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RESUMEN

Introduccion: El cancer cervicouterino (CaCu) se ubica en el segundo lugar como causa de
muerte por neoplasias malignas en la mujer mexicana. EI mal manejo clinico y terapéutico
que enfrentan las pacientes con la enfermedad en entornos con recursos limitados a menudo
conduce al diagnostico tardio, el tratamiento inadecuado, y el seguimiento clinico ineficiente.
En consecuencia, surge la necesidad de implementar nuevos programas de control mas
economicos para CaCu enfocados al diagndstico temprano, la estimacion de resultados
clinicos a largo plazo, la prediccion del beneficio terapéutico, la vigilancia de respuesta
terapéutica, y el pronostico postratamiento. La identificacion de biomarcadores como
herramientas complementarias con diferentes aplicaciones en el curso clinico de CaCu podria
mejorar la atencion médica habitual en contextos de bajos recursos. Por otro lado, los
cambios en el panorama inmunoldgico sistémico impulsados por el tumor de cérvix o su
tratamiento no son tomados en consideracion en el manejo terapéutico actual. No obstante,
esta informacion sobre el perfil sanguineo podria ser Util para el disefio de nuevas
inmunoterapias. La inmunoglobulina de linfocitos T 3 con dominio de mucina (TIM-3),
Galectina-9 (Gal-9), y los marcadores de anemia e inflamacion son reconocidos indicadores
sanguineos que permiten conocer el estado inflamatorio, y que han atraido gran interés en
oncologia por su capacidad para detectar a tumores solidos, estimar los resultados clinicos a
largo plazo, y predecir la respuesta al tratamiento. La evaluacion de la posible utilidad clinica
de los niveles en sangre de TIM-3, Gal-9, y marcadores de anemia e inflamacion podria
brindar nuevos biomarcadores para las diferentes etapas del manejo clinico y terapéutico de
pacientes con CaCu. Ademas, podria proporcionar informacion valiosa sobre el panorama
inmunologico sistémico para el disefio de nuevas estrategias inmunoterapéuticas contra los
tumores de cérvix. Por lo que el objetivo de la presente tesis fue determinar el valor clinico
de los niveles en sangre de TIM-3, Gal-9, y marcadores de anemia e inflamacién en pacientes
con CaCu.

Diseiio de la investigacion: La investigacion se conformé por tres estudios clinicos. El
estudio de casos y controles se realizo para evaluar el potencial de los niveles en sangre de
TIM-3, Gal-9, y Gal-9/TIM-3 como biomarcadores para el tamizaje de CaCu. El estudio
transversal se llevo a cabo para identificar nuevas firmas sanguineas basadas en TIM-3, Gal-
9, y marcadores de anemia e inflamacion en relacion con los rasgos clinico-histopatologicos
de los tumores de cérvix. En el mismo estudio, se ejecuto la determinacion de las relaciones
de los niveles de 28 nuevos indices basados en TIM-3, Gal-9, y marcadores de anemia e
inflamacion con dos reconocidos factores prondsticos de CaCu. El seguimiento retrospectivo
se disefi6 para valorar la utilidad clinica de los niveles en sangre de marcadores de anemia e
inflamacién previo, durante, y posterior al tratamiento de CaCu localmente avanzado como
posibles biomarcadores de prediccion de beneficio terapéutico, vigilancia de respuesta
terapéutica, y prondstico postratamiento.
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Resultados: Los niveles séricos de Gal-9, y Gal-9/TIM-3 muestran una buena capacidad para
distinguir a las pacientes con CaCu de las mujeres con citologia normal. En los ensayos
identificamos nuevas firmas sanguineas basadas en TIM-3, Gal-9, y marcadores de anemia e
inflamacién en relacioén con el tamafio y la queratinizacién de los tumores de cérvix. Los
niveles en sangre de 17 nuevos indices basados en TIM-3, Gal-9, y marcadores de anemia e
inflamacion se asociaron con el tamafio y la queratinizacion de los tumores de cérvix. Los
niveles en sangre de linfocitos, plaquetas/linfocitos, y monocitos/linfocitos previos al
tratamiento de CaCu localmente avanzado logran distinguir a las pacientes que mostraran
beneficio terapéutico de las pacientes que presentaran resistencia a la terapia. Los niveles en
sangre de leucocitos, neutrofilos, linfocitos, y neutrofilos/plaquetas durante el tratamiento de
CaCu localmente avanzado pueden discriminar entre las pacientes con una adecuada o
inadecuada respuesta terapéutica. Los niveles en sangre de plaquetas/linfocitos, eritrocitos,
hemoglobina, y hematocrito posteriores al tratamiento de CaCu localmente avanzado
permiten diferenciar entre las pacientes respondedoras y no respondedoras.

Conclusion: La presente investigacion demostré que la Gal-9 sérica y el indice sérico de
Gal-9/TIM-3 exhiben potencial como biomarcadores sensibles para el tamizaje de CaCu. En
los analisis realizados identificamos nuevas firmas sanguineas basadas en TIM-3, Gal-9, y
marcadores de anemia e inflamacion que proporcionan informacién valiosa sobre el
macroambiente sistémico con posible utilidad para el disefio de nuevas inmunoterapias
contra los tumores de cérvix. Dentro de nuestras aportaciones, también se encuentra el
descubrimiento de 17 nuevos indices basados en TIM-3, Gal-9, y marcadores de anemia e
inflamacion con potencial para utilizarse como biomarcadores de pronostico en CaCu.
Ademas, la evaluacion de los niveles en sangre de marcadores de anemia e inflamacion
previo, durante, y posterior al tratamiento de CaCu localmente avanzado revel6 el potencial
clinico de 3 biomarcadores de prediccion de beneficio terapéutico, 4 biomarcadores de
vigilancia de respuesta terapéutica, y 4 biomarcadores de prondstico postratamiento.



LISTA DE ABREVIATURAS
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AE: Carcinoma adenoescamoso.
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INTRODUCCION

CANCER CERVICOUTERINO
EPIDEMIOLOGIA

El CaCu es la cuarta neoplasia maligna mas diagnosticada, y la tercera causa de muerte por
cancer en la mujer a nivel mundial. En México, el CaCu ocupa el segundo lugar en incidencia
y mortalidad por cancer en la mujer con cerca de 9,000 nuevos casos, y con mas de 4,000

defunciones (Sung et al., 2021).

Los datos estadisticos de CaCu varian segun el indice de desarrollo social de los paises,
y aquellos en vias de desarrollo, incluido México, soportan las mayores cargas. Alrededor
del 80 % de los casos de CaCu se reportan en paises de ingreso mediano bajo, donde las tasas
de mortalidad por la enfermedad son 6 veces mayores que en los paises de ingreso alto (M.
B. Shin et al., 2021). En términos de supervivencia, en paises desarrollados cerca del 66 %
de las mujeres afectadas por CaCu sobreviven mas de 5 afios, pero en paises en vias de
desarrollo la supervivencia a 5 afios es menor al 50 % (Wassie et al., 2019). La disparidad en
las estadisticas de entornos menos desarrollados se debe al acceso limitado a servicios de
salud, falta de personal capacitado, infraestructura hospitalaria deficiente, normas sociales,
barreras culturales, entre otros (Adedimeji et al., 2021; Shah et al., 2019). El mal manejo
clinico del CaCu en estos paises conduce a menudo al diagnostico tardio, tratamiento
inadecuado, y seguimiento clinico ineficiente (Shah et al., 2019). En consecuencia, se
requiere la implementacion de programas de control més econdmicos y asequibles para CaCu
enfocados al diagnostico temprano, estimacion de resultados clinicos a largo plazo,
prediccion del beneficio terapéutico, vigilancia de respuesta terapéutica, y pronostico

postratamiento (Adedimeji et al., 2021; Shah et al., 2019).
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FACTORES DE RIESGO

El desarrollo de CaCu se ha vinculado con una red compleja de factores de riesgo. El
principal factor de riesgo de CaCu es la infeccion persistente por el Virus del Papiloma
Humano (VPH) de alto riesgo (Yamaguchi et al., 2021; S. Zhang et al., 2020). EI VPH es un
virus ADN bicatenario de trasmision sexual, y que se encuentra presente en el 99 % de los
casos con CaCu (Gaete et al., 2021; Gennigens et al., 2021). Existen algunos otros factores
de riesgo vinculados con las etapas del desarrollo de CaCu por el VPH. Los factores de riesgo
que favorecen la infeccion por este virus incluyen el inicio temprano de vida sexual activa, y
tener multiples parejas sexuales (Yamaguchi et al., 2021). Entre los factores de riesgo que
impulsan la persistencia viral y la progresion maligna se encuentra el consumo de cigarro,
multiparidad, coinfecciones con otros virus de transmisioén sexual, inflamacion cronica, y

estados de inmunodeficiencia (Trottier & Franco, 2006; Yamaguchi et al., 2021).

ANATOMIA E HISTOLOGIA DEL CERVIX

El cérvix sano se clasifica en tres regiones de acuerdo con su ubicacion anatdémica, y
clasificacion histologica. Las tres regiones del cérvix incluyen al ectocérvix, el endocérvix,
y la zona de transformacion (Deng & Woodworth, 2019). El endocérvix es la region distal al
utero, y se conforma por una sola capa de células columnares secretoras de mucina
organizadas en una red de criptas. El ectocérvix es la region proximal a la vagina, y se
constituye por células escamosas en varias capas ubicadas en la lamina basal, parabasal,
suprabasal, y superficial (Doorbar & Griffin, 2019; Tomasi et al., 2019). La regiéon donde se
une el epitelio columnar y el epitelio escamoso estratificado se denomina zona de
transformacion, y en esta se originan la mayoria de los cambios malignos (Doorbar & Griffin,

2019). Las tres regiones del cérvix se exponen en la Figura 1.
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(A) Endocérvix
Epitelio columnar

(B) Ectocérvix
Epitelio escamoso estratificado

(C) Zona de transformacion
Epitelio columnar/Epitelio escamoso estratificado

Figura 1. Anatomia e histologia del cérvix

El cérvix sano se conforma por tres regiones de acuerdo con su ubicacion anatomica y clasificacion histologica.
(A) El endocérvix esta revestido por epitelio columnar. (B) El ectocérvix se encuentra cubierto por epitelio
escamoso estratificado. (C) La zona de transformacion corresponde a la union del epitelio columnar y epitelio
escamoso estratificado. Imagen creada con apoyo en los reportes: (Doorbar & Griffin, 2019; Tomasi et al.,
2019).

LESIONES PREMALIGNAS Y CACU

El desarrollo de CaCu se ve precedido por lesiones premalignas en las células que revisten
el cérvix. Estas reciben el nombre de lesiones escamosas intraepiteliales, y se clasifican en
dos grupos de acuerdo con el sistema Bethesda. Las lesiones escamosas intraepiteliales de
bajo grado (LEIBG) se limitan al tercio inferior del epitelio. En cambio, las lesiones
escamosas intraepiteliales de alto grado (LEIAG) se localizan en el tercio inferior,
extendiéndose al tercio medio o superior del epitelio (Mukhopadhyay et al., 2013). En CaCu,
la transformacién morfoldgica maligna predomina en los diferentes estratos del epitelio, y se
pierde la integridad de la membrana basal (M. Y. Lee & Shen, 2012). Cada uno de estos

escenarios morfologicos en el tejido del cérvix se ilustran en la Figura 2.
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Figura 2. Cambios morfologicos en las células del cérvix que anteceden al CaCu

Representacion grafica de los cambios en la morfologia de las células del cérvix a través del epitelio normal,
con lesiones premalignas, y con CaCu. Abreviaturas. LEIBG: Lesiones escamosas intraepiteliales de bajo
grado. LEIAG: Lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado. CaCu: Cancer cervicouterino. Imagen
modificada de Terese Winslow (2014).

TAMIZAJE Y DIAGNOSTICO

El proposito del tamizaje es detectar lesiones precancerosas, o cancer en el cérvix (Shah et
al., 2019). En cambio, el diagnostico diferencial busca descartar aquellas pacientes con otras
condiciones, e identificar a los casos con CaCu (Fowler et al., 2021). Ambos procesos se
realizan mediante pruebas de rutina para que el médico identifique la enfermedad en etapas
tempranas con mas opciones de tratamiento, y mayores probabilidades de beneficio

terapéutico (Bhatla et al., 2021; Shah et al., 2019).

Los principales métodos para el tamizaje de CaCu son las pruebas de Papanicolaou y
del VPH (Zigang Li et al., 2021). La prueba de Papanicolaou consiste en un frotis del cérvix
que permite identificar lesiones precancerosas o cancer. En cambio, la prueba de VPH es una
prueba molecular que se utiliza para detectar infecciones por VPHs de alto riesgo que podrian

conducir a cancer (Tsikouras et al., 2016).
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El proceso de tamizaje para CaCu requiere de las pruebas de VPH y Papanicolaou, y
su realizacion de forma periddica. Las recomendaciones para la deteccion de CaCu
establecen que las mujeres de 25 a 65 afios deben someterse a la prueba conjunta de VPH y
Papanicolaou cada cinco afios, o la prueba de Papanicolaou en solitario cada tres afios. La
evidencia ha demostrado que la prueba conjunta es mdas sensible que la prueba de

Papanicolaou sola (Fontham et al., 2020).

Las herramientas empleadas en el tamizaje para CaCu poseen algunas limitaciones. En
paises desarrollados con altos estandares y nivel técnico, la sensibilidad de la prueba de
Papanicolau puede alcanzar valores del 90 %, pero en paises en vias de desarrollo esta es
menor al 40 % (S. Zhang et al., 2020). La baja sensibilidad de esta prueba contribuye a que
las lesiones premalignas progresen, y sean detectadas en etapas avanzadas (Nkwabong et al.,
2019). Si bien el uso de la prueba de VPH ha logrado mejorar la sensibilidad para detectar
precancer y cancer en el cérvix, en paises de ingreso mediano bajo su uso es limitado debido
a su alto costo (Perkins et al., 2020; Vale et al., 2021). Ademas, esta prueba molecular cuenta
con una baja especificidad para CaCu, ya que un gran numero de las infecciones por VPH

son transitorias y no conducen a la transformacion maligna (Zigang Li et al., 2021).

Posterior al proceso de tamizaje, el manejo clinico de las pacientes se determina con
base en los resultados actuales y previos de las pruebas de Papanicolaou, y de VPH. Estos
resultados definiran las recomendaciones sobre la examinacion con colposcopia, y el analisis
histopatologico de una biopsia del cérvix. Si se verifica la presencia de lesiones
precancerosas, las pacientes deberan ser sometidas a tratamiento, y a programas de vigilancia

por periodos més cortos a los recomendados para el tamizaje de rutina (Perkins et al., 2020).
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En caso de confirmar el diagnéstico de CaCu, se procede a determinar las caracteristicas

histopatologicas, y la etapa del tumor del cérvix (Fowler et al., 2021).

CLASIFICACION HISTOPATOLOGICA

La clasificacion histopatoldgica de los tumores de cérvix requiere de la examinacion de una
biopsia. De acuerdo con sus caracteristicas microscopicas, el patdlogo puede clasificar a los

tejidos tumorales por el tipo histoldgico, el grado de diferenciacion, y la queratinizacion.

El CaClu se clasifica en tipos histologicos dependiendo del tipo celular donde se origina
el carcinoma. Los tres mas prevalentes son el carcinoma de células escamosas,
adenocarcinoma, y carcinoma adenoescamoso (Figura 3A). El carcinoma de células
escamosas representa cerca del 87 % de los casos, y se origina en el epitelio escamoso
estratificado. El adenocarcinoma posee una incidencia de alrededor del 9 %, y surge en el
epitelio columnar (L. Cao et al., 2019; Doorbar & Griffin, 2019). El origen epitelial del
carcinoma adenoescamoso no se ha logrado determinar. Este tipo histologico debe su nombre
a sus componentes malignos mixtos de tipo columnar-escamosos, y se diagnostica con una

frecuencia menor al 4 % (L. Cao et al., 2019; Lei et al., 2019).

Los tejidos tumorales de cérvix también pueden dividirse segin el grado de
diferenciacion celular en bien, moderadamente, y pobremente diferenciados (Figura 3B).
Esta clasificacion se basa en la semejanza histologica de las células tumorales con las células
del tejido de origen (Mocciaro et al., 2016). Las c€lulas de tumores bien diferenciados se
parecen mucho a las células del tejido normal, y presentan un crecimiento lento. Las células
de tumores moderadamente diferenciados exhiben un menor parecido, y el crecimiento es

mas rapido de lo normal. En el caso de las células de tumores pobremente diferenciados
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muestran nulo parecido a las células normales de las cuales preceden, y el crecimiento es

muy rapido (CRUK, 2020).

Los carcinomas de células escamosas se subclasifican en dos grupos dependiendo de
su contenido de queratina, y algunos otros criterios histologicos. Los tumores de cérvix
queratinizantes presentan buena diferenciacion con alto contenido de queratina en estructuras
perladas. En contraste, los tumores de cérvix no queratinizantes exhiben moderada a pobre
diferenciacion con bajo contenido de queratina, y carecen de perlas de queratina (Soslow et
al., 2021). Esta clasificacion de los tumores de cérvix se puede apreciar en la Figura 3C.
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Figura 3. Imdgenes representativas de las clasificaciones histopatologicas de los tumores de cérvix

Los tumores de cérvix pueden clasificarse por el A) tipo histologico, B) el grado de diferenciacion, y C) la
queratinizacion. Las fotografias de los tejidos tumorales teflidos con hematoxilina y eosina se tomaron de:
(Bratu et al., 2015; Dallenbach & Knebel, 2018; Soslow et al., 2021).
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ESTADIFICACION Y SUPERVIVENCIA

La estadificacion permite al médico oncologo dictar la etapa del tumor de cérvix a través de
diferentes evaluaciones. La determinacion del estadio clinico se basa en el tamaiio del tumor
primario, y su extension anatomica en el momento del diagndstico. Esta clasificacion se
realiza de acuerdo con los lineamientos establecidos por la Federacion Internacional de
Ginecologia y Obstetricia (FIGO) (Bhatla et al., 2019; Grigsby et al., 2020), y es actualmente
utilizada en México (IMSS, 2017). La asignacion del estadio clinico requiere de examenes
fisicos, analisis histopatoldgicos, y exploraciones anatémicas por técnicas de imagenes

(Bhatla et al., 2019).

El sistema de estadificacion de FIGO para CaCu consiste en cuatro estadios principales,
y estos proporcionan informacioén de valor pronostico. En el estadio I el carcinoma se limita
al cérvix. En el estadio II se aprecia la infiltracion del carcinoma a la vagina o los parametrios.
En el estadio III el carcinoma invade un tercio inferior de la vagina, pared pélvica y/o
ganglios linfaticos ocasionando a menudo hidronefrosis o insuficiencia renal. En el estadio
IV se manifiesta diseminacion del carcinoma a 6rganos adyacentes y/o distantes (Bhatla et
al., 2019; Merz et al., 2020). La tasa de supervivencia libre de la enfermedad a 5 afios es del
87 % para el estadio I, del 71 % para el estadio II, del 55 % para el estadio III, y del 16 %
para el estadio IV. La supervivencia disminuye a medida que progresan los estadios, y el

estadio IV posee la estimacion de vida mas corta (Grigsby et al., 2020).

De acuerdo con la estadificacion de FIGO para CaCu, los cuatro estadios principales
se desglosan en 14 subestadios tumorales (Bhatla et al., 2019; Merz et al., 2020). Cada uno

de estos se describe a detalle en la Figura 4 y Tabla 1.
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Se muestran los estadios clinicos para CaCu de acuerdo con el tamaifio del tumor y su extension anatémica.

Imagen elaborada con apoyo en los reportes: (Bhatla et al., 2019; Merz et al., 2020).
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Tabla 1. Estadios FIGO de CaCu

Estadios FIGO

Estadio I: EI tumor se

limita al cérvix.

Estadio IA: El carcinoma
microinvasivo es visible de manera
microscopica. La profundidad

maxima de invasion es <5 mm.

Estadio IA1: Invasion estromal <3 mm.

Estadio IA2: Invasion estromal >3 mm

y <5 mm en su mayor dimension.

Estadio IB: El carcinoma invasivo es
visible de manera macroscopica. La
profundidad méxima de invasion del

estroma es >5 mm.

Estadio IB1: Tumor <2 cm en su mayor
dimension con una profundidad de
invasion de >5 mm.

Estadio IB2: Tumor <4 cm en su mayor
dimension con profundidad de invasion
de >2 cm.

Estadio IB3: Tumor >4 cm en su mayor

dimension.

Estadio I1: EI tumor
infiltra la vagina o los

parametrios.

Estadio ITA: El carcinoma infiltra dos

tercios superiores de la vagina.

Estadio IIA1: Tumor <4 cm en su
mayor extension.
Estadio IIA2: Tumor >4 cm en su

mayor extension.

Estadio IIB: El carcinoma infiltra los parametrios.

Estadio III: El tumor
infiltra un tercio inferior
de la vagina, la pared
pélvica y/o ganglios
linfaticos ocasionando a
menudo hidronefrosis o

insuficiencia renal.

Estadio IIIA: El carcinoma afecta un tercio inferior de la vagina.

Estadio IIIB: El carcinoma se extiende a la pared pélvica ocasionando a menudo

hidronefrosis o insuficiencia renal.

Estadio IIIC: El carcinoma invade

los ganglios linfaticos.

Estadio IIIC1: Metastasis a ganglios
linfaticos pélvicos.
Estadio IIIC2: Metastasis a ganglios

linfaticos paraadrticos.

Estadio IV: El tumor
invade 6rganos

adyacentes y/o distantes.

Estadio IVA: El carcinoma se extiende a drganos adyacentes como el recto,

matriz, vejiga, y vagina.

Estadio IVB: El carcinoma se propaga a 6rganos distantes.
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Los estadios FIGO también pueden clasificarse en tres grupos de acuerdo con el grado
de diseminacion del tumor primario de cérvix, y se ha informado que estos se asocian con la
supervivencia de las pacientes. El CaCu en etapa temprana incluye a los estadios [A-IB2, el
CaCu localmente avanzado se conforma por los estadios IB3-IVA, y el CaCu metastésico de
novo corresponde al estadio IVB (Gennigens et al., 2021; Oishi et al., 2016). La tasa de
supervivencia a 5 afios del CaCu temprano, localmente avanzado, y metastdsico es

secuencialmente de 92 %, 65 %, y 17 % (Gennigens et al., 2021).

FACTORES PRONOSTICOS

La mejora de la supervivencia para CaCu depende en gran medida de la informacion
pronostica disponible en el momento del diagnoéstico, y su utilidad para guiar la toma de
decisiones en el manejo clinico de las pacientes. La prediccion del pronéstico individual en
CaCau se realiza con ayuda de factores especificos del tumor. Esta informacion sobre el riesgo
prondstico permite a los médicos oncologos seleccionar el enfoque terapéutico, y el programa
de seguimiento postratamiento asociados con mayores probabilidades de éxito para cada

paciente (He et al., 2021; Ma et al., 2018).

El principal factor pronostico de CaCu es el estadio FIGO, pero su prediccion
pronostica es poco precisa. Informes anteriores han documentado diferentes tasas de
supervivencia en pacientes con el mismo estadio clinico (Feng et al., 2021; Grigsby et al.,
2020). Esto se debe a menudo a la asignacion incorrecta del estadio clinico a causa de
enfermedades inflamatorias pélvicas, endometriosis, o estados de obesidad (S. Lietal., 2016;
Ma et al., 2018). Ademas, la adecuada estadificacion de los tumores de cérvix en etapas
avanzadas se ve obstaculizada en paises en desarrollo que carecen de la infraestructura para

realizar la exploracion anatdmica por técnicas de imagenes (Olpin et al., 2018).
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Existen otros factores prondsticos basados en las caracteristicas clinico-
histopatologicas del tumor de cérvix. Entre estos se destaca al tamafio, el tipo histologico, el
grado de diferenciacion, y la queratinizacion. El tamafio de la dimension mayor del tumor de
cérvix permite predecir el tiempo promedio de vida. La supervivencia media de los
individuos con tumores de cérvix <4 cm, 4 a 6 cm, y >6 cm es secuencialmente de 66.1, 50.3,
y 38.3 meses (Kyung et al., 2015). Los tres tipos histolégicos mas prevalentes en CaCu
también proporcionan informacion prondstica valiosa. La supervivencia libre de recidiva a 5
afios es del 85.1 % para el carcinoma de células escamosas, del 78.2 % para el
adenocarcinoma, y del 72.3 % para el carcinoma adenoescamoso (L. Cao et al., 2019). El
grado de diferenciacion es otro rasgo histopatoldgico con valor pronoéstico, y los tumores con
menores grados de diferenciacion se vinculan con las estimaciones de vida mas cortas. La
tasa de supervivencia general a 5 afios es del 79.6 %, 70.4 %, y 62.3 % para tumores bien
diferenciados (grado 1), moderadamente diferenciados (grado 2), y pobremente
diferenciados (grado 3), respectivamente (Matsuo et al., 2018). Asimismo, la queratinizacion
tumoral influye en los resultados clinicos a largo plazo, y el aumento de la cantidad de
queratina en el tumor de cérvix se asocia con una baja supervivencia. Alrededor del 65.3 %
de las pacientes con tumores no queratinizantes sobreviven mas de 5 afios, pero en pacientes
con tumores queratinizantes la supervivencia es menor al 63.4 % (Sanjeev Kumar et al.,
2009). En conjunto, estos cuatro factores especificos del tumor permiten predecir el riesgo
prondstico de las pacientes con CaCu. Sin embargo, la determinacion de las caracteristicas
clinicas e histopatologicas del tumor es poco confiable debido a que se realiza mediante

técnicas cualitativas y se encuentra sujeta al criterio del evaluador.



