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“No great discovery was ever 
made without a bold guess.”

Isaac Newton
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 AML: Angiomiolipomas

 AUC: Área bajo la curva 

 BHD: Birt-Hogg-Dubé

 CA-125: Cáncer antigeno-125

 CC: Cohorte contemporánea 

 CH: Cohorte histórica 

 FEV1: Volumen espiratorio forzado en 1 segundo 

 FGF-acidic: Fibroblast growth factor-acidic 

 HCL: Histiocitosis de células de Langerhans

 IC: Intervalo de confianza 

 KL-6: Krebs von den Lungen 6  

 LAM: Linfangioleiomiomatosis 

 MILES: Multicenter International LAM Efficacy of Sirolimus (acrónimo en inglés)

 MMP: Metaloproteinasa

 mTOR: Mechanistic target of rapamycin (acrónimo en inglés)

 PDGF-AA: Platelet derived growth factor-AA protein 

 PFR: Pruebas de función respiratoria 

 PIGF: Phosphatidylinositol-glycan biosynthesis class F protein 

 RIQ: Rango intercuartílico 

 S-LAM: Linfangioleiomiomatosis esporádica (acrónimo en inglés)

 TC: Tomografía computerizada

 TP: Trasplante pulmonar

 TSC: Complejo esclerosis tuberosa

 TSC-LAM: Linfangioleiomiomatosis asociada a esclerosis tuberosa (acrónimo en inglés)

 VEGF-D: Factor de crecimiento endotelial vascular - D (acrónimo en inglés)

 vWF: Von Willebrand factor
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RESUMEN

La linfangioleiomiomatosis (LAM) es una enfermedad rara que afecta casi exclusivamente 

a mujeres y que de forma progresiva conduce a la insuficiencia respiratoria. Se caracte-

riza por presentar afectación pulmonar en forma de enfermedad quística difusa, tumores 

abdominales y acúmulos de líquido quiloso en tórax y abdomen. El diagnóstico se apoya 

en el biomarcador llamado factor vascular endotelial de crecimiento D (VEGF-D), aunque 

si éste es negativo no excluye la enfermedad y es necesaria confirmación histológica. El 

tratamiento se basa en los inhibidores de la proteína quinasa de la diana de rapamicina 

en células de mamífero, concretamente sirolimus. El objetivo de este trabajo es buscar 

nuevos biomarcadores y analizar el efecto a largo plazo del tratamiento con sirolimus. 

Esta tesis se compone de 2 estudios. El primero es un estudio retrospectivo que incluye 

48 pacientes con LAM tratadas con sirolimus y seguidas en nuestro centro, que fueron 

evaluadas al año y a los 5 años tras el inicio de tratamiento para describir la respuesta 

a largo plazo. En la evaluación tras 5 años de tratamiento con sirolimus, el 59% de las 

pacientes presentaron una respuesta positiva, el 30% una respuesta parcial y el 11% 

no presentaron respuesta (caída del FEV1 mayor a 75 ml/año). La caída media de FEV1 

(95% IC) durante los 5 años fue de 42 (14 a 70) ml/año en el grupo de respondedoras,  

-54 (-71 a -36) ml/año en de respondedoras parciales y -84 (-113 a -54) ml/año en el grupo 

de no respondedoras. 

El segundo es un estudio transversal en el que se analizan 13 biomarcadores relacio-

nados con el remodelado de la matriz extracelular, la linfangiogénesis y la angiogénesis 

en varias cohortes: pacientes LAM (n = 44), pacientes trasplantadas de pulmón por LAM 

(n = 15), pacientes con otras enfermedades quísticas pulmonares (n = 18) y mujeres sanas 

(n = 20). De todos los biomarcadores analizados únicamente MMP-2 fue capaz de dife-

renciar entre LAM, otras enfermedades quísticas pulmonares y voluntarias sanas. El uso 

combinado de MMP-2 y VEGF-D en forma de puntaje (-6.36 + 0.0059 x VEGF-D + 0.0069 

x MMP-2) mejora la precisión diagnóstica (área bajo la curva 0.88 y sensibilidad/especifi-

cidad 79/87%) comparado con VEGF-D de forma aislada.

Estudios prospectivos y multicéntricos son necesarios para confirmar estos resultados y 

poder mejorar las herramientas de diagnóstico y seguimiento en la LAM.

RESUMEN
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ABSTRACT

ABSTRACT

Lymphangioleiomyomatosis (LAM) is a rare progressive disease that predominantly 

affects women and leads to respiratory failure. It is associated with lung cysts, abdominal 

tumours and chlylous fluid accumulations in thorax and abdomen. Vascular endothelial 

growth factor-D (VEGF-D) is the most commonly used biomarker for diagnosing LAM, 

however, low levels of VEGF-D do not rule out the diagnosis and lung biopsy is often 

necessary as well. Treatment is based on inhibition of mammalian target of rapamycin. 

The objective of this work is to search for new biomarkers of disease and to review the 

long-term effect of sirolimus. 

With this idea we performed 2 studies. Our first study is a retrospective analysis of 48 

patients with LAM treated with sirolimus at our reference center. Patients were evaluated 

after 1 and 5 years of treatment. Among patients treated with sirolimus for five years, 

59% patients experienced a positive response, 30% had a partial response and 11% had 

a negative response (defined as an FEV1 decline greater than -75 ml/year). The mean 

FEV1 slope (95% IC) over 5 years was 42 (14 to 70) ml/year in the responder group, -54 

(-71 to -36) ml/year in the partial responder group, and − 84 (− 113 to - 54) ml/year in the 

non-responder group.

The second study is a cross-sectional study in which 13 biomarkers related to extrace-

llular matrix remodelling, lymphangiogenesis, and angiogenesis are analysed in diffe-

rent cohorts: LAM patients (n=44), LAM lung transplant patients (n=15), patients with other 

cystic lung diseases (n=18), and healthy women (n=20). MMP-2 was found to be the only 

biomarker that distinguished between LAM patients, those with other cystic lung diseases 

and healthy volunteers. MMP-2 and VEGF-D were combined to create a composite 

score (-6.36 + 0.0059 x VEGF-D + 0.0069 x MMP-2) that improved diagnostic accuracy  

(area under the curve 0.88 and sensitivity/specificity 79/87%) compared to VEGF-D alone.

Prospective and multicenter studies are needed to confirm these results and improve LAM 

diagnostic and follow-up tools.
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1.1.	 DEFINICIÓN

La linfangioleiomiomatosis (LAM) se considera una enfermedad neoplásica, lenta-

mente progresiva, que afecta a los pulmones formando quistes y que progresiva-

mente desemboca en insuficiencia respiratoria en una o dos décadas 1. Se caracteriza 

por la proliferación de unas células musculares anómalas denominadas células LAM 2,  

que van formando quistes pulmonares, quilotórax, angiomiolipomas abdominales y 

linfangioleiomiomas. La LAM puede ocurrir en asociación con el complejo de escle-

rosis tuberosa (TSC-LAM) o puede ser esporádica (S-LAM). La esclerosis tuberosa (TSC) 

es un trastorno autosómico dominante que afecta a multitud de órganos: cerebro, piel, 

ojos, corazón, pulmones, riñones así como sistema nervioso 3 y que está causada por 

una mutación germinal en los genes TSC1 y TSC2. En cambio, la S-LAM es el resultado 

de mutaciones somáticas en el gen TSC2 4,5.

1.2.	EPIDEMIOLOGÍA	

Aunque la verdadera prevalencia se cree que es mucho mayor, debido a pacientes no 

diagnosticadas, se ha descrito una prevalencia aproximadamente entre 3.4 - 7.8 casos 

de LAM por millón de mujeres, con una incidencia anual de 0.23 - 0.31 millones de 

casos 6. La TSC afecta aproximadamente 1 de cada 6000 - 10000 nacimientos vivos y 

tiene una prevalencia de 8.8 casos por cada 100000 personas 7,8. La LAM afecta casi 

exclusivamente a mujeres, típicamente durante su periodo reproductivo, aunque en 

ocasiones tras la menopausia. En hombres afectos de esclerosis tuberosa la LAM ha 

sido descrita en muy pocos casos 9,10.

1.3.	 PATOGÉNESIS

1.3.1. Vías de señalización de la patogénesis de LAM

El progreso en la comprensión de la patogénesis y el tratamiento de la LAM se ha 

basado, en gran medida, en la comprensión de la relación clínica y genética entre 

la TSC-LAM y la S-LAM. Los genes TSC1 y TSC2 codifican las proteínas hamartina 

y tuberina, respectivamente, que se asocian con la proteína TBC1D7 formando un 
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complejo clave para la regulación de la proteína quinasa de la diana de rapamicina 

en células de mamífero (mTOR). Esta regulación se realiza mediante una proteína G 

intermedia llamada Rheb; cuando el complejo se encuentra intacto mantiene a Rheb 

inactiva en forma de GDP. En la LAM, la fosforilación de la proteína tuberina por acción 

de la proteína cinasa Akt inactiva el complejo tuberina-hamartina, incrementando los 

niveles de Rheb-GTP. Esto promueve la asociación de mTOR con la proteína Raptor 

para formar el complejo mTORC1 que resulta en la fosforilación y activación de una 

cascada de proteínas incluyendo mTOR, p70S6K y 4E-BP1. En respuesta, aumentan 

el factor de hipoxia inducible α1, los factores de crecimiento vascular endotelial A, C y 

D (VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D) y la inosina 5’ monofosfato deshidrogenasa. Además, la 

asociación de mTOR con la proteína Rictor para formar el complejo mTOR2 da como 

resultado la activación de las proteínas Akt, ROCK y la proteína cinasa RhoA así como 

también la expresión de la ciclooxigenasa 2. La hiperactividad del complejo mTORC1 

en las células mutadas promueve el metabolismo anabólico aumentando proteínas, 

lípidos y la síntesis de nucleótidos lo que lleva a una estimulación inapropiada de la 

proliferación celular. Además, existe un aumento de la angiogénesis y linfangiogénesis 

mediante el aumento del factor angiogénico VEGF-A y de los factores linfangiogé-

nicos VEGF-C y VEGF-D. Todos estos nuevos conocimientos sobre la patogénesis de 

la LAM han llevado a la identificación de posibles vías de tratamiento 11,12 (Figura 1).

1.3.2. Hormonas sexuales 

Se cree que las hormonas sexuales juegan un papel en el desarrollo y la progresión de 

la LAM. Esto es debido a una serie de evidencias: existe una afectación casi exclusiva 

en mujeres 13; las células LAM expresan receptores de estrógenos y progesterona 14-16; 

existen datos publicados de empeoramiento de la enfermedad según el ciclo mens-

trual 17, embarazo 18 y después de la exposición a estrógenos 19; y existe una estabi-

lización del curso de la enfermedad después de la menopausia 20. A pesar de ello, 

el papel de los estrógenos en la patogenia de la LAM no está bien definido. Existen 

trabajos en modelos murinos que han demostrado que el tratamiento con estrógenos 
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promueve las metástasis pulmonares de las células nulas de tuberina 21. Además, la 

progesterona y los estrógenos activan la proteína cinasa Akt y así, estimulan la proli-

feración y promueven la migración e invasión de las células nulas de tuberina 22. Es 

necesario investigar más a fondo los mecanismos moleculares responsables de la 

acción de los estrógenos en la progresión de la LAM.
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1.4.	 PRESENTACIÓN	Y	CARÁCTERÍSTICAS	CLÍNICAS	

La presentación clínica típica de la LAM consiste en neumotórax espontáneos de 

repetición en mujeres de 40 - 50 años de edad 23. Otras manifestaciones frecuentes 

son disnea progresiva y quilotórax. También, se han descrito otros síntomas respira-

torios menos frecuentes como tos, hemoptisis o quiloptisis. En esta enfermedad, la 

disnea se explica por la presencia de una obstrucción del flujo aéreo debido a la susti-

tución del parénquima pulmonar sano por los quistes pulmonares 23-25. 

Las manifestaciones extrapulmonares incluyen: linfangioleiomiomas (grandes masas 

de tejido quístico linfático), colecciones de líquido quiloso en abdomen y angiomioli-

pomas renales (AML) que son tumores benignos formados por tejido muscular, vasos 

sanguíneos y grasa 26. La prevalencia de los AML oscila entre el 30 - 40% entre las 

mujeres con S-LAM y cerca del 90% entre las mujeres con TSC-LAM.

La TSC, se caracteriza además por la presencia de tumores gliales y hamartomas reti-

nianos, astrocitomas subependimarios de células gigantes y rabdomiomas cardíacos. 

Hasta el 80% de las mujeres con TSC presentan quistes pulmonares pero sólo entre el 

5 y el 10% experimentan síntomas 27. 

1.5.	 DIAGNÓSTICO

1.5.1. Función pulmonar

El trastorno ventilatorio obstructivo y la disminución de la capacidad de difusión 

pulmonar son las alteraciones en la función pulmonar más frecuentes, aunque hasta un 

30% de las pacientes pueden tener unas pruebas de función respiratoria (PFR) dentro 

de la normalidad 28. La infiltración difusa del intersticio pulmonar por las células LAM 

comporta una obstrucción a nivel de los bronquiolos terminales. También se puede 

detectar una disminución de la capacidad de esfuerzo medida mediante ergometría 

cardiorrespiratoria 29. La función pulmonar es útil, además de para el diagnóstico, para 

determinar la gravedad de la enfermedad y para guiar al clínico con el tratamiento. 
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Sin tratamiento, la LAM es una enfermedad progresiva y en este escenario, la dismi-

nución en el volumen espiratorio forzado en 1 segundo (FEV1) se ha cuantificado entre 

60 y 134 ml por año según datos de estudios retrospectivos y ensayos clínicos 30-32.

1.5.2. Manifestaciones radiológicas

La radiografía de tórax puede ser normal en fases tempranas de la enfermedad, 

aunque también se puede observar neumotórax o quilotórax (Figura 2). 

Figura 2: A) Radiografía de tórax que muestra neumotórax derecho señalizado con la 
flecha blanca en paciente con S-LAM. B) Radiografía de tórax que muestra quilotórax 

señalizado con flecha negra en paciente con S-LAM

A B

En el TC de tórax, la manifestación característica son los quistes pulmonares, que son 

típicamente de paredes finas, múltiples, bien circunscritos, de tamaño entre 2 y 30 

mm y con una distribución difusa 33-35. Con el tiempo, los quistes pueden fusionarse y 

adquirir una morfología poligonal o atípica 36, (Figura 3). 

Otros hallazgos radiológicos que se pueden observan en el TC de tórax incluyen áreas 

de vidrio deslustrado que pueden ser secundarias a la proliferación de las células 

LAM, edema pulmonar por congestión linfática, engrosamientos septales, así como 

quilotórax, derrame pericárdico y dilatación del conducto torácico 35.
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A B

Figura 3: A) TC de tórax que muestra los quistes característicos de LAM, bien 
definidos redondos y de paredes finas. B) TC de tórax que muestra quistes 

pulmonares fusionados y un parénquima pulmonar desestructurado en paciente con 
más de 10 años de evolución de la enfermedad

El TC abdominal es de utilidad en dos escenarios: para detectar la presencia de AML, 

linfangioleiomiomas o linfadenopatias que apoyaría el diagnóstico de LAM y para el 

seguimiento de éstos (Figura 4). 

Figura 4: TC abdominal de paciente S-LAM que muestra un  
angiomiolipoma renal derecho
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1.5.3. Biomarcadores

Factor de crecimiento endotelial vascular - D (VEGF-D)

El VEGF-D es un factor de crecimiento linfangiogénico que está relacionado con la 

formación de vasos linfáticos y con la diseminación de células tumorales a los ganglios 

linfáticos. Los niveles de VEGF-D en la mayoría de pacientes LAM son más altos que 

en controles sanos o en otras enfermedades quísticas incluyendo histiocitosis de 

células de Langerhans y enfisema 37. Curiosamente, los niveles de VEGF-D también 

son más elevados en mujeres con TSC-LAM que en pacientes con esclerosis tuberosa 

sin afectación quística en el TC de tórax 38.

Young et al. 37 analizaron prospectivamente el biomarcador VEGF-D en 48 mujeres 

con sospecha de LAM y únicamente TC torácico compatible con quistes pulmonares 

sin otros hallazgos. Describieron que la asociación de niveles de VEGF-D en suero 

superiores a 800 pg/ml y la presencia de enfermedad pulmonar quística difusa tiene 

una especificidad del 100% y una sensibilidad de 60% para distinguir LAM de otras 

enfermedades quísticas pulmonares 37,38. No obstante, niveles inferiores a 800 pg/ml  

no descartan el diagnóstico de LAM 37. Además, se ha descrito que los niveles de 

VEGF-D son más altos en pacientes con quilotórax o ascitis quilosa comparando con 

pacientes que no presentan afectación linfática 39,40. 

Aunque el valor diagnóstico de VEGF-D está bien establecido, su utilidad clínica para 

el seguimiento aún no está clara. Young et al. 41 en un estudio multicéntrico con una 

muestra de 87 pacientes, observaron que los niveles basales de VEGF-D se corre-

lacionaban con la gravedad del trastorno ventilatorio obstructivo y con el grado de 

hiperinsuflación; en esta cohorte, además, los niveles de VEGF-D basal disminuyeron 

progresivamente a los 6 y 12 meses en el grupo tratado con sirolimus respecto al 

grupo tratado con placebo. En cambio, en otro trabajo de Taveira-DaSilva et al. 42 no se 

encontró asociación entre los niveles de VEGF-D y la mejoría de la función pulmonar 

en las pacientes tratadas con sirolimus.
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Metaloproteinasas

Las metaloproteinasas (MMP) son una familia de endopeptidasas implicadas en 

diversos procesos: remodelamiento de la matriz celular, angiogénesis, proliferación 

celular, señalización y migración celular 43. Además, se han implicado en la pato-

génesis de la LAM: están presentes en las lesiones quísticas 44 y se han detectado 

niveles elevados en suero de pacientes LAM 45,46. Sin embargo, estos estudios solo 

comparan pacientes LAM con voluntarias sanas. Son necesarios más datos para dilu-

cidar el potencial de las MMPs como biomarcadores en esta enfermedad.

1.5.4. Anatomía patológica 

Las células LAM se caracterizan por formar pequeñas agrupaciones en los márgenes 

de las lesiones quísticas y alrededor de bronquiolos, vasos sanguíneos y vasos linfá-

ticos 47, (Figura 5). Son de morfología heterogénea y se pueden clasificar en dos 

grandes grupos: 1) pequeñas con forma de huso y parecidas a los miofibroblastos, con 

expresión de proteínas específicas de musculo liso como α-actina, desmina y vimen-

tina y 2) grandes, parecidas a células epitelioides con abundante citoplasma y que 

expresan glicoproteína gp100 y anticuerpo monoclonal de melanoma humano negro 

45 (HMB45) 2,48, (Figura 6).

