccion
de la poblacion de estudio. Se obtuvo el permiso
del Comité de Etica de la Universidad de Sakarya
para realizar el estudio. Ademas, se consiguio el
consentimiento por escrito de todas las pacien-
tes incluidas en los grupos de casos y controles.

A todas las participantes se les extrajo sangre
venosa en ayunas en las 24 horas siguientes al
registro. Se extrajeron 4 mL de sangre venosa
en un tubo bioquimico de cada paciente durante
el periodo preoperatorio. Una vez recogidas, las
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muestras se dejaron a temperatura ambiente
durante 30 minutos y se centrifugaron durante
5 min a 4,000 rpm. A continuacién, el suero se
repartié en tubos Eppendorf y se las almacendé
a -80 °C hasta el momento del ensayo. Todas las
muestras se descongelaron y se incluyeron en
el estudio el dia del estudio en el mismo mes.
Los niveles séricos de netrina-1 se midieron por
el método ELISA utilizando kits del Laboratorio
de Tecnologia de Bioensayo (Zhejiang, China). El
coeficiente de variacién (CV) intramedida del kit
fue <8% y el coeficiente de variacion entre me-
didas fue <10%. Los niveles de netrina-1 de las
muestras estudiadas con el método ELISA ma-
nual se leyeron y calcularon utilizando el lector
ELISA Biotek ELX800 (EE. UU.), de acuerdo con
los protocolos del fabricante. El grupo de todos
los parametros bioquimicos estudiados en los
pacientes casos y controles fueron fijados a cie-
gas por el personal del laboratorio. El personal
del laboratorio desconocia a qué grupo pertene-
cian los resultados.

Los analisis estadisticos se realizaron con el pro-
grama informatico SPSS 21.0. Las variables se in-
vestigaron mediante métodos analiticos (prue-
ba de Kolmogorov-Smirnov) para determinar su
distribucion. El andlisis descriptivo se presentd
utilizando medias y desviaciones estandar si las
variables tenian una distribucién normal y se
utilizaron medianas y rangos intercuartilicos si
las variables no tenian una distribucién normal.
Las variables categoéricas se especifican como
ndmeros y porcentajes.

Los analisis univariantes se investigaron con la
prueba chi-cuadrado, la prueba t de Student,
la prueba U de Mann Whitney y la prueba de
Kruskal Wallis, cuando procedia. Para el analisis
multivariante, los posibles factores identifica-
dos con el anadlisis univariante se introdujeron
ademas en el analisis de regresion logistica para
determinar predictores independientes de ma-
lignidad.

Los valores de netrina para predecir la presencia
de malignidad se analizaron mediante el analisis
de la curva ROC (receiver operating characteris-
tics). El valor de corte se calculé segun el indice
de Youden. En consecuencia, se determinaron
los valores de especificidad y sensibilidad. Se
utilizé un nivel de error tipo 1 del 5% para inferir
la significacién estadistica.

REsuLTADOS

En la tabla 1 se proporciona una comparacién
de algunos marcadores y parametros bioquimi-
cos de los pacientes y el grupo control. No hubo
diferencias estadisticas en edad, estado de em-
barazo, paridad, indice de masa corporal (IMC),
marcador tumoral Ca 125 y valores de recuen-
to sanguineo en el grupo de pacientes de casos
y controles. Sin embargo, se encontré que los
valores de netrina-1 en la sangre del grupo de
casos eran estadisticamente significativamente
mas altos que los del grupo control (tabla I).

La distribucion de los niveles de netrina con di-
ferencias estadisticamente significativas en los
grupos de casos y controles también se ve en el
grafico de caja (figura 2).

En el estudio, el valor de corte de malignidad se-
gun el nivel de netrina se determind en 645,50
mg/dL en el analisis ROC (utilizando el indice de
Youden). La probabilidad de malignidad en in-
dividuos con valores de netrina por encima de
este limite fue del 78,2% (IC del 95%: 0,680 a
0,884). La sensibilidad de netrina para mostrar
la probabilidad de malignidad en este valor de
corte fue del 87,5% y la especificidad del 63,6%
(figura 3).