32

TRATAMIENTO

El tratamiento de CaCu se determina principalmente por la etapa del tumor de la paciente
(Petignat & Roy, 2007). No obstante, existen otros factores que influyen en la seleccion del
enfoque terapéutico como la edad, posibilidad de maternidad a futuro, caracteristicas
histoldgicas del tumor, entre otros (Bethesda, 2021). De acuerdo con estas consideraciones,
las intervenciones clinicas para tratar a los tumores de cérvix incluyen a la cirugia,
radioterapia, quimioterapia, terapia dirigida, inmunoterapia, o alguna combinatoria de estas

(Bethesda, 2021; Bhatla et al., 2021).

Los tratamientos actuales permiten combatir al tumor de cérvix a través de diferentes
protocolos clinicos. La cirugia consiste en la extirpacion del tumor en una operacion. En la
radioterapia se suelen emplear rayos X de alta energia para erradicar las células tumorales o
evitar su crecimiento. La quimioterapia es un tratamiento que utiliza medicamentos para
destruir a las células cancerosas. La forma de administracion puede ser regional o sistémica.
La primera se aplica a una zona especifica para inducir un efecto local. En cambio, la segunda
se suministra via oral o venosa para generar un efecto sistémico. La terapia dirigida es una
estrategia que usa farmacos u otras sustancias para identificar y atacar células tumorales, pero
sin dafar a las células normales. En cambio, la inmunoterapia es un tipo de tratamiento que
utiliza medicamentos disefiados para impulsar, dirigir, o restaurar la inmunidad antitumoral.
Lo que conduce a que el propio sistema inmunolégico del paciente combata al tumor

(Bethesda, 2021).

La seleccion del tratamiento depende en gran medida del grado de diseminacion del
tumor de cérvix. En estadios tempranos donde el tumor se encuentra limitado al cérvix, la

cirugia es el principal tratamiento recomendado. En estadios con tumores localmente
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avanzados, el tratamiento estandar es la quimiorradioterapia concurrente a base de cisplatino.
Para el caso del estadio metastasico no se disponen de opciones para su tratamiento curativo.
Sin embargo, a menudo se sugiere la quimioterapia como tratamiento paliativo (Petignat &
Roy, 2007). Cuando el cancer no mejora con los tratamientos estandares, algunos individuos
tienen la opcidén de participar en ensayos clinicos con nuevos enfoques como la terapia

dirigida o inmunoterapia (Bethesda, 2021).

A raiz del diagnéstico tardio, la mayoria de los casos son de estadios localmente
avanzados (Espenel et al., 2018). Si bien la quimiorradioterapia concurrente a base de
cisplatino ha mejorado la supervivencia general, alrededor de un tercio de las pacientes
experimenta recidiva (L. Han et al., 2021). Esto se debe en parte a que dependiendo del
contexto la quimiorradioterapia puede remodelar el sistema inmunologico periférico
impidiendo, o promoviendo la inmunidad antitumoral (Hiam-Galvez et al., 2021). De manera
similar, las alteraciones en la eritropoyesis también pueden determinar la resistencia del

tumor a la quimiorradioterapia (Madeddu et al., 2021).

Uno de los principales problemas que enfrenta el manejo terapéutico del cancer, es que
este requiere de la supervision de un equipo multidisciplinario para predecir cualquier posible
evento adverso, y monitorear la respuesta del tumor a la terapia. En paises de ingreso mediano
bajo, la atencion multimodal es escasa y la valoracion de riesgo-beneficio del tratamiento es
ineficiente. Se ha sugerido que una potencial solucion es la implementacion de programas
para el tratamiento conformadas por intervenciones realistas de acuerdo con las creencias,
cultura, infraestructura hospitalaria, y atenciéon médica disponible en estos paises (Shah et
al., 2019). Por lo que hay una busqueda activa de nuevas herramientas econdémicas y

accesibles que permitan valorar el beneficio terapéutico, y el monitoreo en tiempo real de la
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respuesta al tratamiento. La incorporacion de estas podria mejorar los programas de

tratamiento para CaCu en entornos con recursos limitados.

SEGUIMIENTO POSTRATAMIENTO

El seguimiento postratamiento busca detectar de manera oportuna el CaCu recidivo y la
toxicidad inducida por el tratamiento. Esto con el proposito de intervenir a las pacientes en
etapas asociadas con mayores probabilidades de obtener resultados positivos a los enfoques
terapéuticos complementarios (Petignat & Roy, 2007). El protocolo de monitoreo incluye la
revision del historial clinico, la exploracion clinica de signos de céncer recurrente, y la
deteccion de posibles efectos secundarios resultantes del tratamiento (Bethesda, 2021). La
periodicidad de las revisiones después del tratamiento debe ser cada tres o cuatro meses
durante los primeros tres afios. En el cuarto afo se recomienda realizar evaluaciones cada 6

meses. Posterior al quinto afio, las exploraciones suelen ser anuales (Petignat & Roy, 2007).

Las pacientes con CaCu que presentan recidiva poseen una tasa de supervivencia a 5
afios menor al 5 %. La mayoria de los casos se detectan en los dos primeros afios después del
tratamiento (Petignat & Roy, 2007). Estos con frecuencia son resultado de la resistencia del
tumor a la terapia estandar (Lin et al., 2016). Una parte de la posible solucion al problema es
incluir nuevas pruebas capaces de detectar de forma temprana la resistencia terapéutica en
los programas de manejo postratamiento para CaCu. Estas herramientas ayudarian al médico
oncologo a emplear de forma oportuna enfoques terapéuticos de rescate que promuevan la
regresion tumoral en los casos no respondedores, y durante etapas sin signos evidentes de

recidiva.
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La toxicidad hematologica mas comun inducida por la quimiorradioterapia es la anemia
(Tan et al., 2004). Esta se puede clasificar de acuerdo con los niveles de hemoglobina de 10
al2g/dL,de8a 10 g/dL,y 6.5a 7.9 g/dL en grado 1, grado 2, y grado 3, respectivamente
(Madeddu et al., 2021). Alrededor del 41 % de los pacientes con tumores de cérvix desarrolla
toxicidad de grado 1 o 2, y al menos el 4 % presenta toxicidad de grado 3 posterior al
tratamiento (Tan et al., 2004). La deteccion tardia de la toxicidad derivada del tratamiento
sistémico para tumores solidos influye negativamente en la eficacia terapéutica y en la
supervivencia de los pacientes (Natalucci et al., 2021). Por consiguiente, una solucion
potencial podria ser la incorporacion de nuevos ensayos que permitan la identificacion de
toxicidad inducida por el tratamiento inmediatamente después de finalizarlo. Estos
posibilitarian que el personal clinico trate de forma oportuna los efectos sistémicos negativos

resultantes de la terapia en las pacientes con CaCu.
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MEDICINA DE PRECISION PARA CANCER CERVICOUTERINO
IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES DURANTE EL CURSO CLINICO

La oncologia de precision busca mejorar la atencion habitual mediante la implementacion
clinica de biomarcadores en las diferentes etapas del curso clinico de los pacientes con cancer

(Henry & Hayes, 2012; Normanno et al., 2021; Ou et al., 2021).

Un biomarcador es una caracteristica definida que se mide como un indicador de
procesos bioldgicos normales, procesos patoldgicos, o respuestas bioldgicas a una
exposicion. En cancer, los biomarcadores suelen ser moléculas bioldgicas que participan en
procesos vinculados con el desarrollo, la progresion, o la respuesta a exposicion terapéutica
del tumor. Estos a menudo se cuantifican en biopsias del tejido tumoral, fluidos corporales,

o sangre (Normanno et al., 2021; Ou et al., 2021).

Los candidatos a biomarcadores en cancer deben cumplir con algunos requisitos, y
cursar una serie de etapas para lograr su traduccion clinica. Los biomarcadores deben ser
binarios, sensibles, especificos, y cuantificables sin evaluaciones subjetivas. Ademas, la
medicion de los biomarcadores tiene que realizarse con ensayos que se adapten a la practica
clinica habitual, y con un tiempo de respuesta corto (Ou et al., 2021). El desarrollo de
biomarcadores para cancer atraviesa cinco etapas principales. Estas incluyen el
descubrimiento, el desarrollo, la validacion analitica, la verificacion de la utilidad clinica, y

la implementacion (Goossens et al., 2015).

La utilizacién de los biomarcadores abarcan el tamizaje, el diagnostico, la estimacion
del pronostico, la prediccion del beneficio de la terapia, y el seguimiento de la enfermedad

(Ou et al., 2021). Los biomarcadores de tamizaje permiten la identificacion de individuos
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que podrian tener la enfermedad en etapas asintomaticas (S. Kumar et al., 2006). Los
biomarcadores de diagndstico se emplean para distinguir a los pacientes con el padecimiento,
y descartar aquellos pacientes con otras condiciones. Los biomarcadores de prondstico
permiten informar sobre los resultados probables de evolucion de la enfermedad (Goossens
et al., 2015). Los biomarcadores de beneficio terapéutico se usan para predecir la respuesta
o toxicidad potencial de una intervencion terapéutica (Normanno et al., 2021; Ou et al.,
2021). Los biomarcadores de seguimiento se utilizan a menudo para el monitoreo de
respuesta terapéutica, deteccion de recurrencias, y prediccion del prondstico postratamiento
(Henry & Hayes, 2012; Ou et al., 2021; Parihar et al., 2021). Cada uno de estos

biomarcadores, y su aplicacion en el curso clinico del cancer se muestra en la Figura 5.

A) Biomarcador  B) Biomarcador C) Biomarcador D) Biomarcadorde  E) Biomarcador

de tamizaje de diagnéstico de prondstico  beneficio terapéutico de seguimiento
Enfermedad Identificacién de Prediccion de Prediccidn de Monitoreo de
asintomatica individuos con la resultados resultados respuesta terapéutica,
enfermedad clinicos a largo plazo terapéuticos deteccion de recurrencias,

y pronéstico postratamiento

Figura 5. Uso de biomarcadores en el curso clinico del cancer

Las aplicaciones de los biomarcadores en cancer incluyen A) el tamizaje, B) el diagndstico, C) el prondstico,
D) la prediccion de beneficio terapéutico, y E) el seguimiento. Imagen elaborada con base en los reportes:
(Henry & Hayes, 2012; Ou et al., 2021; Parihar et al., 2021)

Hasta ahora no existen biomarcadores para CaCu con aplicaciones en el tamizaje, la
estimacion de pronostico, la prediccion de beneficio terapéutico, y el seguimiento de la
enfermedad. Debido a que los tumores impulsan importantes consecuencias inmunitarias, las
proteinas y mediadores celulares en circulacion han atraido un gran interés como potenciales
biomarcadores no invasivos (Hiam-Galvez et al., 2021). El descubrimiento ¢ implementacioén

de biomarcadores basados en el panorama inmunoldgico sistémico con aplicaciones en las
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diferentes etapas del curso clinico de la enfermedad podria mejorar el manejo clinico y

terapéutico de las pacientes con CaCu.

INMUNOTERAPIA

La inmunoterapia ha revolucionado el tratamiento del CaCu (Naumann & Leath, 2020). Este
enfoque terapéutico permite reactivar el sistema inmunitario del paciente para combatir al
tumor de cérvix (Hiam-Galvez et al., 2021; Naumann & Leath, 2020). No obstante, el disefio
de estrategias para lograr la estimulacion de la inmunidad antitumoral sigue siendo un desafio

(J. K. Lee & Priceman, 2019).

Uno de los principales retos que enfrenta la inmunoterapia, es que esta necesita mejorar
la comprension de las diferentes perturbaciones sistémicas que ocurren en cancer (Hegde &
Chen, 2020; Hiam-Galvez et al., 2021). Los tumores pueden generar cambios en el panorama
inmunologico sistémico para favorecer su progresion (Hiam-Galvez et al., 2021). No
obstante, cada tumor impulsa alteraciones sistémicas unicas (Allen et al., 2020; Hegde &
Chen, 2020). Por ejemplo, los tumores grandes promueven macroambientes sistémicos mas
inmunosupresores que los tumores de tamafios mas pequefios (S. Kim et al., 2021). Esto se
debe a que a medida que los tumores crecen pueden inducir cambios sistémicos que debilitan
gradualmente la inmunidad antitumoral (Allen et al., 2020; A. C. Huang et al., 2017; Nesseler
et al., 2020). Es de destacar que la importancia del tamafio tumoral para evaluar el estado de
la inmunidad previo al tratamiento se ha reconocido desde hace mucho tiempo, pero rara vez
se tiene en cuenta en la practica clinica (S. Kim et al., 2021; Nesseler et al., 2020). Si bien no
se han reportado, es probable que existan alteraciones particulares del panorama
inmunologico sistémico asociadas con otras caracteristicas del tumor. De ser asi, estos

cambios en el perfil sanguineo podrian proporcionar informacion valiosa para el disefio de
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nuevas estrategias que permitan revertir el contexto sistémico inmunosupresor de tumores

con caracteristicas concretas, y como resultado mejorar su eficiencia terapéutica.
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ANEMIA INDUCIDA POR LOS TUMORES DE CERVIX O SU
TRATAMIENTO SISTEMICO

La anemia es una complicacion comun que afecta la calidad y esperanza de vida de las
pacientes con CaCu. La deteccion temprana y tratamiento oportuno de esta condicion
hematologica mejora los resultados clinicos a largo plazo, y la eficiencia del tratamiento

contra el tumor (Busti et al., 2018; Wassie et al., 2021).

La anemia puede ser impulsada por el tumor o derivarse de la toxicidad del tratamiento
(Madeddu et al., 2021). Los tumores pueden inducir progresivamente alteraciones en la
eritropoyesis y el metabolismo de hierro hasta producir anemia. El crecimiento tumoral
genera desnutricion, y la falta de componentes esenciales conduce a una baja produccion de
eritrocitos (Natalucci et al., 2021). Ademas, las hemorragias abundantes incitadas por el
tumor reducen notablemente los depdsitos de hierro (Busti et al., 2018). La anemia también
puede ser una consecuencia hematologica resultante de la exposicion al tratamiento. Las
terapias sistémicas a base de cisplatino promueven el desarrollo de anemia (Ithimakin &
Srimuninnimit, 2009). Si bien el objetivo de la quimiorradioterapia es destruir o impedir el
crecimiento de las células tumorales, este enfoque también puede atacar a otras células sanas
de crecimiento rapido como los eritrocitos. Esto produce que los niveles de hemoglobina
disminuyan, y conlleven a anemia (Alghamdi et al., 2021). Curiosamente, las perturbaciones
de la eritropoyesis derivadas de radioterapia y quimioterapia a menudo se vinculan con la

resistencia tumoral (Madeddu et al., 2021), pero estas no se comprenden por completo.

La deteccion de anemia se realiza mediante la evaluacion del historial médico, la
exploracion clinica, y el andlisis de sangre. El médico inspecciona la presencia de signos,

sintomas, o indicios de anemia. Sin embargo, las pruebas sanguineas determinan el
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diagnéstico final de esta condicion. La hemoglobina, el hematocrito, y el conteo de eritrocitos
en sangre son los principales indicadores de anemia (Turner et al., 2021). De acuerdo con los
estandares de la Organizacion Mundial de la Salud, las mujeres con niveles de hemoglobina
<12 g/dL se consideran casos anémicos (Alghamdi et al., 2021). Los niveles de hematocrito
<36 %, y los conteos de eritrocitos <3.5 10%uL son dos rasgos hematoldgicos que también

distinguen a esta afeccion (Dean, 2005; Mondal & Budh, 2021).

Existen otros cuatro marcadores de anemia que se calculan a partir de los valores de
hemoglobina, hematocrito, y conteo de eritrocitos. Estos reciben el nombre de indices
eritrocitarios por que proporcionan informacion sobre los eritrocitos. El volumen celular
medio permite conocer el tamafio de los eritrocitos. La hemoglobina corpuscular media
indica la cantidad de hemoglobina por eritrocito. La concentracion de hemoglobina
corpuscular arroja la cantidad de hemoglobina por unidad de volumen. La amplitud de
distribucion eritrocitaria define el coeficiente de variacion de la distribucion del tamafio de
los eritrocitos (Sarma, 1990). La importancia de estos cuatro marcadores reside en que
ayudan a determinar la causa de la anemia. No obstante, el diagnostico de anemias asociadas
a deficiencias concretas o derivadas de otras condiciones patoldgicas requiere de pruebas
adicionales (Freeman et al., 2021), pero su descripcién supera el alcance de la presente

revision.

Los marcadores discriminativos de anemia han atraido gran interés biomédico por su
capacidad para estimar el prondstico, y predecir la respuesta al tratamiento en pacientes con
canceres solidos, que incluyen al CaCu. Ademas, una de sus ventajas es que se determinan
por métodos cuantitativos y econdmicos en la practica clinica rutinaria. A continuacion, se

destacan algunos reportes que documentan la posible utilidad clinica de estos marcadores.
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MARCADORES DE ANEMIA Y PRONOSTICO

Los marcadores de anemia proporcionan informacion clinicamente significativa del
pronostico en CaCu. Los niveles pretratamiento de hemoglobina influyen en los resultados
clinicos a largo plazo de pacientes con tumores de cérvix. La tasa de supervivencia general a
3 afos es del 67 % para pacientes no anémicos con hemoglobina >13 g/dL, del 64 % para
pacientes anémicos leves con hemoglobina 11-13 g/dL, y del 32 % para pacientes anémicos
moderados a graves con hemoglobina <11 g/dL (Dunst et al., 2003). Los niveles de
hematocrito previo al tratamiento cuentan con valor prondstico en pacientes con estadio I 'y
III. La supervivencia libre de la enfermedad a 5 afios es del 57 % para pacientes con
hematocrito >37 %, del 41 % para pacientes con hematocrito 30-37 %, y del 33 % para
pacientes con hematocrito <30 % (Obrali¢ et al., 1990). La capacidad pronostica de los
niveles del volumen corpuscular medio se ha informado para CaCu. Los pacientes con
niveles <90.7 ft muestran una peor supervivencia libre de recurrencia acumulada en
comparacion con los pacientes con niveles >90.7 ft (Chun et al., 2017). La capacidad
prondstica de otros marcadores asociados con anemia como el conteo de eritrocitos, la
amplitud de distribucion eritrocitaria, hemoglobina corpuscular media, y concentracion de
hemoglobina corpuscular media se ha evidenciado para otros canceres (Kong et al., 2020; X.

Xie et al., 2015; Yao et al., 2019; P. Zhang et al., 2016).

MARCADORES DE ANEMIA Y RESPUESTA AL TRATAMIENTO

El valor clinico de los marcadores de anemia en el manejo terapéutico del CaCu ha sido poco
estudiado. No obstante, existen unos cuantos reportes de la relacion de los niveles en sangre
de estos marcadores y la respuesta terapéutica. En pacientes con CaCu localmente avanzado,

los niveles previos al tratamiento de hemoglobina permiten predecir la respuesta a la
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quimiorradioterapia neoadyuvante. Los niveles de hemoglobina fueron de 13.8 g/dL para
pacientes con respuesta completa, de 12.7 g/dL para pacientes con respuesta >50 %, y de
11.9 g/dL para pacientes con una respuesta <50 % (Fuso et al., 2005). El valor terapéutico se
ha informado también para otros marcadores de anemia en pacientes con cancer. Los cambios
en los niveles del volumen corpuscular medio después de quimioterapia con capecitabina se
relacionan con la respuesta clinica en pacientes con cancer gastrico avanzado (Jung et al.,
2015). El valor terapéutico de la amplitud de distribucion eritrocitaria se ha informado para
individuos con cancer de pene metastasico que recibieron quimioterapia adyuvante. La
supervivencia media postratamiento fue de 30 meses para pacientes con niveles >13.9 %, y
de 13 meses para pacientes con niveles <13.9 % (Patel et al., 2020). El hematocrito previo al
tratamiento se asocia negativamente con la respuesta a quimioterapia neoadyuvante en el
cancer de mama. Los pacientes con niveles de hematocrito <39.6 % mostraron una tasa de
respuesta objetiva mds alta en comparacion con los pacientes con niveles de hematocrito

>39.6 % (W. Zhou et al., 2017).
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INFLAMACION IMPULSADA POR LOS TUMORES DE CERVIX

La infeccion persistente por VPH se reconoce como el principal agente etimoldgico
infeccioso asociado con las lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado, y CaCu
invasivo. En la mayoria de los casos, la infecciéon por VPH es transitoria y desaparece
espontaneamente en un periodo de 30 meses. Sin embargo, en ocasiones el aclaramiento viral
no ocurre durante este periodo, la infeccion se vuelve persistente, y resulta en lesiones
premalignas que eventualmente podrian desenlazar en cancer. Es de destacar que la infeccion
persistente por VPH induce inflamacién crénica a largo plazo, y esta se considera un cofactor
importante del desarrollo de lesiones premalignas y CaCu (Fernandes et al., 2015). Las
células del tumor de cérvix establecido pueden liberar moléculas capaces de reclutar distintas
células inflamatorias al sitio tumoral (Hemmat & Bannazadeh Baghi, 2019). Estas células
inflamatorias incluyen a las plaquetas, los neutrofilos, los monocitos, los basofilos, los
eosindfilos, y los linfocitos. Una vez en el sitio tumoral cada uno de los diferentes mediadores
celulares implicados en la inflamacidon pueden promover o impedir la progresiéon tumoral
dependiendo el contexto del panorama inmunolégico sistémico y del microambiente tumoral
(Gambardella et al., 2020; J. Liu et al., 2021; Palacios-Acedo et al., 2019; Varricchi et al.,

2018; Waldman et al., 2020; X. Wang et al., 2018; X. Yang et al., 2021).

Los mediadores celulares implicados en la inflamacion se miden facilmente por anélisis
de sangre en el laboratorio clinico, y se denominan marcadores de inflamacion. Estos se
dividen en dos grupos que incluyen a los marcadores basados en el conteo celular, y los
indices de inflamacioén. Los marcadores basados en el conteo celular nos proporcionan el
nimero de plaquetas, neutrofilos, monocitos, linfocitos, eosindfilos, y basofilos por

microlitro de sangre. En cambio, los indices de inflamacién nos permiten conocer la razén
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matematica del conteo de diferentes células sanguineas. Los indices de inflamacion
reportados incluyen al indice de neutréfilos/linfocitos, plaquetas/linfocitos,
monocitos/linfocitos, neutrofilos/plaquetas, y eosindfilos/linfocitos. Ademas, se han
reportado otros indices mas complejos que involucran a mas de dos tipos celulares. El indice
de respuesta a la inflamacion sistémica abarca a tres distintas células sanguineas, y su valor
corresponde al nimero resultante de: [(Neutrofilos - Plaquetas) / (Linfocitos)]. El indice pan-
inmuno-inflamatorio es ain mas complejo, ya que abarca cuatro tipos diferentes de células
sanguineas. El calculo del indice requiere de la ecuacion: [(Neutréfilos - Plaquetas -
Monocitos) / (Linfocitos)]. La utilidad de estos indices reside en que pueden proporcionar
informacion sobre el estado del equilibrio inflamatorio de un individuo. Una ventaja de los
indicadores inflamatorios es que su obtencion es sencilla y econdmica. Ademas, informes
previos han revelado la posible capacidad de los marcadores de inflamacion para predecir los
resultados clinicos a largo plazo, y la respuesta al tratamiento en pacientes con tumores de

cérvix y de otros tipos. En las siguientes secciones se destacan algunos informes al respecto.

MARCADORES DE INFLAMACION Y PRONOSTICO

La evidencia ha revelado que los marcadores de inflamacion basados en el conteo celular se
relacionan con el prondstico en CaCu y otros tipos de cancer. Los altos niveles en sangre de
neutrdfilos, plaquetas, monocitos, y eosin6filos se asocian con una peor supervivencia de las
pacientes con CaCu (Y. Y. Lee et al., 2012; H. Wang et al., 2020). En cambio, los bajos
niveles en sangre de linfocitos sirven como indicadores de pronostico precario en pacientes
con tumores de cérvix (Chuk et al., 2020). Informes previos documentaron que los altos
niveles del indice de respuesta a la inflamacion sistémica, neutrofilos/linfocitos,

plaquetas/linfocitos, y eosinofilos/linfocitos se relacionan con una estimacion de vida mas
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corta en pacientes con CaCu (J. W. Lee & Seol, 2021). En otros tipos de cancer se ha
informado que los pacientes con altos niveles del indice pan-inmuno-inflamatorio,
monocitos/linfocitos, y neutrofilos/plaquetas exhiben un pobre prondstico (Mercier &

Voutsadakis, 2018; Sahin et al., 2021; Q. xuan Wang et al., 2017).