Figura 5: Biopsia pulmonar de una paciente LAM con tinción de hematoxilina-eosina. 
Se observan espacios quísticos con paredes finas
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Figura 6: Biopsia pulmonar de una paciente LAM con tinción de hematoxilina-eosina. 
Se observan células fusiformes señaladas por las flechas amarillas  

compatibles con células LAM

1.5.5. Criterios diagnósticos

La Sociedad Torácica Americana conjuntamente con la Sociedad de Patología Respi-

ratoria Japonesa publicaron en 2017 una actualización de las guías de diagnóstico y 

manejo de la LAM definiendo los criterios diagnósticos de LAM 49, (ver Tabla 1 y Figura 7).  

El diagnóstico definitivo de LAM puede establecerse en un paciente con: historia 

clínica, quistes pulmonares característicos en el TC de tórax y una o más de las carac-

terísticas de la tabla.

Diagnóstico	definitivo	de	LAM

Presencia de TSC

Angiomiolipomas renales

VEGF-D ≥ 800 pg/ml

Quilotórax o ascitis quilosa confirmada por análisis del fluido

Linfangioleiomiomas

Presencia de células LAM en citología de líquido pleural o ascítico 
o en nódulos linfáticos

Confirmación histológica de LAM por biopsia pulmonar o biopsia 
retroperitoneal o de masas pélvicas

Tabla 1: Criterios diagnósticos de LAM
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Sospecha	clínica	de	LAM

Considerar	primero	biopsia	
transbronquial	antes		
de	biopsia	quirúrgica

TC	torácico	con	
características	de	LAM

Sí

Historia	clínica	compatible		
con	TSC

No

¿Es	necesario	la	confirmación	
histológica?

Sí

¿Ésta presente alguno de estos 
hallazgos?

-	VEGF-D	mayor	o	igual		
a	800	pg/ml

-	AML	en	TC	o	RMN	abdominal

-	Confirmación	bioquímica	de	
líquido	quiloso	o	presencia	de	
células	LAM	en	citología

No

No Considerar	un	diagnóstico	
alternativo	

Sí Confirmado	el	diagnóstico		
de	TSC-LAM	

Confirmado	el	diagnóstico		
de	LAM	

Sí

Confirmado	el	diagnóstico		
de	LAM	

Sí

Figura 7: Algoritmo diagnóstico de LAM

AML: angiomiolipomas; RMN: resonancia magnética nuclear;  
TC: tomografía computerizada; TSC: esclerosis tuberosa

1.5.6. Diagnóstico diferencial

Es importante establecer el diagnóstico de LAM utilizando el método menos invasivo 

posible. Cuando el TC torácico muestra quistes pulmonares compatibles con LAM el 

objetivo es excluir otras enfermedades quísticas pulmonares. El diagnóstico diferen-

cial debe incluir: histiocitosis de células de Langerhans (HCL), síndrome Birt-Hogg-

Dubé (BHD), neumonía linfoide intersticial (NLI) y amiloidosis (Tabla 2).
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Tabla 2: Diagnóstico diferencial LAM. Adaptada de Gupta et al. 52
AML: angiomiolipomas renales; BHD: Birt-Hogg-Dubé; FLCN: gen folliculin;  

HCL: histiocitosis de células de Langerhans; ICV: inmunodeficiencia común variable; 
LBA: lavado broncoalveolar; NLI: neumonía linfoide intersticial; SS: síndrome de Sjögren; 
TSC: esclerosis tuberosa; VEB: virus Ebstein Barr; VIH: virus inmunodeficiencia humana
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1.6.	 TRATAMIENTO

1.6.1. Tratamiento farmacológico

Históricamente, se utilizaron diferentes estrategias de tratamiento hormonal: ooforec-

tomía 51,52, tamoxifeno 53,54, progesterona 55,56 y agonistas de la hormona liberadora 

de gonadotropina 57,58. Estos tratamientos estaban basados en estudios retrospec-

tivos y series de casos con resultados poco concluyentes. No existen datos de eficacia 

ni ensayos clínicos de ningún tratamiento hormonal por lo que, en la actualidad,  

se desaconsejan 59.

El descubrimiento del papel que tenía la activación del complejo mTORC1 en la pato-

génesis de la LAM fue clave para iniciar ensayos clínicos con inhibidores de mTOR, 

en concreto sirolimus (también llamado rapamicina), como potencial tratamiento.  

El primer ensayo piloto, abierto, no controlado publicado por Bissler et al. 60 describió 

la evolución de 20 pacientes con LAM tratadas con sirolimus durante 12 meses. Tras 

este período de tratamiento, se suspendió el fármaco, pero se prosiguió el segui-

miento de 18 participantes durante 12 meses más. Con esta estrategia se consiguió 

una disminución de casi el 50% del volumen de los AML al final de los 12 meses de 

tratamiento. Se observó también mejoría en las PFR durante el tiempo de tratamiento. 

Si bien de las 4 pacientes que se tenían datos de la función respiratoria en el año de 

seguimiento posterior a haber finalizado el tratamiento con sirolimus no se observaron 

cambios en función respiratoria 60. A partir de estos resultados prometedores, surgió 

la necesidad de realizar un nuevo ensayo clínico randomizado para valorar el papel 

de sirolimus en la función pulmonar. El ensayo clínico denominado Multicenter Inter-

national LAM Efficacy of Sirolimus (MILES) 31 demostró que las pacientes tratadas con 

sirolimus presentaban estabilización de la función pulmonar comparado con el grupo 

placebo. En este estudio, se incluyeron 89 pacientes LAM con función pulmonar 

disminuida (FEV1 <70% del predicho), que se randomizaron 1:1 para recibir tratamiento 

con sirolimus o placebo durante 12 meses, seguidos de 12 meses más de obser-

vación sin tratamiento. Durante el período de tratamiento la pendiente de FEV1 fue  
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de -12 ± 2 ml/mes en el grupo placebo (43 pacientes) y de 1 ± 2 ml/mes en el grupo 

de pacientes tratadas con sirolimus (46 pacientes), p < 0.001 (Figura 8). El tratamiento 

con sirolimus también redujo los niveles de VEGF-D en suero y mostró una mejoría en 

la calidad de vida de las pacientes. Durante el año de seguimiento en el que sirolimus 

y placebo fueron retirados, la función pulmonar cayó en el grupo de tratamiento y se 

igualó a la del grupo placebo, lo que sugería la necesidad de tratamiento continuado. 

Otros estudios han demostrado también que el tratamiento con sirolimus mejora y 

puede resolver los acúmulos de líquido quiloso 61,62. 

Treatment	Phase Observation	Phase

0 3 6 9 12 15 18 21 24

Month

0.0

1.0

1.2

1.4

1.6

FE
V

1	(
lit

e
rs

)

No. at Risk
Sirolimus 46

43 40 42 39 34 22 13
43 41 38 41 21 14

Placebo

Sirolimus

Placebo

Figura 8: Cambios de FEV1 durante la fase de tratamiento con sirolimus  
y la fase de observación en el estudio MILES. Adaptada de McCormack et al. 31

En general el tratamiento con sirolimus es bien tolerado; los efectos secundarios más 

frecuentes son: mucositis, náuseas, diarreas, hipercolesterolemia, acné y edemas en 

extremidades inferiores. Otros efectos secundarios incluyen: formación de quistes 

ováricos, dismenorrea, proteinuria, elevación de los enzimas hepáticos, neumonitis 63.
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Se recomienda iniciar tratamiento con sirolimus en las pacientes que: 1) presentan 

un FEV1 < 70% del predicho; 2) pacientes con acúmulos de líquido (quilotórax, 

ascitis quilosa). Existe controversia en cuanto a la dosis adecuada de tratamiento.  

En el ensayo clínico MILES, sirolimus se inició con una dosis de 2 mg/día para mantener 

niveles en sangre entre 5 - 15 ng/ml. Si bien estudios posteriores sugieren que dosis 

inferiores de sirolimus (niveles en sangre 5 ng/ml) pueden tener la misma eficacia 

y así se podrían reducir los efectos secundarios del fármaco 63,64 también existe un 

estudio que demostró que la dosis inferior de sirolimus no era tan efectiva como la 

dosis convencional 65. Serán necesario estudios prospectivos comparando la dosis 

convencional con la dosis inferior para definir la dosis óptima de sirolimus. 

Finalmente, en cuanto a los beneficios y riesgos a largo plazo del tratamiento con siro-

limus existen pocos datos publicados. Únicamente disponemos de dos que ofrecen 

datos tras 2 y 4 años de tratamiento respectivamente 66,67. Quedan todavía muchas 

preguntas por resolver en cuanto a la eficacia y la seguridad de sirolimus a largo plazo. 

1.6.2. Trasplante pulmonar

El trasplante pulmonar (TP) es la única opción terapéutica en pacientes en estadio 

final de la enfermedad. Los resultados de supervivencia del TP en pacientes LAM son 

mejores que los datos de supervivencia media del TP publicados en los registros 68. 

La cohorte francesa publicó una supervivencia actuarial del 54.4% a los 10 años 69.  

Un estudio americano evaluó los resultados de 134 pacientes de que habían sido some-

tidas a TP entre 2003 y 2017, observando una supervivencia media postrasplante de 12 

años con tasas de supervivencia del 94% al año, 73% a los 5 años y 55% a los 10 años 70.  

Podemos especular porque este grupo de pacientes tiene mejores resultados que 

la población promedio de pacientes trasplantados: una posible explicación es que 

se trata de pacientes jóvenes, con pocas comorbilidades, menos infecciones y colo-

nizaciones preoperatorias y un menor uso de fármacos con efectos secundarios en 

músculo esquelético. 
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1.6.3. Consideraciones generales de manejo 

El tratamiento de las complicaciones y el manejo general de las pacientes LAM se 

encuentra resumido en la Tabla 3. 

Consideraciones Manejo 

Neumotórax 73 Alto riesgo de recurrencia Drenaje pleural. Si recurrencia o neumotórax 
refractario se aconseja pleurodesis

AML 62 Riesgo de hemorragia Seguimiento con prueba de imagen cada 12 - 24 
meses. Tratamiento con inhibidores mTOR si AML 
>4cm o múltiples. Embolización si sangrado. Si no 
responden a inhibidores de mTOR y son de gran 
tamaño y morfología compleja se aconseja cirugía

Complicaciones 
linfáticas 63

Acúmulos de líquido quiloso 
en pleura o abdomen

Tratamiento con inhibidores mTOR. Ligadura 
del conducto torácico en casos refractarios o 
recurrentes

Vacunación Vacuna anual de la gripe, vacuna contra el 
neumococo PCV13 y PPSV23, vacuna del herpes 
zoster

Rehabilitación 
respiratoria 74

Mejora capacidad de esfuerzo En pacientes mal acondicionados físicamente

Oxigenoterapia 
domiciliaria

Pacientes en insuficiencia 
respiratoria

En pacientes con desaturación al esfuerzo o  
pO2 < 60mmHg

Embarazo 18 Asociado a empeoramiento 
de la función respiratoria 
y aumento de riesgo de 
neumotórax

Aconsejar a las pacientes del potencial riesgo. 
Consejo genético en las pacientes TSC-LAM. 
Detener inhibidores de mTOR antes de la 
concepción y durante el embarazo

Tabla 3: Manejo general de las pacientes LAM. Adaptado de McCarthy et al. 11
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JUSTIFICACIÓN DEL TRABAJO 2

El tratamiento con inhibidores de la mTOR es el tratamiento estándar para la LAM en 

la actualidad, si bien existen pocos datos en la literatura acerca de la seguridad y el 

efecto a largo plazo. El uso de este fármaco se basa en el estudio pivotal MILES en el 

que las pacientes recibieron sirolimus sólo durante 12 meses. 

Por otro lado, para el diagnóstico de LAM, además de la clínica y la radiología se 

dispone del biomarcador VEGF-D. Si este biomarcador es normal no excluye la enfer-

medad y es necesario realizar una biopsia pulmonar para llegar al diagnóstico. 

Esta tesis doctoral está compuesta de dos estudios: el primero, desde un punto de vista 

clínico, analiza el efecto a largo plazo del tratamiento con sirolimus en una cohorte de 

pacientes LAM haciendo hincapié en la función pulmonar. El segundo, es un estudio 

de herramientas diagnósticas, en el que se evaluó la precisión diagnóstica de biomar-

cadores relacionados con la matriz extracelular, la afectación linfática y la angiogénesis. 

Por tanto, el principal objetivo de esta tesis doctoral es profundizar en el diagnóstico 

de la LAM y describir el efecto a largo plazo de sirolimus en las pacientes.





3. Hipótesis

Hipótesis

3
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HIPÓTESIS 3

Existen biomarcadores de la enfermedad que permiten mejorar la precisión diagnós-

tica y distinguir entre las pacientes que tendrán una respuesta positiva al tratamiento 

con sirolimus de las que continuarán con una mayor pérdida funcional.





4. Objetivos

Objetivos

4
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OBJETIVOS 4

Objetivo principal: 

Describir la precisión diagnóstica de los biomarcadores: MMP-2, MMP-9, VEGF-D, 

receptor 3 de VEGF, angiopoietin-1, endostatin, fibroblast growth factor-acidic 

(FGF-acidic), phosphatidylinositol-glycan biosynthesis class F protein (PIGF), throm-

bospondin-2 and platelet derived growth factor-AA protein (PDGF-AA), Von Wille-

brand factor (vWF), Cáncer antigeno-125 (CA-125), Krebs von den Lungen 6 (KL-6).

Objetivos secundarios: 

1. Analizar el efecto a largo plazo del tratamiento con sirolimus en una cohorte de 
pacientes LAM, centrándose en la función pulmonar. 

2. Describir el papel del trasplante pulmonar en LAM después de la introducción 
de sirolimus.





5

5. Pacientes y métodos

Pacientes y 
métodos
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PACIENTES Y MÉTODOS 5

5.1.	 METODOLOGÍA	ESPECÍFICA	DEL	PRIMER	ESTUDIO:	RESULTADOS	A	

LARGO	PLAZO	DEL	TRATAMIENTO	CON	SIROLIMUS	EN	PACIENTES	

CON	LINFANGIOLEIOMIOMATOSIS

5.1.1. Población de estudio

Estudio retrospectivo sobre la población de pacientes diagnosticadas de LAM, tratadas 

con sirolimus y seguidas por nuestra unidad desde enero de 1990 a enero de 2020. 

Se recopilaron datos de sus historias clínicas: edad, método diagnóstico, tratamiento, 

función pulmonar, presencia de TSC y manifestaciones extrapulmonares como AML 

renales, quilotórax y/o ascitis quilosa. El estudio fue aprobado por el comité de ética del 

Hospital Universitario Vall d’Hebron (BSG-SIR-2019-01). 

Se obtuvieron espirometría y test de difusión basal, al año, 2 años, 3 años, 4 años y 5 

años después del inicio de tratamiento con sirolimus. Las PFR se realizaron según las 

guías de la Sociedad Europea de Respiratorio 73. Además, a todas las pacientes se les 

realizó un TC torácico y abdominal. Únicamente se realizó biopsia pulmonar en las 

pacientes con afectación pulmonar exclusiva. 

El tiempo a evento se calculó según los años que transcurrían desde el inicio de siro-

limus hasta la fecha de trasplante o la fecha de muerte, la que ocurriera antes. 

5.1.2. Criterios de clasificación de las pacientes

Las pacientes se clasificaron en dos cohortes de acuerdo con la disponibilidad de siro-

limus en el momento del diagnóstico: una cohorte histórica (CH) de pacientes en las 

que el sirolimus no estaba disponible en el momento del diagnóstico pero que reci-

bieron el tratamiento a partir de 2007 y una cohorte contemporánea (CC), en la que 

sirolimus se inició inmediatamente después del diagnóstico. 
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5.1.3. Tratamiento con sirolimus 

Desde noviembre 2007, el tratamiento con sirolimus se indicó en los siguientes casos: 

FEV1 < 80% pred., AML mayores de 4 cm o múltiples. La dosis de sirolimus prescrita era 

entre 1 a 4 mg al día que se ajustaba para obtener niveles en sangre de sirolimus de 

entre 5 y 15 ng/ml medidos con cromatografía líquida con espectrometría de masas. 

Se registraron los efectos secundarios. 

Definimos la respuesta al tratamiento con sirolimus basándonos en la tasa de descenso 

de FEV1 en pacientes sin tratamiento específico descrita en estudios previos como 

-75 ml/año 30. La caída funcional relacionada con la edad en adultos sanos después 

de los 60 años se ha descrito alrededor de -20 ml/año. Por lo que una mejoría, esta-

bilización o disminución del FEV1 similar a la caída fisiológica debida a la edad fue 

considerada como una respuesta positiva al tratamiento con sirolimus. Las pacientes 

que tuvieron una caída de FEV1 entre -20 y -75 ml/año fueron consideradas respon-

dedoras parciales. Las pacientes no respondedoras fueron consideradas aquellas 

que presentaron una caída de FEV1 mayor a -75 ml/año. La respuesta de sirolimus fue 

evaluada al año y a los 5 años de tratamiento continuado. Las pacientes que fueron 

trasplantadas antes de completar 1 año o 5 años con sirolimus no fueron incluidas en 

los respectivos análisis. 

La tasa de disminución de los AML se calculó como el cambio en el diámetro máximo 

después de un año de tratamiento con sirolimus. Aquellas pacientes que presentaron 

disminución o estabilidad en la medida de los AML se consideraron respondedoras. 

5.1.4. Análisis estadístico

Los datos cualitativos se expresan como frecuencias y porcentajes. Los datos cuan-

titativos distribuidos normalmente se expresan como media ± desviación estándar 

(DE); los datos no distribuidos normalmente se expresan como mediana y rango inter-

cuartílico (RIQ). Las características demográficas y clínicas de los grupos CH y CC 
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se compararon mediante el test de ANOVA o de Chi2. La función pulmonar de las 

pacientes no respondedoras, de las respondedoras parciales y de las respondedoras 

a sirolimus se compararon utilizando el test de Mann Whitney. El tiempo desde el inicio 

de sirolimus a muerte/trasplante fue determinado mediante curvas de Kaplan-Meier. 

El análisis de regresión de Cox se utilizó para comparar CH y CC. Un valor de p < 0.005 

fue considerado estadísticamente significativo. 

Se aplicó un modelo mixto para estimar los cambios en FEV1, en cifras absolutas  

(ml/año) y también en valores predichos (%predicho/año). En estos análisis, la variable 

tiempo fue tratada como efecto aleatorio. Las pacientes se dividieron en 3 grupos:  

1) respondedoras (si la estimación individualizada era menos de -20 ml/año);  

2) respondedoras parciales (si la estimación individualizada era entre -20 y -75 ml/año);  

y 3) no respondedoras (si la estimación individualizada era mayor a -75 ml/año). 

El análisis se realizó a través de STATA versión 14 (StataCorp, College Station Texas, TX, 

USA) y de SPSS versión 27 (IBM Corp., Armonk, NY, USA).