El aumento en el nivel de netrina-1 provocé
un aumento en la probabilidad de malignidad
(p<0,005). En este modelo, los valores de Ca 125
del recuento de glébulos blancos no tuvieron un
efecto estadistico en la deteccion de malignidad
(tabla 2).

TABLA 1. DISTRIBUCION Y COMPARACION DE ALGUNOS MARCADORES Y
PARAMETROS BIOQUIMICOS DE LOS GRUPOS DE CASOS Y CONTROLES.

Variables Casos (n=39) | Controles (n=47) p
Edad 60,82:9,50 5828:7,19 0,73
Paridad
la2 16 19
3a4 17 2l 0,995*
25 6 7
IMC (Rg/m2) 34284505 33781420 0,630*
18401140
Cal25 (U/mL) 2800] 1760[14]5a2732]  0760%
1200[7,08a
CA19-9 (U/mL) 230] 160[850al675] 0356t
ACE(ng/ml)  154[100a225]  273[l45a374] 0,003t
. 77500[680,00a  588,00([54150 a
Netrina-1 (pg/mL) 1024,00] 69750] <0,001¢

IMC= indice de masa corporal, *prueba t de Student, **prueba chi-cuadrado,
#prueba U de Mann Whitney, ACE= antigeno carcinoembrionario

Rev Peru Ginecol Obstet. 2023;69(4) 3



Osman Kose, Elif Kose, Koray Gok, Mehmet S. Bostanci, Mehmet M. Aslan, Irmak Sezen

Goziikara, Orhan Unal

Ficura 1. DIAGRAMA STARD QUE REPRESENTA EL DISENO DEL ESTU-
DIO Y LA CLASIFICACION DE LAS PARTICIPANTES EN EL MISMO.

Pacientes registradas sometidas a biopsia endometrial por
hemorragia uterina anormal (n=153)

Pacientes no diagnosticadas de
cancer de endometrio (n=88)

Excluidas

Razén: 1) Recibir
tratamiento contra
el céncer por otro
motivo (n=9)

2) Fumadora (n=13)
3) Cardiopatia y

Pacientes diagnosticadas de
céncer de endometrio (n=65)

Excluidas

Razén: 1) Recibir
tratamiento contra
el céncer por otro
motivo (n=4)

2) Fumadora (n=8)
3) Cardiopatia y
enfermedad enfermedad
cerebrovascular cerebrovascular
(n=12) (n=9)

4) No tener entre 4) No tener entre 40
40y 80 anos (n=2) y 80 anos (n=10)

Grupo de casos
(n=39) (n=47)

Grupo control

isis de los datos:
Anélisis de la curva ROC

TABLA 2. COMPARACION DE ALGUNOS PARAMETROS DEL CANCER Y
NIVELES DE NETRINA-1 SEGUN LAS PUNTUACIONES DE ESTADIFICACION
DEL CANCER.

| Netrina1 | cCams | ACE

MEd 75250 (66250 a 085270 161572330
0 884,00) 2-30.25) 300025
89550 (708,25 a 1820 (9,80 a BEOA
250 1353)
1040,50) 2397)

p ojor* 0,558" 0,092*
Ivasion ~ 105350(102950a  2640(903a  306(233a
cenvical 122150) 3110) 4143)

Si 763,00 (670,25 a 1820(1170a 270(141a

No 939,00) 2.27) 365)

p 0012* 0660* 0266*

o 765,00 (667,00 a 1800(140a  300(l45a
8 957,00) 24,30) 374)
B 104600(86200a  2250(335a  273(i62a

1168,00) 31,00) 2875)
p 0,042* 0542 0705*
Histologia 794,00 (68525 a 2055(230a  286(43a

I 1024,00) 2870) 348)

2 637,50 (542,00-) 1355(870-)  1136(162-)

p o8l* 0279* 0566*
Crado 761,00 (664,00 a Do 240(122a

: 89550) 27 536)

; 955002758 ooy gg 2862073

: 1076,75) BAO (0] 335)

733,00 (542,00-) Ao 3,00 (1,62

p 0,096** 0219* 0830*

ACE= antigeno carcinoembrionario, FIGO= Federacién Internacional de Gine-
cologia y Obstetricia, IM= invasion miometrial, *prueba U de Mann Whitney,
**prueba Kruskall Wallis