MARCADORES DE INFLAMACION Y RESPUESTA A TRATAMIENTO

El potencial clinico de algunos marcadores de inflamacion como herramientas
complementarias en el manejo terapéutico se ha confirmado para CaCu y otros tipos
tumorales. En seguida, se destacan los reportes sobre la asociacion de los niveles de
marcadores basados en el conteo de células sanguineas y la respuesta al tratamiento de
pacientes con tumores de cérvix. Los niveles en sangre previo al tratamiento <1.6 - 103 /uL
de linfocitos, y >0.66 - 103 /uL de monocitos se relacionan con una menor estimacion de vida
general posterior a la radiacion definitiva (Singh et al., 2017). En cuanto a los neutrofilos en
sangre previo al tratamiento, se ha informado que los niveles >8.0 - 103 /uL se asocian con
peores resultados clinicos después de la quimiorradioterapia (Wisdom et al., 2019). Un
estudio previo reveld que los niveles en sangre de plaquetas antes del tratamiento se asocian
con el fracaso a radioterapia definitiva. Las tasas de fracaso terapéutico fueron del 7.3 % para
pacientes con plaquetas <350.0 - 103/uL, y del 25.6 % para pacientes con plaquetas >350.0
103 /uL (Kawano et al., 2015). Referente a la relacion de los indices de inflamacién y la
respuesta al tratamiento se destacan unos cuantos reportes para tumores de cérvix. Los bajos
niveles de neutrofilos/linfocitos y plaquetas/linfocitos se asociaron con una mejor respuesta
a quimioterapia neoadyuvante (Palaia et al., 2021). Existen otros reportes del valor clinico
de los indices de inflamacion para otros tipos de tumores. Una investigacion sobre tumores

de esofago tratados con quimioterapia reveld que los pacientes con niveles altos de
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linfocitos/monocitos muestran una mejor respuesta terapéutica (X. Liu et al., 2017). Otro
informe document6 que los altos niveles en sangre de neutréfilos/plaquetas pueden predecir
una mala supervivencia en pacientes sometidos a cirugia potencialmente curativa para el
cancer colorrectal (Watt et al., 2015). Estudios previos arrojaron que los bajos niveles del
indice pan-inmuno-inflamatorio se vinculan con una mejor respuesta terapéutica en pacientes
con cancer de mama tratadas con quimioterapia neoadyuvante (Sahin et al., 2021). Qi et al.,
(2016) informaron que los altos niveles del indice de respuesta a la inflamacion sistémica se
relacionan con una menor estimaciéon de vida posterior a quimioterapia en pacientes con

cancer pancreatico.
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VIAS INMUNOSUPRESORAS DE LOS TUMORES DE CERVIX

El sistema inmunoldgico tiene la capacidad de reconocer a las células tumorales de cérvix
como extrafias, y montar mecanismos celulares para eliminarlas. Debido a la presion
inmunologica, los tumores cervicales pueden desarrollar estrategias de evasion de la
inmunidad antitumoral para favorecer su progresion. Entre estas se encuentra la evasion
directa por pérdida de antigeno, produccion de citocinas proinflamatorias, reclutamiento de
células inmunitarias con propiedades inmunosupresoras, y la disfuncion o agotamiento de los

linfocitos T (Piersma, 2011).

Con el fin de evitar respuestas exacerbadas derivadas de la autorreactividad de los
linfocitos T (De La Fuente et al., 2012), existen receptores de la superficie celular y proteinas
solubles que regulan la funcidn de estas células. Estos reciben el nombre de puntos de control
inmunitario (De La Fuente et al., 2012; Jain & Pasare, 2017). No obstante, las células
tumorales de cérvix pueden utilizar estas moléculas con cardcter inmunorregulador para
provocar la disfuncion de los linfocitos T, y evadir la inmunidad antitumoral (Piersma, 2011).
La activacion o disfuncion de los linfocitos T mediada por pares de control inmunitario a
menudo requiere de dos sefiales. La primera sefial consiste en la presentacion del antigeno, y
dicta la especificidad de la respuesta inmunitaria. La segunda sefial es dirigida por la
interaccion del receptor/ligando. En esta el receptor de control inmunitario puede unirse a un
ligando soluble, u otro receptor en la membrana de una célula inmunitaria o tumoral. Ambas
sefales consensan la activacion de la via donde se encuentran implicados los pares de control
inmunitario (Jin Dai et al., 2017; Gu et al., 2018; Sun et al., 2020). En el caso de CaCu, entre
las vias mas estudiadas se incluye a CTLA-4/CD80, PD-L1/PD-1, y TIM-3/Gal-9 (Chen et

al., 2021; Manzo-Merino et al., 2020).
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Via TIM-3/GAL-9

La via TIM-3/Gal-9 se vincula con el escape inmunolédgico del tumor en pacientes con CaCu
y VPH positivas. La activacion de este eje provoca que los linfocitos T reguladores inhiban
la funcion de los linfocitos T CD4+ y T CD8+, y como resultado debilita la inmunidad
antitumoral (Chen et al., 2021). A continuacidn, se presenta una recopilacion de informes
para profundizar en el entendimiento de las proteinas implicadas en el mecanismo
inmunosupresor de TIM-3/Gal-9. En esta revision se abordan los aspectos generales, nivel
de expresion, mecanismo de secrecién, comportamiento sistémico de formas solubles, y
potenciales aplicaciones terapéuticas principalmente en CaCu, pero también en algunos otros

tipos de tumores.

Los genes y estructuras moleculares de Gal-9 y de TIM-3 se describen a continuacion.
El gen LSGALY se localiza en el cromosoma 17q11.2 en humanos, y contiene once exones.
Los cuales codifican a la proteina de Gal-9. La estructura de esta galectina de tipo quimera
se conforma por dos dominios de carbohidratos unidos por un péptido (Fujita et al., 2017).
En cambio, el locus del gen TIMD3 se ubica en 5q33.3 del genoma humano, y posee 7 exones.
La traduccion de las regiones codificantes da como producto al receptor de TIM-3. Esta
proteina se constituye por una secuencia sefial que permite su exportacion por vias clésicas,
un IgV, un dominio de mucina, una regién transmembrana, y una cola citoplasmatica (Das

et al., 2017).

La expresion de TIM-3 y Gal-9 en tumores cervicales se encuentra desregulada, y su
funcién se entiende poco. X. Zhou et al., (2012) informaron que los niveles de TIM-3 en
tejido de pacientes con CaCu exhiben un notable incremento en comparacion con el tejido

de donantes sanos. Estos mismos investigadores demostraron en experimentos in vitro que
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la regulacion a la baja del gen de TIM-3 en las células tumorales de cérvix se relaciona
directamente con la inhibicion de la migracion, y la invasion de estas células (Y. Cao et al.,
2013). En cambio, los niveles de Gal-9 disminuyen sustancialmente en tejidos tumorales de
cérvix con respecto al tejido sano (Meiyan Liang et al., 2008). Hasta la fecha, la funcion de

Gal-9 en las células del tumor cervical no se ha reportado.

Algunos autores han informado sobre la identificacion de formas solubles de TIM-3 y
Gal-9. Si bien sus mecanismos de sintesis y secrecion han sido pobremente estudiados, se ha
propuesto una posible via que permite la exportacion de ambas proteinas al medio
extracelular. La proteina de TIM-3 es sintetizada, glicosilada, y exportada por la ruta clasica
de reticulo endoplédsmico-aparato de Golgi. En cambio, Gal-9 se sintetiza en los ribosomas
libres en el citosol. Debido a que Gal-9 carece de un péptido sefal que permita su secrecion,
esta requiere a TIM-3 como transportador. La Gal-9 ingresa a las vesiculas que contienen a
TIM-3 y se trasladan a la membrana. En este compartimento, se transloca el complejo de
TIM-3 y Gal-9. Enseguida, se genera un cambio conformacional que permite la disociacion
y liberacion de Gal-9 al medio extracelular (Gongalves Silva et al., 2017; Kandel et al., 2021;
Yasinska et al., 2019). La secrecion de TIM-3 soluble no se comprende por completo, pero
se sugiere que esta requiere de un mecanismo proteolitico mediado por ADAM 10. Esta
enzima provoca la escision del dominio de mucina de TIM-3 en la membrana, y libera una
forma soluble corta que recibe el nombre de TIM-3 soluble (Clayton et al., 2015). La

propuesta descrita se ilustra en la Figura 7.
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Figura 7. Via de produccion y liberacion de TIM-3 soluble y Gal-9

Se muestra una representacion grafica del posible mecanismo de sintesis y secrecion de TIM-3 soluble y Gal-9
propuesto por Gongalves Silva et al., (2017), y Yasinska et al., (2019). La proteina de TIM-3 es codificada, y
transportada a la membrana por la ruta clasica de reticulo endoplasmico-aparato de Golgi. La Gal-9 sintetizada
en el citosol carece de un péptido sefial que permita su secrecion por vias convencionales. Por lo que TIM-3 es
responsable del transporte de Gal-9 desde la region intracelular a la membrana. En este compartimento, el
complejo de TIM-3 y Gal-9 se transloca, y sufre un cambio conformacional que genera la exportacion de Gal-
9. En cambio, TIM-3 transmembrana requiere de la escision del dominio de mucina para liberar a su forma
corta soluble.

La forma soluble de TIM-3 y Gal-9 extracelular ejercen diferentes efectos sobre los
linfocitos T. La evidencia reportada sugiere que la funcion de Gal-9 es inmunosupresora. En
estudios in vitro, se demostr6 que Gal-9 induce la muerte celular de los linfocitos Thl a través
de TIM-3 (C. Zhu et al., 2005). En cuanto a la funcion de TIM-3 soluble, esta no esta clara e
incluso existen reportes contradictorios. Sabatos et al., (2003) informaron que la interaccioén
de TIM-3 soluble con TIM-3 en la membrana de los linfocitos Th1 puede reactivar la funcién
y aumentar la produccion de citocinas de estas células. En contraste, otros autores divulgaron
que la union de TIM-3 soluble con TIM-3 en la superficie de los linfocitos Th1 disminuye su

proliferacion (Geng et al., 2000).
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Los niveles en sangre de TIM-3 soluble y Gal-9 se encuentran alterados en distintos
tipos de céanceres, incluidos el CaCu. Estudios anteriores revelaron que los niveles de Gal-9
aumentan notoriamente en la sangre de pacientes con cancer de ovario, leucemia linfatica
crénica, leucemia mieloide aguda, y CaCu en comparacion con la sangre de donantes sanos
(Gongalves Silva et al., 2017; Labrie et al., 2017; Reyes-Vallejo, 2020; Wdowiak et al.,
2019). En cambio, los niveles de TIM-3 se encuentran incrementados en la sangre de
pacientes con leucemia mieloide aguda, osteosarcoma, y carcinoma hepatocelular con
respecto a la sangre de los controles sanos (Fang et al., 2018; Ge et al., 2017; Gongalves Silva

etal., 2017).

El comportamiento que obedecen los niveles de TIM-3 soluble y Gal-9 en el contexto
sistémico es desconocido para CaCu. Sin embargo, se ha recopilado evidencia sobre algunas
relaciones entre estas dos proteinas solubles en pacientes con cancer. Los niveles plasméaticos
de TIM-3 y Gal-9 se correlacionan de forma positiva en pacientes con leucemia mieloide
aguda y donantes sanos (Gongalves Silva et al., 2017). De manera similar, Gao et al., (2018)
informaron que los niveles plasmaticos de TIM-3 y Gal-9 se correlacionan positivamente en
pacientes con cancer de pulmon de células no pequefias. Los autores también revelaron que

hay 3.4 veces mas Gal-9 que TIM-3 soluble en plasma de estos mismos pacientes.

Los cambios detectados en los niveles en sangre de TIM-3 y Gal-9 han atraido interés
en oncologia por su posible valor clinico. A continuacidn, se destacan algunos reportes sobre
la utilidad clinica de estas proteinas solubles en el tamizaje, la estimacion de pronoéstico, y el

disefio de nuevas inmunoterapias.
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TIM-3 Y GAL-9 COMO BIOMARCADORES DE TAMIZAJE

Los niveles en sangre de TIM-3 y Gal-9 han mostrado potencial como biomarcadores para el
tamizaje de tumores so6lidos (Fang et al., 2018; Seifert et al., 2020). No obstante, la posible

utilidad clinica de ambas proteinas solubles para la deteccién de CaCu no se ha informado.

Fangetal., (2018) demostraron la capacidad de TIM-3 sérico para discriminar al cancer
de higado de otras enfermedades hepaticas. El estudio se conform6 por 84 pacientes con
carcinoma hepatocelular, y 92 pacientes infectados por el virus de la hepatitis B, con hepatitis
cronica, o con cirrosis hepatica. Al probar la capacidad discriminativa con un analisis de
curva ROC, encontraron que los niveles séricos de TIM-3 mayores o iguales a 3.27 log
(pg/mL) muestran una sensibilidad del 94 %, y una especificidad del 54.4 %. Esta evaluacion
demostrd que esta proteina soluble posee una capacidad discriminativa aceptable con un
ABC de 0.780. En conjunto, los hallazgos confirmaron el potencial de TIM-3 sérico como

biomarcador sensible para el tamizaje de carcinoma hepatocelular.

Otro grupo de investigacion evalu6 el potencial de Gal-9 sérica como biomarcador para
la deteccion de tumores de adenocarcinoma ductal de pancreas. El andlisis incluy6 a 28
donantes sanos y 70 casos enfermos. La curva ROC reveld una capacidad discriminativa
aceptable con un ABC de 0.776. Los resultados del estudio confirmaron que Gal-9 sérica
permite discriminar a los pacientes con adenocarcinoma ductal pancreatico de los donantes

sanos (Seifert et al., 2020).

En un estudio previo de nuestro grupo de investigacion se analiz6 si existian diferencias
en los niveles séricos de Gal-9 de 156 pacientes con CaCu y 34 mujeres sanas. Los resultados
indicaron que los niveles de Gal-9 son mayores con significancia estadistica en el suero de

pacientes con tumores de cérvix con respecto al suero de mujeres con citologia normal. Los
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niveles medios de Gal-9 sérica fueron de 4.479 + 0.07358 ng/mL para las pacientes con
CaCu, y de 3.754 £ 0.07484 ng/mL para las mujeres sanas (Reyes-Vallejo, 2020). Sin
embargo, en este estudio no se evaluo la capacidad de Gal-9 sérica para discriminar entre

pacientes con CaCu y mujeres con citologia normal.

TIM-3 Y GAL-9 COMO BIOMARCADORES DE PRONOSTICO

El potencial prondstico de los niveles en sangre de TIM-3 y Gal-9 en pacientes con CaCu no
se ha evidenciado. Sin embargo, existen informes sobre la capacidad de ambas proteinas
inmunorreguladoras para predecir los resultados a largo plazo de pacientes con otros tumores

solidos.

En un ensayo clinico en China, se inform6 que TIM-3 sérico presenta valor pronodstico
en pacientes con carcinoma hepatocelular. El seguimiento se realizo para 84 pacientes. Las
curvas de supervivencia de Kaplan-Meier demostraron que la supervivencia general es
notablemente menor en pacientes con altos niveles séricos de TIM-3. La tasa de
supervivencia general a 3 afos es del 33.3 % para pacientes con niveles séricos de TIM-3
<3,000 pg/mL, y del 17.7 % para pacientes con niveles séricos >3,000 pg/mL (Fang et al.,

2018).

La relacion de los niveles séricos de TIM-3 con la supervivencia general también se ha
demostrado para 120 pacientes con osteosarcoma. En este estudio se llevo a cabo un
seguimiento por 70 meses. Los pacientes con mayores niveles séricos de TIM-3 a 14.4 ng/mL
se asociaron con una menor supervivencia en comparacion con aquellos cuyos niveles séricos

de TIM-3 eran menores o iguales a 14.4 ng/mL (Ge et al., 2017).
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Sideras et al., (2019) inform6 sobre la capacidad de Gal-9 circulante en sangre
periférica para predecir los resultados clinicos a largo plazo de 80 pacientes con cancer de
higado. La duracién del seguimiento fue de 100 meses. Los autores encontraron que los
niveles de Gal-9 circulantes mayores a 42 pg/mL se asociaban con una peor supervivencia

especifica de carcinoma hepatocelular.

Otro estudio disefiado por investigadores canadienses demostrd la utilidad pronostica
de Gal-9 plasmatica en carcinoma de ovario seroso de alto grado. En este se realiz6 un
seguimiento de 144 pacientes. Los resultados indicaron que los altos niveles plasmaticos de

Gal-9 se asocian con una supervivencia a 5 afios mas baja (Labrie et al., 2017).

TIM-3 Y GAL-9 EN EL DISENO DE INMUNOTERAPIAS

La via de TIM-3/Gal-9 permite a las células tumorales de cérvix evadir la vigilancia
inmunitaria, y ha atraido gran interés en la inmunoterapia contra el CaCu (Chen et al., 2021).
El receptor TIM-3 se expresa a menudo en la superficie de los linfocitos T. La union de Gal-
9 extracelular con TIM-3 transmembrana de los linfocitos T suprime la inmunidad
antitumoral. Debido a que el bloqueo de la interaccion de TIM-3/Gal-9 tiene la capacidad de
restaurar la funcion de los linfocitos T del paciente para combatir al tumor, este se considera
un potencial objetivo terapéutico. La principal estrategia para la inhibicion de la via TIM-
3/Gal-9 consiste en flanquear con anticuerpos monoclonales a TIM-3 transmembrana. No
obstante, los esfuerzos para lograr su inhibicion completa han sido deficientes (Kandel et al.,
2021). Esto se debe en gran medida a que los aspectos mecanicistas y el contexto sistémico
de la via TIM-3/Gal-9 no se comprenden por completo. Hasta ahora, su estudio se ha
enfocado a la forma transmembrana de TIM-3 como receptor de Gal-9. No obstante, se ha

reportado que TIM-3 puede desprenderse de la membrana generando una forma corta soluble
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bajo condiciones inflamatorias (Gongalves Silva et al., 2017; Migita et al., 2021; Moller-
Hackbarth et al., 2013). El comportamiento que obedecen TIM-3 soluble y Gal-9 a nivel
circulatorio no se ha esclarecido, pero su estudio complementaria nuestro entendimiento
sobre el eje de TIM-3/Gal-9. Debido a que la respuesta inmune antitumoral localizada no
puede existir sin una comunicacién continua con la periférica, las nuevas estrategias
inmunoterapéuticas requieren una comprension profunda de la relacion del macroambiente
sistémico y los mecanismos inmunosupresores (Hiam-Galvez et al., 2021). Estudiar el
contexto sistémico asociado con la via de TIM-3/Gal-9 podria brindar informacion valiosa
para el disefio de nuevas estrategias terapéuticas que permitan impulsar vigorosas respuestas

antitumorales con efectos a nivel local, y amplificaciones a nivel sistémico.

Las problematicas abordadas en la actual investigacion se resumen a continuacion. El
diagnéstico tardio es un problema derivado de la baja capacidad de las pruebas de tamizaje
actuales para detectar al CaCu, por lo que se requiere de la incorporacion de herramientas
mas sensibles en los programas de deteccion rutinaria. Estas permitirian identificar a los
posibles casos con CaCu en etapas mas tempranas. La estimacion del pronostico en la
practica habitual se realiza con factores basados en las caracteristicas del tumor, pero esta es
imprecisa. Por lo que se necesitan pruebas mas confiables que permitan predecir los
resultados clinicos a largo plazo de las pacientes con CaCu. La evaluacion del riesgo-
beneficio de la terapia y vigilancia de respuesta terapéutica es escasa o ineficiente en los
programas de manejo del tratamiento de entornos con recursos limitados. De ahi que exista
una necesidad por desarrollar ensayos econdmicos y accesibles que permitan predecir el
beneficio terapéutico, y realizar el monitoreo en tiempo real de la respuesta al tratamiento.

Los cambios en el panorama inmunolodgico sistémico impulsados por el tumor de cérvix o su
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tratamiento no son tomados en consideracion en el manejo terapéutico actual. No obstante,
esta informacion sobre el perfil sanguineo podria ser util para el disefio de nuevas estrategias

basadas en el sistema inmunitario del paciente para combatir al tumor de cérvix.

Los niveles en sangre de TIM-3, Gal-9, y marcadores de anemia e inflamacion poseen
valor biomédico en cancer. Los cambios de los niveles en sangre de TIM-3 y Gal-9 han
atraido gran interés por su potencial para detectar tumores solidos, y estimar el riesgo
prondstico. En cambio, el valor clinico de los niveles en sangre de los marcadores de anemia
e inflamacion reside en su capacidad para predecir el pronostico y la respuesta al tratamiento
de los pacientes. Por lo que se han sugerido como potenciales biomarcadores para el curso
clinico en oncologia. Ademas, el estudio del comportamiento que obedecen los niveles de
TIM-3, Gal-9, y marcadores de anemia e inflamacion podria proporcionar informacién

elemental sobre los cambios del macroambiente sistémico que ocurren en CaCu.

En la presente tesis se determiné el valor clinico de los niveles en sangre de TIM-3,
Gal-9, y marcadores de anemia e inflamacion en pacientes con CaCu. Estos ensayos
proporcionaron informacion sobre los cambios en el macroambiente sistémico con potencial
utilidad en el disefio de nuevas inmunoterapias contra los tumores de cérvix. Ademas,
posibilitaron el descubrimiento de nuevos candidatos a biomarcadores de tamizaje,
estimacion de resultados clinicos a largo plazo, prediccion de beneficio terapéutico,

monitoreo de respuesta al tratamiento, y prondstico postratamiento para CaCu.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A medida que los tumores crecen generan cambios en el macroambiente sistémico que
debilitan la inmunidad antitumoral. Los cambios en el perfil sanguineo inducidos por las
células tumorales han arrojado luz sobre su potencial para detectar tumores sélidos, estimar
el prondstico, y predecir la respuesta al tratamiento. Ademas, se ha sugerido que estos
también podrian proporcionar informacion valiosa para el disefio de nuevas inmunoterapias

para combatir a los tumores.

Las proteinas solubles de TIM-3 y Gal-9 se encuentran implicadas en procesos que
promueven o evaden la inmunidad antitumoral. Ademas, se ha informado que los niveles de
TIM-3 y Gal-9 se encuentran incrementados en la sangre de pacientes con cancer con
respecto a la sangre de los donantes sanos. Estudios previos han demostrado su potencial
como biomarcadores de tamizaje en cancer. Si bien se conoce poco sobre el comportamiento
que obedecen TIM-3 y Gal-9 en el macroambiente sistémico, se ha reportado que los niveles
de TIM-3 y Gal-9 se correlacionan positivamente en la sangre de pacientes con cancer de
pulmon de células no pequenas. Ademads, los autores del estudio informaron que hay 3.4
veces mas Gal-9 que TIM-3 soluble en plasma de estos mismos pacientes. Por lo que nuestro
grupo de investigacion se dio a la tarea de evaluar si los niveles en sangre de Gal-9, TIM-3,
y Gal-9/TIM-3 permitian distinguir a las pacientes con CaCu de las mujeres con citologia
normal. Estos estudios se realizaron con el propdsito de identificar nuevos biomarcadores

para el tamizaje de CaCu.

Los tumores o su tratamiento inducen alteraciones en la eritropoyesis y en las
poblaciones de las células implicadas en la inflamacion. De acuerdo con el panorama

inmunologico sistémico, estos cambios pueden inhibir o activar la inmunidad antitumoral.



59

Los mediadores celulares y perturbaciones en la produccion de eritrocitos pueden
cuantificarse en la sangre, y se denominan marcadores de anemia e inflamacion. El interés
biomédico de estos marcadores reside en su capacidad de predecir la respuesta terapéutica en
pacientes con tumores solidos. De ahi que nuestro grupo se propusiera indagar si los niveles
en sangre de los marcadores de anemia e inflamacion previo, durante, o posterior al
tratamiento de CaCu localmente avanzado permiten discriminar entre las pacientes
respondedoras y no respondedoras. Estos ensayos se ejecutaron con la finalidad de encontrar
nuevos candidatos a biomarcadores de prediccion de beneficio terapéutico, vigilancia de

respuesta terapéutica, y pronostico postratamiento para CaCu.

Los cambios en el macroambiente sistémico de los pacientes con cancer pueden
proporcionar informacidon pronostica valiosa. En particular, los niveles de TIM-3, Gal-9, y
marcadores de anemia e inflamacion han atraido gran interés por su capacidad para predecir
los resultados clinicos a largo plazo de los pacientes con cancer. Por ello nuestro grupo de
investigacion se propuso determinar las relaciones de 17 nuevos indices basados en TIM-3,
Gal-9, y marcadores de anemia e inflamacién en relacion con cinco factores prondsticos
tradicionales de CaCu. Estos analisis buscaban revelar el potencial clinico de los nuevos
indices propuestos como posibles candidatos a biomarcadores prondsticos para pacientes con

tumores de cérvix.

La via de TIM-3/Gal-9 es uno de los mecanismos que usan las células tumorales de
cérvix para evadir al sistema inmunolégico. Actualmente, los enfoques inmunoterapéuticos
para esta via se centran en el bloqueo con anticuerpos monoclonales del receptor de TIM-3
en la membrana de los linfocitos T, pero estos esfuerzos no han logrado la inhibicién

completa del eje TIM-3/Gal-9. Ademas, el comportamiento que obedecen TIM-3 soluble y
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Gal-9 a nivel circulatorio dentro de esta via necesita aclararse. El estudio del panorama
inmunologico sistémico vinculado con la via inmunosupresora de TIM-3/Gal-9 podria
brindarnos una vision mas clara de su funcionamiento, y ampliar sus aplicaciones
terapéuticas. Tomando en consideracion lo anterior, nuestro grupo de investigacion se
propuso identificar firmas sanguineas basadas en TIM-3, Gal-9, y marcadores de anemia e
inflamacion en relacién con los rasgos clinico-histopatologicos del tumor de cérvix. La
documentacién de los cambios que obedecen TIM-3, Gal-9, y marcadores de anemia e
inflamacion podria proporcionar informacion valiosa para el disefio de nuevas estrategias
terapéuticas que permitan impulsar vigorosas respuestas antitumorales con efectos a nivel

local, y amplificaciones a nivel sistémico.
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JUSTIFICACION

El CaCu se ubica en el segundo lugar como causa de muerte por neoplasias malignas en la
mujer mexicana. El mal manejo clinico y terapéutico que enfrentan las pacientes con la
enfermedad en entornos con recursos limitados a menudo conduce al diagnostico tardio, el
tratamiento inadecuado, y el seguimiento clinico ineficiente. En consecuencia, surge la
necesidad de implementar nuevos programas de control mas econdmicos para CaCu
enfocados al diagnostico temprano, la estimacion de resultados clinicos a largo plazo, la
prediccion del beneficio terapéutico, la vigilancia de respuesta terapéutica, y el pronostico
postratamiento. La identificacion de biomarcadores como herramientas complementarias con
diferentes aplicaciones en el curso clinico de CaCu podria mejorar la atenciéon médica
habitual en contextos de bajos recursos. Por otro lado, los cambios en el panorama
inmunolodgico sistémico impulsados por el tumor de cérvix o su tratamiento no son tomados
en consideracion en el manejo terapéutico actual. No obstante, esta informacion sobre el

perfil sanguineo podria ser ttil para el disefio de nuevas inmunoterapias.