5.2.	METODOLOGÍA	ESPECÍFICA	DEL	SEGUNDO	ESTUDIO:		

ESTUDIO	DE	DESCUBRIMIENTO	DE	BIOMARCADORES	EN	LINFAN-

GIOLEIOMIOMATOSIS

5.2.1. Población de estudio y datos clínicos

Estudio transversal desde julio 2019 a junio 2020, donde se incluyeron: pacientes diag-

nosticadas de LAM portadoras o no de TP, pacientes con otras enfermedades quís-

ticas pulmonares y mujeres sanas. La cohorte de pacientes con otras enfermedades 

quísticas pulmonares incluye pacientes con: histiocitosis de células de Langerhans, 

enfisema y síndrome Birt-Hogg-Dubé. Las pacientes LAM fueron diagnosticadas por 

biopsia pulmonar o por presencia de quistes pulmonares en el Tc de tórax más: AML 

renales, presencia de TSC y/o acumulación de líquido quiloso. 
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Se revisaron las historias clínicas en relación a: método diagnóstico, tratamiento con 

sirolimus, embarazo previo, menopausia, función pulmonar, TP, presencia de TSC y 

afectación extrapulmonar. 

El grado de afectación quística fue valorado en los TC torácicos de pacientes LAM y también 

de pacientes con otras enfermedades quísticas pulmonares. Los pulmones se dividieron 

en 3 zonas iguales (superior, media e inferior). Se graduó de forma individual y subjetiva en 

función del volumen pulmonar reemplazado por los quistes en cada zona la afectación, 

de la siguiente manera: enfermedad leve, menos del 30% de afectación del parénquima 

pulmonar; enfermedad moderada, los quistes afectan entre 30 - 60%; enfermedad severa, 

los quistes afectan más del 60%, como se ha descrito previamente 74. Todos los TC de tórax 

fueron revisados por el mismo operador. 

El análisis de las hormonas sexuales como estradiol, hormona luteinizante, folitropina, proges-

terona y prolactina, así como las PFR se realizaron en el momento de inclusión al estudio.

Sirolimus se indicó en pacientes LAM cuando FEV1 < 80%, AML mayores de 4 cm y/o 

múltiples AML. En pacientes portadoras de TP por LAM, sirolimus se prescribió en 

el caso de disfunción crónica del injerto o presencia de AML. La dosis prescrita de 

sirolimus era entre 1 y 4 mg al día ajustado para mantener niveles en sangre entre 5 y 

15 ng/ml medido con cromatografía líquida con espectrometría de masas.

El estudio fue aprobado por el comité de ética del Hospital Universitario Vall d’Hebron 

(Barcelona, España ARB-SIR-2018-01) y se obtuvo consentimiento informado de todas las 

pacientes. 

5.2.2. Recogida y conservación de las muestras sanguíneas

Las muestras sanguíneas se recogieron en un tubo Advance BD Vacutainer® 

Plastic SST II, un tubo de citrato BD Vacutainer® y un tubo recubierto de K2EDTA 
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BD Vacutainer®. El tubo de suero se dejó coagular a temperatura ambiente durante 

60 minutos antes de centrifugar a 1,300 g a 4º C durante 10 minutos. El suero obte-

nido se conservó a - 80º C hasta su uso. El tubo de EDTA se centrifugó inmediata-

mente después de la extracción sanguínea durante 15 minutos a 1,000 g a 4º C. Se 

sacaron alícuotas de 1ml de plasma y adicionalmente se centrifugaron a 10,000 g a 

4º C durante 10 minutos para obtener plasma libre de plaquetas. Todas las muestras 

de plasma se almacenaron a -70º C hasta su uso.

5.2.3. Análisis de MMP-2, MMP-9, endostatin, FGF acidic, PIGF, thrombos-

pondin-2, VEGF-D, VEGF-R3, angiopoietin-1, PDGF-AA, vWF, KL-6 y CA-125

MMP-2 y MMP-9 en suero se analizaron utilizando el panel Luminex Human Magnetic 

Assay LXSAHM-02 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). El análisis de la actividad de 

vWF se realizó mediante ACLTOP 700 LAS utilizando reactivos del mismo proveedor 

(IL Werfen, Barcelona, España). CA-125 en suero fue medido por análisis por quimiolu-

miniscencia utilizando el analizador automatizado Atellica® con reactivos del mismo 

proveedor (Siemens Healthcare Diagnostics, Erlangen, Alemania). Endostatin, FGF 

acidic, PIGF, thrombospondin-2, angiopoietin-1 y PDGF-AA se analizaron utilizando 

el panel Luminex Human Performance Angiogenesis Magnetic Panel A (6-Plex), R&D 

Systems. VEGF-R3 se analizó utilizando Luminex Human Magnetic (1-Plex) LXSAHM-

01, R&D Systems. VEGF-D se analizó con el kit de ELISA VEGF-D Quantikine® humano, 

R&D Systems. KL-6 se analizó utilizando un kit de inmunoanálisis por quimioluminis-

cencia enzimático de Lumipulse G KL-6 IRC (Fujirebio, Tokyo, Japon).

5.2.4. Análisis estadístico

Las variables continuas se expresan en media ± DE y mediana (RIQ) según corres-

ponda. Las variables categóricas se expresan como números de casos y proporciones. 

La normalidad se evaluó en las variables continúas utilizando el test de Shapiro-Wilk y 

las comparaciones de los grupos se realizaron mediante el test de análisis de varianza 

(ANOVA). Las variables categóricas se comparaban utilizando el test de Chi2 o test 
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de exacto de Fisher, según lo apropiado.  Para las comparaciones entre pacientes se 

utilizó el test Kruskal-Wallis. La curva característica operativa del receptor (ROC) se 

creó para detectar el punto de corte para establecer la óptima sensibilidad y espe-

cificidad de cada biomarcador. El punto de corte del VEGF-D con valor 800 pg/ml 

también fue analizado. Se realizó un modelo logístico de regresión incluyendo VEGF-D 

y MMP-2 para crear un score compuesto. Se utilizó el test DeLong para comparar 

las curvas ROC. Un p valor < 0.05 se consideró estadísticamente significativo.  

SPSS versión 27 (IBM SPSS Statitics, Chicago, IL, USA) y GrapPhad Prism 9.1.2 (Graph 

Pad Software, San Diego, CA, USA) se utilizaron para realizar el análisis. 
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6.1.	 RESULTADOS	DEL	PRIMER	ESTUDIO:	RESULTADOS	A	LARGO	PLAZO	

DEL	 TRATAMIENTO	 CON	 SIROLIMUS	 EN	 PACIENTES	 CON	 LINFAN-

GIOLEIOMIOMATOSIS	

Se reclutaron 48 pacientes diagnosticadas de LAM, en seguimiento en nuestro centro 

y en tratamiento con sirolimus. Diecinueve (40%) pertenecían a la CH y 29 (60%) a 

la CC. Cuatro (8.3%) de ellas presentaban TSC-LAM. La edad media al inicio de los 

síntomas y al diagnóstico fue 36 (30 - 44) y 38 (34 - 46) años, respectivamente. Nueve 

(19%) pacientes estaban en la menopausia al diagnóstico. Tres (6%) pacientes eran 

fumadoras al momento del diagnóstico y 14 (29%) eran exfumadoras. La disnea fue el 

síntoma más común en 17 (35%) de las pacientes, seguido de neumotórax en 15 (31%) 

pacientes. El FEV1 medio en el diagnóstico fue del 68 ± 26% del FEV1 predicho. Los 

métodos diagnósticos fueron: biopsia quirúrgica en 28 (58%), hallazgos clínicos y radio-

lógicos en 12 (25%) y biopsia transbronquial en 8 (17%) pacientes. Tres (6%) diagnósticos 

fueron incidentales en pacientes asintomáticas. 

La duración media del seguimiento fue 11.7 ± 6.9 años desde el diagnóstico y el 

tiempo medio de tratamiento con sirolimus fue 5.6 ± 3.5 años. Durante el segui-

miento, la complicación pleural más frecuente fue el neumotórax que ocurrió en 

8 (17%) pacientes, seguida de quilotórax en 4 (8%) pacientes, y derrame pleural trasu-

dado en 3 (6%). Diecinueve (40%) pacientes requirieron pleurodesis y 2 (4%) necesi-

taron ligadura del conducto torácico. Veinte (42%) pacientes tenían AML; 2 de ellos 

necesitaron embolización y 2 cirugía. Cinco (10%) pacientes presentaron linfangio-

leiomiomas abdominales. 

De las 48 pacientes LAM reclutadas en el estudio, 9 (19%) pacientes recibieron un 

TP. Estas pacientes fueron tratadas con sirolimus antes del TP durante una mediana 

de tiempo de 18 (7 - 42) meses. La espirometría previa al tratamiento con sirolimus 

demostró un trastorno obstructivo severo: FVC media fue 47 ± 15% pred., FEV1 fue 

26 ± 9% pred. y la relación FEV1/FVC fue 45 ± 11%. La espirometría pre-TP mostraba 
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una FVC media de 44 ± 18% pred., FEV1 de 30 ± 15% y la relación FEV1/FVC de 43 ± 10%. 

Después del TP, las pacientes recibieron tacrolimus, micofenolato mofetil y corticoes-

teroides según el protocolo de tratamiento.

Durante el periodo de estudio, 4 (8%) pacientes fallecieron, sólo una de ellas había 

recibido TP y falleció por un rechazo celular agudo. Las otras causas de muerte fueron 

insuficiencia respiratoria, insuficiencia renal y colangiocarcinoma. En la Tabla 4 se 

presenta una comparación entre la CH y CC. 
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Cohorte 
histórica 

n=19

Cohorte 
contemporánea 

n=29
p-valor

Edad al diagnóstico (años), mediana (RIQ) 35 (29 - 38) 43 (36 - 46) 0.014

Síntoma inicial, n (%) 0.773

Disnea	 7 (37) 10 (34)

Neumotórax 7 (37) 8 (28)

Hemoptisis 2 (11) 2 (7)

Quilotórax	 1 (5)  4 (14)

Asintomática	 1 (5) 2 (7)

Tos 0 (0) 1 (3)

Dolor	abdominal	 0 (0) 2 (7)

Dolor	pleurítico 1 (5) 0 (0)

Método diagnóstico, n (%) 0.042

Biopsia	quirúrgica	pulmonar	 13 (68) 15 (52)

Clínico	radiológico   6 (32) 6 (21)

Criobiopsia	transbronquial		 0 (0) 8 (28)

PFR al diagnóstico, media ± DE mediana (RIQ)

FVC,	ml 2651 ± 1037
2890 (1820 - 3130)

3063 ± 841
3070 (2320 - 3850) 0.137

FVC, %	pred. 74 ± 27
77 (55 - 91)

80 ± 20
81 (69 - 98) 0.375

FEV1,	ml
1638 ± 901

1610 (740 - 2300)
2186 ± 760

2070 (1670 - 2770) 0.028

FEV1, %	pred.
57 ± 28

59 (30 - 81)
76 ± 22

77 (62 - 94) 0.009

DLCO, %
42 ± 21

42 (21 - 63)
60 ± 21

52 (46 - 79) 0.010

Uso de oxígeno domiciliario, n (%) 8 (42) 4 (14) 0.027

TSC asociada, n (%) 3 (16) 1 (3) 0.130

AML, n (%) 12 (63) 8 (28) 0.015

Neumotórax durante el seguimiento 0.025

Número	neumotórax/n	pacientes 21/6 2/2

Quilotórax durante el seguimiento 0.130

Número	quilotórax/n	pacientes 4/3 1/1

Pleurodesis química 11 (58) 8 (28) 0.044

Ligadura del conducto torácico 0 (0) 2 (7) 0.242

Seguimiento (años), mediana (RIQ) 17 (14 - 22) 8 (5 -10) <0.001

TP, n (%) 8 (42) 1 (3) <0.001

Muerte, n (%) 3 (16) 1 (3) 0.130

Tabla 4: Comparación entre cohorte histórica (sirolimus no estaba disponible en el 
diagnóstico) y cohorte contemporánea

AML: angiomiolipoma; DE: desviación estándar; RIQ: rango intercuartílico;  
PFR: pruebas de función respiratoria; TSC: complejo de esclerosis tuberosa;  

TP: trasplante pulmonar



58

RESULTADOS6

La tasa de supervivencia libre de muerte y/o trasplante a 1 y 5 años después del inicio 

de tratamiento con sirolimus fue de 87% y 73% respectivamente (Figura 9).

No. at Risk 48 40 37 33 28 26
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Figura 9: Curva de supervivencia Kaplan-Meier libre de muerte/trasplante desde el inicio 
de tratamiento con sirolimus. Tiempo medio de tratamiento con sirolimus fue 5.6 años

Los pacientes de la CH presentaron un riesgo significativamente elevado a largo plazo 

de muerte y/o trasplante comparado con los pacientes de la CC (Figura 10).
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Figura 10: Curva de supervivencia Kaplan Meier libre de muerte/trasplante desde el inicio de 
tratamiento con sirolimus. Cohorte histórica (azul) y cohorte contemporánea (verde)
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Tratamiento con sirolimus 

Cuarenta y ocho pacientes con LAM han sido tratadas en nuestro hospital con siro-

limus desde noviembre de 2007. Veintiocho (58%) pacientes iniciaron sirolimus por 

presentar FEV1 <80%, 4 (8%) por presentar AML y 16 (33%) por ambas. La dosis media 

de sirolimus fue 2.2 ± 0.8 mg y los niveles medios en sangre fueron 7.5 ± 2.7 ng/ml. 

A destacar, únicamente una paciente de la CH desarrolló neumotórax bajo tratamiento 

con sirolimus, todas las otras pacientes desarrollaron esta complicación antes de empezar 

el tratamiento. Ninguna paciente desarrolló quilotórax estando en tratamiento con siro-

limus (1 paciente de la CC presentó esta complicación antes de iniciar el tratamiento).

En la CH, la mediana de tiempo entre la presentación de síntomas y el inicio de siro-

limus fue de 12 (4 - 15) años. En la CC, la mediana de tiempo desde la presentación de 

los síntomas y el inicio de sirolimus fue 1 (0 - 3) años. La media de los valores espiromé-

tricos antes de iniciar sirolimus en la CH y la CC fueron: FVC 62 ± 25% pred. vs 84 ± 21% 

pred respectivamente (p = 0.002), FEV1 41 ± 21% pred vs 74 ± 22% pred (p < 0.001), DLCO 

40 ± 22% vs 55 ± 17% (p = 0.228). 

Los efectos secundarios fueron recogidos de la historia clínica en 16 (33%) pacientes y 

tendían a ocurrir poco después del inicio de tratamiento y a disminuir con el tiempo. 

El efecto secundario más frecuente eran las aftas orales que se observaron en 8 (17%) 

pacientes, seguidos de quistes ováricos en 3 (6%), incremento severo del colesterol en 

2 (4%), alteración de las enzimas hepáticas en 2 (4%), anasarca en 1 (2%) y edemas en 

1 (2%). Únicamente 1 paciente abandonó el tratamiento con sirolimus debido a edemas 

y en 3 casos sirolimus fue suspendido temporalmente debido a aftas orales. 

Al cierre del estudio, de las 48 pacientes tratadas con sirolimus, 38 (79%) pacientes 

completaron el tratamiento durante 1 año y 27 (56%) completaron un mínimo de 5 años 

(Figura 11).
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48	pacientes	LAM	
tratadas	con	sirolimus

4	pacientes	se	sometieron	a	TP	
antes	de	completar	1	año	de	
tratamiento	con	sirolimus

5	pacientes	con	menos	de	1	año	
de	tratamiento	con	sirolimus

1	paciente	abandonó	sirolimus	
debido	a	anasarca

5	pacientes	se	sometieron	a	TP	
antes	de	completar	5	años	de	
tratamiento	con	sirolimus

4	pacientes	murieron

2	pacientes	con	menos	de	5	
años	de	tratamiento

1	año	de	
tratamiento	con	

sirolimus

38	pacientes	LAM

≥	5	años	de	
tratamiento	con	

sirolimus

27	pacientes	LAM

Respondedoras

23 (60%)

Respondedoras	
parciales

11 (29%)

No	
respondedoras

4 (11%)

Respondedoras

16 (59%)

Respondedoras	
parciales

8 (30%)

No	
respondedoras

3 (11%)

Figura 11: Respuesta a sirolimus tras 1 y 5 años de tratamiento

Después de 1 año, se observó una respuesta positiva en 23 (60%) pacientes y una 

respuesta parcial en 11 (29%). La eficacia a largo plazo se estudió en 27 pacientes que 

recibieron 5 años o más de tratamiento con sirolimus: 16 (59%) respondedoras, 8 (30%) 

no respondedoras y 3 (11%) no respondedoras. No existían diferencias en FVC, FEV1 o 

DLCO en el diagnóstico ni al inicio del tratamiento con sirolimus entre respondedoras, 

respondedoras parciales y no respondedoras; ver Tabla 5. Sin embargo, sí que se 
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observaron diferencias significativas en FEV1 después de 5 años de tratamiento con 

sirolimus teniendo el grupo de las no respondedoras valores más bajos.

Respondedoras 
(n=16)

Respondedoras 
parcial (n=8)

No respondedoras
(n=3)

p valor

Edad al diagnóstico (años), 
media ± DE

35 ± 6 50 ± 8 39 ± 5 < 0.01

Edad inicio sirolimus (años), 
media ± DE 

38 ± 6 50 ± 8 42 ±3 0.001

Embarazo antes del 
diagnóstico, n (%)

9 (31) 4 (50) 3 (67) 0.300

Menopausia al inicio de 
sirolimus, n (%)

2 (13) 5 (63) 0 (0) 0.017

Neumotórax, n (%) 10 (63) 3 (38) 2 (67) 0.468

Quilotórax, n (%) 4 (25) 0 (0) 0 (0) 0.199

Pleurodesis, n (%) 8 (50) 2 (25) 1 (33) 0.483

FVC (ml), media ± DE
antes de sirolimus 2959 ± 825 2854 ± 521 3187 ± 479 0.794

FEV1 (ml), media ± DE
antes de sirolimus 1961 ± 632 1980 ± 602 1730 ± 789 0.831

DLCO (%), media ± DE
antes de sirolimus 52 ± 14 52 ± 16 38 ± 24 0.411

Niveles medios de 
sirolimus en sangre

8.2 ± 2.9 6.6 ± 2.7 7.1 ± 1.1 0.374

Tabla 5: Características de las pacientes según su respuesta de tratamiento  
con sirolimus a largo plazo

La media (95% Intervalo de confianza (IC)) de la pendiente de FEV1 durante los 5 años 

fue de - 0.14 (- 26.13 a 25.85) ml/año en el conjunto de toda la cohorte LAM, 42.55 (14.87 

a 70.22) ml/año en el grupo de respondedoras, - 54.00 (- 71.60 a - 36.39) ml/año en 

el grupo de respondedoras parciales y - 84.19 (- 113.5 a - 54.0) ml/año en el grupo 

de no respondedoras. El mismo concepto expresado con FEV1 como porcentaje del 

predicho (% pred) mostró una diferencia en porcentaje de 0.43 (- 0.55 a 1.41) % pred/

año en el total de pacientes LAM, 2.17 (1.25 a 3.09) % pred/año en el grupo de respon-

dedoras, - 1.78 (- 2.50 a - 1.05) % pred/año en el grupo de respondedoras parciales y 

- 2.96 (- 4.05 a - 1.87) % pred/año en el grupo no respondedoras. La Tabla 6 resume las 

diferencias entre FEV1 al primer año y a los 5 años y la Figura 12 muestra la predicción 

lineal de cambios longitudinales del FEV1 (ml).
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Todas 
(n=27)

Respondedoras
(n=16)

Respondedoras 
parciales

(n=8)

No 
respondedoras

(n=3)
p valor

Pre-sirolimus FEV1, ml
1941 

(1704 - 2177)
1961 

(1653 - 2268)
1980 

(1545 - 2414)
1730 

(1020 - 2440) 0.831

FEV1 al 1r año, ml
2073 

(1836 - 2310)
2266 

(1959 - 2574)
1851

(1416 - 2286)
1637 

(926 - 2347) 0.185

FEV1 al 2º año, ml
2050 

(1812 - 2287)
2234 

(1925 - 2542)
1831 

(1395 - 2268)
1650 

(937 - 2363) 0.272

FEV1 al 3r año, ml
2010 

(1771 - 2249)
2219 

(1909 - 2530)
1781 

(1342 - 2220)
1507 

(789 - 2223) 0.180

FEV1 al 4º año, ml
2007 

(1766 - 2247)
2251 

(1939 - 2564)
1734 

(1292 - 2176)
1430 

(708 - 2152) 0.092

FEV1 al 5º año, ml
1988 

(1745 - 2231)
2271 

(1955 - 2586)
1683 

(1236 - 2129)
1293 

(564 - 2022) 0.041

Tabla 6: Respuesta del FEV1 a sirolimus en 27 pacientes tratadas  
con sirolimus durante 5 años
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Figura 12: Predicción linear de cambios longitudinales en FEV1 (ml)  
y márgenes predictivos con 95% IC utilizando un modelo lineal mixto.