El nivel de netrina-1 fue mayor en pacientes con
cancer con invasién cervical que en casos sin in-
vasion cervical. Esta diferencia también fue es-
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FIGURA 2. GRAFICO DE DISTRIBUCION DEL NIVEL DE NETRINA-1 EN LOS
GRUPOS DE CASOS Y CONTROLES.
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FiGurA 3. CurvAa ROC PARA LOS DATOS DE NETRINA-I.
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tadisticamente significativa. En la estadificacion
de la FIGO (Federacion Internacional de Gineco-
logia y Obstetricia), se encontrd que el nivel de
netrina en la sangre era estadisticamente signi-
ficativamente mayor en los casos de malignidad
con un grado superior a 1B que en los casos con
1B e inferiores.

Por otro lado, la extension de invasion miome-
trial, la histologia o la estadificacién del grado en
los casos malignos no causaron una diferencia
en los niveles de netrina en sangre (tabla 2).

DiscusioN

Nuestro estudio tuvo como objetivo mostrar
si existe un vinculo entre los niveles séricos de
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netrina-1y el cancer de endometrio. A pesar de
los avances recientes, no existe un biomarcador
esencial que pueda usarse en el diagnostico y
tratamiento del cancer de endometrio®®. Se es-
pera que un marcador ideal esté directamente
relacionado con la expresion tisular del nivel del
marcador en sangre y que sea eficaz para prede-
cir el diagnéstico y pronodstico de la enfermedad
a evaluar®. Se han descrito y evaluado en tér-
minos de sus resultados varios métodos y tec-
nologias de muestreo ginecoldgico no invasivos
(enfoques gendmicos, epigenémicos y protedmi-
cos) para detectar el cancer de endometrio. De-
bido a los resultados no concluyentes de estos
métodos, sigue siendo necesario encontrar bio-
marcadores proteicos adecuados que revelen
posibles objetivos no solo para el diagndstico
del cancer de endometrio sino también para fu-
turas modalidades de tratamiento.

Por lo tanto, el objetivo principal de nuestro es-
tudio fue evaluar los niveles séricos preoperato-
rios de netrina-1 en pacientes con cancer de en-
dometrio planificadas para cirugia, para evaluar
si ayuda a la reduccién quirurgica en el contexto
de los hallazgos posoperatorios y para predecir
si se necesita linfadenectomia para la etapa cli-
nica.

Desde su descubrimiento se ha demostrado
que la familia de genes de netrina contribuye a
la organizacion de multiples tejidos, ademas del
desarrollo neuronal, donde se encuentra princi-
palmente®. Se ha revelado que la sefializacion
netrina-1/suprimida en el cancer colorrectal
(DCC, por sus siglas en inglés) desempefia un pa-
pel crucial en el desarrollo del sistema nervioso.
Inicialmente se demostré que DCC desempefia-
ba un papel candidato en la supresién de tumo-
res asociados con el cancer de colon humano.
Estudios recientes han determinado que la ne-
trina-1 esta asociada con el crecimiento y el po-
tencial metastasico de muchos tipos de cancer,
incluidos el cancer colorrectal y de mama®2'9,
Cuando se suprime el DCC en células no neuro-
nales, participa en el programa de apoptosis y,
en consecuencia, exhibe actividades supresoras
de tumores. Al evaluar las proteinas netrina, se
hallé que el DCC se encontraba entre los recep-
tores utilizados en los tejidos®.

Las glandulas endometriales que funcionan nor-
malmente expresan tanto DCC como netrina-1
en las fases de proliferacion y secretora tem-

prana, pero la expresion de DCC se detiene en
las células glandulares en la fase secretora tar-
dia®. La restauracién de DCC en lineas celula-
res cancerosas en ausencia de netrina-1' indica
induccion de apoptosis®. El silenciamiento de
la expresion de DCC puede contribuir a que las
células cancerosas resultantes escapen del pro-
grama apoptotico regulado por esta expresion
y al mismo tiempo conduzcan al desarrollo de
propiedades metastasicas e invasivas.