TIM-3 y Gal-9 son dos proteinas solubles que participan en la evasion o estimulacion
de la inmunidad antitumoral. Los cambios de los niveles en sangre de ambas proteinas con
caracter inmunorregulador han atraido gran interés por su potencial para detectar tumores
solidos, y estimar el riesgo pronostico en cancer. De manera similar, los mediadores celulares
implicados en la inflamacion, y las alteraciones de la eritropoyesis influyen en la fuerza de
la vigilancia inmunitaria. Estos pueden cuantificarse por andlisis de sangre y reciben el
nombre de marcadores de anemia e inflamacion. El valor clinico de los niveles en sangre de
estos marcadores reside en su capacidad para predecir el prondstico y la respuesta al

tratamiento de pacientes con cancer. Por lo tanto, la determinacion del valor clinico de los
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niveles de TIM-3, Gal-9, y marcadores de anemia e inflamacion podria proporcionar nuevos
biomarcadores que permitan aumentar la sensibilidad del tamizaje, mejorar la precision de la
estimacion de los resultados clinicos a largo plazo, predecir el beneficio terapéutico,
posibilitar el monitoreo de respuesta a tratamiento, y permitir la estimacioén del pronostico
postratamiento de las pacientes con CaCu. Ademads, estudiar el comportamiento que
obedecen los niveles de TIM-3, Gal-9, y marcadores de anemia e inflamaciéon podria
proporcionar informacion valiosa sobre el macroambiente sistémico con posible utilidad en

el disefio de nuevas inmunoterapias contra los tumores de cérvix.
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HIPOTESIS

1.

Los niveles de TIM-3, Gal-9, y la proporcion de Gal-9/TIM-3 en suero de pacientes
con CaCu se encuentran incrementados con respecto al suero de mujeres con citologia
normal.

Los niveles séricos de Gal-9, TIM-3, y la proporcion de Gal-9/TIM-3 permiten
distinguir a las mujeres con citologia normal de las pacientes con CaCu.

Existen correlaciones entre los niveles en sangre de Gal-9 y TIM-3, y de los
marcadores de anemia e inflamacion en pacientes con CaCu.

Los niveles en sangre de marcadores de anemia e inflamacion se relacionan con las
caracteristicas clinico-histopatoldgicas de peor prondstico en pacientes con CaCu.
Los altos niveles séricos de TIM-3 y Gal-9 se relacionan con las caracteristicas
clinico-histopatoldgicas de peor pronostico en pacientes con CaCu.

Existen firmas sanguineas basadas en TIM-3, Gal-9, y marcadores de anemia e
inflamacién en relacion con las caracteristicas clinico-histopatologicas de peor
prondstico en pacientes con CaCu.

Los niveles en sangre de indices basados en TIM-3, Gal-9, y marcadores de
inflamacion se encuentran incrementados en las pacientes con caracteristicas clinico-
histopatologicas de peor pronostico. En cambio, los niveles en sangre de indices
basados en TIM-3, Gal-9, y marcadores de anemia se encuentran disminuidos, con
respecto a aquellas con caracteristicas clinico-histopatologicas asociadas con una
mayor expectativa de vida.

La mala respuesta terapéutica se asocia con los niveles en sangre de marcadores de

anemia e inflamacién previo, y posterior al tratamiento de pacientes con CaCu
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localmente avanzado. En comparacion con las pacientes respondedoras, las pacientes
no respondedoras exhiben menores cambios de los niveles en sangre de estos
marcadores durante el tratamiento.

Los niveles en sangre de marcadores de anemia e inflamacioén previo, durante, y
posterior al tratamiento de CaCu localmente avanzado permiten distinguir a las

pacientes respondedoras de las no respondedoras.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el valor clinico de los niveles en sangre de TIM-3, Gal-9, y marcadores

de anemia e inflamacion en pacientes con CaCu.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Cuantificar los niveles séricos de TIM-3 en mujeres con citologia normal y pacientes
con CaCu.

Determinar si existen diferencias entre los niveles séricos de TIM-3, Gal-9, y la
proporcion de Gal-9/TIM-3 de mujeres con citologia normal y pacientes con CaCu.
Evaluar si los niveles séricos de TIM-3, Gal-9, y la proporcion de Gal-9/TIM-3
permiten discriminar entre mujeres con citologia normal y pacientes con CaCu.
Determinar las correlaciones entre los niveles en sangre de TIM-3 y Gal-9, y de los
marcadores de anemia e inflamacion de pacientes con CaCu.

Determinar si los niveles en sangre de marcadores de anemia e inflamacion se
relacionan con las caracteristicas clinico-histopatoldgicas de pacientes con CaCu.
Evaluar si los niveles séricos de TIM-3 y Gal-9 se relacionan con las caracteristicas
clinico-histopatoldgicas de pacientes con CaCu.

Identificar firmas sanguineas basadas en TIM-3, Gal-9, y marcadores de anemia e
inflamacion en relacion con las caracteristicas clinico-histopatologicas de pacientes
con CaCu.

Evaluar si los niveles en sangre de indices basados en TIM-3, Gal-9, y marcadores de
anemia e inflamacién se asocian con las caracteristicas clinico-histopatologicas de

pacientes con CaCu.
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9. Determinar la relacion de la respuesta terapéutica y los niveles en sangre de
marcadores de anemia e inflamacion previo, durante, y posterior al tratamiento de
pacientes con CaCu localmente avanzado.

10. Evaluar si los niveles en sangre de marcadores de anemia e inflamacion previo,
durante, y posterior al tratamiento de CaCu localmente avanzado permiten

discriminar entre las pacientes respondedoras y no respondedoras.
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METODOLOGIA

DISENO DE INVESTIGACION
La investigacion se conformé por tres ensayos con diferentes disefios clinicos. Todos los
estudios fueron analiticos observacionales. Entre éstos se incluy6 un estudio de casos y

controles, un estudio transversal, y un seguimiento retrospectivo.

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES

El estudio de casos y controles determind si existian diferencias entre los niveles séricos de
TIM-3, Gal-9, y la proporcioén de Gal-9/TIM-3 de mujeres con citologia normal y pacientes
con CaCu. Ademas, evaluo si los niveles séricos de TIM-3, Gal-9, y la proporcion de Gal-
9/TIM-3 permiten discriminar entre mujeres con citologia normal y pacientes con CaCu. La
comparacion de los niveles séricos de TIM-3 y Gal-9 en mujeres con citologia normal, y
pacientes con CaCu permiti6 conocer las diferencias entre grupos. Los andlisis de correlacion
revelaron el tipo de proporcionalidad que poseen los niveles séricos de TIM-3 y Gal-9 en
cada grupo de pacientes. Ademas, calculamos la proporcion sérica de Gal-9/TIM-3 de los
casos con CaCu y controles sanos. Esto con el fin de revelar si las proporciones de ambas
proteinas séricas diferian entre grupos. La construccion de curvas caracteristicas de operacion
del receptor (ROC) se realizo para valorar el potencial de los niveles séricos de TIM-3, Gal-

9, y Gal-9/TIM-3 como posibles biomarcadores de tamizaje para CaCu.

ESTUDIO TRASVERSAL

El estudio trasversal se plane6 con el propdsito de detectar patrones de los niveles en sangre
de TIM-3, Gal-9, y marcadores de anemia e inflamacion asociados con las caracteristicas
clinico-histopatologicas de pacientes con CaCu. Los rasgos clinico-histopatologicos

vinculados con el pronostico de CaCu incluyeron al estadio FIGO, tamatfio, tipo histologico,
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grado de diferenciacion, y queratinizacion del tumor. De manera general, el estudio se dividio

en 5 partes, y éstas se describen a continuacion.

En la primera parte del estudio se determinaron las correlaciones entre los niveles en
sangre de TIM-3 y Gal-9 con los niveles de 21 marcadores de anemia e inflamacion de
pacientes con CaCu. El ensayo se constituy6 por 42 analisis de correlacion. Los resultados
se ilustraron en mapas de calor en funcion de los valores p, y coeficientes r obtenidos. En la
segunda parte del estudio se explor6 la relacion de los niveles en sangre de los marcadores
de anemia e inflamacion con las caracteristicas clinico-histopatologicas de pacientes con
CaCu. El andlisis consistio en 105 ensayos de comparacion entre grupos. Para ello, se llevo
a cabo la confrontacion de los niveles en sangre de 21 marcadores de anemia e inflamacion,
y 5 caracteristicas clinico-histopatologicas de los casos con CaCu. De manera similar, en la
tercera parte del estudio se evalud la relacion de los niveles séricos de TIM-3 y Gal-9 con 5
rasgos clinico-histopatolégicos. Este ensayo incluy6 10 andlisis de comparacion entre grupos

y 2 de curvas ROC.

Con el fin de evaluar relaciones mas complejas para las dos siguientes partes del
estudio, seleccionamos solo a las caracteristicas clinico-histopatologicas que compartian
vinculos tanto con los niveles en sangre de TIM-3 y Gal-9 como con los niveles en sangre de
marcadores de anemia e inflamacion de pacientes con CaCu. Es decir, seleccionamos la
queratinizacion de tumores de cérvix, porque esta caracteristica histopatologica compartia
relacion con los niveles en sangre de TIM-3, y marcadores de anemia e inflamacion. Ademas,
elegimos el tamafio de tumor de cérvix debido a que esta caracteristica clinica guardaba

relacion con los niveles en sangre de Gal-9, y marcadores de anemia e inflamacion.
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La cuarta parte del estudio comparativo tuvo como objeto identificar firmas sanguineas
basadas en TIM-3, Gal-9, y marcadores de anemia e inflamacion asociadas con el tamafo y
queratinizacion de tumores en las pacientes con CaCu. La evaluacion de firmas sanguineas
incluy6 84 analisis. Con el proposito de construir los perfiles sanguineos, determinamos las
correlaciones de los niveles en sangre de TIM-3 y Gal-9, y de 21 marcadores de anemia e
inflamacion para cada subgrupo de pacientes. Los andlisis de relacion reciproca de los niveles
en sangre de TIM-3, y marcadores de anemia e inflamacion se ejecutaron para pacientes con
tumores de cérvix queratinizantes, y no queratinizantes. En cambio, los anélisis de la relacion
lineal de los niveles en sangre de Gal-9, y marcadores de anemia e inflamacion se efectuaron
para pacientes con tumores de cérvix <6 cmy >6 cm. Los valores p y coeficientes r resultantes
se representaron en mapas de calor. La identificacion de firmas sanguineas se realizo con la
finalidad de determinar los cambios hematologicos asociados con las caracteristicas
tumorales, y que a perspectiva esta informacion permita adaptar las estrategias

inmunoterapéuticas en CaCu.

Finalmente, en la quinta parte del estudio evaluamos si los niveles en sangre de indices
basados en TIM-3, Gal-9, y marcadores de anemia e inflamacion se asociaban con las
caracteristicas clinico-histopatoldgicas de pacientes con CaCu. Para ello, determinamos la
relacion de las proporciones basadas en los niveles en sangre de TIM-3, Gal-9, y de 14
marcadores de anemia e inflamacion con el tamafio, y queratinizaciéon de tumores en
pacientes con CaCu. La comparacion de los indices basados en los niveles en sangre de TIM-
3, y marcadores de anemia e inflamacion se realiz6 entre pacientes con tumores de cérvix
queratinizantes, y no queratinizantes. En cambio, las comparaciones de los indices basados

en los niveles en sangre de Gal-9, y marcadores de anemia e inflamacion se efectuaron entre
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pacientes con tumores de cérvix <6 cm y >6 cm. La capacidad discriminativa de los indices
propuestos se determino con andlisis de curvas ROC. En conjunto, los analisis se realizaron
con la finalidad de que los nuevos indices propuestos brinden potenciales candidatos a

biomarcadores de prondstico para CaCu.

SEGUIMIENTO RETROSPECTIVO

El seguimiento retrospectivo se disefid para indagar en la asociacién de la respuesta
terapéutica con los niveles en sangre de marcadores de anemia e inflamacion previo, durante,
y posterior al tratamiento de pacientes sometidas a quimiorradioterapia concurrente a base
de cisplatino para el tratamiento de CaCu localmente avanzado. Ademads, para evaluar si estos
marcadores permiten discriminar entre las pacientes respondedoras y no respondedoras al
tratamiento. El motivo del seguimiento fue determinar si los niveles en sangre de marcadores
de anemia e inflamacidn previo, durante, y posterior al tratamiento muestran potencial como
posibles biomarcadores de beneficio terapéutico, vigilancia de respuesta terapéutica, y

prondstico de respuesta a tratamiento.

La primera parte del estudio incluy6d 54 andlisis de comparacion. Determinamos la
asociacion de los niveles en sangre de 18 marcadores de anemia e inflamacion con los grupos
de pacientes que mostraron buena respuesta, y aquellas que presentaron resistencia. Estos
ensayos se realizaron en tres puntos del programa de tratamiento: previo, durante, y posterior
al tratamiento. La capacidad de los niveles en sangre de marcadores de anemia e inflamacion
para discriminar a las pacientes no respondedoras se valido con curvas ROC. Los gréficos se
construyeron usando como control a las pacientes con buena respuesta al tratamiento.
Ademas, se determind el punto de corte, la especificidad, la sensibilidad, y la calidad de

modelo predictivo para cada marcador sanguineo.
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POBLACION DE ESTUDIO
UNIVERSO DE ESTUDIO

El universo del estudio se conform6 por mujeres diagnosticadas con CaCu en la Unidad
Médica de Alta Especialidad (UMAE) Manuel Avila Camacho del Instituto Mexicano del

Seguro Social (IMSS) en Puebla, Pue.

CRITERIOS EN LA SELECCION DE PACIENTES
CRITERIOS DE INCLUSION

e Pacientes mayores de 18 afios.

e Pacientes diagnosticadas con CaCu por examen clinico, y analisis
anatomopatologico.

e Pacientes que contaban con base de datos: personales, antecedentes médicos,
caracteristicas clinico-patoldgicas, y biometrias hematicas.

e Pacientes que autorizaron el uso de sus datos relativos a la salud y muestras de sangre
periférica.

CRITERIOS DE EXCLUSION

e Pacientes con otros tumores, enfermedades hematoldgicas, disfuncién renal o
hepética grave.

e Pacientes con alergias o infecciones activas.

CRITERIOS DE ELIMINACION

e Pacientes que decidieron retirarse del estudio en algin momento de la investigacion.

CARACTERISTICAS DE LA POBLACION

La poblacion de estudio incluyd a 34 mujeres con citologia normal, y 50 pacientes recién
diagnosticadas con CaCu. El intervalo de edad fue de 26 a 87 afios. Las pacientes mostraron

una edad media de 51 afios en el momento del diagndstico.
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MUESTRAS DE PACIENTES

La toma de muestra sanguinea se llevé a cabo en la UMAE del IMSS. El muestreo se realiz6
a conveniencia. Las 40 muestras de sangre para la recuperacion de suero hematico se tomaron
de pacientes con CaCu recién diagnosticadas, y que no habian iniciado tratamiento.
Asimismo, se recolectaron 34 muestras sanguineas de mujeres con citologia normal. La
donacion de sangre con fines de investigacion clinica fue autorizada por las participantes en

el proceso de consentimiento informado (Material suplementario 1).

VARIABLES DE ESTUDIO

El proyecto consistio en la evaluacion de 57 variables de estudio. Estas incluyeron 2 variables
experimentales, 5 caracteristicas clinico-histopatologicas, 21 marcadores de anemia e
inflamacion, 1 indice de Gal-9/TIM-3, y 28 indices basados en TIM-3, Gal-9, y marcadores
de anemia e inflamacion en pacientes con CaCu. Las variables experimentales y clinico-
histopatologicas se muestran en la Tabla 2. Los niveles séricos de TIM-3 y Gal-9
representaron la concentracion dada en nanogramos de proteina por mililitro de suero. Las
caracteristicas clinico-histopatoldgicas funcionaron como factores prondsticos de la
enfermedad. Los marcadores de inflamacion incluyeron el conteo de células sanguineas e
indices de inflamacion. Los recuentos de células en sangre permitieron conocer el nimero de
leucocitos y plaquetas por microlitro de sangre. Los indices de inflamacion determinaron las
proporciones del recuento celular de mediadores proinflamatorios y antiinflamatorios. Los
marcadores de anemia indicaron el conteo de eritrocitos y propiedades de la sangre. En
conjunto, estos marcadores sanguineos permitieron conocer el grado de anemia e inflamacion

para cada paciente con CaCu.
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Tabla 2. Variables experimentales y clinico-histopatologicas

Categoria Numero de variables (n=28) Variables de estudio

Niveles de TIM-3 séricos
Niveles de Gal-9 séricos

Niveles séricos 2

Caracteristicas clinicas

Estadio FIGO (I, 1, IIL, IV)
Tamatfio de tumor (<6 cm, >6 cm)

Caracteristicas clinico- 5 Caracteristicas histopatologicas
histopatologicas

Tipo histolégico (CCE, AC, AE)
Grado de diferenciacion (BD y MD,
PD)

Queratinizacion (Q, NQ)

Recuento celular

Leucocitos
Neutrofilos
Monocitos
Linfocitos
Eosinofilos
Basofilos
Plaquetas

Indices de inflamacion

Plaquetas/Linfocitos
Neutrofilos/Plaquetas
Monocitos/Linfocitos
Neutrofilos/Linfocitos
Eosinofilos/Linfocitos
Indice PIV

indice SIRI

Marcadores 21

Parametros de eritrograma

Eritrocitos
Hemoglobina
Hematocrito
RDW

VCM

HCM

CHCM

Abreviaturas. CCE: Carcinoma de células escamosas. AC: Adenocarcinoma. AE: Carcinoma adenoescamoso.
BD y MD: Bien y moderadamente diferenciado. PD: Pobremente diferenciado. Q: Queratinizante. NQ: No
queratinizante. VCM: Volumen celular medio. CHCM: Concentraciéon de hemoglobina corpuscular media.
HCM: Hemoglobina corpuscular media. RDW: Amplitud de distribucion eritrocitaria.

Los nuevos indices basados en TIM-3, Gal-9, y marcadores de anemia e inflamacion
de pacientes con CaCu, se ilustran en la Tabla 3. Estos se dividen en dos grupos. El primer

grupo representa la relacion de los niveles en sangre de TIM-3 y Gal-9 con el conteo de



74

leucocitos y plaquetas. El segundo grupo exhibe la razon matematica de los niveles en sangre

de TIM-3 y Gal-9 con los marcadores de anemia.

Tabla 3. Indices basados en TIM-3, Gal-9, y marcadores de anemia e inflamacion

Categoria

Numero de variables (n=29)

Variables de estudio

Indice de Gal-9/TIM-3

1

Gal-9/TIM-3

Indices de TIM-3

14

Leucocitos /TIM-3
Linfocitos/TIM-3
Monocitos/TIM-3
Neutro6filos/TIM-3
Basofilos/TIM-3

Eosinéfilos/TIM-3
Plaquetas/TIM-3

Eritrocitos/TIM-3
Hemoglobina/TIM-3
Hematocrito/TIM-3
CHCM/TIM-3
HCM/TIM-3

VCM/TIM-3
RDW/TIM-3

Indices de Gal-9

14

Leucocitos/log(Gal-9)
Linfocitos/log(Gal-9)

Monocitos/log(Gal-9)
Neutrofilos/log(Gal-9)
Basofilos/log(Gal-9)

Eosinofilos/log(Gal-9)
Plaquetas/log(Gal-9)

Eritrocitos/log(Gal-9)
Hemoglobina/log(Gal-9)
Hematocrito/log(Gal-9)
CHCM/log(Gal-9)
HCM/log(Gal-9)
VCM/log(Gal-9)
RDW/log(Gal-9)

La descripcion de cada una de las variables del estudio se presenta en las Tablas

suplementarias S1-11.
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PROCESO TECNICO
RECOLECCION DE SANGRE PERIFERICA

La toma de muestras sanguineas de mujeres con citologia normal y pacientes con CaCu para
la recuperacion de suero hemadtico se llevd a cabo con tubos BD Vacutainer® sin
anticoagulante EDTA. El protocolo de venopuncion se efectudé en el Servicio de Radio-

Oncologia por estudiantes de Servicio Social en Investigacion en Salud.

MANEJO DE MUESTRAS DE SUEROS

Los tubos de sangre periférica se centrifugaron a 5000 RPM durante 10 min. Se recupero la
fraccion sérica, y se desecho el precipitado con los remanentes. El suero se almacen6 a —20

°C hasta su uso.

CUANTIFICACION DE LOS NIVELES SERICOS DE TIM-3 Yy GAL-9

Los niveles séricos de TIM-3 en mujeres con citologia normal y pacientes con CaCu se
midieron a través de un ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) durante el
desarrollo de la presente tesis. Para el cual se utiliz6 el kit Human TIM-3 SimpleStep ELISA
de Abcam. En cambio, en un estudio previo de nuestro grupo de investigacion se
cuantificaron los niveles séricos de Gal-9 con el kit Quantikine ELISA Human Gal-9
Immunoassay de R&D Systems (Reyes-Vallejo, 2020), y las concentraciones obtenidas se

usaron en el presente proyecto.

El ELISA de tipo sandwich de ambos kits se realiz6 de acuerdo con las instrucciones

sugeridas por el fabricante (Materiales suplementarios 3-4). Esta técnica requiri6 de una placa

de 96 pozos recubierta con un anticuerpo que permite la retencion especifica de la proteina
de estudio. En los pozos se afiadieron por duplicado las muestras de suero diluidas, una serie

de concentraciones conocidas de la proteina diana, y un blanco. La placa se llevé a incubacion
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para permitir la retencion de la proteina objetivo por el anticuerpo revestido. Después de la
incubacion se descart6 el sobrenadante con el fin de remover a las moléculas no unidas. A
los pozos se les afiadid el coctel de anticuerpos que incluy6 al anticuerpo de captura, y al
anticuerpo detector acoplado a una enzima, y luego su sustrato. El consumo del sustrato
generd una reaccion colorimétrica en proporcion a la cantidad de proteina de interés detectada
en el suero. Esta reaccion se detuvo con la solucidon de paro luego de la incubacion. Se midid
la absorbancia derivada del cambio de color de los pozos en las muestras de suero con el

lector de placas Synergy de Biotech.

Mas adelante, se construy6 la curva de referencia de las concentraciones conocidas de
las diluciones seriadas de la proteina de interés contra sus valores de absorbancia. Las réplicas
de la lectura de absorbancia de las muestras de suero fueron promediadas, y multiplicadas
por el factor de dilucion. Ademas, se les resto la media de absorbancia del blanco. Los valores
resultantes se sometieron a interpolacion lineal dentro del intervalo conocido de la curva de
referencia. Este método matematico nos permitié estimar los niveles séricos de la proteina

de estudio a partir de los valores de absorbancia obtenidos en el ensayo.

OBTENCION Y RECUPERACION DE DATOS RELATIVOS A LA
SALUD

Los estudiantes de Servicio Social en Investigacion en Salud del IMSS recopilaron de forma
retrospectiva 50 expedientes clinicos de pacientes con CaCu. Estos incluyeron notas médicas,
informes anatomopatoldgicos, y andlisis de biometria hematica en formato fisico. El periodo

de recuperacion fue del 2017 al 2021.
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DATOS CLINICO-HISTOPATOLOGICOS

Las caracteristicas clinico-histopatologicas de las pacientes con CaCu se determinaron a
través de la examinacion clinica por el personal del Servicio de Radio-Oncologia. Ademas,
por el estudio histopatologico de una biopsia sélida del tejido de cérvix por el Servicio de
Patologia del IMSS. El estadio clinico, tamafio de tumor, tipo histologico, grado de
diferenciacion, y queratinizacion de las pacientes se extrajo de las notas médicas, e informes
anatomopatoldgicos en formato fisico de 50 pacientes. Los datos clinico-histopatologicos se

importaron en un expediente clinico electronico, y se usaron en la actual investigacion.

DATOS DE BIOMETRIAS HEMATICAS

Los datos biométricos se determinaron por andlisis de sangre total en el Servicio de
Hematologia del UMAE perteneciente al IMSS. Los niveles en sangre de marcadores de
anemia, leucocitos y plaquetas se recuperaron de los andlisis biométricos de 50 pacientes
pretratamiento. Ademas, se recopilaron 16 biometrias hematicas de pacientes postratamiento.
Los datos de las variables hematoldgicas se incorporaron a un registro médico digital para el

desarrollo de esta tesis.