El color rojo corresponde a todas las pacientes LAM, el grupo de respondedoras en color 
naranja, las respondedoras parciales en color azul y las no respondedoras en color verde

Once pacientes con AML fueron tratadas con sirolimus durante como mínimo un año. 

En la Tabla 7 se observan los tamaños de los AML antes y después de un año de 

tratamiento: 10 (91%) de las pacientes mostraron una respuesta positiva al tratamiento 

y sólo una (9%) mostró un incremento del tamaño del tumor. Durante el seguimiento, 

ninguna paciente presentó síntomas relacionados con los AML.
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Pacientes
Número de 

AML

Tamaño de 
los antes del 

tratamiento con 
sirolimus (cm)

Tamaño de los AML 
después de 1 año 

de tratamiento con 
sirolimus (cm)

Diferencia de FEV1 
después de 1 año 

de tratamiento con 
sirolimus (ml)

Tasa de 
disminución

LAM-1 1 13.5  x  7.8 4.2 x 1.5 -280 -69%

LAM-2 3
2 x 1.5
2 x 2

1.6 x 7

2 x 1.5
2 x 2

1.6 x 7
320 0%

LAM-3 1 2 x 1 2 x 1 40 0%

LAM-4* 3
5 x 2

2.1 x 1
1 x 0.5

6.2 x 3.3
2.1 x 1
1 x 0.5

230 24%

LAM-5 1 0.4 x 0.5 0.4 x 0.5 130 0%

LAM-6 2 1 x 1 1 x 1 660 0%

LAM-7 1 5.5 x 3.5 4.2 x 2.7 40 -23%

LAM-8 1 0.5 x 0.5 0.5 x 0.5 -30 0%

LAM-9 2 2.6 x 1
2 x 1

2.6 x 1
2 x 1 140 0%

LAM-10 1 2 x 1.6 2 x 1.6 90 0%

LAM-11 1 6.6 x  4.5 3.3 x 3.7 20 -50%

Tabla 7: Tasa de disminución de los angiomiolipomas en  
1 año de tratamiento con sirolimus. 

*TSC-LAM: LAM asociada a esclerosis tuberosa 

6.2.	RESULTADOS	SEGUNDO	ESTUDIO

Se reclutaron 97 participantes: 59 (61%) pacientes LAM, 18 (19%) pacientes con otras 

enfermedades quísticas pulmonares y 20 (20%) voluntarias sanas. La mediana de 

tiempo desde el diagnóstico de LAM a la extracción de muestra sanguínea fue 9 (2 - 17) 

años. Quince (25%) pacientes del grupo LAM habían recibido un TP antes de ser reclu-

tadas; la mediana de tiempo desde el TP a la extracción de la muestra sanguínea fue 

de 12 (8 - 13) años. Un total de 10 (17%) pacientes tenían TSC-LAM. Dentro del grupo 

de pacientes con otras enfermedades quísticas pulmonares: 9 (50%) tenían enfisema, 

8 (44%) tenían histiocitosis de células de Langerhans y 1 (6%) tenía síndrome de Birt-

Hogg-Dubé (Figura 13). El método diagnóstico fue: biopsia pulmonar en 46 (78%) 

pacientes y clínica y hallazgos radiológicos en 13 (22%).
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En		
tratamiento	

con		
sirolimus
33 (75%)

En		
tratamiento	

con		
sirolimus
8 (53%)

Sin		
tratamiento	

con		
sirolimus
11 (25%)

Sin		
tratamiento	

con		
sirolimus
7 (47%)

Pacientes	LAM
44 (75%)

Pacientes	con	
trasplante	

pulmonar	por	LAM	
15 (25%)

Enfisema
9 (50%)

Birt-Hogg-
Dubé
1 (6%)

Histiocitosis	
de	células	de	
Langerhans
8 (44%)

Pacientes	LAM
59 (61%)

Patientes	con	otras	
enfermedades	

quísticas		pulmonares	
18 (19%)	

97	sujetos

Mujeres	sanas		
20 (20%)	

Figura 13: Sujetos incluidos en el estudio

En cuanto al grado de afectación quística mostrado en los TC de tórax: 8 (18%) 

pacientes LAM tenían una afectación leve, 14 (32%) de pacientes LAM tenían una 

afectación moderada, y 22 (50%) de pacientes una afectación severa. Respecto a las 

pacientes con otras enfermedades quísticas pulmonares: 4 (22%) tenían afectación 

leve, 6 (33%) tenían afectación moderada y 8 (44%) tenían afectación severa. La disnea 

fue el síntoma inicial más común registrado en 24 (41%) pacientes LAM, seguido de 

neumotórax en 21 (36%), quilotórax en 5 (9%), hemoptisis en 1 (2%) y hematuria en 1 (2%).  

Siete (12%) de los diagnósticos fueron incidentales en pacientes asintomáticas.  

Veintiocho (47%) pacientes tenían AML renales, 12 (20%) de ellos bilaterales con un 

tamaño medio de 25 (14 - 42) mm x 24 (13 – 25) mm. Doce (20%) pacientes tenían linfan-

gioleiomiomas. Durante el seguimiento, 24 (41%) pacientes LAM presentaron neumo-

tórax recurrente y 5 (9%) desarrollaron quilotórax recurrente. Respecto al TP, 11 (73%) 

de las pacientes trasplantadas tenían lesiones extrapulmonares: 8 (53%) tenían AML y 

3 (20%) tenían linfangioleiomiomas. Únicamente una paciente presentó recidiva de la 

LAM después del TP y 7 (47%) desarrollaron disfunción crónica del injerto. 

Cuarenta y una (69%) pacientes fueron tratadas con sirolimus: 33 (80%) pacientes LAM 

sin TP y 8 (20%) pacientes LAM con TP, con una media de tiempo en tratamiento con 

sirolimus de 6.9 ± 2.7 y 7.5 ± 2.7 años, respectivamente. La dosis media de sirolimus 
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fue 2 ± 0.7 mg/día y los niveles medios en sangre fueron 7.6 ± 4.3 ng/ml. Once (27%) 

pacientes presentaron efectos secundarios que tendieron a ocurrir al inicio del trata-

miento. El efecto secundario más frecuente fue la aparición de aftas orales, regis-

trado en 6 (15%) pacientes, elevación severa del colesterol en sangre en 2 (5%), edemas 

en extremidades inferiores en 1 (2%) y acné 1 (2%). Un total de 3 (5%) pacientes LAM 

iniciaron tratamiento con sirolimus tiempo después de la extracción de la muestra 

sanguínea para el estudio.  Únicamente 3 (30%) pacientes TSC-LAM tomaban trata-

miento antiepiléptico y 15 (34%) pacientes LAM utilizaban broncodilatadores, sin dife-

rencias significativas entre TSC-LAM y S-LAM (p = 0.7). 

LAM 
(incluyendo 

TP)
(n=59

LAM  
(sin TP)
(n=44)

TP
(n=15)

Otras 
enfermedades 

quísticas 
pulmonares

(n=18)

Voluntarias 
sanas
(n=20)

p valor

Edad al diagnóstico 
(años), mediana (RIQ)

52 (46 - 62) 51 (44 - 59) 61 (52 - 66) 57 (46 - 60) 51 (47 - 56) 0.037

Menopausa, n (%) 41 (69) 29 (66) 12 (80) 13 (72) 10 (50) 0.381

Embarazo, n (%) 37 (63) 26 (59) 11 (73) 14 (78) 10 (50) 0.392

Exfumadoras, n (%)
Fumadoras, n (%)

21 (36)
3 (5)

17 (39)
3 (7)

4 (27)
0 (0)

11 (61)
5 (28)

3 (15)
4 (20) <0.001

IMC (kg/m2),  
media ± DE

24 ± 4.8 23.6 ± 4 25.2 ± 6.4 24 ± 4.1 23 ± 3.6 0.9214

Hipertensión, n (%) 19 (32) 11(25) 8 (53) 2 (11) 1 (5) <0.001

Hipercolesterolemia, n (%) 30 (51) 19 (43) 11 (73) 0 (0) 6 (30) <0.001

Diabetes mellitus, n (%) 7 (12) 4(9) 3(20) 1 (6) 0 (0) 0.320

Insuficiencia renal  
(FG <60), n (%)

13 (22) 1 (2) 12 (80) 0 (0) 0 (0) <0.001

PFR, media ± DE

FVC,	ml 2733 ± 847 2927 ± 825 2165 ± 647 2370 ± 978 - 0.012

FVC, %	pred. 86 ± 21 91 ± 20 72 ± 18 72 ± 26 - 0.009

FEV1,	ml 1850 ±698 1922 ± 728 1638 ± 573 1629 ± 1141 - 0.257

FEV1, %	pred. 71 ± 22 72 ±22 69 ± 22 59 ± 35 - 0.298

FEV1/FVC, % 68 ± 14 65 ±15 75 ± 9 61 ± 17 - 0.059

DLCO, % 55 ± 25 54 ± 26 68 ± 20 48 ± 30 - 0.337

Oxigenoterapia 
domiciliaria, n (%)

6 (10) 5 (11) 1 (6) 7 (39) - 0.012

Tabla 8: Características demográficas y clínicas de la población a estudio

IMC: índice de masa corporal; FG: filtrado glomerular

La Tabla 8 muestra las características demográficas y clínicas de la población del estudio. 

No existían diferencias entre grupos en lo referente a menopausia, embarazo, índice de 
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masa corporal pero sí que se encontraron diferencias en hipertensión, hipercolestero-

lemia e insuficiencia renal entre el grupo de pacientes trasplantadas y el resto.  En las PFR, 

sólo había diferencias en la capacidad vital forzada (FVC) como porcentaje del predicho.

Distribución de los biomarcadores 

Figura 14: Comparación de los niveles de MMP-2 y del factor de crecimiento endo-
telial vascular D (VEGF-D) entre pacientes con LAM, otras enfermedades quísticas 

pulmonares y controles sanas. Las líneas indican la mediana y el RIQ
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MMP-2 se encontró elevado en las pacientes LAM con una mediana de 

578 (465 - 832) ng/ml comparado con las medianas de 360 (314 - 546) ng/ml para 

el grupo de otras enfermedades quísticas pulmonares y 427 (365 - 513) ng/ml para 

voluntarias sanas (p < 0.0001). MMP-2 fue capaz de diferenciar entre pacientes LAM 

y pacientes de otras enfermedades quísticas pulmonares (p = 0.0004), (Figura 14).  

No se observaron diferencias significativas en los niveles de MMP-2 entre las pacientes 

S-LAM y TSC-LAM (573 (289 - 1151) vs. 502 (404 - 688) ng/ml (p = 0.181)). No se observaron 

diferencias en el grupo LAM respecto a los niveles de MMP-2 y el TP: las pacientes LAM 

tenían una mediana de 551 (462 - 783) ng/ml comparado con 630 (491 - 901) ng/ml en el 

grupo de pacientes LAM trasplantadas (p > 0.999). Tampoco se encontraron diferencias 

en el grupo de pacientes LAM respecto al tratamiento con sirolimus: 578 (466 - 874) ng/

ml en el grupo tratado con sirolimus comparado con 480 (379 - 656) ng/ml en el grupo 
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no tratado (p = 0.081). La diferencia en los niveles de MMP-2 entre las voluntarias sanas 

y las pacientes LAM en tratamiento con sirolimus permaneció significativa (p = 0.003). 

Los niveles séricos de VEGF-D eran superiores en pacientes LAM con una mediana 

de 629 (482 - 924) pg/ml, comparado con pacientes de otras enfermedades quís-

ticas pulmonares que tenían una mediana de 459 (325 - 530) pg/ml y con las volun-

tarias sanas con una mediana de 404 (352 - 456) pg/ml. Los niveles de VEGF-D 

fueron más altos en pacientes TSC-LAM con una mediana de 733 (523 - 928) pg/ml 

comparado con pacientes S-LAM con una mediana 554 (457 - 790) pg/ml, (p = 0.039).  

Si consideramos a todas las pacientes LAM independientemente del TP, aquellas en 

tratamiento con sirolimus tenían una mediana de 610 (486 - 886) pg/ml comparado 

con 658 (452 - 1638) pg/ml de las pacientes sin tratamiento con sirolimus (p = 0.457). 

La diferencia de niveles de VEGF-D entre voluntarias sanas y pacientes LAM en trata-

miento con sirolimus se mantuvo significativa (p = 0.004). 

A destacar, VEGF-D se encontraba elevado en pacientes LAM portadoras de TP, 

aunque la diferencia con las pacientes LAM no trasplantadas no era significativa 

(Figura 15). La mediana de VEGF-D fue 577 (461 - 861) pg/ml en las pacientes LAM 

libres de TP vs 893 (589 - 1482) pg/ml en el grupo de TP (p = 0.384). 

Figura 15: Comparación de los niveles de MMP-2 y VEGF-D
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Los biomarcadores endostatin, PIGF, thrombospondin-2, VEGF-R3, angiopoietin-1, 

PDGF-AA, MMP-9, CA-125, vWF, FGF-acidic, y KL-6 no fueron capaces de discriminar 

entre pacientes LAM, pacientes con otras enfermedades quísticas pulmonares ni volun-

tarias sanas. La Tabla 9 muestra los niveles de estos biomarcadores en los diferentes 

grupos de pacientes. La Figura 16 muestra un heatmap con los resultados agrupados.

LAM  
(n=44)

TP por LAM
(n=15)

Otras 
enfermedades 

quísticas 
pulmonares

(n=18)

Voluntarias 
sanas
(n=20)

p-valor

Angiopoietin-1 (pg/ml), 
mediana (RIQ)

7178  
(5033 - 13450)

9405  
(5911 - 11662)

7603 
(4726 - 12581)

3766 
(2998 - 6604) 0.0035

CA-125 (U/ml),  
mediana (RIQ)

15  
(1.7 - 25.2)

18.5  
(12.6 - 45.3)

8.2 
(6.3 - 14.5)

10.4 
(7.5 - 12.9) 0.0118

Endostatin (ng/ml), 
mediana (RIQ)

37  
(28 - 51)

72  
(55 - 80)

35 
(26 - 45)

31 
(23 - 39) <0.0001

FGF acidic (pg/ml), 
mediana (RIQ)

16  
(12.4 - 19.2)

16  
(11.4 - 19.2)

16.3 
(11.34 - 18.9)

11.6 
(10.3 - 20.8) 0.6219

KL-6 (U/ml),  
mediana (RIQ)

342  
(256 - 517)

424  
(341 - 535)

415 
(290 - 636)

336.5 
(237 - 393) 0.1526

MMP-9 (ng/ml),  
mediana (RIQ)

150  
(93 - 209)

208  
(90 - 283)

242 
(163 - 374)

194 
(102 - 229) 0.0246

PDGF-AA (pg/ml), 
mediana (RIQ)

1020  
(768 - 1697)

889  
(647 - 1236)

985.5 
(702 - 1497)

433.5 
(282.8 - 665.8) <0.0001

PIGF (pg/ml),  
mediana (RIQ)

3.8  
(3.2 - 4.3)

4.5  
(4.2 - 4.9)

3.9  
(3 - 4.6)

2.4 
(1.8 - 3.3) <0.0001

Thrombospondin-2 (ng/ml), 
mediana (RIQ)

27  
(21 - 36)

31  
(24 - 44)

24.5  
(16 - 38)

18.5 
(15 - 25) 0.0027

VEGF-R3 (pg/ml),  
mediana (RIQ)

182  
(116.3 - 227)

165.1  
(61.8 - 193.1)

168.9  
(109.2 - 204.5)

86.94 
(75.70 - 137.3) 0.0037

vWF (%),  
mediana (RIQ)

143.9  
(121.6 - 175.6)

157.3 
(133.5 - 180.8)

97.15  
(78 - 139.1)

124.2 
(96.75 - 149.8) 0.0030

Tabla 9: Niveles de los biomarcadores en las pacientes LAM, pacientes TP por LAM, 
otras enfermedades quísticas y voluntarias sanas
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Muestra

FGF acidic (pg/ml)

F von Willebrand (%)
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Angiopoietin-1 (pg/ml)
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Trombospondin-2 (pg/ml)

VEGF-D (pg/ml)

CA-125

MMP-2 (pg/ml)

-2

0
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8

Voluntarias sanas
LAM sin tratamiento con sirolimus
LAM con tratamiento con sirolimus
TP por LAM sin tratamiento con sirolimus
TP por LAM con tratamiento con sirolimus
Otras enfermedades quísticas pulmonares

Muestra

Figura 16: Heatmap que muestra los resultados agrupados.  Cada columna representa 
un sujeto (agrupados según sean voluntarias sanas, pacientes LAM que no recibían 
tratamiento con sirolimus, pacientes LAM en tratamiento con sirolimus, pacientes 

con TP por LAM que no recibían tratamiento con sirolimus, pacientes TP que recibían 
tratamiento con sirolimus y pacientes con otras enfermedades quísticas pulmonares) 

y cada fila representa un biomarcador

El área bajo la curva ROC (AUC) de VEGF-D para predecir el diagnóstico de LAM, 

comparado con pacientes de otras enfermedades quísticas y voluntarias sanas fue 0.815 

[95% intervalo de confianza (IC): 0.732 -0.899, p < 0.0001]. El punto de corte de VEGF-D 

de 578 pg/ml mostró una sensibilidad y especificidad de 59% y 95%, respectivamente, 

mientras que un valor como punto de corte de 800 pg/ml mostraba una sensibilidad de 

36% y una especificidad de 97%, respectivamente. El AUC de MMP-2 fue 0.785 (95% IC: 

0.695 - 0.876, p < 0.0001). Un punto de corte de 560 pg/ml mostró una sensibilidad de 

54% para el diagnóstico de LAM y una especificidad del 92%. Concretamente, un punto 

de corte de 824 pg/ml tiene una especificidad del 100% para diferenciar LAM de otras 

enfermedades quísticas pulmones: 15 (25%) LAM cumplen este criterio, 5 de ellas reci-

bieron un TP y 11 están en tratamiento con sirolimus. Un score compuesto se construyó 

combinando MMP-2 y VEGF-D (score = - 6.36 + 0.0059 x VEGF-D + 0.0069 x MMP-2).  
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El AUC de este score compuesto fue 0.88 (95% IC: 0.82 - 0.95) (p < 0.05 en comparación 

con VEGF-D o MMP-2 solos), y el mejor corte para el score compuesto fue 0.61, resul-

tando en una sensibilidad/especificidad de 79% / 86% (Figura 17).
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Figura 17: A) Curvas ROC de MMP-2 (línea verde) y de VEGF-D (línea azul);  
B) Curvas ROC de MMP-2 (línea verde) y de la combinación de MMP-2 y VEGF-D 
(línea roja). C) Curvas ROC de VEGF-D (línea azul) y la combinación de MMP-2 y 

VEGF-D (línea roja)
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No encontramos ninguna correlación entre los valores de MMP-2 ni tampoco los 

valores de VEGF-D con la edad, los niveles de estradiol, hormona luteinizante, foli-

tropina, progesterona ni prolactina. Tampoco se observó ninguna correlación entre 

ambos biomarcadores. MMP-2 y VEGF-D no se asociaron con quilotórax ni AML ni 

recurrencias; VEGF-D se correlacionó con compromiso linfático en cambio MMP-2 no. 