Muchos estudios han encontrado que la netri-
na-1 desempefia un papel en la inflamacion, la
adhesion celular, la migracion, los tumores y
la angiogénesis en diferentes niveles de tejido
(8,10). Zhan y col. descubrieron que la netrina-1
estaba significativamente regulada positivamen-
te en todas las muestras obtenidas de tumores
renales?’. Yin y col. afirmaron que la netrina-1
es un regulador de la via PI3K/AKT que modula
la proliferacion y la invasividad de las células de
cancer gastrico®?.

La netrina-1, que se asocia con la modulacién y
la invasion de células cancerosas a través de la
via PI3K/AKT en otros tipos de cancer, muestra
eficacia en el cancer de endometrio utilizando
la misma via. Los niveles tisulares de netrina-1
afectan los niveles séricos. En nuestro estu-
dio, el valor de corte de netrina-1 sérica fue de
645,50 mg/dL. Esto sugiere que la netrina-1 pue-
de usarse como un marcador esencial en la pre-
diccion y evaluacion prequirurgica de pacientes
con cancer de endometrio cuando lo corroboren
otros estudios.

Un estudio con un anticuerpo antinetrina-1
(NP137) en un modelo de ratéon de CE demostré
su eficacia para reducir la progresién tumoral.
Ademas, en un estudio comparativo de NP137
+ carboplatino-paclitaxel y carboplatino-pacli-
taxel solo en ratones con CE, el grupo antine-
trina-1 tuvo mejores resultados®?. En el mismo
estudio, una serie de 14 pacientes tratados con
NP137 en combinacién con carboplatino-paclita-
xel mostré estabilizacion de la enfermedad en
una proporcién significativa de pacientes?3.

La sobreexpresion de netrina-1 aumenta signifi-
cativamente la fosforilacién de la quinasa regu-
lada por sefiales extracelulares y la quinasa de
adhesién focal (FAK)2%, Se ha observado una re-
gulacién positiva de FAK tanto en la hiperplasia
endometrial como en el carcinoma de endome-

Rev Peru Ginecol Obstet. 2023;69(4) 5



A

Osman Kose, Elif Kose, Koray Gok, Mehmet S. Bostanci, Mehmet M. Aslan, Irmak Sezen

Goziikara, Orhan Unal

trio, lo que implica que FAK puede desempefiar
un papel vital en la transicion epitelial-mesen-
quimatosa. FAK es esencial en la sefializacion de
integrinas y se expresa altamente en el cancer
de endometrio®). Se sabe que el potencial de
metastasis en el cancer de endometrio esta re-
lacionado con la via de sefializacion p1/FAK en
lineas celulares de cancer de endometrio. Por
este motivo, pensamos que el aumento de los
niveles de netrina-1 esta relacionado con la in-
vasién previa a la metastasis debido a la relacion
entre netrina-1y FAK, y el aumento del nivel séri-
co de netrina-1 se debe a esta situacion.

El aumento de la expresiéon del gen netrina-1,
la gran dimensién del tumor y la edad son pre-
dictores positivos asociados con una mayor
probabilidad de recurrencia local del tumor de
vejiga®®. Esto plantea la posibilidad de utilizar la
expresion del gen netrina-1 en muestras de teji-
do como marcadores de pronéstico para la re-
currencia local del tumor de vejiga®®. Dado que
la netrina 1, que se asocia con la recurrencia en
otros tipos de cancer, utiliza las mismas vias, se
puede pensar que también puede estar asocia-
da con la recurrencia del cancer de endometrio.
Sin embargo, para llegar a esta conclusién, en el
futuro sera necesario realizar estudios exhausti-
vos en grupos de pacientes relevantes.

Nuestros hallazgos muestran asociacion entre
los niveles séricos de netrina-1 y el potencial
maligno de los pacientes con cancer de endo-
metrio. Como resultado, se necesitan estudios
mas completos con un mayor nimero de casos
para que el nivel sérico de netrina-1 pueda usar-
se en la evaluacién del prondstico del cancer de
endodoncia.

CONCLUSION

Netrina-1 puede ser un biomarcador potencial
para la detecciony evaluacion del pronéstico del
cancer de endometrio.
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