DATOS DEL PROGRAMA DE TRATAMIENTO

El tratamiento de las pacientes se dicté de acuerdo con las pautas de practica clinica en
oncologia para CaCu de la Red Nacional Integral del Cancer (NCCN, 2020). El programa de
tratamiento se expidio6 por el personal médico del Servicio de Radio-Oncologia, y Oncologia
Meédica. Los antecedentes del tratamiento se recolectaron de 32 notas médicas en formato
fisico. Los datos de radioterapia y quimioterapia recopilados incluyeron la dosis de radiacion

o medicamento, nimero de tratamientos, y periodo total de tiempo del tratamiento. La
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informacion del plan gradual del tratamiento de las pacientes se import6d en una aplicacion

de base de datos en linea, y se us6 en el presente proyecto.

DATOS DE RESPUESTA AL TRATAMIENTO

La respuesta al tratamiento se determind de acuerdo con la informacion disponible en la
historia clinica de las pacientes con CaCu localmente avanzado. Las notas médicas expedidas
por el Servicio de Radio-Oncologia, y Oncologia Médica se digitalizaron, y almacenaron en

una computadora de acceso restringido.

PROGRAMA DE TRATAMIENTO

Las pacientes con CaCu localmente avanzado se sometieron a quimiorradioterapia
concurrente a base de cisplatino. La radioterapia consistio en una dosis total de radiacion de
50 Grays en 25 tratamientos. La quimioterapia se realizd con una dosis total de 250 mg de
cisplatino por via intravenosa en 5 ciclos. Ambos procedimientos se llevaron a cabo durante

~5 semanas.

EVALUACION DE RESPUESTA AL TRATAMIENTO

La clasificacion de las pacientes respondedoras y no respondedoras se precisé segun los
informes de las notas de evolucion. Las pacientes que respondieron al tratamiento poseian
reportes de regresion tumoral, tiempo libre de la enfermedad mayor a ~2 afios, o alta. En
contraste, las pacientes que presentaron mala respuesta al tratamiento contaron con
notificaciones de persistencia de la enfermedad, recurrencia, metastasis, remision a cuidados

paliativos, o muerte.
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ANALISIS ESTADISTICOS

Los andlisis estadisticos se realizaron en el programa Prisma Graphpad (version 8.0;
Corporacion GraphPad, EUA), y IBM SPSS Statistics (version 23.0; empresa IBM, EUA).
En todos los anélisis se consideraron estadisticamente significativos los valores de p <0.05.

Los datos se muestran como media + error estandar de la media (EEM).

El preprocesamiento estadistico se conformo por la verificacion de la normalidad, y la
comprobacion de la homocedasticidad de varianzas para cada grupo de datos. Las pruebas
estadisticas utilizadas incluyeron comparaciones de dos muestras independientes,
comparaciones de tres o mas muestras independientes, analisis de correlaciones, mapas de
calor, curvas ROC, y gréficos de calidad del modelo predictivo. Todos estos analisis se

describen en las siguientes secciones.

VERIFICACION DE COMPORTAMIENTO NORMAL

La normalidad de los datos se probo por interpretacion grafica de histogramas, y por prueba
de normalidad. La normalidad de los datos se verifico con la prueba de Shapiro-Wilk para
tamafios de muestras con n <50 por grupo. Los datos paramétricos presentaron valores p

>0,05. A diferencia de los datos no paramétricos que mostraron valores p <0.05.

COMPROBACION DE HOMOCEDASTICIDAD DE VARIANZAS

La seleccion de las pruebas de homogeneidad se basé en el tamaiio de muestra por grupo, y
su simetria. Los analisis de la homogeneidad de varianzas en grupos de datos con varianzas
homogéneas presentaron valores p >0.05. Al contrario, los grupos con varianzas

heterogéneas mostraron valores p <0.05.
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COMPARACIONES DE DOS MUESTRAS INDEPENDIENTES

Las comparaciones de dos muestras independientes de datos paramétricos fueron procesadas
por pruebas t de dos colas. Previo al anélisis comparativo, se realizé una prueba F de Fisher
de analisis de varianzas para dos grupos. Los grupos de dos muestras independientes que
cumplian con la condicion de homogeneidad de varianzas se compararon con la prueba t
Student no pareada. En cambio, para los grupos de dos muestras independientes con
varianzas heterogéneas se realiz6 la prueba t Welcher no pareada. Las comparaciones de dos
muestras independientes de datos no paramétricos se sometieron a la prueba U de Mann-

Whitney.

COMPARACIONES DE TRES O MAS MUESTRAS INDEPENDIENTES

Las comparaciones de tres o mas muestras independientes de datos paramétricos se realizaron
con la prueba ANOVA de una via. Previo al andlisis comparativo, se realiz6 la prueba de
Brown-Forsythe de andlisis de varianzas. Las comparaciones entre grupos con
homogeneidad de varianzas y tamafios de muestra desiguales se realizaron con la prueba post
hoc de Tukey-Kramer. Las comparaciones entre grupos con heterogeneidad de varianzas y
tamafios desiguales de muestra se ejecutaron con la prueba post hoc de Dunnett T3 y Fisher
LSD. Las comparaciones de tres o0 mas muestras independientes de datos no paramétricos se
llevaron a cabo con la prueba de Kruskal-Wallis, y la comparacion entre grupos se realizéd

con la prueba post hoc de Dunn.

ANALISIS DE CORRELACION

Antes de los andlisis de correlacion se verificé la linealidad, y homocedasticidad. La
linealidad de las variables de cada andlisis de correlacién se comprob6 mediante graficos de

dispersion. La homocedasticidad de los datos se confirmé con la prueba de Bartlett. La
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correlacion de datos no paramétricos se ejecutd con la prueba de correlacion de Spearman.
La correlacion de datos paramétricos y homogeneidad de varianzas se realizé mediante la
prueba de correlacion de Pearson. Ademds, se calculd la R? que nos permitio evaluar la

dispersion de los puntos de datos alrededor de la linea de regresion ajustada.

MAPAS DE CALOR

Los mapas de calor partieron de andlisis de correlacion de las variables de estudio. Los
gréaficos se construyeron con base en los valores p y los coeficientes r de Spearman y Pearson
obtenidos. Los valores de p se representan en un gradiente de color verde. Este ilustra de
forma colorimétrica el grado de significancia para cada correlacion. Los valores p mas
pequefios muestran las tonalidades més oscuras, y viceversa (Figura 8A). Como se aprecia
en la Figura 8B, los coeficientes de r dentro del intervalo -1 a +1 se exponen con un doble
gradiente. Las correlaciones positivas se exhiben en azul, y las negativas en rojo. En ambos

casos, las altas intensidades de color indican mayores fuerzas de correlacion.

(A) (B)
Valor p Valorr

0.05 1
0.04 0.5
0.03 8‘;
0.02 o
0.01 03
0.001 .05
0.0001 -1

Figura 8. Representacion grdfica de los valores p y coeficientes r en mapas de calor

(A) Escala de valores p en un gradiente de color verde desde 0.0001 a 0.05. (B) Escala de los coeficientes de r
en un doble gradiente de los colores rojo y azul desde -1 a +1.
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CURVAS ROC

Las curvas ROC se trazaron con las tasas de verdaderos positivos contra las tasas de falsos
negativos. Los parametros que se calcularon incluyeron el area bajo la curva (ABC),
intervalos de confianza (IC) al 95 %, coordenadas, e indice J de Youden. Las curvas ROC
con mas de un marcador se realizaron con datos pareados. En los graficos de las curvas ROC,
los clasificadores que dan curvas mas cercanas a la esquina superior izquierda indican un
mejor rendimiento. La linea en diagonal a 45 grados representa el umbral de utilidad
discriminatoria. Entre mas cerca se encuentre la curva a la linea de referencia, menos

sensible, y especifico es el marcador.

El ABC sefiala la capacidad de un clasificador para distinguir entre los individuos con
la caracteristica de estudio y los controles. Los valores >0.7 de ABC indicaron que
marcadores poseian una capacidad discriminativa aceptable. El ABC también se utiliz6 para
confrontar el desempefio entre marcadores. En las comparaciones, el marcador con mayor

ABC poseia el mejor rendimiento.

El indice J de Youden sirvid para seleccionar el punto de corte 6ptimo, y medir la
eficacia del marcador de estudio. Este se calculo con la diferencia entre la tasa de verdaderos
positivos y la tasa de falsos positivos sobre todos los posibles valores de punto de corte
(Ecuacion 1). Los valores del indice J >0.5 indican que el punto de corte cumple con la

sensibilidad y especificidad para discriminar de manera eficiente.

Ec.1 J(x) = [(sensibilidad (x)) — (1 — especificidad (x)]

El punto de corte nos permiti6 definir la sensibilidad y especificidad maxima de cada

clasificador de estudio. La sensibilidad indica la capacidad de la prueba para detectar
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correctamente a los verdaderos positivos. En cambio, la especificidad sefiala el poder para

discriminar a los verdaderos negativos.

GRAFICOS DE CALIDAD GENERAL DEL MODELO PREDICTIVO

La calidad del modelo predictivo se representa en graficos de barras horizontales con los
valores de ABC del intervalo inferior de confianza al 95 %. Un modelo aceptable posee
puntuaciones de ABC superiores a 0.5. Un valor inferior a 0.5 indica que el modelo no es

mejor que la prediccion aleatoria.

REGISTRO DEL PROYECTO Y APROBACION POR EL COMITE
ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

La presente tesis incluy6 pacientes que aceptaron participar en el proyecto “Expresion de
Galectina 9 en cancer cervicouterino: marcador predictivo de respuesta al tratamiento y
supervivencia”. El estudio fue autorizado por los comités de ética e investigacion cientifica
del IMSS, y registrado con el numero R-2017-785-119. El proceso de consentimiento
informado de las participantes consistid en la firma de un documento con la descripcion

general de la investigacion (Material suplementario 1), y la explicacion del escrito por el

personal médico. Durante este procedimiento las pacientes concedieron permiso para que sus
muestras de sangre, historia clinica, y datos relativos a la salud se usen con fines de
investigacion. El proyecto cumplid con las pautas de la Ley Federal de Salud y de Puebla, el
reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion, la NOM-012-SSA3-201,
la normativa de la Comision Nacional de Bioética, y la Declaracion de Helsinki de la

Asociacion Médica Mundial.
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RESULTADOS

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES

DETERMINACION DE LAS DIFERENCIAS ENTRE LOS NIVELES SERICOS DE TIM-3, GAL-
9, Y LA PROPORCION DE GAL-9/TIM-3 DE MUJERES CON CITOLOGIA NORMAL Y
PACIENTES CON CACU

La primera parte del estudio buscé determinar las diferencias entre los niveles séricos de
TIM-3 y Gal-9 de 7 mujeres con citologia normal, y 26 pacientes con CaCu. La comparacion
de los niveles séricos de TIM-3 y Gal-9 cuantificados por ELISA se realiz6 entre mujeres
con citologia normal, y pacientes con CaCu recién diagnosticadas. Los resultados mostraron
que los niveles séricos de TIM-3 y Gal-9 son mayores en pacientes con CaCu en comparacion
con el grupo control (Figuras 9A-B). Encontramos diferencias significativas para los niveles
séricos de Gal-9 entre pacientes con CaCu, y mujeres con citologia normal (p <0.001)
(Figura 9A). Sin embargo, no se identificaron diferencias estadisticas para los niveles séricos

de TIM-3 entre los casos con CaCu y controles sanos (Figura 9B).
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Figura 9. Niveles séricos de Gal-9 y TIM-3 en mujeres con citologia normal y pacientes con CaCu

Comparacién de los niveles séricos de (A) Gal-9, y (B) TIM-3 entre mujeres con citologia normal (n=7), y
pacientes con CaCu (n=26). Las comparaciones entre grupos se realizaron con la prueba U de Mann—Whitney
no pareada. Cada punto representa el dato de una paciente. Las barras verticales se muestran como media +
EEM. Abreviaturas. Normal: Mujeres con citologia normal. CaCu: Pacientes con cancer cervicouterino.
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Mas adelante, nos interes6 determinar si existian diferencias en el tipo de
proporcionalidad de los niveles séricos de TIM-3 y Gal-9 en mujeres con citologia normal, y
pacientes con CaCu. Los analisis de relacion lineal entre los niveles séricos de TIM-3 y Gal-
9 se ejecutaron para mujeres con citologia normal (n=7), pacientes con CaCu (n=26), y ambos
(n=33). La evaluacidn conjunta de las mujeres que pertenecian a los dos grupos de estudio
exhibio6 una correlacion positiva y débil entre los niveles séricos de TIM-3 y Gal-9 (r=0.3965,
p<0.05) (Figura 10A). Cuando se evalu6 por grupo de estudio, en las mujeres con citologia
normal, los niveles séricos de TIM-3 y Gal-9 presentaron una correlacion positiva y fuerte
(r=0.8571, p<0.05) (Figura 10B). En cambio, en el grupo de pacientes con CaCu los niveles
séricos de TIM-3 y Gal-9 mostraron una relacion reciproca positiva y media (r= 0.4121,

p<0.05) (Figura 10C). Los tres analisis de correlacion fueron significativos.

R*=0.1662 R*=0.7813 R*=0.1374
(A) r=0.3965 (B) r=0.8571 (C) r=0.4121
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Figura 10. Correlacion de los niveles séricos de Gal-9 y TIM-3 en mujeres con citologia normal y pacientes
con CaCu

(A) Relacion lineal positiva entre los niveles séricos de TIM-3 y Gal-9 de mujeres con citologia normal y
pacientes con CaCu (n=33). Relacién reciproca positiva entre los niveles séricos de TIM-3 y Gal-9 en (B)
mujeres con citologia normal (n=7), y (C) pacientes con CaCu (n=26). Los andlisis de correlacion se realizaron

con la prueba de Spearman. Abreviaturas. Normal: Mujeres con citologia normal. CaCu: Pacientes con cancer
cervicouterino.

Como se presenta en la Figura 10C, notamos un menor ajuste de los datos con la linea

de regresion con valores de R? de 0.1374 para el grupo de CaCu. En comparacion con los
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controles sanos que exhibieron valores de R? de 0.7813 (Figura 10B). Estos resultados nos
llevaron a sugerir que podria existir un desbalance en la relacion entre los niveles séricos de
Gal-9 y TIM-3 en los individuos con CaCu. Para abordar esta posibilidad, realizamos una
comparacion de la proporcion de Gal-9/TIM-3 en suero entre los grupos de estudio. Las
mujeres con citologia normal presentaron una proporcion media de Gal-9/TIM-3 de 31:1.
Las pacientes con CaCu mostraron una proporcion promedio de 46:1. Este ultimo grupo
exhibio significativamente mayores niveles séricos del indice de Gal-9/TIM-3 con un valor

p <0.05 (Figura 11).
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Figura 11. Niveles séricos del indice de Gal-9/TIM-3 de mujeres con citologia normal y pacientes con CaCu

Comparacion de los niveles séricos del indice de Gal-9/TIM-3 entre mujeres con citologia normal (n=7), y
pacientes con CaCu (n=26). Las comparaciones entre grupos se realizaron con la prueba t Student no pareada.
Cada punto representa el dato de una paciente. Las barras verticales se muestran como media + EEM.
Abreviaturas. Normal: Mujeres con citologia normal. CaCu: Pacientes con cancer cervicouterino.

EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE LOS NIVELES SERICOS DE TIM-3, GAL-9, Y GAL-
9/TIM-3 PARA DISCRIMINAR ENTRE MUJERES CON CITOLOGIA NORMAL Y PACIENTES
CON CACU

La segunda parte del estudio de casos y controles pretendio evaluar si los niveles séricos de
TIM-3 y Gal-9, y Gal-9/TIM-3 permitian discriminar entre mujeres con citologia normal, y
pacientes con CaCu. Para ello, realizamos analisis de curvas ROC, y usamos como control a

las mujeres con citologia normal. En conjunto, estos ensayos nos permitieron conocer el
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potencial de TIM-3 sérico, Gal-9 sérica, e indice sérico de Gal-9/TIM-3 como posibles

biomarcadores en el tamizaje de la enfermedad.

Con el proposito de evaluar si los niveles séricos de TIM-3 y Gal-9 permiten distinguir
entre mujeres con citologia normal y pacientes con CaCu, se realizé un analisis de curva
ROC multiple con datos pareados. Como se muestra en las Figuras 12A-B, determinamos
que los niveles séricos de TIM-3 poseen una pobre capacidad discriminativa con un ABC de
0.52, y la calidad del modelo es deficiente. En cambio, los niveles séricos de Gal-9 mostraron
una buena capacidad discriminativa con valores de ABC de 0.91, y una calidad de modelo
predictivo aceptable.
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Figura 12. Capacidad de los niveles séricos de TIM-3 y Gal-9 para discriminar entre mujeres con citologia
normal y pacientes con CaCu

(A) Curva ROC multiple de los niveles séricos de TIM-3 y Gal-9 en mujeres con citologia normal (n=7), y
pacientes con CaCu (n=26). (B) Grafico de calidad de modelo predictivo. Las barras horizontales representan
los valores de ABC del limite inferior de confianza al 95 %, y la linea roja indica el umbral de referencia.
Abreviaturas. ABC: Area bajo la curva. IC: Intervalo de confianza. Normal: Mujeres con citologia normal.
CaCu: Pacientes con cancer cervicouterino.

A continuacion, realizamos un andlisis de curva ROC para evaluar la capacidad de los

niveles séricos del indice de Gal-9/TIM-3 para discriminar entre mujeres con citologia
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normal y pacientes con CaCu. Los niveles séricos del indice de Gal-9/TIM-3 indicaron una
capacidad discriminativa satisfactoria con un valor de ABC de 0.83. El intervalo inferior de
confianza al 95 % reveld una calidad de modelo admisible con una cifra de ABC de 0.65.

Estos resultados se pueden apreciar en las Figuras 13A-B.

(A) (B)

CaCu vs Normal

Gal-9/TIM-3
— Referencia
Gal-9/TIM-3

Sensibilidad

{
I T T T T T T T T T T
000 010 020 030 040 050 080 070 080 090 100

ABC

00 0z 04 08 08 10

1 - Especificidad

Gal-9/TIM-3

ABC IC al 95%

26/7 0.83 0.65 1.00

Figura 13. Capacidad de los niveles séricos del indice de Gal-9/TIM-3 para discriminar entre mujeres con
citologia normal y pacientes con CaCu

(A) Curva ROC de los niveles séricos del indice de Gal-9/TIM-3 en mujeres con citologia normal (n=7), y
pacientes con CaCu (n=26). (B) Grafico de calidad de modelo predictivo. Las barras horizontales representan
los valores de ABC del limite inferior de confianza al 95 % y la linea roja indica el umbral de referencia.
Abreviaturas. Normal: Mujeres con citologia normal. CaCu: Pacientes con cancer cervicouterino. ABC: Area
bajo la curva. IC: Intervalo de confianza.

El calculo del indice J de Youden de los niveles séricos de TIM-3, Gal-9, y Gal-9/TIM-
3 arrojo valores de 0.808, 0.286, y 0.599 respectivamente. Estos indices determinaron el

punto de corte y eficiencia para cada marcador sérico. El valor de corte igual o mayor a 0.094
% de TIM-3 sérico present6 una sensibilidad del 100 %, y una especificidad del 28.6 %. En
cuanto a Gal-9 sérica, encontramos un valor ptimo de corte igual o mayor a 6.25 % con una

sensibilidad del 80.8 %, y una especificidad del 100 %. El indice sérico de Gal-9/TIM-3

arroj6 un punto umbral mayor o igual de 30.98 con una sensibilidad del 88.5 %, y una
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especificidad del 71.4 %. Todos estos resultados pueden apreciarse en la Tabla 4. En
conjunto, los ensayos revelaron que solo Gal-9, y el indice de Gal-9/TIM-3 en suero exhiben

potencial como biomarcadores en el tamizaje de CaCu.

Tabla 4. Parametros de las curvas ROC de los niveles séricos de TIM-3, Gal-9, y Gal-9/TIM-3 de mujeres
con citologia normal y pacientes con CaCu

Variable indice J Punto de corte Sensibilidad Especificidad
TIM-3 sérico 0.286 >0.094 = 100 % 28.6 %
Gal-9 sérica 0.808 >6.25 7 80.8 % 100 %

Indice sérico de
0.599 >30.98 88.5 % 71.4 %
Gal-9/TIM-3

ESTUDIO TRANSVERSAL

DETERMINACION DE LAS CORRELACIONES DE LOS NIVELES EN SANGRE DE TIM-3 v
GAL-9, Y DE LOS MARCADORES DE ANEMIA E INFLAMACION DE PACIENTES CON CACU

El presente estudio exploro las relaciones lineales de los niveles en sangre de TIM-3 y Gal-
9, y de los marcadores de anemia e inflamacion de pacientes con CaCu. Para demostrarlo se
realizaron 42 analisis de correlacion de los niveles en sangre de TIM-3 y Gal-9 con los niveles
en sangre de 21 marcadores obtenidos de las biometrias pretratamiento. Los datos de ry p
obtenidos de las correlaciones se representaron en mapas de calor. Los andlisis de los niveles
en sangre de TIM-3 incluyeron a 31 pacientes con CaCu. En cambio, las pruebas de los

niveles en sangre de Gal-9 se conformaron por 40 pacientes con CaCu.

Los resultados presentaron que en pacientes con CaCu, los niveles en sangre de TIM-
3 muestran correlaciones positivas y significativas con el recuento celular de leucocitos (r=

0.389, p <0.05), neutrofilos (r= 0.481, p <0.01), y monocitos (r= 0.445, p <0.05). Ademas,
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se observaron correlaciones positivas con significancia entre los niveles en sangre de TIM-
3, y los indices de inflamacién de neutrofilos/plaquetas (= 0.472, p <0.001),
neutrofilos/linfocitos (r=0.365, p <0.05), monocitos/linfocitos (r= 0.422, p <0.05), y PIV (r=
0.400, p <0.05). Todos estos resultados se ilustran en las Figuras 14A-B. No se observaron
correlaciones estadisticamente significativas de los niveles en sangre de TIM-3 con el resto

de los marcadores evaluados (Tabla suplementaria S12).
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Figura 14. Correlaciones de los niveles en sangre de TIM-3 y Gal-9, y de los marcadores de anemia e
inflamacion en pacientes con CaCu

Mapas de calor de los valores (A) p y (B) r de las correlaciones de los niveles en sangre de Gal-9 y TIM-3, y
de los marcadores de anemia ¢ inflamacion en pacientes con CaCu. Los analisis de correlacion se realizaron
con la prueba de Spearman. Los valores de p se representan en un gradiente de color verde. Los coeficientes de
r dentro del intervalo -1 a +1 se exponen con un doble gradiente. Las correlaciones positivas se exhiben en azul,
y las negativas en rojo. Abreviaturas. RDW: Amplitud de distribucion eritrocitaria. VCM: Volumen celular
medio. HCM: Hemoglobina corpuscular media. CHCM: Concentracion de hemoglobina corpuscular media.
PIV: Indice Pan-Inmuno-Inflamatorio [(Neutrofilos - Plaquetas - Monocitos) / (Linfocitos)]. SIRI: Indice de
Respuesta a la Inflamacion sistémica [(Neutréfilos - Plaquetas) / (Linfocitos)].

Como se expone en las Figuras 14A-B, se produjo una correlacion positiva con
significancia entre los niveles en sangre de Gal-9 con el recuento de neutrofilos (r=0.424, p

<0.01). Nuestro analisis también reveld que los niveles en sangre de Gal-9 exhibieron
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correlaciones positivas y significativas con los indices de neutrofilos/plaquetas (r= 0.458, p
<0.01), neutroéfilos/linfocitos (r= 0.334, p <0.05), y PIV (r= 0.398, p <0.05). Curiosamente,
encontramos una correlacion positiva con significancia entre los niveles en sangre de Gal-9,
y la RDW (r= 0.346, p <0.05). Este tltimo pardmetro hematologico representa la variacion
del volumen de los eritrocitos. No se detectd significancia de correlacion lineal entre los

niveles en sangre de Gal-9, y los 16 marcadores restantes(Tabla suplementaria S13).

DETERMINACION DE LA RELACION DE LOS NIVELES EN SANGRE DE MARCADORES DE
ANEMIA E INFLAMACION CON LAS CARACTERISTICAS CLINICO-HISTOPATOLOGICAS
DE PACIENTES CON CACU

El ensayo buscé determinar la relacion de los niveles en sangre de marcadores de anemia e
inflamacién con las caracteristicas clinico-histopatoldgicas de 50 pacientes con CaCu. Este
consisti6 en 105 andlisis de comparacion. Comenzamos determinando si existian
asociaciones significativas entre los niveles en sangre de 21 marcadores de anemia e
inflamacion, y 5 caracteristicas clinico-histopatologicas asociadas con el prondstico en CaCu.
Las cuéles incluyeron al estadio FIGO, tamafio, tipo histolégico, grado de diferenciacion, y
queratinizacion del tumor. La prevalencia de las caracteristicas clinico-histopatologicas de la
poblacion de estudio se ilustra en la Tabla P1. En cambio, las caracteristicas hematologicas

pueden apreciarse en las Tablas P2-3.