Se observó una correlación positiva casi significativa entre los niveles séricos de 

MMP-2 y la severidad de la afectación quística por TC de tórax: la mediana de los 

niveles de MMP-2 fue de 458 (305 - 536) ng/ml en el grupo de afectación quís-

tica leve, 500 (348 - 783) ng/ml en el grupo de afectación quística moderada y 

551 (456 - 782) ng/ml en el grupo de afectación quística severa (p = 0.087). Por otra 

parte, los niveles de VEGF-D no se correlacionaron: la mediana fue de 574 (423 - 919), 

503 (405 - 645) y 544 (444 - 816) pg/ml, respectivamente para los 3 grupos (p = 0.638). 

Observamos una tendencia hacia una asociación entre niveles de MMP-2 en suero 

y peores parámetros de función pulmonar en pacientes con LAM (excluyendo las 

pacientes con TP por LAM). En pacientes con FEV1 % pred, por debajo de la mediana, 

los niveles medios de MMP-2 fueron de 674 ± 203 ng/ml, mientras que aquellos 

con un FEV1 % pred. por encima de la mediana los niveles medios de MMP-2 fueron 

562 ± 226 ng/ml (p = 0.092), (Figura 18). Los niveles de VEGF-D no se correlacionaron 

con parámetros de la función pulmonar. 
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Figura 18: Clasificación de las pacientes LAM según la mediana del  
FEV1% predicho mayor o menor al 73.5%
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DISCUSIÓN 7

En la presente tesis doctoral se profundiza en diferentes aspectos relacionados con el 

diagnóstico y el tratamiento de la LAM. Los resultados del primer capítulo confirman el 

efecto positivo a largo plazo sobre la función pulmonar del tratamiento con sirolimus 

en la mayoría de las pacientes LAM. El segundo capítulo demuestra que los niveles de 

MMP-2 en pacientes LAM son elevados comparados con otras pacientes con enfer-

medades quísticas y con voluntarias sanas. Si se combinan los biomarcadores VEGF-D 

y MMP-2 mejora la precisión diagnóstica. 

Sirolimus estabiliza la función pulmonar a largo plazo

El hallazgo más destacado del primer estudio fue la demostración de que hasta un 

59% de las pacientes LAM tratadas con sirolimus pueden considerarse responde-

doras a largo plazo. Este dato se encuentra en consonancia con los resultados del 

ensayo clínico MILES 31 que demostró la estabilización de la función pulmonar de las 

pacientes LAM en tratamiento con sirolimus durante 12 meses, si bien, un porcentaje 

de las pacientes tratadas con sirolimus no respondieron al tratamiento. 

Existen pocos datos publicados en la literatura sobre función pulmonar en pacientes 

LAM en tratamiento con sirolimus a largo plazo. Un estudio americano 75 describió el 

efecto de sirolimus en 38 pacientes durante una media de 3.4 años de tratamiento; 

los autores observaron disminución de la tasa de caída de FEV1; la media antes del 

tratamiento con sirolimus fue de - 79 ml/año vs 25 ml/año después del tratamiento. 

Hu et al. 67, en un estudio retrospectivo, también evaluaron el efecto a largo plazo de 

sirolimus en 11 pacientes durante 4 años de tratamiento, observando una mejoría de 

FEV1 limitado al primer año con un incremento medio de 178 ml/año, mientras que a 

partir del segundo año la pendiente de FEV1 cambió a una media de -10 ml/año. En un 

ensayo clínico más reciente, Takada et al. 66 trataron a 63 pacientes LAM con sirolimus 

durante 2 años describiendo una disminución de FEV1 de -19 ml/año. Ninguno de estos 

trabajos diferenciaba entre pacientes respondedoras al tratamiento y pacientes que 

no respondían. En cambio, un estudio observacional 63 señaló que aunque sirolimus 
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está asociado con reducción de la progresión de la enfermedad, existe una minoría 

de pacientes en las que continua la caída funcional. Los autores observaron que las 

pacientes con una pendiente de FEV1 más favorable tendían a presentar un diag-

nóstico más reciente de LAM y una mejor función pulmonar al inicio de tratamiento.  

En nuestra cohorte, no existían diferencias significativas entre pacientes en lo referente 

a FEV1 antes del inicio de sirolimus. Las pacientes que consideramos respondedoras 

tenían una tasa de caída de FEV1 media durante los 5 años de 42 ml/año compa-

rado con - 54 ml/año en las pacientes respondedoras parciales y - 84 ml/año en las 

pacientes no respondedoras. Nuestro estudio aporta datos relevantes en cuanto al 

tratamiento a largo plazo con sirolimus: de las pacientes tratadas durante 5 años más 

de la mitad presentaron mejoría de la función pulmonar, un 30% de ellas presentaron 

una mejoría parcial en la función pulmonar y únicamente un 11% de las pacientes no 

presentaron mejoría en FEV1. 

En general, sirolimus es un fármaco bien tolerado. Registramos efectos secundarios 

en el 33% de las pacientes siendo la mayoría efectos secundarios leves o moderados. 

Únicamente una paciente tuvo que detener el tratamiento por efectos adversos.  

En otras series publicadas se describen efectos secundarios parecidos, pero en una 

proporción mayor en torno a un 50 - 60% de las pacientes 63,66. Bee et al. 63 descri-

bieron también casos de neumonitis mientras que nosotros no observamos ninguno. 

Las diferencias en cuanto a la tasa de efectos secundarios entre nuestro estudio y 

otros publicados pueden deberse al diseño retrospectivo del nuestro en contrapo-

sición de estudios prospectivos. Sin embargo, consideramos que todos los efectos 

graves fueron descritos.

El rol de sirolimus como tratamiento preventivo de complicaciones pleurales y 

reducción de AML

Nuestro primer estudio apoya la idea de que el tratamiento con sirolimus protege 

contra el neumotórax y posiblemente también contra los acúmulos de líquido 
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quiloso. Únicamente una paciente de nuestra serie, concretamente de la cohorte 

histórica, presentó recurrencia de neumotórax estando ya en tratamiento con siro-

limus y ninguna paciente presentó quilotórax después de haber iniciado sirolimus.  

Taveira-DaSilva et al. 61 en 2011 fueron los primeros en describir la asociación del trata-

miento con sirolimus y la reducción o resolución de derrames pleurales y linfangioleio-

miomas; pacientes que requerían con frecuencia drenajes pleurales repetidos no los 

volvieron a necesitar después del inicio de sirolimus. Estos hallazgos han sido descritos 

también por otros grupos 64,68.

En relación a los AML, observamos un efecto positivo en la mayoría de los casos de AML 

después de un año de tratamiento con sirolimus. Un 91% de las pacientes presentaron 

respuesta al tratamiento con reducción o estabilización de los AML. Estos resultados 

están en consonancia con los datos publicados por Bissler et al. 60. En su ensayo clínico 

observaron que después de 1 año de tratamiento con sirolimus, el 80% de las pacientes 

mostraron una reducción del diámetro máximo de los AML de al menos el 30%.  

En nuestra serie, más de la mitad de pacientes que presentaron una reducción de 

los AML. Además, también mostraron una respuesta positiva en términos de función 

pulmonar, que se podría explicar por el efecto beneficioso del tratamiento en relación a 

las complicaciones pleurales. Bissler et al. describieron el mismo efecto en un 60% de las 

pacientes con PFR a un año de tratamiento con sirolimus. Por otro lado, Davies y cols 76  

también demostraron una reducción del 50% del tamaño de los AML, pero en este 

caso, sin datos de mejoría de la función pulmonar durante el tratamiento con sirolimus. 

El papel del TP en LAM en las últimas décadas

En nuestro primer estudio, sólo 9 pacientes tratadas con sirolimus fueron trasplantadas. 

Hasta la publicación del estudio MILES en 2011 y la aprobación de sirolimus por la Food 

and Drug Administration en 2015, el trasplante pulmonar era la única opción terapéu-

tica para las pacientes con LAM e insuficiencia respiratoria. En nuestra Unidad de TP se 

han realizado más de 1300 TP de los cuales la LAM representa 2.5% del total de casos.  
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Desde el inicio del programa de trasplante en nuestro centro en 1990 hasta noviembre 

2007 se sometieron a TP 19 pacientes LAM, posterior a 2007 se han trasplantado 

9 pacientes. Esta disminución se podría explicar en relación a la aparición de siro-

limus como opción terapéutica en estas pacientes y es otro dato relevante que aporta 

nuestro primer estudio.

Otro dato interesante en relación al TP en pacientes LAM que observamos en nuestro 

segundo estudio es la elevación de los niveles de VEGF-D en pacientes trasplantadas. 

Desde nuestro conocimiento este es el primer estudio que mide los niveles de VEGF-D 

en pacientes LAM trasplantadas. Este resultado apoya la hipótesis de que las células 

LAM no se originan exclusivamente en los pulmones y que pueden proliferar en otros 

tejidos 77.  Además, se han identificado células LAM en útero mediante secuenciación 

de ARN de células individuales 78. Estos hechos explicarían la posibilidad de recu-

rrencia de la enfermedad tras el trasplante.

MMP-2 como biomarcador diagnóstico en LAM  

El diagnóstico de LAM continúa siendo un reto clínico. En los últimos años se ha inten-

sificado la búsqueda de técnicas no invasivas para llegar al diagnóstico como son: el 

TC torácico asociado a una prueba de imagen abdominal para confirmar la presencia 

de AML, y el biomarcador VEGF-D en plasma, que combinados nos pueden ayudar al 

diagnóstico 59. No obstante, en aquellos casos con enfermedad quística pulmonar y 

VEGF-D normal no se puede descartar la enfermedad y será necesario la realización 

de una biopsia pulmonar. Por lo tanto, encontrar nuevos biomarcadores para el diag-

nóstico de LAM es una cuestión vital. En nuestro segundo estudio, nuestros resultados 

mostraron que los niveles de MMP-2 eran significativamente elevados en pacientes 

con LAM comparado con pacientes con otras enfermedades quísticas pulmonares 

y con voluntarias sanas. Un score compuesto de VEGF-D y MMP-2 puede utilizarse 

como biomarcador para LAM e incrementar la precisión diagnóstica. 
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Las MMPs son la principal familia de enzimas responsables de la degradación de la 

matriz extracelular 79 y se relacionan con el remodelado tisular, angiogénesis, inflama-

ción y cicatrización 80. Están sobreexpresadas en enfermedades pulmonares crónicas 

como la fibrosis pulmonar idiopática 81,82, asma 83 y enfisema 84 así como también en 

proliferación tumoral 85. El desequilibrio entre las MMPs y sus inhibidores se ha visto 

implicado en la LAM 43. Un estudio demostró que un aumento de actividad de las 

MMPs, en particular de la MMP-2 podría ser responsable de la destrucción de los 

quistes en LAM 86.  Posteriormente, otros grupos han reproducido estos hallazgos, 

describiendo niveles elevados de MMP-2 en pacientes con LAM 46,87. 

Existe poca literatura en relación a MMPs y la gravedad de LAM. En un estudio en 

pacientes LAM sin tratamiento 87 se describió una asociación entre niveles altos de 

MMP-2 y mejor función pulmonar (FEV1 y DLCO). En esta misma cohorte, en cambio, 

no encontraron asociación entre VEGF-D y caída de FEV1. Terraneo et al. 46 descri-

bieron hallazgos similares: niveles elevados de MMP-2 se asociaban a menor afecta-

ción pulmonar. Estos datos contradicen los hallazgos de nuestro estudio: en nuestro 

estudio niveles elevados de MMP-2 se asociaron a peor FEV1 y mayor grado de afec-

tación quística en el TC torácico, lo que parecería razonable; si existe un mayor número 

de quistes pulmonares, pueda existir mayor destrucción del parénquima pulmonar y 

esto pueda llevar a una peor función pulmonar. 

En conjunto, tanto el trabajo de Terraneo et al. como el nuestro, documentan 

que MMP-2 tiene una habilidad para diagnosticar LAM inferior que VEGF-D.  

Nuestro estudio va un paso más allá y propone la asociación de los dos biomarca-

dores para mejorar la precisión del diagnóstico no invasivo. 

¿Es VEGF-D un buen biomarcador de progresión en LAM?

En nuestro segundo estudio, encontramos los niveles de VEGF-D elevados de 

forma significativa en pacientes LAM con una sensibilidad y especificidad similar 
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a la publicada anteriormente 88. No obstante, no encontramos asociación entre 

función pulmonar y niveles de VEGF-D, si bien, al tratarse de un estudio trans-

versal, las muestras se obtuvieron en momentos de evolución de la enfermedad 

diferentes en cada paciente. Existe controversia en cuanto a la utilidad de VEGF-D 

como biomarcador pronóstico; Young et al. 41 correlacionaron niveles de VEGF-D en 

el momento del diagnóstico con función pulmonar. Hirose y cols 89 describieron una 

correlación negativa entre VEGF-D y DLCO basal pero no encontraron relación entre 

VEGF-D durante el seguimiento y los cambios de función pulmonar en pacientes 

con sirolimus. Taveira-DaSilva et al. 42 constataron disminución del VEGF-D después 

del inicio de sirolimus pero tampoco pudieron demostrar una asociación entre la 

disminución de VEGF-D y mejoría de la función pulmonar.  

Nuestro trabajo se centra en una enfermedad minoritaria y por tanto no está exento 

de limitaciones. Así, una posible limitación es que ambos trabajos están realizados 

en un único centro; en este sentido más estudios en otros centros son necesarios.  

La principal limitación del primer estudio, es el diseño retrospectivo que cubre un 

período extendido de 30 años. Entre los puntos fuertes del estudio destaca la homo-

geneidad de la atención clínica recibida por las pacientes, ya que fueron tratadas por 

el mismo equipo clínico, que tiene una vasta experiencia en manejar tratamientos con 

inhibidores de la mTOR y TP. En el segundo estudio, la principal limitación es que se 

trata de un estudio transversal con una muestra relativamente pequeña condicionada 

por la rareza de la enfermedad. Sin embargo, nuestra cohorte de pacientes es similar 

a otros estudios publicados en LAM. Por otra parte, el número limitado de biomarca-

dores estudiados también podría considerarse un factor limitante. A pesar de ello, el 

trabajo presenta fortalezas como es la comparación con un grupo control de pacientes 

con otras enfermedades quísticas pulmonares.

En resumen, el tratamiento con sirolimus en pacientes LAM estabiliza la función 

pulmonar a largo plazo, únicamente un 11% de las pacientes no responden al 
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tratamiento. En cuanto al diagnóstico de LAM, VEGF-D puede mejorar su precisión 

diagnóstica si se combina con MMP-2. Son necesarios la realización de estudios 

prospectivos con un mayor número de pacientes para explorar el rol de MMP-2 en 

la práctica clínica. 
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1. El tratamiento con sirolimus estabiliza la función pulmonar a largo plazo. Un 59% 
de las pacientes en nuestra serie pueden considerarse respondedoras a 5 años 
de tratamiento. 

2. Sirolimus protege contra neumotórax y quilotórax, así como reduce el tamaño de 
angiomiolipomas. 

3. La combinación de MMP-2 y VEGF-D mejora la precisión diagnóstica de la LAM.
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Las nuevas líneas de investigación derivadas de nuestro estudio son las siguientes: 

 ȫ  Determinar los efectos a largo plazo del tratamiento con sirolimus en el pronós-
tico e identificar tratamientos que puedan combinarse para aumentar su efecto. 
Son necesarios ensayos clínicos multicéntricos para definir que pacientes están 
en riesgo de no responder al tratamiento. 

 ȫ  Nos gustaría realizar un estudio prospectivo, multicéntrico para estudiar los 
niveles de MMP-2 en otras cohortes de pacientes LAM y también poder estudiar 
el papel pronóstico de este biomarcador.

 ȫ  Realizar otros estudios para profundizar en otros biomarcadores en relación a la 
matriz extracelular. 
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Long‑term results 
of sirolimus treatment 
in lymphangioleiomyomatosis: 
a single referral centre experience
Eva Revilla‑López1, Cristina Berastegui1, Alejandra Méndez1, Berta Sáez‑Giménez1, 
Victoria Ruiz de Miguel1, Manuel López‑Meseguer1, Victor Monforte1,2, Carlos Bravo1,2, 
Miguel Angel Pujana3, Maria Antonia Ramon1, Susana Gómez‑Ollés1,2*, Antonio Roman1,2 & 
The Vall d’Hebron Multidisciplinary Cystic Lung Disease Group*

There are few published data on long‑term treatment with sirolimus in lymphangioleiomyomatosis 
(LAM). The objective of this study was to describe the long‑term effect of sirolimus in a series of LAM 
patients followed up in a referral centre, focusing on pulmonary function. We retrospectively reviewed 
a series of 48 patients with LAM diagnosed, followed up and treated with sirolimus in a single centre. 
Response to sirolimus was evaluated at 1 and 5 years. A negative sirolimus response was defined as an 
 FEV1 decline greater than − 75 ml/year. A mixed‑effects model was used to estimate the longitudinal 
changes in  FEV1 (average slope), both as absolute (ml/year) and as predicted values (%predicted/year). 
From a total of 48 patients, 9 patients underwent lung transplantation and 4 died during the study. 
Mean (95% CI)  FEV1 slope over 5 years was − 0.14 (− 26.13 to 25.85) ml/year in the whole LAM group, 
42.55 (14.87 to 70.22) ml/year in the responder group, − 54.00 (− 71.60 to − 36.39) ml/year in the partial 
responder group and − 84.19 (− 113.5 to − 54.0) ml/year in the non‑responder group. After 5 years of 
sirolimus treatment 59% had a positive response, 30% had a partial response and 11% had a negative 
response. Our study found that sirolimus treatment had a positive long‑term effect on most LAM 
patients.

Lymphangioleiomyomatosis (LAM) is a rare, slowly progressive disease characterized by the proliferation of 
abnormal smooth muscle-like cells named LAM  cells1. This cell proliferation is associated with cystic lung dis-
ease, chylous fluid accumulations and abdominal angiomyolipomas and  lymphangioleiomyomas2. LAM affects 
almost exclusively adult women and occurs sporadically (S-LAM) or in association with the tuberous sclerosis 
complex (TSC-LAM). TSC-LAM is caused by mutations in two tumour suppressor genes: TSC1 and TSC2, with 
consequent loss of function of hamartin and tuberin proteins,  respectively3,4. S-LAM, by contrast, is not heredi-
tary. Recently, a genome-wide association study was performed and the data suggested that NR2F2 expression 
may have a role in S-LAM5.

In recent years, mTOR inhibitors have emerged as a therapeutic option for LAM. Before 2011, multiple 
non-evidence-based medical treatments were described, such as hormonal manipulation, oophorectomy or 
 tamoxifen6,7, and most eligible LAM patients who developed respiratory failure were referred for lung transplant 
(LT). After 2011, with the publication of the Multicentre International LAM Efficacy of Sirolimus (MILES)  trial8 
and its approval by the Food and Drug Administration in 2015, sirolimus was introduced as the first effective 
treatment in these patients. However, long-term results of sirolimus treatment are  scarce9.

Our institution developed the first lung transplant program in Spain in 1990. The programme receives national 
patient referrals with LAM: this provided an impetus to adopt the most recent advances in LAM treatment. 

OPEN
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Sirolimus was introduced, as an off-label use, in LAM patients in November 2007 following the publication of 
the first trial in renal  angiomyolipomas10. The objective of the present study was to review the long-term effect 
of sirolimus in a series of LAM patients followed up in a referral centre, focusing on pulmonary function.

Patients and clinical assesment
The study retrospectively included all patients with LAM diagnosed, treated with sirolimus and followed up in a 
tertiary referral centre from January 1990 to January 2020. Data compiled included clinical findings, diagnostic 
methods, treatment, lung function, presence of tuberous sclerosis and extrapulmonary involvement such as renal 
angiomyolipoma, pleural or abdominal complications. The Ethics Committee of the Vall d’Hebron University 
Hospital (Barcelona, Spain BSG-SIR-2019–01) approved the study. Informed consent was waived due to retro-
spective nature of the study by The Ethics Committee of the Vall d’Hebron University Hospital. All methods in 
this study were performed in accordance with the relevant guidelines and regulations.

Pulmonary function tests were performed according to European Respiratory Society  guidelines11. All  FEV1 
values in our study were obtain without bronchodilators. Patients with LAM underwent spirometric variables and 
diffusing capacity -at baseline, 1 year, 2 years, 3 years, 4 years and 5 years. Thoracic and abdominal CT scan were 
performed in all patients. Lung biopsy was performed only in patients with exclusive pulmonary involvement; 
biopsy was generally avoided if patients had lung cysts associated with renal angiomyolipomas.

Time to event was calculated as the number of years between sirolimus initiation to the date of lung trans-
plantation or date of death, whichever came first.

Patients were classified into two cohorts according to the availability of sirolimus at diagnosis: a historical 
sirolimus cohort (HSC) of patients for whom sirolimus was not available at diagnosis but who received the drug 
after 2007 and a contemporary cohort (CC), in whom sirolimus was started immediately after the diagnosis.

Sirolimus treatment. From November 2007, sirolimus was indicated in the case of  FEV1 < 80%, angiomy-
olipoma bigger than 4 cm of diameter or multiple angiomyolipomas. Sirolimus was prescribed at a dose between 
1 and 4 mg once daily adjusted to obtain target trough blood levels between 5 and 15 ng/ml measured with liquid 
chromatography-mass spectrometry. Adverse effects and drug interactions were also recorded.

We defined the sirolimus response based on the rate of  FEV1 decline in LAM patients without specific treat-
ment, which has been reported as − 75 ml/year12. Age-related physiological decline in healthy adults under 
60 years old has been reported to be around − 20 ml/year13–15. Consequently, improvement, stabilization or loss 
of  FEV1 similar to the physiological decline was considered a positive response to sirolimus. Patients who had 
an  FEV1 decline rate between − 20 and − 75 ml/year were considered partial responders. Non-responders had 
an  FEV1 decline greater than − 75 ml/year. Sirolimus response was assessed at 1 year and long-term response at 
5 years. Patients who underwent LT before completing 1 or 5 years of sirolimus treatment were not included in 
the respective analysis.

Angiomyolipomas’ shrinkage rate was calculated as the change in maximum diameter after 1 year of siroli-
mus treatment. Patients with a decrease or stabilization in angiomyolipoma size were considered responders.

Statistical analysis. Mixed-effect models were used to estimate the longitudinal changes in  FEV1 (aver-
age slope), both as absolute (ml/year) and as predicted values (%predicted/year). In these analyses, time was 
entered as a random effect. We then categorised individuals into three groups: (1) responders (if the individual-
ised estimate was less than − 20 ml/year), (2) partial responders (if the individualised estimate was between − 20 
and − 75 ml/year); and (3) non-responders (if the individualised estimate was greater than − 75 ml/year). Quali-
tative data are expressed as frequencies and percentages. Normally-distributed quantitative data are expressed 
as mean ± SD; non-normally-distributed data are expressed as median and interquartile range (IQR). The demo-
graphic and clinical characteristics of the HSC and CC were compared using ANOVA or chi-square test, as 
appropriate. Pulmonary function tests (PFT) of non-responders, partial responders and responders to siroli-
mus were compared using the Mann Whitney test. Time from sirolimus initiation to death/transplantation was 
assessed using Kaplan–Meier curves. Cox regression analysis was used to compared HSC and CC. The 95% CI 
was obtained from the mean estimates. A p-value < 0.05 was considered statistically significant. Data were ana-
lysed using STATA version 14 (StataCorp, College Station, TX, USA) and SPSS version 27 (IBM Corp., Armonk, 
NY, USA).

Results
Forty-eight LAM patients diagnosed and followed-up in our outpatient clinic and treated with sirolimus were 
recruited: 19 (40%) patients correspond to HSC and 29 (60%) to CC. Four (8.3%) of them had LAM associ-
ated with TSC. The median age at onset of symptoms and at diagnosis was 36 (30–44) and 38 (34–46) years, 
respectively. Thirty-nine (81%) patients were pre-menopausal at diagnosis and 9 (19%) were post-menopausal. 
Three (6%) patients were smokers at diagnosis and 14 (29%) were ex-smokers. Dyspnoea was the most com-
mon presenting symptom in 17 (35%) patients followed by pneumothorax in 15 (31%) patients. Mean  FEV1 at 
diagnosis was 68 ± 26% of the predicted. On thoracic CT, all patients had multiple cystic images with bilateral 
distribution, predominantly in the middle and lower lobes. The method of diagnosis was surgical lung biopsy 
in 28 (58%) patients, clinicoradiological findings in 12 (25%) and transbronchial cryobiopsy in 8 (17%). Three 
(6%) diagnoses were incidental in asymptomatic patients.

The mean duration of follow-up was 11.7 ± 6.9 years from diagnosis and mean time of sirolimus treatment 
was 5.6 ± 3.5 years. During follow-up, the most common pleural complications were pneumothorax, which 
occurred in 8 (17%) patients, chylous effusion in 4 (8%), and transudative pleural effusion in 3 (6%). Nineteen 
(40%) patients needed chemical pleurodesis and 2 (4%) needed thoracic duct ligation. Twenty (42%) patients 
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had renal angiomyolipoma; 2 of them required embolization and 2 underwent surgery. Other extrapulmonary 
complications included 5 (10%) cases of abdominal lymphangioleiomyomas.

From the study cohort of 48 patients, 9 (19%) patients underwent lung transplantation (LT). These patients 
were treated with sirolimus before the LT for a median time of 18 (7–42) months. Pre-sirolimus spirometry 
demonstrated severe obstruction: mean FVC was 47 ± 15% pred.,  FEV1 was 26 ± 9% pred. and  FEV1/FVC ratio 
was 45 ± 11%. Pre-LT spirometry showed a mean FVC of 44 ± 18%,  FEV1 of 30 ± 15% and  FEV1/FVC ratio of 
43 ± 10%. After LT, patients received tacrolimus, mycophenolate mofetil and steroids as immunosuppression 
according to the lung transplant unit protocol.

During the study period, 4 (8%) patients died, only one of them had received LT and died from an acute 
cellular rejection. The other causes of death were respiratory failure, renal failure and cholangiocarcinoma. A 
comparison between the HSC and CC is presented in Table 1.

Survival rates free from death and/or transplantation at 1- and 5-years after sirolimus initiation were 87% 
and 73% respectively (Fig. 1).

HSC patients presented a significantly higher long-term risk of death and/or LT compared to CC (Fig. 2).

Sirolimus treatment. From November 2007, 48 patients with LAM were treated at our hospital with siroli-
mus. Twenty-eight (58%) patients initiated sirolimus because of  FEV1 < 80%, 4 (8%) because of AML and 16 
(33%) because of both. Mean sirolimus dose was 2.2 ± 0.8 mg and mean blood trough levels were 7.5 ± 2.7 ng/ml.

Table 1.  Comparison between historical sirolimus cohort (sirolimus not available at diagnosis) and 
contemporary cohort. IQR interquartile range, SD standard deviation, PFT pulmonary function test, TSC 
tuberous sclerosis complex, AML angiomyolipoma, LT lung transplantation.

Historical sirolimus cohort n = 19 Contemporary cohort n = 29 p-value

Age at diagnosis (years), median (IQR) 35 (29–38) 43 (36–46) 0.014

Initial symptom, n (%) 0.773

Dyspnoea 7 (37) 10 (34)

Pneumothorax 7 (37) 8 (28)

Haemoptysis 2 (11) 2 (7)

Chylothorax 1 (5) 4 (14)

Asymptomatic 1 (5) 2 (7)

Cough 0 (0) 1 (3)

Abdominal pain 0 (0) 2 (7)

Pleuritic chest pain 1 (5) 0 (0)

Diagnostic method, n (%) 0.042

Surgical lung biopsy 13 (68) 15 (52)

Clinicoradiological 6 (32) 6 (21)

Transbronchial cryobiopsy 0 (0) 8 (28)

PFT at diagnosis, mean (SD) median (IQR)

FVC, ml 2651 (1037)
2890 (1820–3130)

3063 (841)
3070 (2320–3850) 0.137

FVC, % pred 74 (27)
77 (55–91)

80 (20)
81 (69–98) 0.375

FEV1, ml 1638 (901)
1610 (740–2300)

2186 (760)
2070 (1670–2770) 0.028

FEV1, % pred 57 (28)
59 (30–81)

76 (22)
77 (62–94) 0.009

DLCO, % 42 (21)
42 (21–63)

60 (21)
52 (46–79) 0.010

Suppl. oxygen use, n (%) 8 (42) 4 (14) 0.027

Associated TSC, n (%) 3 (16) 1 (3) 0.130

AML, n (%) 12 (63) 8 (28) 0.015

Pneumothorax during follow-up 0.025

Number pneumothorax/n patients 21/6 2/2

Chylothorax during follow-up 0.130

Number chylothorax/n patients 4/3 1/1

Chemical pleurodesis 11 (58) 8 (28) 0.044

Thoracic duct ligation 0 (0) 2 (7) 0.242

Follow-up (years), median (IQR) 17 (14–22) 8 (5–10)  < 0.001

LT, n (%) 8 (42) 1 (3)  < 0.001

Death, n (%) 3 (16) 1 (3) 0.130
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Of note, only one patient from the HSC developed pneumothorax under sirolimus treatment, while the others 
developed this complication before they started treatment. No patients developed chylothorax under sirolimus 
treatment (1 patient from the CC experienced the complication before initiating treatment).

In the HSC, the median time between onset of symptoms and starting sirolimus was 12 (4–15) years. In the 
CC, the median time from the onset of symptoms to starting sirolimus was 1 (0–3) years. The mean spirom-
etry values before sirolimus in the HSC and CC were: FVC 62 ± 25% pred. versus 84 ± 21% pred respectively 
(p = 0.002),  FEV1 41 ± 21% pred. versus 74 ± 22% pred. (p < 0.001),  DLCO 40 ± 22% versus 55 ± 17% (p = 0.228).

Safety. Side effects were recorded in 16 (33%) patients and tended to occur shortly after starting treatment and 
decrease over time. The most common side effect was oral aphthous ulcers in 8 (17%), ovarian cysts in 3 (6%), 
severe increase in serum cholesterol in 2 (4%), liver enzyme abnormalities in 2 (4%), anasarca in 1 (2%) and leg 

Figure 1.  Kaplan–Meier survival curve free from death/transplantation from the time of sirolimus initiation. 
Mean time of sirolimus treatment was 5.6 ± 3.5 years.

Figure 2.  Kaplan Meier survival curve free from death/transplantation from the time of sirolimus initiation. 
HSC (blue) and CC (green).
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swelling in 1 (2%). Only 1 patient discontinued sirolimus treatment due to fluid retention and in 3 cases siroli-
mus was temporarily withdrawn due to oral aphthous ulcers.

Efficacy. At the end of the study, of 48 sirolimus-treated patients, 38 (79%) had had treatment for 1 year and 27 
(56%) had had a minimum of 5 years’ treatment (Fig. 3).

After 1 year, a positive response to sirolimus was observed in 23 (60%) patients and a partial response in 11 
(29%) (Fig. 3). Long-term efficacy of sirolimus was studied in 27 patients who had received 5 years or more of 
sirolimus treatment: 59% were responders, 30% were partial responders and 11% non-responders. There were 
no differences in FVC,  FEV1 or  DLCO at diagnosis or before sirolimus treatment between responders, partial 
responders and non-responders; see Table 2. However, significantly differences were observed in  FEV1 after 
5-years of sirolimus treatment having non-responders lower values.

Of note, from the responders group, four patients developed chylothorax and only one patient was treated by 
pleurodesis before sirolimus was initiated. In the other 3 patients, sirolimus was started due to the chylothorax.

Mean (95% CI)  FEV1 slope over 5 years was − 0.14 (− 26.13 to 25.85) ml/year in the whole LAM group, 42.55 
(14.87 to 70.22) ml/year in the responder group, − 54.00 (− 71.60 to − 36.39) ml/year in the partial responder 
group and − 84.19 (− 113.5 to − 54.0) ml/year in the non-responder group. When the 3 patients from the responder 
group in whom sirolimus was started due to chylothorax were excluded, the  FEV1 slope was 28.48 (9.05–47.91) 
ml/year. When using  FEV1 as percentage of predicted (%pred) values, mean (95% CI)  FEV1 slope over 5 years 
was 0.43 (− 0.55 to 1.41) %pred/year in the whole LAM group, 2.17 (1.25 to 3.09) %pred/year in the responder 
group, − 1.78 (− 2.50 to − 1.05) %pred/year in the partial responder group and − 2.96 (− 4.05 to − 1.87) %pred/
year in the non-responder group. Table 3 summarises the differences in  FEV1 at 1 year and 5 years and Fig. 4 
shows the linear prediction of longitudinal changes in  FEV1 (ml).

Eleven patients with angiomyolipoma were treated with sirolimus for at least one year. Table 4 shows angio-
myolipoma sizes before and after 1 year of sirolimus treatment: 10 (91%) patients showed a response to treatment 
and only 1 (9%) had an increase in tumour size. During follow-up, no patient presented symptoms related to 
angiomyolipoma.

Figure 3.  Response to sirolimus after 1 and 5 years of treatment.
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Table 2.  Patient’s characteristics according to sirolimus response at 5 years. IQR interquartile range, SD 
standard deviation.

Response Responders (n = 16) Partial responders (n = 8) Non-responders (n = 3) p value

Age at diagnosis (years), mean (SD) 35 (6) 50 (8) 39 (5)  < 0.01

Age at start of sirolimus (years), mean (SD) 38 (6) 50 (8) 42 (3) 0.001

Pregnancy before diagnosis, n (%) 9 (31) 4 (50) 3 (67) 0.300

Post-menopausal at sirolimus initiation, n (%) 2 (13) 5 (63) 0 (0) 0.017

Pneumothorax, n (%) 10 (63) 3 (38) 2 (67) 0.468

Chylothorax, n (%) 4 (25) 0 (0) 0 (0) 0.199

Pleurodesis, n (%) 8 (50) 2 (25) 1 (33) 0.483

FVC (ml), mean (SD)
before sirolimus 2959 (825) 2854 (521) 3187 (479) 0.794

FEV1 (ml), mean (SD)
before sirolimus 1961 (632) 1980 (602) 1730 (789) 0.831

DLCO (%), mean (SD)
before sirolimus 52 (14) 52 (16) 38 (24) 0.411

Mean sirolimus blood trough levels 8.2 (2.9) 6.6 (2.7) 7.1 (1.1) 0.374

Table 3.  FEV1 response to sirolimus in 27 patients treated with sirolimus for 5 years. Data are shown as Mean 
(95% CI).