La primera caracteristica clinica evaluada en el estudio fue el estadio FIGO, y este es
considerado el principal factor prondstico en pacientes con CaCu. La supervivencia es menor
conforme progresan los estadios clinicos de las pacientes, y el estadio IV posee el peor
pronostico (Grigsby et al., 2020). Las pacientes del estudio se clasificaron de acuerdo con la
etapa tumoral en estadio FIGO 1, II, III, y IV. La determinacion de la relacion del recuento

celular en sangre, y los estadios clinicos reveld que el recuento de plaquetas (p <0.01) es



92

mayor de manera significativa en el estadio FIGO IV con respecto a pacientes con etapas

mas tempranas (Figura 15A).
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Figura 15. Relacion de los niveles en sangre de plaquetas y linfocitos con los estadios FIGO de pacientes
con CaCu

Evaluacion de la asociacion de los niveles en sangre de (A) plaquetas, (B) linfocitos, y (C) plaquetas/linfocitos
con los estadios FIGO de pacientes con CaCu. Las comparaciones entre cuatro grupos de datos paramétricos se
ejecutaron con la prueba de ANOVA de una via con post hoc de Tukey-Kramer, y las de datos no paramétricos
se realizaron con la prueba de Kruskal Wallis con post hoc de Dunn. Cada punto representa el dato de una
paciente. Las barras se muestran como media + EEM.

En comparacion con la etapa clinica I, los cambios del recuento de linfocitos de las
etapas clinicas II, III, y IV mostraron una tendencia a la baja, pero no fueron significativos
(Figura 15B). Los niveles en sangre de plaquetas/linfocitos son superiores y con
significancia en pacientes con estadio IV en comparacion con pacientes con estadio I (p
<0.05) (Figura 15C). No encontramos vinculos significantes de los estadios FIGO con el

recuento de células sanguineas e indices de inflamacion restantes (Tabla suplementaria S14).
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Después se decidid determinar si existia diferencia de los niveles en sangre de
marcadores de anemia en relacion con el estadio FIGO de pacientes con CaCu. En la Figura
16A, podemos apreciar que no se identificaron diferencias significativas entre el conteo de

eritrocitos, y los estadios FIGO.
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Figura 16. Relacion de los niveles en sangre de marcadores de anemia con los estadios FIGO de pacientes
con CaCu

Determinacion de la asociacion de los niveles en sangre de (A) eritrocitos, (B) hemoglobina, (C) hematocrito,
(D) HCM, (E) CHCM, y (F) VCM con los estadios FIGO de pacientes con CaCu. Las comparaciones entre
cuatro grupos de datos paramétricos se ejecutaron con la prueba de ANOVA de una via con post hoc de Tukey-
Kramer, y las de datos no paramétricos se realizaron con la prueba de Kruskal Wallis con post hoc de Dunn.
Cada punto representa el dato de una paciente. Abreviaturas. VCM: Volumen celular medio. CHCM:

Concentracion de hemoglobina corpuscular media. HCM: Hemoglobina corpuscular media. RDW: Amplitud
de distribucion eritrocitaria.

La evaluacion del resto de marcadores de anemia con el estadio FIGO revelo que existe
un descenso significante de los niveles de hemoglobina y hematocrito en pacientes estadio

IV en comparacion con pacientes estadio II (p <0,01) (Figuras 16B-C). Como se muestra en
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las Figuras 16D-E, se encontraron significativamente mayores niveles de HCM (p <0.05), y
CHCM (p <0.01) en pacientes estadio IV que en pacientes con estadio II y III. Ademas, las
pacientes estadio [V presentaron altos niveles de VCM con respecto a pacientes con etapas
tumorales mas tempranas (p <0.01) (Figura 16F). No hallamos relaciones significantes entre

la RDW y los estadios FIGO de las pacientes con CaCu (Tabla suplementaria S14).

Otra caracteristica clinica de interés a valorar fue el tamafo tumoral, tomando en cuenta
que las pacientes con tumores de cérvix >6 cm tienen una pobre supervivencia (Kyung et al.,
2015). Las pacientes de este ensayo se dividieron en dos grupos de acuerdo con la dimension
mayor del tumor en el momento del diagnostico, y utilizamos como punto de corte el valor
de 6 cm. Luego exploramos si el nimero de células sanguineas a nivel sistémico se asociaba
con el tamafio de tumor de cérvix en las pacientes. Como se muestra en las Figuras 17A-D,
los niveles en sangre de leucocitos, neutrofilos, monocitos, y eosindfilos son
significativamente mayores en las pacientes con tumores de cérvix >6 cm en comparacion

con las pacientes con tumores de menor tamaiio (p <0.05).

En las Figuras 17E-F, se puede observar una tendencia al incremento de los valores

células-103 células-103

medios de plaquetas (375.6 = 47.65 T), y linfocitos (2.12 £+ 0.33 T) en el

grupo con tumores de cérvix >6 cm, con respecto a las pacientes con tumores <6 cm que

. ) 3
presentaron menores valores promedio de plaquetas (301.7 + 20.28 Celul%lo), y linfocitos

slulas-103 . 1 L .
(1.57 £ 0.13 %). Sin embargo, no se aprecio diferencia significativa entre ambos

grupos.
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Figura 17. Relacion de los niveles en sangre de leucocitos y plaquetas con el tamaiio tumoral de pacientes
con CaCu

Comparacion de los niveles en sangre de (A) leucocitos, (B) neutrofilos, (C) eosindfilos, (D) monocitos, (E)
linfocitos, y (F) plaquetas de pacientes con tumores de cérvix <6 cm y >6 cm. Los analisis comparativos de dos
grupos de datos paramétricos para varianzas homogéneas se llevaron a cabo con la prueba t Student no pareada,
y para varianzas heterogéneas con la prueba de t de Welch no pareada. Cada punto representa el dato de una
paciente. Abreviaturas. <6 cm: Pacientes con tumores de cérvix <6 cm. >6 cm: Pacientes con tumores de
c€rvix >6 cm.

Posteriormente, se analizd si existian diferencias en los niveles de indices de
inflamacion con respecto al tamafio del tumor en pacientes con CaCu. Observamos un
aumento significante de los valores del indice de neutréfilos/plaquetas, y PIV en pacientes
con tumores de cérvix >6 cm (p <0.05) en comparacion con el grupo de pacientes con tumores

de cérvix <6 cm. Estos resultados se ilustran en las Figuras 18A-B.
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Figura 18. Relacion de los niveles en sangre de neutrdfilos/plaquetas, y PIV con el tamario de tumor de
pacientes con CaCu

Comparaciones de los niveles en sangre de (A) neutréfilos/plaquetas, y (B) PIV de pacientes con tumores de
cérvix <6 cmy >6 cm. Los andlisis comparativos de los niveles en sangre de neutrofilos/plaquetas con varianzas
homogéneas se llevaron a cabo con la prueba t Student no pareada. La comparacion de los niveles en sangre de
PIV entre los dos grupos se analizo con la prueba de U de Mann-Whitney no pareada. Cada punto representa el
dato de una paciente. Las barras se muestran como media + EEM. Abreviaturas. <6 cm: Pacientes con tumores
de cérvix <6 cm. >6 cm: Pacientes con tumores de cérvix >6 cm. PIV: Indice Pan-Inmuno-Inflamatorio
[(Neutrofilos - Plaquetas - Monocitos) /(Linfocitos)].

Mas adelante, buscamos dilucidar si los niveles en sangre de marcadores de anemia se
asociaban con el tamafio del tumor de cérvix. Encontramos que el recuento de eritrocitos es
menor en pacientes con tumores >6 cm en comparacion con los pacientes con tumores mas
pequetios. A pesar de esto, la relacion entre las variables no alcanz6 significacion estadistica
(Figura 19A). Como se ilustra en la Figura 19B-C, los niveles de hemoglobina (p <0.05), y
hematocrito (p <0.01) son menores de manera estadisticamente significativa en pacientes con

tumores >6 cm con respecto a las pacientes con tumores de menor dimension. No se
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detectaron diferencias estadisticas de los marcadores restantes en relacion con el tamafo

tumoral en pacientes con CaCu (Tabla suplementaria S15).
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Figura 19. Relacion de los niveles en sangre de eritrocitos, hemoglobina, y hematocrito con el tamaiio
tumoral de pacientes con CaCu

Comparacion de los niveles en sangre de (A) eritrocitos, (B) hemoglobina, y (C) hematocrito de pacientes con
tumores de cérvix <6 cmy >6 cm. Los analisis comparativos de dos grupos de datos paramétricos para varianzas
homogéneas se llevaron a cabo con la prueba t Student no pareada, y para varianzas heterogéneas con la prueba
de t de Welch no pareada. Cada punto representa el dato de una paciente. Las barras se muestran como media
+ EEM. Abreviaturas. <6 cm: Pacientes con tumores de cérvix <6 cm. >6 cm: Pacientes con tumores de cérvix
>6 cm.

Para el siguiente conjunto de andlisis, evaluamos las caracteristicas histopatologicas de
tipo histoldgico, grado de diferenciacion, y queratinizacion de tumores de cérvix. Para
empezar, se examind la relacion entre los niveles en sangre de marcadores de anemia e
inflamacion, y el tipo histoldgico en pacientes con CaCu. Los tres tipos histolégicos mas
frecuentes en CaCu son el carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma, y

adenoescamoso. La agresividad aumenta en orden secuencial, siendo el adenoescamoso el
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tipo histologico de peor prondstico (L. Cao et al., 2019). Las pacientes del ensayo se
dividieron en estos tres grupos de acuerdo con el tipo histologico dictado en el diagndstico.
Es importante mencionar que el tipo histologico més frecuente es el carcinoma de células
escamosas, y representa alrededor del 87 % de los casos diagnosticados en CaCu, por tal

motivo en nuestra poblacion se tuvo un mayor numero de pacientes con este tipo tumoral.

Como se muestra en la Figura 20A, el recuento de eosindfilos en sangre es mayor con
significancia en pacientes con carcinomas de células escamosas en comparacion con
pacientes con adenocarcinomas (p <0.05). En la Figura 20B se puede apreciar una tendencia

al alza del nimero de monocitos a través de los grupos de pacientes con tejidos de carcinomas

4 103
de células escamosas (0.43 &+ 0.04), adenocarcinomas (0.50 + 0.08 Ceml%w), y carcinomas

células-103 . . .
adenoescamosos (0.52 = 0.03 T). Los niveles en sangre de linfocitos muestran una

tendencia a la disminucion en el grupo de pacientes con carcinomas adenoescamosos (2.25

6lulas-103 . . . ,
+ 0.25 %), seguido de pacientes con carcinomas de células escamosas (1.77 £ 0.12

4 103 é 103
—CelulZLS “%), y de pacientes con adenocarcinomas (1.62 + 0.39 Cdul’+10) (Figura 20C). No

obstante, en ambos analisis no hubo una diferencia significativa entre grupos.

Ademads, encontramos que las pacientes con carcinomas de células escamosas
presentan mayores niveles del indice de monocitos/linfocitos con respecto a las pacientes con
adenocarcinomas. Este andlisis estadistico arrojo diferencia significativa con un valor p
<0.01 entre ambos grupos de pacientes (Figura 20D). No identificamos diferencias
estadisticas de la relacion entre los niveles en sangre de los marcadores restantes, y el tipo

histoldgico en pacientes con CaCu (Tabla suplementaria S16).
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Figura 20. Relacion de los niveles en sangre de eosindfilos, monocitos, y linfocitos con el tipo histologico de
tumores en pacientes con CaCu

Determinacion de la relacion de los niveles en sangre de (A) eosindfilos, (B) monocitos, (C) linfocitos, y (D)
monocitos/linfocitos con el tipo histologico en pacientes con CaCu. Las comparaciones entre tres grupos de
datos paramétricos se ejecutaron con la prueba de ANOVA de una via con post hoc de Tukey-Kramer, y las de
datos no paramétricos se realizaron con la prueba de Kruskal Wallis con post hoc de Dunn. Las barras se
muestran como media = EEM. Cada punto representa el dato de una paciente. Abreviaturas. AE: Pacientes

con carcinoma adenoescamoso. AC: Pacientes con adenocarcinoma. CCE: Pacientes con carcinoma de células
escamosas.

Luego nos interes6 evaluar la asociacion de los niveles en sangre de marcadores de
anemia e inflamacion con respecto al grado de diferenciacién, considerando que la
supervivencia de las pacientes es menor conforme disminuye la diferenciacion del tumor de
cérvix (Matsuo et al., 2018). En este andlisis se incluyeron pacientes de los tres tipos
histologicos evaluados. Las pacientes se dividieron en dos grupos segin el grado de
diferenciacion tumoral en bien y moderadamente diferenciado, y pobremente diferenciado.

Como se observa en la Figura 21A, las pacientes con tejidos tumorales de cérvix poco
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diferenciados poseen mayores niveles con significancia del conteo de eosinofilos en sangre
periférica con respecto a las pacientes con tejidos tumorales de cérvix con grados de
diferenciacion superiores (p <0.01). Los resultados sefialaron que los recuentos de linfocitos
fueron mas altos para el grupo de pacientes con tumores poco diferenciados en comparacion
con el grupo con tumores mas diferenciados, pero no se encontraron diferencias estadisticas

entre los grupos (Figura 21B).
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Figura 21. Relacion de los niveles en sangre de eosindfilos y linfocitos con el grado de diferenciacion tumoral
en pacientes con CaCu

Asociacion de los niveles en sangre de (A) eosinoéfilos, (B) linfocitos, y (C) eosinéfilos/linfocitos con el grado
de diferenciacion de tumores en pacientes con CaCu. Las comparaciones entre dos grupos de datos paramétricos
para varianzas homogéneas se llevaron a cabo con la prueba t Student no pareada, y para varianzas heterogéneas
con la prueba de t de Welch no pareada. Las comparaciones de dos grupos de datos no paramétricos se
analizaron con la prueba de U de Mann-Whitney no pareada. Cada punto representa el dato de una paciente.
Las barras se muestran como media + EEM. Abreviaturas. BD y MD: Pacientes con tumores de cérvix bien y
moderadamente diferenciados. PD: Pacientes con tejidos de cérvix pobremente diferenciados.
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Las pacientes con tumores pobremente diferenciados mostraron significativamente
mayores niveles de la relacion de eosindfilos/linfocitos que las pacientes con tumores bien y
moderadamente diferenciados (p <0.05). El resultado de este anélisis se ilustra en la Figura
21C. No se detectaron diferencias estadisticas en la evaluacion de los 18 marcadores restantes

con el grado de diferenciacion tumoral en pacientes con CaCu (Tabla suplementaria S17).

A continuacion, seleccionamos solo a las pacientes con tejidos de carcinoma de células
escamosas para evaluar la queratinizacion, y los niveles en sangre de marcadores de anemia
e inflamacion. Este es otro factor histopatoldgico asociado con el pronostico en CaCu. Las
pacientes con tejidos tumorales queratinizantes se asocian con tasas mdas bajas de
supervivencia en comparacion con el grupo con tejidos tumorales no queratinizantes
(Sanjeev Kumar et al., 2009). En este ensayo, las pacientes se dividieron en dos grupos de
acuerdo con el grado de queratinizaciéon tumoral determinado en la evaluacion

anatomopatologica.

Los resultados manifiestan que los conteos de eosinofilos son mayores con
significancia en pacientes con tumores queratinizantes que en pacientes con tumores no
queratinizantes con un valor p <0.01 (Figura 22A). Los niveles en sangre de linfocitos son
mas bajos en pacientes con tejidos tumorales queratinizantes con respecto a las pacientes con
tejidos tumorales no queratinizantes. No obstante, la comparacion no arrojé significancia
estadistica (Figura 22B). Como se muestra en la Figura 22C, existen diferencias estadisticas
entre los niveles del indice de eosinofilos/linfocitos de pacientes con tumores no
queratinizantes y queratinizantes. Las pacientes con tumores queratinizantes mostraron los

niveles mas altos de eosinofilos/linfocitos (p<0.001). No se observaron diferencias
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significativas entre los niveles en sangre de los marcadores restantes con el grado de

queratinizacion de tumores de cérvix en pacientes (Tabla suplementaria S18).
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Figura 22. Relacion de los niveles en sangre de eosindfilos y linfocitos con la queratinizacion tumoral en
pacientes con CaCu

Evaluacion de los niveles en sangre de (A) eosindfilos, (B) linfocitos, y (C) eosinéfilos/linfocitos con la
queratinizacion de tumores en pacientes con CaCu. Las comparaciones entre dos grupos de datos paramétricos
para varianzas homogéneas se llevaron a cabo con la prueba t Student no pareada. Las comparaciones de dos
grupos de datos no paramétricos se analizaron con la prueba de U de Mann-Whitney no pareada. Cada punto
representa el dato de una paciente. Las barras se muestran como media = EEM. Abreviaturas. NQ: Pacientes
con tumores de cérvix no queratinizantes. Q: Pacientes con tumores de cérvix queratinizantes.
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EVALUACION DE LA RELACION DE LOS NIVELES SERICOS DE TIM-3 Y GAL-9 CON LAS
CARACTERISTICAS CLINICO-HISTOPATOLOGICAS DE PACIENTES CON CACU

El ensayo pretendia comprobar si los niveles séricos de TIM-3 y Gal-9 se relacionaban con
el estadio FIGO, tamano de tumor, tipo histoldgico, grado de diferenciacion, y
queratinizacion en pacientes con CaCu. Para ello, realizamos 10 analisis de comparacion. De
estos, se seleccionaron las relaciones que mostraron diferencias significativas, y se
sometieron a analisis de curvas ROC para valorar la especificidad de las relaciones
identificadas entre los niveles de ambas proteinas séricas con los rasgos clinico-

histopatologicos.

Primero probamos si los niveles séricos de Gal-9 se relacionaban con las caracteristicas
clinico-histopatologicas en pacientes con CaCu. Es importante mencionar que los niveles
séricos de Gal-9 se transformaron logaritmicamente para cumplir con la distribucion normal.
Los resultados indicaron que los valores de log(Gal-9) son mayores con significancia
estadistica en pacientes con tumores de cérvix >6 cm con respecto a pacientes con tumores
de menor dimension. Este analisis estadistico fue significativo con un valor p <0.01 (Figura
23A). Las relaciones de los valores de log(Gal-9) con las otras cuatro caracteristicas clinico-

histopatologicas no mostraron diferencias estadisticas con significancia (Tabla suplementaria

S19).

Tras la confirmacion de la relacion de los valores de log(Gal-9) y el tamafio de tumor
en pacientes con CaCu, nos dimos a la tarea de evaluar la especificidad de esta asociacion.
El andlisis de curva ROC de los valores de log(Gal-9) se realiz6 utilizando como control a
las pacientes con tumores <6 cm. Los resultados indicaron que los niveles séricos de Gal-9

muestran una buena capacidad discriminativa con valores de ABC de 0.87. Asimismo,
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encontramos un intervalo de confianza al 95 % entre 0.71 a 1.00. Este estadistico reveld una

calidad de modelo predictivo permisible (Figura 23B).
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Figura 23. Niveles séricos de Gal-9 y su capacidad para discriminar entre pacientes con tumores de cérvix
<6 cmy>6 cm

(A) Comparacion de los niveles séricos de Gal-9 entre pacientes con tumores de cérvix <6 cm y >6 cm. (B)
Curva ROC de los niveles séricos de Gal-9 de ambos grupos de pacientes, y grafico de calidad de modelo
predictivo. Este ultimo, representa el valor de ABC del limite inferior de confianza al 95 % en la barra
horizontal, y la linea roja indica el umbral de referencia. Las comparaciones entre grupos se realizaron con la
prueba t de Student no pareada. Cada punto representa el dato de una paciente. Las barras verticales se muestran
como media + EEM. Abreviaturas. ABC: Area bajo la curva. IC: Intervalo de confianza. <6 cm: Pacientes con

tumores de cérvix <6 cm. >6 cm: Pacientes con tumores de cérvix. >6 cm. log(Gal-9): El logaritmo de los
niveles séricos de Gal-9 en ng/mL.

El célculo del indice J de Youden nos permitié conocer el valor umbral para distinguir
entre ambos grupos de pacientes. Con un indice J de Youden de 0.720, el valor de corte fue

>0.88 para log(Gal-9). Bajo este umbral de corte encontramos una sensibilidad del 100 %, y
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una especificidad del 72 % (Tabla 5). Tomados en conjunto, los analisis demostraron que
los niveles séricos de Gal-9 estan elevados de manera significativa y especifica en las

pacientes con tumores de cérvix >6 cm.

Tabla 5. Parametros de la curva ROC de los niveles séricos de Gal-9 en pacientes con tumores de cérvix <6

cmy>6 cm
Variable Indice J Punto de corte Sensibilidad Especificidad
log(Gal-9) 0.720 >0.88 100 % 72 %

Luego probamos si existian asociaciones de los niveles séricos de TIM-3 con las
caracteristicas clinico-histopatologicas de los individuos con CaCu. Como se muestra en la
Figura 24A, los niveles séricos de TIM-3 fueron menores de manera significativa en
pacientes con tumores de cérvix queratinizantes con respecto a las pacientes con tumores de
cérvix no queratinizantes (p <0.05). Sin embargo, no encontramos diferencias con
significancia en las relaciones entre los niveles séricos de TIM-3, y los valores de marcadores

restantes en pacientes con CaCu (Tabla suplementaria S20).

Con el fin de evaluar la especificidad de la relacion entre los niveles séricos de TIM-3
y la queratinizacion, se realiz6 un andlisis de curva ROC utilizando como control a las
pacientes con tumores de cérvix no queratinizantes. Este enfoque revelo una buena capacidad
discriminativa con un valor de ABC de 0.87. Ademas, encontramos un intervalo de confianza
al 95 % entre 0.68 a 1.00, que demuestra una calidad de modelo predictivo aceptable (Figura

24B).
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Figura 24. Niveles séricos de TIM-3 y su capacidad para discriminar entre pacientes con tumores de cérvix
queratinizantes y no queratinizantes

(A) Comparacion de los niveles séricos de TIM-3 entre pacientes con tumores de cérvix queratinizantes y no
queratinizantes. (B) Curva ROC de los niveles séricos de TIM-3 entre pacientes con tumores de cérvix
queratinizantes y no queratinizantes, y grafico de calidad de modelo predictivo. Este Gltimo, representa el valor
de ABC del limite inferior de confianza al 95 % en la barra horizontal, y la linea roja indica el umbral de
referencia. Las comparaciones entre grupos se realizaron con la prueba U de Mann—Whitney no pareada. Cada
punto representa el dato de una paciente. Las barras verticales se muestran como media = EEM. Abreviaturas.
ABC: Area bajo la curva. IC: Intervalo de confianza. NQ: Pacientes con tumores de cérvix no queratinizantes.
Q: Pacientes con tumores de cérvix queratinizantes.

Con el método J de Youden se obtuvo un valor de 0.679, y este permitié determinar el
valor umbral entre grupos. Encontramos un valor de corte de <0.12 % de TIM-3 sérico con
una sensibilidad del 75 %, y una especificidad del 92.9 % (Tabla 6). El analisis de curva

ROC y sus parametros revelaron que los niveles séricos de TIM-3 se encuentran

incrementados de manera especifica en pacientes con tumores de cérvix queratinizantes.
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Tabla 6. Parametros de la curva ROC de los niveles séricos de TIM-3 en pacientes con tumores de cérvix
queratinizantes y no queratinizantes

Variable Indice J Punto de corte Sensibilidad Especificidad
TIM-3 sérico 0.679 <0.1272 75 % 92.9 %

IDENTIFICACION DE FIRMAS SANGUINEAS BASADAS EN TIM-3, GAL-9, Y
MARCADORES DE ANEMIA E INFLAMACION EN RELACION CON LAS CARACTERISTICAS
CLINICO-HISTOPATOLOGICAS DE PACIENTES CON CACU

El ensayo tuvo como objetivo identificar firmas sanguineas basadas en TIM-3, Gal-9, y
marcadores de anemia e inflamacién en relacion con las caracteristicas clinico-
histopatologicas de pacientes con CaCu. Para identificar las firmas sanguineas se realizaron
84 andlisis de correlacion. Las relaciones reciprocas lineales de los niveles en sangre de
marcadores de anemia e inflamacién, y de Gal-9 se ejecutaron para cada subgrupo de acuerdo
con el tamafio de tumor de cérvix. De manera similar, las correlaciones de los niveles de
marcadores de anemia e inflamacion, y de TIM-3 se llevaron a cabo para cada subgrupo
segun la queratinizacion del tejido tumoral de cérvix. La identificacion de firmas sanguineas
se realizd con la finalidad de determinar los cambios hematoldgicos asociados con las
caracteristicas tumorales, y que a perspectiva esta informacion permita el disefio de nuevas

estrategias inmunoterapéuticas para CaCu.