All (n = 27) Responders (n = 16) Partial responders (n = 8) Non-responders (n = 3) p value

Pre-sirolimus  FEV1, ml 1941
(1704–2177)

1961
(1653–2268)

1980
(1545–2414)

1730
(1020–2440) 0.831

FEV1 at 1 year, ml 2073
(1836–2310)

2266
(1959–2574)

1851
(1416–2286)

1637
(926–2347) 0.185

FEV1 at 2-year, ml 2050
(1812–2287)

2234
(1925–2542)

1831
(1395–2268)

1650
(937–2363) 0.272

FEV1 at 3-year, ml 2010
(1771–2249)

2219
(1909–2530)

1781
(1342–2220)

1507
(789–2223) 0.180

FEV1 at 4-year, ml 2007
(1766–2247)

2251
(1939–2564)

1734
(1292–2176)

1430
(708–2152) 0.092

FEV1 at 5-year, ml 1988
(1745–2231)

2271
(1955–2586)

1683
(1236–2129)

1293
(564–2022) 0.041

Figure 4.  Linear prediction of longitudinal changes in  FEV1 (ml) and predictive margins with 95% CI using 
mixed effect models, in all patients (red), responders (yellow), partial responders (blue) and non-responders 
(green).
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Discussion
There are few data on long-term pulmonary function results in LAM patients receiving sirolimus. The main 
finding from this study was that 59% of sirolimus-treated patients were considered responders because they 
had a sustained spirometric improvement after 5 years of treatment. The MILES trial found that the  FEV1 slope 
in the sirolimus group gained 1 ± 2 ml per month during the first year of  treatment8. Although this difference 
was statistically significant between sirolimus and placebo groups, a substantial number of patients receiving 
sirolimus treatment had a decrease in  FEV1 during this period. One recent Japanese series of 63 patients treated 
with sirolimus for 2 years showed an  FEV1 decline rate of between 0.67 and 2.09 ml per month but did not dif-
ferentiate between responders and non-responders16. One study that reported long-term effects of sirolimus in 12 
patients found differences in  FEV1 before and after treatment of − 55 ± 7 ml and − 5 ± 12 ml per year, respectively, 
with a follow-up time of 4.6 years on  sirolimus9. A Chinese study which evaluated long-term sirolimus effect in 
32 patients also found stabilization of pulmonary function after 4 years of sirolimus  treatment17. It is clear that 
some patients treated with sirolimus do not respond to treatment and continue to lose lung  function18. In the 
present series, 59% of sirolimus-treated patients were considered responders because had a mean  FEV1 slope 
over 5 years of 42 ml/year vs a mean  FEV1 slope of − 54 ml/year in the partial responders vs − 84 ml/year in the 
non-responders. We have also assessed the change of  FEV1% predictive increasing in mean 2.17% in responders 
and dropping 2.96% in non-responders per year. In summary, of those treated for 5-years sirolimus treatment 
led to a clear improvement in lung function in half of the patients and had a modest effect in another 30%. Only 
11% of sirolimus-treated patients had no improvement in  FEV1.

Another relevant aspect is the potential role of sirolimus as a preventive treatment of pleural complications. 
The present study supports the idea that sirolimus may have some preventive effect against pneumothorax and, 
probably, chylous effusions. Intuitively, it could be that chylothorax disappearances after sirolimus treatment 
might be the cause of pulmonary function improvement in those patients with chylothorax. But, chylothorax 
improvement is in fact secondary to sirolimus treatment. This good response of patients with chylothorax to 
sirolimus treatment had also been observed by Takada and  colleagues16.

In the present series, only 9 patients treated with sirolimus were submitted to LT. The role of LT for LAM 
patients has evolved over time. During the 1980s, 1990s and early 2000s, the only choice for LAM patients with 
respiratory failure was LT, and LAM was a rare indication for  LT19. In our series with more than 1100 LTs, LAM 
represents 2.5% of the total LT caseload. There was only one LAM patient who received LT and belong to CC.

The differences between the HSC and the CC, could be explained by several factors. Although the introduc-
tion of sirolimus in the treatment of LAM seems the likely main cause of these differences, other factors such 
as increased knowledge and interest in LAM in recent years, the development of a specialist referral centre, and 
earlier diagnosis with higher functional reserve could explain the better results in the CC cohort. All these factors 
are likely to have influenced the overall improved survival in LAM patients in the last decade and the current per-
ception that LT in LAM will become anecdotal. Perhaps, though, this scenario is somewhat optimistic: we must 
add a note of caution as our data showed that sirolimus had no effect in 11% of patients with LAM at 5-years.

We observed a positive effect in most cases of angiomyolipoma after one year of treatment, but no effect in 
9%. These results are in line with the study published by Bissler et al. that reported no effect in 20% of  cases10. 
Also, we found that more than half of the patients who had a positive response in terms of reduction and stabi-
lization of angiomyolipomas had a positive pulmonary functional response. Bissler and colleagues reported the 
same effect in 7 out of 11 patients who had PFT data at 1 year of sirolimus treatment. Davies et al. also reported, 
in 12 patients, a 50% decrease in angiomyolipoma size without a significant improvement in lung function dur-
ing sirolimus therapy. None of the authors reported any data on a correlation between angiomyolipoma and 
pulmonary function  response10,20.

Table 4.  Angiomyolipomas’ shrinkage rate at 1 year. AML angiomyolipoma. *TSC-LAM.

Patients Number of AML
AML size before sirolimus treatment 
(cm)

AML size after 1-year of sirolimus 
(cm)

FEV1 difference at 1-year of sirolimus 
treatment (ml) Shrinkage rate (%)

LAM-1 1 13.5 × 7.8 4.2 × 1.5  − 280  − 69

LAM-2 3
2 × 1.5
2 × 2
1.6 × 7

2 × 1.5
2 × 2
1.6 × 7

320 0

LAM-3 1 2 × 1 2 × 1 40 0

LAM-4* 3
5 × 2
2.1 × 1
1 × 0.5

6.2 × 3.3
2.1 × 1
1 × 0.5

230 24

LAM-5 1 0.4 × 0.5 0.4 × 0.5 130 0

LAM-6 2 1 × 1 1 × 1 660 0

LAM-7 1 5.5 × 3.5 4.2 × 2.7 40  − 23

LAM-8 1 0.5 × 0.5 0.5 × 0.5  − 30 0

LAM-9 2 2.6 × 1
2 × 1

2.6 × 1
2 × 1 140 0

LAM-10 1 2 × 1.6 2 × 1.6 90 0

LAM-11 1 6.6 × 4.5 3.3 × 3.7 20  − 50
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Regarding safety, we recorded side effects in 33% of patients, mainly mild or moderate, and only 1 patient 
discontinued sirolimus due to side effects. Other authors observed the same spectrum of side effects but in 50% to 
59% of  patients16,21. We did not observe any cases of pneumonitis, something that has previously been  described21. 
One of the reasons for these differences could be the retrospective design of our study in contrast with other 
prospective  studies16,21. However, we consider that all serious adverse events were reported and recorded.

The main limitation of the study is its retrospective, single-centre design. The number of LAM patients 
included in the study was conditioned by the rarity of the disease and covers an extended period of 30 years; this 
is a limitation for most LAM studies. The strengths include the homogeneity of the clinical care and criteria, as 
most patients were treated by the same team, who had extensive experience with mTOR inhibitors, LT, and the 
long-term follow-up of sirolimus-treated patients.

In conclusion, sirolimus treatment in LAM has a long-term positive or moderate effect in most patients. LT 
remains the treatment of choice in LAM patients with respiratory failure. Determining the long-term effects of 
sirolimus on survival, the mechanisms that preclude treatment response and identifying potential biomarkers 
are important future priorities.
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Background: Vascular endothelial growth factor-D (VEGF-D) is the most commonly

used biomarker for diagnosing lymphangioleiomyomatosis (LAM). However, lung

biopsy is often necessary as well; therefore, defining new biomarkers for LAM is

crucial. The aim of this study was to describe the diagnostic accuracy of a variety

of biomarkers.

Methods: We assessed 13 analytes in serum related to extracellular matrix

remodeling, lymphatic involvement and angiogenesis in a cohort of patients with

LAM, comparing them with patients with other cystic lung diseases (OCLD) and

healthy women. A scoring method based on the cut-point of each VEGF-D and

metalloproteinase-2 (MMP-2) was used to evaluate the diagnostic performance of

the marker combination.

Results: A total of 97 subjects were recruited: 59 (61%) LAM patients, 18

(19%) OCLD patients, and 20 (20%) healthy female controls. MMP-2 was the

only extracellular matrix remodeling biomarker able to differentiate LAM patients

from OCLD and healthy patients. Serum MMP-2 was higher in LAM patients

[median 578 (465–832) ng/ml] than in patients with OCLD and healthy controls

[medians 360 (314–546) and 427 (365–513) ng/ml, respectively (p < 0.0001)]. The

area under ROC curve (AUC) of MMP-2 was 0.785 and that of VEGF-D 0.815

(p = 0.6214). The sensitivity/specificity profiles of each biomarker (54/92% for

MMP-2, 59/95% for VEGF-D) yielded a composite score (−6.36 + 0.0059 × VEGF-

D + 0.0069 × MMP-2) with higher accuracy than each component alone (AUC 0.88

and sensitivity/specificity 79/87%).

Conclusion: Combining MMP-2 and VEGF-D may increase diagnostic

accuracy for LAM.

KEYWORDS

lymphangioleiomyomatosis, biomarkers, serum, metalloproteinases, VEGF-D, diagnose
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1. Introduction

Lymphangioleiomyomatosis (LAM) is a rare multisystem
disease that predominantly affects women and is characterized
by the proliferation of abnormal smooth muscle-like cells
named LAM cells (1). LAM is secondary to mutations in the
tuberous sclerosis complex (TSC) genes, mainly TSC2, which
cause the activation of the mammalian target of rapamycin
(mTOR) complex (2). LAM cells proliferate in the lungs
and the axial lymphatic system, but also invade the airways,
pulmonary artery, diaphragm, aorta, and retroperitoneal fat tissue
(3, 4).

Serum levels of vascular endothelial growth factor-D (VEGF-
D), a ligand for the lymphatic growth-factor receptor VEGFR-
3/Flt-4, are higher in most LAM patients than in healthy controls
or in patients with other cystic lung diseases (OCLD) (5, 6).
It has been suggested that a VEGF-D level of > 800 pg/ml
and the presence of pulmonary cysts is diagnostic for LAM (7).
However, a VEGF-D level of < 800 pg/ml does not rule out
the diagnosis (6). A wide range of VEGF-D levels has been
described (8); they are higher in patients with lymphatic disease
who develop chylous pleural effusion or ascites than in those
without lymphatic involvement, which may explain these findings
(9), although the variability may also be due to the differences in
the assay kits used and in the access to standardized tests (10).
Even though the diagnostic value of VEGF-D is well established,
its clinical utility to monitor follow-up and treatment response
is not clear (11). Therefore, the search for new LAM biomarkers
continues.

In addition to lymphatic involvement, extracellular matrix
remodeling, and angiogenesis in LAM (12), other biomarkers may
be related to these biological processes. Matrix metalloproteinases
(MMP) are a family of endopeptidases involved not only in
extracellular matrix degradation but also in cell proliferation,
differentiation, cell signaling, and migration (13). Associations
between MMP and destructive lesions caused by LAM have been
demonstrated (14) and elevated MMP-2, MMP-7, and MMP-9
levels have been observed in serum of LAM patients (15–17).
However, these studies only compared LAM patients with healthy
controls.

Angiopoietin-1, endostatin, fibroblast growth factor-acidic
(FGF-acidic), phosphatidylinositol-glycan biosynthesis class F
protein (PIGF), thrombospondin-2 and platelet derived growth
factor-AA protein (PDGF-AA) are biomarkers associated with
angiogenesis. Little information is available on these biomarkers
in LAM; only one study has reported higher levels of endostatin
with LAM associated with TSC than in patients with sporadic
LAM (S-LAM) and healthy volunteers (18). Von Willebrand
factor (vWF) is a protein associated with angiogenesis (19)
and is reduced in LAM patients compared to healthy controls
(20). Cancer antigen-125 (CA-125) and Krebs von den Lungen
6 (KL-6) are also related to LAM: CA-125 levels have been
associated with pleural effusions and reduced pulmonary
function (21) and KL-6 levels are higher than in other lung
diseases (22).

Thus, the objective of the present study was to describe the
diagnostic accuracy of a range of biomarkers in a cohort of

LAM patients compared to patients with other cystic diseases and
healthy volunteers.

2. Materials and methods

2.1. Subjects and clinical data

A cross-sectional study was conducted from July 2019 to
June 2020. The study population comprised LAM patients with
or without lung transplantation (LT), patients with OCLD and
healthy females. The cohort of OCLD included Langerhans cell
histiocytosis, emphysema, and Birt–Hogg–Dubé syndrome. LAM
patients were diagnosed by lung biopsy or by the presence of
lung cysts plus: renal angiomyolipomas, tuberous sclerosis, or
chylous effusions.

Clinical findings, diagnostic methods, sirolimus treatment,
childbirth, menopausal status, lung function, LT, presence of tuberous
sclerosis, and extrapulmonary involvement were retrospectively
recorded from electronic clinical records.

Cystic lung involvement was graded according to thoracic CT
scans in LAM patients and in OCLD patients. Lungs were divided
into three equal zones (upper, middle, and lower). Based on the lung
volume replaced by cysts within each zone, cyst involvement was
graded individually and subjectively as follows: mild disease, less than
30%; moderate disease, cysts involve 30–60%; severe disease, cysts
involve greater than 60%, as previously reported (23). All CT scans
were retrospectively reviewed by the same operator.

Analysis of sex hormones such as estradiol, luteinizing hormone,
follitropin, progesterone, and prolactin, as well as pulmonary
function tests (PFTs) were performed at the time of inclusion in the
study. PFT followed the American Thoracic Society (ATS)/European
Respiratory Society protocols (24).

Sirolimus was indicated in LAM patients in the case of
FEV1 < 80%, an angiomyolipoma larger than 4 cm in diameter
or multiple angiomyolipomas. In LAM patients who underwent
LT, sirolimus was prescribed in the case of chronic lung allograft
dysfunction (CLAD) or angiomyolipomas. Sirolimus was given at
a dose between 1 and 4 mg once daily adjusted to obtain target
trough blood levels between 5 and 15 ng/ml measured with liquid
chromatography-mass spectrometry.

The Ethics Committee of the Vall d’Hebron University Hospital
(Barcelona, Spain ARB-SIR-2018-01) approved the study and written
informed consent was obtained from all subjects.

2.2. Blood collection and storage

Blood samples were collected in one BD Vacutainer R© Plastic
SST II Advance Tube, one BD Vacutainer R© Citrate Tube, and one
BD Vacutainer R© spray-coated K2EDTA tube. The serum tube was
allowed to clot at room temperature for 60min prior to centrifugation
at 1,300 g at 4◦C for 10 min. Serum was obtained and stored at
−80◦C until used. The EDTA tube was immediately centrifuged
after the blood extraction for 15 min at 1,000 g at 4◦C. Plasma was
aliquoted into 1 ml aliquots, and then an additional centrifugation
was performed at 10,000 g at 4◦C for 10 min to obtain platelet-free
plasma. All plasma samples were stored at −70◦C until used.

Frontiers in Medicine 02 frontiersin.org



116

ANEXOS11fmed-10-1079317 January 27, 2023 Time: 15:58 # 3

Revilla-López et al. 10.3389/fmed.2023.1079317

2.3. MMP-2, MMP-9, endostatin, FGF
acidic, PIGF, thrombospondin-2, VEGF-D,
VEGF- R3, angiopoietin-1, PDGF-AA, vWF,
KL-6, and CA-125 assays

Serum MMP-2 and MMP-9 were measured using Luminex
Human Magnetic Assay LXSAHM-02 (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA). vWF activity assay was performed on ACLTOP 700 LAS
using reagents from the same supplier (IL Werfen, Barcelona, Spain).
Serum CA-125 was measured by chemiluminescence assay using
Atellica R© automated analyzer with reagents from the same supplier
(Siemens Healthcare Diagnostics, Erlangen, Germany). Endostatin,
FGF acidic, PIGF, thrombospondin-2, angiopoietin-1, and PDGF-AA
were measured using Luminex Performance Human Angiogenesis
Magnetic Panel A (6-Plex), R&D Systems. VEFD-R3 was measured
using Luminex Human Magnetic Assay (1-Plex) LXSAHM-01,
R&D Systems. VEGF-D was measured by a human VEGF-D
Quantikine R© ELISA kit, R&D Systems. KL-6 was measured using a
chemiluminescence enzyme immunoassay (CLEIA) by Lumipulse G
KL-6 IRC (Fujirebio, Tokyo, Japan).

2.4. Statistical analysis

Continuous variables are expressed as means ± standard
deviation (SD) and as medians and interquartile range (IQR).
Categorical variables are expressed as numbers of cases and
proportions. Normality was evaluated in continuous variables using
the Shapiro–Wilk test and comparisons of groups were made using
analysis of variance (ANOVA). Categorical variables were compared
using the chi-square test or Fisher’s exact test, as appropriate. For
comparisons between patients the Kruskal–Wallis test was used,
as appropriate. A receiver operating characteristic (ROC) curve
was created to detect the cut-off point to establish the optimal
sensitivity and specificity of each biomarker. The previously reported
VEGF-D cut-off value of 800 pg/ml was also analysed. A logistic
regression model including VEGF-D and MMP-2 was used to create
a composite score. The DeLong test was used to compare ROC
curves. A p-value < 0.05 was considered statistically significant. SPSS
27.0 software version (IBM SPSS Statistics, Chicago, IL, USA) and
GrapPhad Prism 9.1.2 (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA)
were used for the analysis.

3. Results

A total of 97 subjects were recruited: 59 (61%) LAM patients, 18
(19%) OCLD patients, and 20 (20%) healthy female controls. Median
time from LAM diagnosis to blood sample collection was 9 (2–
17) years. A total of 15 (25%) of the LAM patients had undergone LT
prior to recruitment; median time from LT to blood sample collection
was 12 (8–13) years. A total of 10 (17%) patients had LAM associated
with TSC (TSC-LAM): 2 of them (20%) underwent LT and 6 (75%)
were under sirolimus treatment. A total of 9 (50%) of the OCLD
patients had emphysema, 8 (44%) had Langerhans cell histiocytosis
and 1 (6%) had Birt–Hogg–Dubé syndrome (Figure 1). The method
of LAM diagnosis was lung biopsy in 46 (78%) patients, and clinical
and radiological findings in 13 (22%).

Regarding cystic lung involvement showed in CT scans: 8 (18%)
LAMpatients hadmild disease, 14 (32%) LAMpatients hadmoderate

disease, and 22 (50%) LAM patients had severe disease. As for
OCLD patients: 4 (22%) had mild disease, 6 (33%) had moderate
disease, and 8 (44%) had severe disease. Dyspnea was the most
common initial symptom, recorded in 24 (41%) LAM patients,
followed by pneumothorax in 21 (36%), chylothorax in 5 (9%),
hemoptysis in 1 (2%), and hematuria also in 1 (2%). A total of 7
(12%) diagnoses were incidental in asymptomatic patients. A total
of 28 (47%) patients had renal angiomyolipomas, 12 (20%) of those
were bilateral and median size was 25 (14–42) mm × 24 (13–
25) mm. A total of 12 (20%) patients had lymphangioleiomyomas.
During follow-up, 24 (41%) LAM patients presented recurrent
pneumothorax and 5 (9%) developed recurrent chylothorax. No
multifocal micronodular pneumocyte hyperplasia was observed on
any thoracic CT. Concerning LT, 11 (73%) of them were bilateral
and 4 (27%) were single. A total of 11 (73%) LT patients had
extrapulmonary lesions: 8 (53%) had angiomyolipomas and 3 (20%)
had lymphangioleiomyomas. Only one patient had relapse of LAM
after LT and 7 (47%) of them developed CLAD.