Comenzamos identificando las firmas sanguineas basadas en las correlaciones entre los
niveles en sangre de Gal-9, y de 21 marcadores de anemia e inflamacion en pacientes segun
el tamafio del tumor de cérvix. Como se muestra en las Figuras 25A-B, en las pacientes con

tumores <6 cm notamos una correlacion positiva y media con significancia entre los valores
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de log(Gal-9), y la RDW (r= 0.408, p <0.05). A diferencia de las pacientes con tumores de

mayor tamafio cuya correlacion no es significativa (r=-0.236, p >0.05).
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Figura 25. Firmas sanguineas basadas en Gal-9, y marcadores de anemia e inflamacion de pacientes con
tumores de cérvix <6 cm y >6 cm

Mapas de calor de los valores de p y r resultantes de las correlaciones de los niveles en sangre de Gal-9, y de
los marcadores de anemia e inflamacion en pacientes con (A) tumores de cérvix <6 cm, y (B) >6 cm. Las
correlaciones de datos paramétricos se realizaron con la prueba de Pearson, y los datos no parametricos se
procesaron con la prueba de Spearman. Los valores de p se representan en un gradiente de color verde. Los
coeficientes de r dentro del intervalo -1 a +1 se exponen con un doble gradiente. Las correlaciones positivas se
exhiben en azul, y las negativas en rojo. Abreviaturas. log(Gal-9): El logaritmo de los niveles de Gal-9 séricos
en ng/mL. <6 cm: Pacientes con tumores de cérvix <6 cm. >6 cm: Pacientes con tumores de cérvix >6 cm.
RDW: Amplitud de distribucion eritrocitaria. VCM: Volumen celular medio. HCM: Hemoglobina corpuscular
media. CHCM: Concentracion de hemoglobina corpuscular media. PIV: indice Pan-Inmuno-Inflamatorio

[(Neutrofilos - Plaquetas - Monocitos) / (Linfocitos)]. SIRI: indice de Respuesta a la Inflamacion sistémica
[(Neutrofilos - Plaquetas) / (Linfocitos)].
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Como se muestra en las Figuras 25A-B, observamos que las pacientes con tumores >6
cm exhiben una relacion lineal positiva y fuerte con significancia entre los valores de
log(Gal-9), y el nimero de neutrofilos (r= 0.991, p <0.01). Por el contrario, las pacientes con
tumores de menor tamafio no presentaron una correlacion significativa de estas variables (r=
0.317, p <0.05). No encontramos correlaciones con significancia de los niveles en sangre de
Gal-9 con el resto de marcadores en pacientes con tumores <6 cm y >6 cm (Tablas

suplementaria S21-22).

Después exploramos si existian firmas sanguineas basadas en los niveles en sangre de
TIM-3, y de 21 marcadores de anemia e inflamacion en relacion con la queratinizacion de
tumores en pacientes con CaCu. Como se aprecia en las Figuras 26A-B, las pacientes con
tumores de cérvix no queratinizantes muestran un perfil sanguineo conformado por
correlaciones positivas y medias de los niveles de TIM-3 con los neutrofilos (r= 0.595, p
<0.01), y neutroéfilos/linfocitos (r= 0.518, p <0.05). Ademads, de correlaciones positivas y
fuertes de los niveles de plaquetas/linfocitos (r= 0.795, p <0.0001), y SIRI (r= 0.798, p
<0.001). En cambio, las pacientes con tumores de cérvix queratinizantes exhiben un perfil
sanguineo muy diferente al grupo con tumores de cérvix no queratinizantes. Detectamos
correlaciones negativas y fuertes de los niveles de TIM-3, y de neutrofilos/plaquetas (1= -
0.976, p <0.05), hemoglobina (r=-0.966, p <0.05), hematocrito (r=-0.989, p <0.05), y HCM
(r=-0.998, p<0.01). En conjunto, estos hallazgos indican que existen perfiles sanguineos

diferenciales asociados con la queratinizacion de tumores de cérvix en las pacientes.
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Figura 26. Firmas sanguineas basadas en TIM-3 y marcadores de anemia e inflamacion de pacientes con

tumores de cérvix no queratinizantes y queratinizantes

Mapas de calor de los valores de p y r resultantes de las correlaciones de los niveles en sangre de TIM-3, y de
los marcadores de anemia e inflamacion de pacientes con tumores de cérvix (A) no queratinizantes, y (B)
queratinizantes. Las correlaciones de datos paramétricos se realizaron con la prueba de Pearson, y los datos no
paramétricos se procesaron con la prueba de Spearman. Los valores de p se representan en un gradiente de color
verde. Los coeficientes de r dentro del intervalo -1 a +1 se exponen con un doble gradiente. Las correlaciones
positivas se exhiben en azul, y las negativas en rojo. Abreviaturas. NQ: Pacientes con tumores de cérvix no

queratinizantes. Q: Pacientes con tumores de cérvix queratinizantes. RDW: Amplitud de

distribucion

eritrocitaria. VCM: Volumen celular medio. HCM: Hemoglobina corpuscular media. CHCM: Concentracion

de hemoglobina corpuscular media. PIV: Indice Pan-Inmuno-Inflamatorio [(Neutréfilos

Plaquetas

Monocitos) / (Linfocitos)]. SIRI: indice de Respuesta a la Inflamacion sistémica [(Neutrofilos - Plaquetas) /

(Linfocitos)].
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Interesantemente, nos percatamos que habia correlaciones compartidas entre las
pacientes con tumores de cérvix queratinizantes, y no queratinizantes. Al comparar las
relaciones lineales entre los niveles en sangre de TIM-3, y monocitos notamos que las
pacientes con tejidos tumorales no queratinizantes exhiben una correlacion positiva y
moderada con significancia (r= 0.549, p <0.05), y las pacientes con tejidos tumorales
queratinizantes también muestran una correlacion positiva, pero fuerte entre las variables (1=
0.993, p<0.01). De manera similar, encontramos correlaciones positivas entre los niveles en
sangre de TIM-3, e indice de PIV en los grupos con tumores de cérvix no queratinizantes (r=
0.675, p <0.01) con fuerza media, y queratinizantes (r= 0.994, p <0.01) con fuerza alta. Todos
estos resultados se muestran en las Figuras 26A-B. No se observaron correlaciones
significativas entre los niveles en sangre de TIM-3, y los marcadores restantes (Tablas

suplementaria S23-24).
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EVALUACION DE LA ASOCIACION DE LOS NIVELES EN SANGRE DE INDICES BASADOS
EN TIM-3, GAL-9, Y MARCADORES DE ANEMIA E INFLAMACION CON LAS
CARACTERISTICAS CLINICO-HISTOPATOLOGICAS DE PACIENTES CON CACU

El ensayo tuvo como finalidad evaluar si los niveles en sangre de indices basados en TIM-3,
Gal-9, y marcadores de anemia e inflamacidn se asocian con las caracteristicas clinico-
histopatologicas de pacientes con CaCu. Las proporciones se calcularon con la razon
matematica entre los niveles en sangre de Gal-9, y de marcadores de anemia e inflamacion
para cada paciente. Los indices de Gal-9 resultantes se compararon entre los grupos con
tumores de cérvix <6 cm y >6 cm. De manera similar, determinamos el cociente entre los
niveles en sangre de TIM-3, y de marcadores de anemia e inflamacion por individuo. Luego
realizamos comparaciones de los indices de TIM-3 obtenidos entre las pacientes con tumores
de cérvix queratinizantes y no queratinizantes. En ambos casos, ejecutamos analisis de curva
ROC para valorar su especificidad. En conjunto, los 47 analisis se realizaron con la finalidad
de que los nuevos indices propuestos brinden potenciales candidatos a biomarcadores de

prondstico para CaCu.

Primero intentamos comprender si los niveles en sangre de indices basados en Gal-9,
y marcadores de inflamacion se asociaban con el tamafio de tumor en pacientes con CaCu.
La evaluaciéon comparativa de los valores de log(Gal-9) expuso mayores niveles con
significancia en pacientes con tumores >6 cm en comparacion con pacientes con tumores <6
cm (p <0.05). Este resultado se ilustra en la Figura 27A. No hubo diferencias significativas

de los niveles en sangre de indices basados en Gal-9, y los marcadores de inflamacion

restantes entre los dos grupos de pacientes (Tabla suplementaria S25).
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Figura 27. Niveles en sangre de neutrdfilos/log(Gal-9), y su capacidad para discriminar entre pacientes con
tumores de cérvix <6 cmy >6 cm

(A) Comparacion de los niveles en sangre de neutrofilos/log(Gal-9) entre las pacientes con tumores de cérvix
<6 cm y >6 cm. (B) Curva ROC de los niveles de neutréfilos/log(Gal-9) de ambos grupos de pacientes, y grafico
de calidad de modelo predictivo. Este ultimo, representa el valor de ABC del limite inferior de confianza al 95
% en la barra horizontal, y la linea roja indica el umbral de referencia. Las comparaciones entre grupos se
realizaron con la prueba U de Mann—Whitney no pareada. Cada punto representa el dato de una paciente. Las
barras verticales se muestran como media + EEM. Abreviaturas. ABC: Area bajo la curva. IC: Intervalo de
confianza. <6 cm: Pacientes con tumores de cérvix <6 cm. >6 cm: Pacientes con tumores de cérvix >6 cm.

Con el fin de validar la capacidad de discriminacion de los niveles en sangre de
neutrofilos/log(Gal-9), realizamos un analisis de curva ROC usando como grupo control a
las pacientes con tumores <6 cm. El calculo del ABC arrojo6 un valor de 0.82, y un intervalo
inferior de confianza al 95 % de 0.65. Estos hallazgos confirman que el indice de
neutrofilos/log(Gal-9) tiene un buen rendimiento discriminativo, y una calidad general de

modelo admisible (Figura 27B).
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Como se muestra en la Tabla 7, el indice J de Youden de 0.625 exhibié un punto de

, . 3
corte mayor o igual a 5.13 Celuln;;w de neutréfilos/log(Gal-9). Bajo este umbral

encontramos una sensibilidad del 100 %, y una especificidad del 62.5 %. Lo que comprueba

que la eficacia del marcador es aceptable.

Tabla 7. Parametros de la curva ROC de los niveles en sangre de neutrdfilos/log(Gal-9) de pacientes con
tumores de cérvix <6 cm y >6 cm

Variable Indice J Punto de corte Sensibilidad Especificidad

Neutrofilos/log(Gal-9) 0.625 >513 células-103 100 % 62.5 %
>5. g

A continuacion, pretendiamos hallar diferencias en los niveles en sangre de los indices
basados en Gal-9, y marcadores de anemia entre pacientes con tumores de cérvix <6 cmy >6
cm. Encontramos que los niveles en sangre de eritrocitos/log(Gal-9) (p <0.05),
VCM/log(Gal-9) (p <0.05), HCM/log(Gal-9) (p <0.05), hemoglobina/log(Gal-9) (p <0.01),
hematocrito/log(Gal-9) (p <0.01), y CHCM/log(Gal-9) (p <0.05) fueron significativamente
mas bajos en pacientes con tumores de cérvix >6 cm que en individuos con tumores de menor
dimension (Figuras 28A-F). Por el contrario, los niveles en sangre de RDW/log(Gal-9) entre
pacientes con tumores <6 cm y >6 cm no difieren de manera significativa (Tabla

suplementaria S25).
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Figura 28. Niveles en sangre de los indices basados en Gal-9 y marcadores de anemia de pacientes con
tumores de cérvix <6 cm y >6 cm

Relacion de los niveles en sangre de (A) eritrocitos/log(Gal-9), (B) VCM/log(Gal-9), (C) HCM/log(Gal-9), (D)
hemoglobina/log(Gal-9), (E) hematocrito/log(Gal-9), y (F) CHCM/log(Gal-9) con el tamafio de tumor en
pacientes con CaCu. Las comparaciones entre dos grupos de datos paramétricos para varianzas homogéneas se
llevaron a cabo con la prueba t Student no pareada. Las comparaciones de dos grupos de datos no paramétricos
se analizaron con la prueba de U de Mann-Whitney no pareada. Cada punto representa el dato de una paciente.
Las barras se muestran como media + EEM. Abreviaturas. log(Gal-9): El logaritmo de los niveles de Gal-9
séricos en ng/mL. <6 cm: Pacientes con tumores de cérvix <6 cm. >6 cm: Pacientes con tumores de cérvix >6
cm. VCM: Volumen celular medio. HCM: Hemoglobina corpuscular media. CHCM: Concentracién de
hemoglobina corpuscular media.

El beneficio neto de los seis nuevos indices basados en Gal-9, y marcadores de anemia
se determiné con un analisis de curva ROC. Para todos los casos del estudio, los valores de
ABC de los indices de eritrocitos/log(Gal-9), VCM/log(Gal-9), HCM/log(Gal-9),
hemoglobina/log(Gal-9), hematocrito/log(Gal-9), y CHCM/log(Gal-9) fueron 0.82, 0.86,

0.90, 0.88, 0.88, y 0.82, secuencialmente. Todos los indices evaluados mostraron una buena
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capacidad discriminativa, y una calidad general de modelo predictivo permisible (Figura

29A-B). La vista individual de las curvas ROC de cada marcador se muestra en la Figura S1.

(A) (B)
<£6cmvs>6 cm
= Eritrocitos/log(Gal-9) 0
Hemoglobina/log(Gal-9) V(-:M/Iog(Gal 9) m
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- — VCM/log(Gal-9) Hematocrito/log(Gal-9) { O
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. 0.64
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317 082 064 1.00
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Figura 29. Capacidad de los niveles en sangre de eritrocitos/log(Gal-9), hemoglobina/log(Gal-9),
hematocrito/log(Gal-9), VCM/log(Gal-9), HCM/log(Gal-9), y CHCM/log(Gal-9) para discriminar entre
pacientes con tumores de cérvix <6 cmy >6 cm

(A) Curva ROC multiple de datos parcados basada en los niveles en sangre de eritrocitos/log(Gal-9),
hemoglobina/log(Gal-9), hematocrito/log(Gal-9), VCM/log(Gal-9), HCM/log(Gal-9), y CHCM/log(Gal-9) de
pacientes con tumores de cérvix <6 cm y >6 cm. (B) Grafico de la calidad de los modelos predictivos. Estos
representan los valores de ABC del limite inferior de confianza al 95 % en las barras horizontales, y la linea
roja indica el umbral de referencia. Abreviaturas. ABC: Area bajo la curva. IC: Intervalo de confianza.
log(Gal-9): El logaritmo de los niveles de Gal-9 séricos en ng/mL. <6 cm: Pacientes con tumores de cérvix <6
cm. >6 cm: Pacientes con tumores de cérvix >6 cm. VCM: Volumen celular medio. HCM: Hemoglobina
corpuscular media. CHCM: Concentracién de hemoglobina corpuscular media.

Como se muestra en la Tabla 8, calculamos el indice J de Youden para determinar la
capacidad total y puntos de corte de los indices basados en Gal-9, y de los marcadores de
anemia. Es importante recordar que entre mayor sea el valor del estadistico J, mejor sera el
poder predictivo del marcador. Los indices J de Youden de HCM/log(Gal-9),
hematocrito/log(Gal-9), y hemoglobina/log(Gal-9) fueron los mas altos, con valores de
0.882. En cambio, los indices de eritrocitos/log(Gal-9), y CHCM/log(Gal-9) arrojaron los
mas bajos, con cifras de 0.706. No obstante, los seis indices basados en Gal-9, y marcadores

de anemia mostraron una buena eficiencia. De este grupo, los indices de HCM/log(Gal-9),
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hematocrito/log(Gal-9), y hemoglobina/log(Gal-9) poseen los mejores rendimientos
predictivos. Bajo los puntos de corte mostrados en la Tabla 8, estos tres indices arrojaron

una sensibilidad del 100 %, y una especificidad del 88.2 %.

Tabla 8. Pardametros de las curvas ROC de los niveles en sangre de indices basados en Gal-9 y marcadores
de anemia de pacientes con tumores de cérvix <6 cm y >6 cm

indices de Gal-9 indice J Punto de corte Sensibilidad Especificidad
é . 6

Eritrocitos/log(Gal-9) 0.706 <5.01 Ce““:i;“) 100 % 70.6 %
Hemoglobina/log(Gal-9) 0.882 <12.86 % 100 % 88.2 %
Hematocrito/log(Gal-9) 0.882 <39.26 (n;//"mL) 100 % 88.2 %
VCM/log(Gal-9) 0.765 <95.27 (ngf/ — 100 % 76.5 %
HCM/log(Gal-9) 0.882 <29.52 P 100 % 88.2 %
CHCM/log(Gal-9) 0.706 <37.82 (n;m” 100 % 70.6 %

Posteriormente, queriamos entender si los niveles en sangre de indices basados en TIM-
3 y marcadores de inflamacion se asociaban con la queratinizacion de tumores de cérvix. Es
de destacar que los niveles en sangre de leucocitos/TIM-3 (p <0.001), linfocitos/TIM-3 (p
<0.01), neutréfilos/TIM-3 (p <0.01), basofilos/TIM-3 (p <0.01), monocitos/TIM-3 (p <0.01),
y plaquetas/TIM-3 (p <0.05) en pacientes con tejidos tumorales de cérvix queratinizantes
fueron comparativamente mayores que en el grupo con tejidos tumorales no queratinizantes
(Figuras 30A-F). El cotejo de los niveles en sangre de eosin6filos/TIM-3 no mostrd

diferencia estadisticamente significativa entre grupos (Tabla suplementaria S26).
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Figura 30. Niveles en sangre de los indices basados en TIM-3 y marcadores de inflamacion de pacientes con
tumores de cérvix queratinizantes, y no queratinizantes

Relacion de los niveles en sangre de (A) leucocitos/TIM-3, (B) linfocitos/TIM-3, (C) neutréfilos/TIM-3, (D)
basofilos/TIM-3, (E) monocitos/TIM-3, y (F) plaquetas/TIM-3 con la queratinizacion de tumores en pacientes
con CaCu. Las comparaciones entre dos grupos de datos paramétricos para varianzas homogéneas se llevaron
a cabo con la prueba t Student no pareada. Las comparaciones de dos grupos de datos no paramétricos se
analizaron con la prueba de U de Mann-Whitney no parecada. Cada punto representa el dato de una paciente.
Las barras se muestran como media + EEM. Abreviaturas. NQ: Pacientes con tumores de cérvix no
queratinizantes. Q: Pacientes con tumores de cérvix queratinizantes.

Para evaluar el rendimiento discriminativo entre grupos de los indices basados en TIM-
3, y marcadores de inflamacién empleamos analisis de curva ROC usando como control a las
pacientes con tumores de cérvix no queratinizantes. Los niveles en sangre de leucocitos/TIM-
3, linfocitos/TIM-3, monocitos/TIM-3,

neutrofilos/TIM-3,  basofilos/TIM-3, vy

plaquetas/TIM-3 presentaron respectivamente valores de ABC de 0.98, 0.91, 0.98, 0.98, 1.00,
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y 0.91. Esto reveld que los seis marcadores examinados poseen un buen poder discriminativo,
y una calidad 6ptima de modelo predictivo (Figuras 31A-B). La vista individual de las curvas

ROC de cada marcador se muestra en la Figura S2.

Qvs NQ
" Leucocitos/TIM-3 Plaquetas/TIM-3 ; i
Linfocitos/TIM-3 Neutrdfilos/TIM-3 091

- — Monocitos/TIM-3 Monocitos/TIM-3 [eE

- — Neutrdfilos/TIM-3 Linfocitos/TIM-3

] — Baséfilos/TIM-3 Leucocitos/TIM-3

] — Plaquetas/TIM-3 Basdfilos/TIM-3 ’

@ o4 — Referen:ia UED u‘m EI‘:’(] D‘ﬂﬂ CIIAU DVSD UED EIITU ﬂéﬂ Déﬂ |‘DB
02 ABC

0o 02 04 08 08 10

1 Especificidad

indices

Leucocitos/TIM-3

Monocites/TIM-3

411 0.91 0.73 1.00

4/11 0.98 091 1.00

Neantrofilos/TIM-3 4/11 0.98 091 1.00

Basofilos/TIM-3 411 1.00 100 1.00

Plaquetas/TIM-3 4/11 0.91 0.74 1.00

Figura 31. Capacidad de los niveles en sangre de leucocitos/TIM-3, linfocitos/TIM-3, neutréfilos/TIM-3,
basdfilos/TIM-3, monocitos/TIM-3, y plaquetas/TIM-3 para discriminar entre pacientes con tumores de
cérvix queratinizantes y no queratinizantes

(A) Curva ROC multiple de datos pareados basada en los niveles en sangre de leucocitos/TIM-3,
linfocitos/TIM-3, neutr6filos/TIM-3, basofilos/TIM-3, monocitos/TIM-3, y plaquetas/TIM-3 de pacientes con
tumores de cérvix queratinizantes y no queratinizantes. (B) Grafico de la calidad de los modelos predictivos.
Estos representan los valores de ABC del limite inferior de confianza al 95 % en las barras horizontales, y la
linea roja indica el umbral de referencia. Abreviaturas. ABC: Area bajo la curva. IC: Intervalo de confianza.
NQ: Pacientes con tumores de cérvix no queratinizantes. Q: Pacientes con tumores de cérvix queratinizantes.

Con el fin de determinar la eficiencia y punto de corte de los indices basados en los
niveles en sangre de TIM-3 y células circulatorias se utilizé el método de J de Youden. Los
estadisticos J, puntos de corte, sensibilidad, y especificidad de los niveles en sangre de
leucocitos/TIM-3, linfocitos/TIM-3, monocitos/TIM-3, neutrofilos/TIM-3, basofilos/TIM-3,
y plaquetas/TIM-3, se muestran en la Tabla 9. Los seis marcadores mostraron un buen

rendimiento. Sin embargo, el indice de basofilos/TIM-3 devolvid la mejor capacidad
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discriminativa de este conjunto. El valor umbral igual o mayor a 0.55 clulas10” e

basofilos/TIM-3 manifiesta una sensibilidad, y especificidad del 100 %.

Tabla 9. Parametros de las curvas ROC de los niveles en sangre de indices basados en TIM-3, y
marcadores de inflamacion de pacientes con tumores de cérvix queratinizantes y no queratinizantes

Indices de TIM-3 indice J Punto de corte Sensibilidad Especificidad
Leucocitos/TIM-3 0. 909 >49.92 w 100 % 90.9 %
Linfocitos/TIM-3 0.750 >14.89 % 75 % 100 %
Monocitos/TIM-3 0.909 >3.43 % 100 % 90.9 %
Neutrdfilos/TIM-3 0.909 >33.16 % 100 % 90.9 %
Basdfilos/TIM-3 1.00 >0.55 % 100 % 100 %
Plaquetas/TIM-3 0.909 >2369.80 % 100 % 90.9 %

En seguida, nos interesd demostrar si los indices basados en TIM-3, y marcadores de
anemia se vinculaban con la queratinizacién de tumores en pacientes con CaCu. En
comparacion con las pacientes con tumores no queratinizantes, las pacientes con tumores
queratinizantes exhiben significativamente mas altos niveles en sangre de los indices de
eritrocitos/TIM-3 (p <0.01), hemoglobina/TIM-3 (p <0.05), hematocrito/TIM-3 (p <0.01),
VCM/TIM-3 (p <0.01), CHCM/TIM-3 (p <0.05), y RDW/TIM-3 (p <0.01) (Figuras 32A-
F). Entre los indices evaluados, solo los niveles en sangre de HCM/TIM-3 no arrojaron una
asociacion significativa con la queratinizacion de tumores de cérvix en las pacientes (Tabla

suplementaria S26).
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Figura 32. Niveles en sangre de indices basados en TIM-3 y marcadores de anemia de pacientes con tumores
de cérvix queratinizantes y no queratinizantes

Relacion de los niveles en sangre de (A) eritrocitos/TIM-3, (B) hemoglobina/TIM-3, (C) hematocrito/TIM-3,
(D) VCM/TIM-3, (E) CHCM/TIM-3, y (F) RDW/TIM-3 con la queratinizaciéon de tumores en pacientes con
CaCu. Las comparaciones entre dos grupos de datos paramétricos para varianzas homogéneas se llevaron a
cabo con la prueba t Student no pareada. Cada punto representa el dato de una paciente. Las barras se muestran
como media + EEM. Abreviaturas. NQ: Pacientes con tumores de cérvix no queratinizantes. Q: Pacientes con
tumores de cérvix queratinizantes. VCM: Volumen celular medio. CHCM: Concentracion de hemoglobina
corpuscular media.

A fin de evaluar la capacidad discriminativa trazamos curvas ROC de los indices
basados en TIM-3, y marcadores de anemia. Los resultados arrojaron valores de ABC de
0.88, 0.82, 0.84, 0.80, 0.79, y 0.91 para los indices de eritrocitos/TIM-3, hemoglobina/TIM-

3, hematocrito/TIM-3, VCM/TIM-3, CHCM/TIM-3, y VCM/TIM-3, respectivamente. Los

seis indices mostraron un buen rendimiento para discriminar entre grupos. En cuanto a la
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calidad del modelo predictivo, la mayoria de los marcadores mostraron una calidad aceptable,
pero los indices VCM/TIM-3, y CHCM/TIM-3 exhiben una calidad deficiente (Figuras 33A-

B). La vista individual de las curvas ROC de cada marcador se muestra en la Figura S3.

Qvs NQ
_— Elritrociltu;{"nl\ll:l?;w , VCM/TIM-3
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— vem/TIM-3 Hemoglobina/TIM-3
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Figura 33. Capacidad de los niveles en sangre de eritrocitos/TIM-3, hemoglobina/TIM-3, hematocrito/TIM-
3, VCM/TIM-3, CHCM/TIM-3, y RDW/TIM-3 para discriminar entre pacientes con tumores de cérvix
queratinizantes y no queratinizantes

(A) Curva ROC multiple de datos pareados basada en los niveles en sangre de eritrocitos/TIM-3,
hemoglobina/TIM-3, hematocrito/TIM-3, VCM/TIM-3, CHCM/TIM-3, y RDW/TIM-3 de pacientes con
tumores de cérvix queratinizantes y no queratinizantes. (B) Grafico de la calidad de los modelos predictivos.
Estos representan los valores de ABC del limite inferior de confianza al 95 % en las barras horizontales, y la
linea roja indica el umbral de referencia. Abreviaturas. ABC: Area bajo la curva. IC: Intervalo de confianza.
NQ: Pacientes con tumores de cérvix no queratinizantes. Q: Pacientes con tumores de cérvix queratinizantes.
VCM: Volumen celular medio. CHCM: Concentracion de hemoglobina corpuscular media.