A total of 41 (69%) LAM patients were treated with sirolimus:
33 (80%) non-LT patients and 8 (20%) LT patients, with a mean
time under sirolimus treatment of 6.9 ± 2.7 and 7.5 ± 2.7 years,
respectively. Mean sirolimus dose was 2 ± 0.7 mg/day and mean
blood trough levels were 7.6± 4.3 ng/ml. Side effects were recorded in
11 (27%) patients and tended to occur early after starting treatment.
The most common side effect was the appearance of oral ulcers,
recorded in 6 (15%) patients, severe increases in serum cholesterol
in 2 (5%), liver enzyme abnormalities in 1 (2%), leg swelling in 1
(2%), and acne in 1 (2%). A total of 3 (5%) LAM patients started
sirolimus treatment after the collection of the blood sample for the
study. Only 3 (30%) TSC-LAM patients took antiepileptic drugs and
15 (34%) LAM patients were on bronchodilators, with no differences
between TSC-LAM and S-LAM (p = 0.7). The proportion of patients
under other treatments were also comparable between the two groups
(Supplemental Table 1).

Table 1 shows the main demographic and clinical characteristics
of the study population. There were no differences between groups
in post-menopause status, pregnancy, or body mass index, but
differences were found in hypertension, hypercholesterolemia, and
renal failure between the group of transplanted patients and the rest.
In the PFTs, there were only differences in force vital capacity (FVC)
as percentage of predicted value.

3.1. Distribution of serum biomarkers
between groups

SerumMMP-2 was highest in LAMpatients, with amedian of 578
(465–832) ng/ml compared with medians of 360 (314–546) ng/ml for
OCLD and 427 (365–513) ng/ml for healthy controls (p < 0.0001)
(Figure 2). MMP-2 was able to differentiate between LAM and
OCLD patients (p = 0.0004). Differences in MMP-2 levels between
S-LAM and TSC-LAM were non-significant: median values were
573 (289–1,151) and 502 (404–688) ng/ml, respectively (p = 0.181).
There were no differences in the LAM group regarding MMP-2
levels and LT: LAM patients had a median of 551 (462–783) ng/ml
compared with one of 630 (491–901) ng/ml in LAM LT patients
(p > 0.999). There were no significant differences either in the
LAM group regarding MMP-2 levels and sirolimus treatment: LAM
with sirolimus treatment had a median of 578 (466–847) ng/ml,
while LAM without sirolimus treatment had a median of 480 (379–
656) ng/ml (p = 0.081). The difference in MPP-2 levels between
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FIGURE 1

Subjects enrolled in the study.

TABLE 1 Demographic and clinical characteristics of the study population.

LAM (including
LT) n = 59

LAM (no LT)
n = 44

LT (n = 15) OCLD (n = 18) Healthy
controls
(n = 20)

p-value

Age (years), median (IQR) 52 (46–62) 51 (44–59) 61 (52–66) 57 (46–60) 51 (47–56) 0.037

Post-menopause [n (%)] 41 (69) 29 (66) 12 (80) 13 (72) 10 (50) 0.381

Pregnancy [n (%)] 37 (63) 26 (59) 11 (73) 14 (78) 10 (50) 0.392

Ex-smokers [n (%)] 21 (36) 17 (39) 4 (27) 11 (61) 3 (15) <0.001

Smokers [n (%)] 3 (5) 3 (7) 0 (0) 5 (28) 4 (20)

BMI (kg/m2), mean ± SD 24 ± 4.8 23.6 ± 4 25.2 ± 6.4 24 ± 4.1 23 ± 3.6 0.9214

Hypertension [n (%)] 19 (32) 11 (25) 8 (53) 2 (11) 1 (5) <0.001

Hypercholesterolemia [n (%)] 30 (51) 19 (43) 11 (73) 0 (0) 6 (30) <0.001

Diabetes mellitus [n (%)] 7 (12) 4 (9) 3 (20) 1 (6) 0 (0) 0.320

Renal failure (GFR < 60) [n (%)] 13 (22) 1 (2) 12 (80) 0 (0) 0 (0) <0.001

PFT (mean ± SD)

FVC (ml) 2,733 ± 847 2,927 ± 825 2,165 ± 647 2,370 ± 978 – 0.012

FVC (% pred.) 86 ± 21 91 ± 20 72 ± 18 72 ± 26 0.009

FEV1 (ml) 1,850 ± 698 1,922 ± 728 1,638 ± 573 1,629 ± 1,141 0.257

FEV1 (% pred.) 71 ± 22 72 ± 22 69 ± 22 59 ± 35 0.298

FEV1/FVC (%) 68 ± 14 65 ± 15 75 ± 9 61 ± 17 0.059

DLCO (%) 55 ± 25 54 ± 26 68 ± 20 48 ± 30 0.337

Supplemental oxygen [n (%)] 6 (10) 5 (11) 1 (6) 7 (39) – 0.012

LT, lung transplantation; OCLD, other cystic lung diseases; IQR, interquartile range; SD, standard deviation; BMI, body mass index; GFR, glomerular filtration rate (ml/min/1.73 m2); PFT,
pulmonary function test.

healthy controls and LAM patients under sirolimus remained
significant (p = 0.003). Also, the levels of MMP-2 were comparable
among patients with and without bronchodilators: median value was
625 (404–843) and 543 (465–738) ng/ml, respectively (p = 0.98).

Serum VEGF-D level was higher in LAM with a median of 629
(482–924) pg/ml, than in OCLD [median 459 (325–530) pg/ml], and
healthy controls [median 404 (352–456) pg/ml] (Figure 2). Levels
of VEGF-D were higher in TSC-LAM patients [median 733 (523–
928) pg/ml] compared with S-LAM [median 554 (457–790) pg/ml]
(p = 0.039). Considering all LAM patients irrespective of LT, those

under sirolimus treatment had a median VEGF-D of 610 (486–
886) pg/ml compared to 658 (452–1,638) pg/ml in those without
treatment (p = 0.457). The difference in VEGF-D levels between
healthy controls and LAM patients under sirolimus remained
significant (p = 0.004). Patients without bronchodilators showed
higher VEGF-D levels [median 709 (521–893) pg/ml] compared to
those under treatment [median 458 (400–548) pg/ml] (p = 0.004).

Of note, VEGF-D was persistently elevated in LAM patients after
LT though the difference with regard to those without LT was not
significant (Figure 3). Median VEGF-D was 577 (461–861) pg/ml
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FIGURE 2

Comparison of serum metalloproteinase-2 (MMP-2) and vascular
endothelial growth factor-D (VEGF-D) levels between
lymphangioleiomyomatosis (LAM) patients, other cystic lung diseases
(OCLD), and healthy controls. Solid lines indicate median and
interquartile range (IQR).

in LT-free LAM vs. 893 (589–1,482) pg/ml in the LAM LT group
(p = 0.384).

Endostatin, PIGF, thrombospondin-2, VEGF-R3, angiopoietin-
1, PDGF-AA, MMP-9, CA-125, vWF, FGF-acidic, and KL-6
biomarkers were not able to discriminate between LAM patients and
OCLD patients or healthy volunteers (Table 2 and Supplementary
Figures 1, 2).

The area under ROC curve (AUC) of VEGF-D to predict LAM
diagnosis, compared with OCLD and healthy volunteers, was 0.815
[95% confidence interval (CI): 0.732–0.899, p < 0.0001]. A VEGF-
D cut-off level of 578 pg/ml showed a sensitivity and specificity
of 59 and 95%, respectively, whereas a cut-off value of 800 pg/ml
had a sensitivity of 36 and a specificity of 97%, respectively. The
AUC of MMP-2 was 0.785 (95% CI: 0.695–0.876, p < 0.0001).
A cut-off level of 560 pg/ml showed a sensitivity of 54% for LAM
diagnosis and a specificity of 92%. Specifically, a cut-off value of
824 pg/ml had a specificity of 100% to differentiate LAM fromOCLD
patients: 15 (25%) LAM patients fulfilled this criterion, 5 of them
received a LT and 11 were under sirolimus treatment. A composite
marker was therefore constructed combining MMP-2 and VEGF-
D (score = −6.36 + 0.0059 × VEGF-D + 0.0069 × MMP-2). The

AUC for this composite score was 0.88 (95% CI 0.82–0.95) (p < 0.05
compared to either VEGF-D or MMP-2 alone), and the best cut-off
for the composite score was 0.61, resulting in a sensitivity/specificity
of 79/86% (Figure 4).

We did not find any correlation between either MMP-
2 or VEGF-D values and age, estradiol, luteinizing hormone,
follitropin, progesterone, or prolactin levels. Nor was there any
correlation between the two biomarkers. MMP-2 and VEGF-
D were not associated with chylothorax or angiomyolipomas or
with recurrencies; VEGF-D correlated with lymphatic involvement,
but MMP-2 did not.

There was a nearly significant positive correlation between
the levels of serum MMP-2 and the severity of the cystic lung
involvement by CT: median MMP-2 was 458 (305–536) ng/ml
in the mild disease group, 500 (348–783) ng/ml in the moderate
disease group, and 551 (456–782) ng/ml in the severe disease group
(p = 0.087). On the other hand, levels of serum VEGF-D were not
correlated: median values were 574 (423–919), 503 (405–646), and
544 (444–816) pg/ml, respectively, for the three groups (p = 0.638).

We observed a tendency toward an association between higher
levels of serum MMP-2 and worse lung function parameters in LAM
patients who had not undergone LT. In patients with FEV1% pred.
below the median, mean MMP-2 was 674 ± 203 ng/ml, while in
those above median FEV1% pred. it was 562± 226 ng/ml (p = 0.092),
(Figure 5). VEGF-D did not correlate with lung function parameters.

4. Discussion

Finding new diagnostic biomarkers for LAM is a pressing issue.
Our results show that serum levels of MMP-2 are significantly higher
in patients with LAM compared to patients with OCLD and healthy
volunteers. A composite score combining VEGF-D and MMP-2 can
be used as a diagnostic biomarker for LAM and can increase the
accuracy of the diagnosis.

Associated with lymphangiogenesis and lung remodeling, MMPs
are components of the extracellular matrix that promote collagen and
elastin degradation (13). MMPs are overexpressed in a number of

FIGURE 3

Comparison of serum metalloproteinase-2 (MMP-2) and vascular endothelial growth factor-D (VEGF-D) levels between lymphangioleiomyomatosis
(LAM) patients, LAM lung transplantation (LT) patients, other cystic lung diseases (OCLD), and healthy controls. Solid lines indicate median and
interquartile range (IQR).
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TABLE 2 Biomarker levels from LAM patients, QQLT LAM patients, OCLD and healthy controls.

LAM patients
(n = 44)

LT LAM (n = 15) OCLD (n = 18) Healthy controls
(n = 20)

p-value

Angiopoietin-1 (pg/ml), median (IQR) 7,178 (5,033–13,450) 9,405 (5,911–11,662) 7,603 (4,726–12,581) 3,766 (2,998–6,604) 0.0035

CA-125 (U/ml), median (IQR) 15 (1.7–25.2) 18.5 (12.6–45.3) 8.2 (6.3–14.5) 10.4 (7.5–12.9) 0.0118

Endostatin (ng/ml), median (IQR) 37 (28–51) 72 (55–80) 35 (26–45) 31 (23–39) <0.0001

FGF acidic (pg/ml), median (IQR) 16 (12.4–19.2) 16 (11.4–19.2) 16.3 (11.34–18.9) 11.6 (10.3–20.8) 0.6219

KL-6 (U/ml), median (IQR) 342 (256–517) 424 (341–535) 415 (290–636) 336.5 (237–393) 0.1526

MMP-9 (ng/ml), median (IQR) 150 (93–209) 208 (90–283) 242 (163–374) 194 (102–229) 0.0246

PDGF-AA (pg/ml), median (IQR) 1,020 (768–1,697) 889 (647–1,236) 985.5 (702–1,497) 433.5 (282.8–665.8) <0.0001

PIGF (pg/ml), median (IQR) 3.8 (3.2–4.3) 4.5 (4.2–4.9) 3.9 (3–4.6) 2.4 (1.8–3.3) <0.0001

Thrombospondin-2 (ng/ml), median (IQR) 27 (21–36) 31 (24–44) 24.5 (16–38) 18.5 (15–25) 0.0027

VEGF-R3 (pg/ml), median (IQR) 182 (116.3–227) 165.1 (61.8–193.1) 168.9 (109.2–204.5) 86.94 (75.70–137.3) 0.0037

vWF (%), median (IQR) 143.9 (121.6–175.6) 157.3 (133.5–180.8) 97.15 (78–139.1) 124.2 (96.75–149.8) 0.0030

CA-125, cancer antigen-125; FGF-acidic, fibroblast growth factor-acidic; KL-6, Krebs von den Lungen 6; LAM, lymphangioleiomyomatosis; LT, lung transplantation; MMP, matrix
metalloproteinases; OCLD, other cystic lung diseases; PDGF-AA, platelet derived growth factor-AA protein, PIGF, phosphatidylinositol-glycan biosynthesis class F protein; TSC, tuberous sclerosis
complex; VEGF-D, vascular endothelial growth factor-D; vWF, von Willebrand factor.

FIGURE 4

(A) Receiver operating characteristic (ROC) curves for metalloproteinase-2 (MMP-2) (green line) and vascular endothelial growth factor-D (VEGF-D) (blue
line). (B) ROC curves of MMP-2 (green line) and the combination of MMP-2 and VEGF-D (red line). (C) ROC curves of VEGF-D (blue line) and the
combination of MMP-2 and VEGF-D (red line).

chronic pulmonary diseases, including idiopathic pulmonary fibrosis
(25, 26), asthma (27), and emphysema (28), as well as tumor
proliferation (29). Hayashi et al. (30) demonstrated increased activity
of MMPs, particularly MMP-2, which might be responsible for the
cystic destruction of the lung parenchyma in LAM. Furthermore,
these authors observed that the immunohistochemical heterogeneity
of LAM cells was associated with different patterns; for example,

larger LAM cells stained more strongly for MMP-2, MMP-9,
and Human Melanoma Black-45 monoclonal antibody. According
to other authors, the disproportion between MMPs and their
tissue inhibitors may also lead to the cystic destruction of lung
parenchyma (31).

Few studies have been published on MMPs and LAM. Chang
et al. (17) found significantly higher MMP-2 serum levels among
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FIGURE 5

Classification of lymphangioleiomyomatosis (LAM) patients based on
median FEV1% pred. higher or lower than 73.5%.

LAM patients, but they only compared them with healthy volunteers
and excluded patients taking sirolimus and LT. Those authors
hypothesized that MMP-2 may decrease in advanced disease, in view
of an association they found between MMP-2 levels and better lung
function. In contrast, we found that MMP-2 was associated with
poorer lung function. Considering that a higher number of cysts, and
therefore more lung destruction, impairs lung function, an increase
in MMP-2 seems plausible in patients with poorer outcomes. In fact,
we found a trend for an association between serumMMP-2 levels and
the degree of lung involvement by CT.

A recent study explored the role of MMP-2 and MMP-7 as
biomarkers for S-LAM and TSC-LAM in comparison to healthy
controls (16). In both S-LAM and TSC-LAM patients, serum MMP-
2 levels were higher than in controls, while MMP-seven levels
were higher in TSC-LAM patients than in controls and S-LAM
patients. However, higher levels of those biomarkers did not appear
to correlate with worse lung function parameters. In the same
study (16). MMP-2 did not have the same ability to diagnose
LAM disease as VEGF-D, in agreement with our data; however, in
that study the authors did not attempt to combine biomarkers in
order to increase diagnostic accuracy. A Japanese study used semi-
quantitative analyses to assess serum activity of MMP-9 and MMP-2
in LAM patients and compared them with healthy females (15).
MMP-9 serum activity was significantly higher than in controls, but
MMP-2 activity did not differ between groups. Due to the semi-
quantitative nature of the method used for the analysis, the results
of that study may differ from ours.

In addition, some authors have investigated the role of
doxycycline, an MMP inhibitor, on LAM progression. Pimenta
et al. (32) observed a decrease in MMP-2 levels after doxycycline
treatment but this was not associated with functional improvement.
On the other hand, Chang et al. (33) did not find differences in
MMP-two levels after 2 years of doxycycline. Altogether, further
studies should clarify the prognostic role of MMP-2 in LAM. We
found VEGF-D levels to be significantly higher in LAM patients,
with similar sensitivity and specificity values to those recorded in
previous studies (6, 34). Young et al. (35) discovered significant
correlations between measurements of VEGF-D at LAM diagnosis
and lung function parameters. In contrast, we did not detect any
association between lung function and serum VEGF-D levels, but
our measurements were not made at baseline. Along the same
lines, Young et al. (6) did not find any correlation in their cross-
sectional study. Even though we observed no differences in VEGF-D
levels between patients who received sirolimus and those who did
not, this finding could be explained by the fact that patients not

receiving sirolimus might have milder disease. In addition, the levels
of pre-treatment VEGF-D are not available due to the design of the
study. According to Taveira-DaSilva et al. (11) pre-sirolimus VEGF-
D decreased especially in patients with lymphatic involvement, but
they were unable to demonstrate an association between VEGF-D
decline and lung function changes following sirolimus treatment. As
a biomarker formonitoring the progression of LAMdisease, VEGF-D
has several limitations, a circumstance that highlights the importance
of further research in this area.

Another relevant finding from our study is that VEGF-D
remained high in LAM patients after LT. This result supports the
hypothesis that LAM cells do not originate exclusively in the lungs,
and that they may also proliferate in other tissues (36). Recently, Guo
et al. (37) identified the presence of LAM cells in the uterus through
single-cell RNA sequencing. To our knowledge, ours is the first study
to measure VEGF-D after LT in LAM patients.

The main limitation of this study is its cross-sectional design.
Also, the sample size was relatively small but this was due to the rarity
of the disease and is a drawback for most LAM studies. The strengths
of the study include the homogeneity of the clinical care and criteria,
as all patients were treated by the same team.

In conclusion, a composite two-biomarker assay combining
MMP-2 and VEGF-D enhances diagnostic accuracy. However,
further longitudinal studies with larger patient populations are
needed to confirm the usefulness of MMP-2 in clinical practice. The
study also showed that serum levels of VEGF-D remained elevated in
LAM patients even after LT.
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11.2.	ANEXO	II:	COMUNICACIONES	EN	CONGRESOS	

11.2.1. Comunicación 1

E. Revilla Lopez, C. Berastegui, B. Saez, A. Mendez, M. Lopez Meseguer, I. Sansano, S. 

Gomez Olles, A. Roman. Long-term sirolimus treatment in Lymphangioleiomyoma-

tosis. Comunicación oral. European Respiratory Society Congress 2019. 

Eur Respir J 2019; 54: Suppl. 63, PA3687.

11.2.2. Comunicación 2

E. Revilla Lopez, B. Saez Gimenez, C. Berastegui, M. Barrecheguren, M. Lopez 

Meseguer, V. Monforte, S. Gomez Olles, C. Bravo, A. Roman. Lung Transplantation 

Outcomes in Lymphangioleiomyomatosis. 

J of Heart Lung Transplant, 2020; 39 (4S): 760

11.2.3. Comunicación 3

E M Revilla Lopez, M Boada, V Ruiz De Miguel, S Gomez Ollés, B Saez. Exploring the 

role of matrix metalloproteinase 2 (MMP-2) as a biomarker in lymphangioleiomyoma-

tosis. Comunicación oral. European Respiratory Society Congress 2022. 

Eur Respir J 2022; 60: Suppl. 66, 144.
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