Con la intencion de determinar la eficiencia y puntos de corte se calcularon los indices
J de Youden para cada indice basado en TIM-3, y marcadores de anemia. Los pardmetros
obtenidos para cada marcador se muestran en la Tabla 10. Respecto a los estadisticos J de
Youden, encontramos cifras de 0.679, 0.750, 0.750, 0.750, 0.67, y 0.857 para los indices de

eritrocitos/TIM-3, hemoglobina/TIM-3, hematocrito/TIM-3, VCM/TIM-3, CHCM/TIM-3, y

VCM/TIM-3, respectivamente. Los seis marcadores muestran eficiencias aceptables. Ahora
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bien, notamos que los niveles en sangre de RDW/TIM-3 exhiben el mejor poder

%

discriminativo de este grupo de marcadores. El valor umbral igual o mayor a 109.39 oy

de RDW/TIM-3 mostr6 una sensibilidad del 100 %, y una especificidad del 85.7 %. Al

contrario, los niveles en sangre de eritrocitos/TIM-3 presentaron la menor eficiencia. El valor

. . élulas - 10° . . .
de corte de los niveles mayores o iguales a 34.64 % de eritrocitos/TIM-3 arroj6 una

sensibilidad del 75 %, y una especificidad del 92.9 %.

Tabla 10. Parametros de las curvas ROC de los niveles en sangre de indices basados en TIM-3 y
marcadores de anemia de pacientes con tumores queratinizantes y no queratinizantes

Indices de TIM-3 indice J Punto de corte Sensibilidad Especificidad
Eritrocitos/TIM-3 0.679 >34.64 %;'106 75 % 92.9%
Hemoglobina/TIM-3 0.750 >10.25 % 75 % 100 %
Hematocrito/TIM-3 0.750 >323.12 (ng‘?m) 75 % 100 %
CHCM/TIM-3 0.750 2770.2415 (n;mL) 75 % 100 %
VCM/TIM-3 0.679 >262.63 —L 75 % 92.9 %

(ng/mL)

RDW/TIM-3 0.857 >109.39 —2 100 % 85.7%

(ng/mL)
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SEGUIMIENTO RETROSPECTIVO

DETERMINACION DE LA RELACION DE LA RESPUESTA TERAPEUTICA Y LOS NIVELES
EN SANGRE DE MARCADORES DE ANEMIA E INFLAMACION PREVIO, DURANTE, Y
POSTERIOR AL TRATAMIENTO DE PACIENTES CON CACU LOCALMENTE AVANZADO

El seguimiento retrospectivo se disefio para investigar si existian asociaciones de la respuesta
terapéutica con los niveles en sangre de marcadores de anemia e inflamacion previo, durante,
y posterior al tratamiento. El ensayo clinico incluyd a dieciséis pacientes con CaCu
localmente avanzado. Estas se dividieron en dos grupos de acuerdo con su respuesta a

tratamiento. El programa de tratamiento, y la evaluacion de respuesta a tratamiento se

describen a detalle en la metodologia. El rango de edad fue de 39 a 72 afios para las pacientes
respondedoras, y de 36 a 61 afos para las pacientes no respondedoras a tratamiento. Las
Tablas P4-5 muestran las caracteristicas clinico-histopatologicas de los dos subgrupos de

pacientes.

El ensayo se constituyd por 54 andlisis de comparacion de los niveles en sangre de 18
marcadores de anemia e inflamacion en pacientes respondedoras y no respondedoras. Estos
se evaluaron en tres momentos del programa de tratamiento: antes, durante, y después de
quimiorradioterapia concurrente a base de cisplatino. Los niveles en sangre de marcadores
de anemia e inflamacion fueron recopilados de dos biometrias hematicas por paciente. La
primera biometria se obtuvo dentro de los 120 dias previo al tratamiento, y la segunda
biometria dentro de los 120 dias posterior al tratamiento. Los cambios en los niveles de
marcadores de anemia e inflamacion durante el tratamiento (A) se calcularon con la diferencia
entre el valor del marcador hematoldgico posterior, y previo al tratamiento. Esto nos permitio

obtener el cambio total de los niveles durante el tratamiento de cada marcador por paciente.
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Primero indagamos si la respuesta terapéutica se relacionaba con los niveles en sangre
de marcadores de anemia e inflamacién previo al tratamiento de pacientes con CaCu
localmente avanzado. Los resultados sefialaron que las pacientes no respondedoras mostraron
niveles en sangre mas bajos con significancia de linfocitos previo al tratamiento en

comparacion con las pacientes respondedoras con un valor p <0.01 (Figura 34A).
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Figura 34. Niveles en sangre de linfocitos, plaquetas, y monocitos previo al tratamiento de pacientes
respondedoras y no respondedoras

Asociacion de los niveles en sangre de (A) linfocitos, (B) plaquetas, (C) monocitos previo al tratamiento de
pacientes respondedoras, y no respondedoras. Las comparaciones entre dos grupos de datos paramétricos para
varianzas homogéneas se llevaron a cabo con la prueba t Student no pareada. Las comparaciones de dos grupos
de datos no paramétricos se analizaron con la prueba de U de Mann-Whitney no pareada. Cada punto representa
el dato de una paciente. Las barras se muestran como media + EEM. Abreviaturas. R: Pacientes respondedoras.
NR: Pacientes no respondedoras. PRE-TX: Pretratamiento.

Como se puede observar en las Figuras 34B-C, aunque las pacientes no respondedoras
mostraron mayores niveles en sangre de plaquetas y monocitos previos al tratamiento, no

alcanzaron el nivel de significacion con respecto al grupo de pacientes respondedoras.
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Los datos también evidenciaron que las pacientes no respondedoras tenian altos niveles
en sangre de plaquetas/linfocitos, y monocitos/linfocitos en comparacion con el grupo de
respondedoras. Ambos andlisis arrojaron diferencias significativas entre grupos con valores
p <0.05 (Figura 35A-B). No hubo diferencias con significancia de los niveles de los
marcadores en sangre restantes previos al tratamiento entre pacientes respondedoras y no

respondedoras (Tabla suplementaria S27).
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Figura 35. Niveles en sangre de plaquetas/linfocitos, y monocitos/linfocitos previo al tratamiento de
pacientes respondedoras y no respondedoras

Asociacion de los niveles en sangre de (A) plaquetas/linfocitos, y (B) monocitos/linfocitos previo al tratamiento
de pacientes respondedoras y no respondedoras. Las comparaciones entre dos grupos de datos paramétricos
para varianzas homogéneas se llevaron a cabo con la prueba t Student no pareada. Las comparaciones de dos
grupos de datos no paramétricos se analizaron con la prueba de U de Mann-Whitney no pareada. Cada punto
representa el dato de una paciente. Las barras se muestran como media £+ EEM. Abreviaturas. R: Pacientes
respondedoras. NR: Pacientes no respondedoras. PRE-TX: Pretratamiento.

A continuacion, exploramos si la respuesta terapéutica se asociaba con los niveles en
sangre de marcadores de anemia e inflamacion durante el tratamiento de pacientes con CaCu
localmente avanzado. Las pacientes no respondedoras exhibieron significativamente
menores niveles en sangre de Aleucocitos (p <0.01), y Alinfocitos (p <0.05) que las pacientes

respondedoras (Figura 36A-B).
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Figura 36. Los niveles en sangre de Aleucocitos, Alinfocitos,
A(neutrofilos/plaquetas) de pacientes respondedoras y no respondedoras

Aplaquetas, Aneutréfilos, y

Relacion de los niveles en sangre de (A) Aleucocitos, (B) Alinfocitos, (C) Aplaquetas, (D) Aneutréfilos, y (E)
A(neutréfilos/plaquetas) de pacientes respondedoras y no respondedoras. Las comparaciones entre dos grupos
de datos paramétricos para varianzas homogéneas se llevaron a cabo con la prueba t Student no pareada. Las
comparaciones de dos grupos de datos no paramétricos se analizaron con la prueba de U de Mann-Whitney no
pareada. Cada punto representa el dato de una paciente. Las barras se muestran como media + EEM.
Abreviaturas. R: Pacientes respondedoras. NR: Pacientes no respondedoras. A: Cambio total de los niveles del
marcador hematologico durante el tratamiento.

Los andlisis sefialaron que las pacientes no respondedoras muestran menores niveles
en sangre de Aplaquetas con respecto a las pacientes respondedoras, pero no presentaron
diferencias significativas entre grupos (Figura 36C). La evaluacion también arrojo que los

niveles en sangre de Aneutrofilos son menores con significancia en el grupo de no
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respondedoras que en las pacientes respondedoras (p <0.05). Este resultado se puede apreciar
en la Figura 36D. En cuanto los niveles en sangre de A(neutréfilos/plaquetas) observamos
que son sustancialmente menores en pacientes no respondedoras con respecto a las pacientes
respondedoras. Este analisis estadistico mostr6 un valor p <0.001 (Figura 36E). Esto quiere
decir que los valores medios obtenidos de la diferencia entre el valor posterior y previo al
tratamiento de los cuatro marcadores son menores en pacientes no respondedoras que en
pacientes respondedoras. Otra forma de interpretar el fendmeno observado es que en
pacientes respondedoras los cuatro marcadores de inflamacion manifiestan diferencias
significativas entre los niveles en sangre previo, y posterior al tratamiento. En cambio, en
pacientes respondedoras no se aprecian cambios significativos. Esta forma alternativa de
exponer el resultado puede visualizarse en la Figura S4. Los niveles en sangre del cambio
total durante el tratamiento de los marcadores restantes no mostraron diferencias

significativas entre grupos (Tabla suplementaria S28).

Mas adelante, determinamos si la respuesta terapéutica se vinculaba con los niveles en
sangre de marcadores de anemia e inflamacion posterior al tratamiento en pacientes con
CaCu localmente avanzado. Encontramos que los niveles en sangre de las plaquetas posterior
al tratamiento son mayores en pacientes no respondedoras en comparacion con las pacientes
respondedoras. No obstante, no hubo diferencia estadistica entre grupos (Figura 37A). Como
se aprecia en la Figura 37B, las pacientes no respondedoras presentan bajos niveles en sangre
de linfocitos posterior al tratamiento con respecto a las pacientes respondedoras, pero no
observamos diferencias estadisticas entre los grupos. A diferencia de las pacientes

respondedoras, las pacientes no respondedoras al tratamiento exhiben significativamente
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mayores niveles en sangre de plaquetas/linfocitos posterior al tratamiento con un valor p

<0.05 (Figura 37C).

(A) (€

p=0.0385
600 p=0.1956 800 1000

800

=
=3
=3
.
@
1=
o

Plaquetas (10*3/pL)
1.
Plaquetas/Linfocitos
&

265.6 £ 25.41

18]
S
=
.

@
=
-
M
@
=i

Plaquetas (10*3/uL)
n
1<)
o

PlaquetasiLinfocitos

n=16 n=16 n=16 n=16

(B)

p=0.3667

o
[k
o

g
o

=
[
.

=
o

0.5

Linfocitos (1043/uL)
Linfocitos (1043/uL)

L
[

=4
o
o
o

&
&L
@ &
AR
TR <

n=16 n=16
Figura 37. Niveles en sangre de plaquetas, linfocitos, y plaquetas/linfocitos posterior al tratamiento de

pacientes respondedoras y no respondedoras

Relacion de los niveles en sangre de (A) plaquetas, (B) linfocitos, y (C) plaquetas/linfocitos posterior al
tratamiento de pacientes respondedoras y no respondedoras. Las comparaciones entre dos grupos de datos
paramétricos para varianzas homogéneas se llevaron a cabo con la prueba t Student no pareada, y para varianzas
heterogéneas con la prueba de t de Welch no pareada. Las comparaciones de dos grupos de datos no
paramétricos se analizaron con la prueba de U de Mann-Whitney no pareada. Cada punto representa el dato de
una paciente. Las barras se muestran como media + EEM. Abreviaturas. R: Pacientes respondedoras. NR:
Pacientes no respondedoras. POST-TX: Postratamiento.

Luego buscamos probar la relacion de la respuesta terapéutica con los niveles en sangre
de marcadores de anemia posterior al tratamiento en pacientes con CaCu localmente
avanzado. Los datos presentaron que los niveles en sangre de eritrocitos posterior al
tratamiento fueron menores en pacientes no respondedoras en comparacion con las pacientes

respondedoras (p <0.05). Este resultado se ilustra en la Figura 38A.



130

(A) (8)

p=0.0353 * p= 0.0365

[}
@

-
\

w

Eritrocitos (10"6/uL)
Eritrocitos (1026/uL)
H
Hemoglobina (g/dL)
Hemoglobina (g/dL)

©

. p=0.0134

w B

k=1 1=
w B oo
e © o

Hematocrito (%)
o
-5
3

Hematocrito (%)

=
o

=

=

o
o

Figura 38. Niveles en sangre de eritrocitos, hemoglobina, y hematocrito posterior al tratamiento de pacientes
respondedoras y no respondedoras

Relacion de los niveles en sangre de (A) eritrocitos, (B) hemoglobina, y (C) hematocrito posterior al tratamiento
en pacientes respondedoras y no respondedoras. Las comparaciones entre dos grupos de datos paramétricos
para varianzas homogéneas se llevaron a cabo con la prueba t Student no pareada, y para varianzas heterogéneas
con la prueba de t de Welch no pareada. Las comparaciones de dos grupos de datos no paramétricos se
analizaron con la prueba de U de Mann-Whitney no pareada. Cada punto representa el dato de una paciente.
Las barras se muestran como media + EEM. Abreviaturas. R: Pacientes respondedoras. NR: Pacientes no
respondedoras. POST-TX: Postratamiento.

Referente al resto de marcadores de anemia, hallamos que los niveles en sangre de la
hemoglobina posterior al tratamiento son mas bajos de manera significativa en pacientes no
respondedoras con respecto a las pacientes respondedoras (Figura 38B). Ademas, notamos
que los niveles en sangre de hematocrito posterior al tratamiento son menores con
significancia en pacientes no respondedoras en comparacion con las pacientes respondedoras

(Figura 38C). Ambos analisis presentaron diferencias significativas entre grupos con valores

p <0.05. No se apreciaron diferencias estadisticas de los niveles en sangre del resto de
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marcadores posteriores al tratamiento en relacion con la respuesta terapéutica (Tabla

suplementaria S29).

EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE LOS NIVELES EN SANGRE DE MARCADORES DE
ANEMIA E INFLAMACION PREVIO, DURANTE Y POSTERIOR AL TRATAMIENTO DE CACU
LOCALMENTE AVANZADO PARA DISCRIMINAR ENTRE PACIENTES RESPONDEDORAS Y
NO RESPONDEDORAS

El ensayo pretendid evaluar si los niveles en sangre de los marcadores de anemia e
inflamacion previo, durante, y posterior al tratamiento permiten discriminar entre pacientes
respondedoras y no respondedoras a quimiorradioterapia concurrente a base de cisplatino
para el tratamiento de CaCu localmente avanzado. Este se conformo por analisis de curva
ROC individual, y multiple utilizando como control a las pacientes que presentaron buena
respuesta terapéutica. Tomados en conjunto, estos analisis buscaron revelar el potencial de
los niveles de marcadores de anemia e inflamacion como posibles biomarcadores de

beneficio terapéutico, vigilancia de respuesta terapéutica, y pronostico postratamiento.

Iniciamos evaluando la capacidad discriminativa de los niveles en sangre de los
linfocitos, plaquetas/linfocitos, y monocitos/linfocitos previo al tratamiento que presentaron
diferencias significativas entre pacientes respondedoras y no respondedoras. Como se
muestra en la Figura 39A, los niveles en sangre de los linfocitos previo al tratamiento
exhibieron una buena capacidad predictiva con un ABC de 0.88, y una calidad general de
modelo aceptable. Los resultados de la curva ROC multiple sefialaron que los niveles en
sangre de plaquetas/linfocitos, y monocitos/linfocitos previo al tratamiento poseen una
capacidad discriminativa ptima. Estos marcadores arrojaron valores de ABC de 0.88 y 0.85,
respectivamente. La calidad general de modelo predictivo es permisible en ambos casos

(Figura 39B).
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Figura 39. Capacidad de los niveles en sangre de linfocitos, monocitos/linfocitos, y plaquetas/linfocitos
previos al tratamiento para discriminar entre pacientes respondedoras y no respondedoras

(A) Curva ROC de los niveles en sangre de los linfocitos previo al tratamiento de pacientes respondedoras y no
respondedoras. (B) Curva ROC multiple de datos pareados de los niveles en sangre de plaquetas/linfocitos, y
monocitos/linfocitos previos al tratamiento de pacientes respondedoras y no respondedoras. El grafico de
calidad de los modelos predictivos representa los valores de ABC del limite inferior de confianza al 95 % en
las barras horizontales, y la linea roja indica el umbral de referencia. Abreviaturas. ABC: Area bajo la curva.
IC: Intervalo de confianza. R: Pacientes respondedoras. NR: Pacientes no respondedoras.

Con el proposito de determinar la eficacia potencial méxima y punto de corte 6ptimo
para cada marcador hematoldgico previo al tratamiento, utilizamos el método J de Youden.
Los valores J obtenidos para los niveles en sangre de linfocitos, plaquetas/linfocitos, y
monocitos/linfocitos previo al tratamiento fueron secuencialmente de 0.733, 0.667, y 0.833.

En cuanto a los valores umbrales encontramos que los niveles en sangre de linfocitos previo

. . élulas-103 . oo
al tratamiento menores o iguales a 1.73-% arrojaron una sensibilidad del 83.3 %, y

una especificidad del 90 %. También hallamos que el punto de corte mayor o igual a 297.46
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de los niveles en sangre de plaquetas/linfocitos previo al tratamiento exhiben una sensibilidad
de 66.7 %, y una especificidad del 100 %. Ademads, encontramos un valor umbral de corte
mayor o igual a 0.31 de los niveles en sangre de monocitos/linfocitos previo al tratamiento
con una sensibilidad del 83.3 %, y una especificidad del 100 %. Con base en los pardmetros
evaluados, los niveles en sangre de plaquetas/linfocitos previo al tratamiento mostraron el

mejor poder predictivo de este grupo de marcadores (Tabla 11).

Tabla 11. Pardametros de las curvas ROC de los niveles en sangre de los linfocitos, plaquetas/linfocitos, y
monocitos/linfocitos previo al tratamiento de pacientes respondedoras y no respondedoras

Variables .
Indice J Punto de corte Sensibilidad Especificidad
Pretratamiento
A . 3
Linfocitos 0.733 <1.73 “"”’%10 83.3 % 90 %
Monocitos/Linfocitos 0.833 >0.31 83.3% 100 %
Plaquetas/Linfocitos 0.667 >297.46 66.7 % 100 %

En el estudio anterior habiamos observado que los niveles en sangre de Aleucocitos,
Aneutréfilos, Alinfocitos, y A(neutrofilos/plaquetas) arrojaban diferencias estadisticas con
significancia entre pacientes respondedoras y no respondedoras. Por consiguiente, en este
ensayo buscamos evaluar la capacidad de estos marcadores para diferenciar entre grupos. El
rendimiento de los modelos exhibio valores de ABC de 0.89 para Aleucocitos, de 0.84 para
Aneutréfilos, de 0.80 para Alinfocitos, y de 0.96 para A(neutrofilos/plaquetas). La calidad

general del modelo predictivo fue admisible para los cuatro marcadores (Figuras 40A-B).
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Figura 40. Capacidad de los niveles en sangre de leucocitos, linfocitos, neutréfilos, y neutréfilos/plaquetas
durante el tratamiento para discriminar entre pacientes respondedoras y no respondedoras

(A) Vista individual de las curvas ROC, y (B) curva ROC multiple de datos pareados de los niveles en sangre
de leucocitos, linfocitos, neutréfilos, y neutréfilos/plaquetas durante el tratamiento de pacientes respondedoras,
y no respondedoras. El grafico de calidad de los modelos predictivos representa los valores de ABC del limite
inferior de confianza al 95 % en las barras horizontales, y la linea roja indica el umbral de referencia.
Abreviaturas. ABC: Area bajo la curva. IC: Intervalo de confianza. R: Pacientes respondedoras. NR: Pacientes
no respondedoras. A: Cambio de los niveles del marcador hematologico durante el tratamiento.

Mas adelante, utilizamos el indice J de Youden para determinar el beneficio general, y
el valor umbral Optimo para cada marcador durante el tratamiento. Los estadisticos J
arrojaron valores de 0.689, 0.556, 0.689, y 0.800 para los niveles en sangre de Aleucocitos,
Aneutréfilos, Alinfocitos, y A(neutrofilos/plaquetas), respectivamente. Referente a los puntos

de corte Optimos encontramos que los niveles en sangre de Aleucocitos con valores <2.30
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(Sensibilidad: 80 %, Especificidad: 98.89 %), de Aneutréfilos con cifras <2.02 (Sensibilidad:
100 %, Especificidad: 55.6 %), y de Alinfocitos con niimeros <0.69 (Sensibilidad: 80 %,
Especificidad: 98.89 %), permiten discriminar entre grupos de manera eficiente. De este
conjunto de marcadores, los niveles en sangre de A(neutrdfilos/plaquetas) con un valor
umbral de <12.00 (Sensibilidad: 80 %, Especificidad: 100 %), muestran la mejor capacidad
para discriminar entre pacientes con CaCu respondedoras y no respondedoras. Estos

resultados se ilustran en la Tabla 12.

Tabla 12. Parametros de las curvas ROC de los niveles en sangre de Aleucocitos, Aneutrdfilos, Alinfocitos,
y A(neutrdfilos/plaquetas) durante el tratamiento de pacientes respondedoras y no respondedoras

Variables durante el
Indice J Punto de corte Sensibilidad Especificidad

tratamiento
Aleucocitos 0.689 >2.30 80 % 98.89 %0.
Aneutrdfilos 0.556 >2.02 100 % 55.6 %
Alinfocitos 0.689 >0.69 80 % 98.89 %
A(neutrofilos/plaquetas) 0.800 >12.00 80 % 100 %

Abreviaturas. A: Valor resultante de la resta entre los niveles en sangre del marcador posterior y previo al
tratamiento.

Dado que habiamos identificado que los niveles en sangre de plaquetas/linfocitos,
eritrocitos, hemoglobina, y hematocrito posterior al tratamiento fueron significativamente
diferentes entre pacientes respondedoras y no respondedoras, realizamos analisis de curvas
ROC con el fin de investigar la capacidad de estos marcadores para discriminar entre grupos.

El ABC de la curva ROC de los niveles en sangre de linfocitos posterior al tratamiento
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revelaron una capacidad discriminativa admisible con un valor de 0.73, pero una pobre

calidad general de modelo predictivo (Figura 41A-B).
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Figura 41. Capacidad de los niveles en sangre de plaquetas/linfocitos posterior al tratamiento para
discriminar entre pacientes respondedoras y no respondedoras

(A) Curva ROC basada en los niveles en sangre de plaquetas/linfocitos posterior al tratamiento de pacientes
con CaCu respondedoras y no respondedoras. (B) El grafico de calidad del modelo predictivo representa el
valor de ABC del limite inferior de confianza al 95 % en la barra horizontal, y la linea roja indica el umbral de
referencia. Abreviaturas. ABC: Area bajo la curva. IC: Intervalo de confianza. R: Pacientes respondedoras.
NR: Pacientes no respondedoras.

Por lo que concierne a los niveles en sangre de eritrocitos, hemoglobina, y hematocrito
posterior al tratamiento, estos exhibieron valores de ABC de 0.82, 0.83, y 0.87,
respectivamente. Los tres marcadores de anemia presentaron una buena capacidad
discriminativa. Ademads, encontramos un limite inferior de confianza al 95 % de 0.57 para
los niveles de eritrocitos, de 0.61 para los niveles de hemoglobina, y 0.68 para los niveles de
hematocrito. Estos valores denotan una calidad de modelo predictivo aceptable en los tres

casos (Figura 42A-B).
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Figura 42. Capacidad de los niveles en sangre de eritrocitos, hemoglobina, y hematocrito posterior al
tratamiento para discriminar entre pacientes respondedoras y no respondedoras

(A) Vista individual de las curvas ROC, y (B) curva ROC multiple de datos pareados basada en los niveles en
sangre de eritrocitos, hemoglobina, y hematocrito posterior al tratamiento de pacientes respondedoras y no
respondedoras. El grafico de calidad de los modelos predictivos representa los valores de ABC del limite
inferior de confianza al 95 % en las barras horizontales, y la linea roja indica el umbral de referencia.
Abreviaturas. ABC: Area bajo la curva. IC: Intervalo de confianza. R: Pacientes respondedoras. NR: Pacientes
no respondedoras.

Luego calculamos el desempefio global de cada marcador hematoldgico
postratamiento. Los valores J de Youden revelaron secuencialmente cifras de 0.500, 0.633,
0.567, y 0.700 para los niveles en sangre de plaquetas/linfocitos, eritrocitos, hemoglobina, y
hematocrito. Con base en estos estadisticos encontramos que los niveles en sangre de

plaquetas/linfocitos posterior al tratamiento arrojaron un valor de corte mayor o igual a
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511.31 con una sensibilidad del 50%, y una especificidad del 100 %. No obstante, el
rendimiento para el marcador es deficiente. Estos resultados se pueden apreciar en la Tabla

13.

Tabla 13. Parametros de las curvas ROC de los niveles en sangre de plaquetas/linfocitos, eritrocitos,
hemoglobina, y hematocrito posterior al tratamiento de pacientes respondedoras y no respondedoras

Variables ;
Indice J Punto de corte Sensibilidad Especificidad
postratamiento
Plaquetas/Linfocitos 0.500 >511.31 50 % 100 %
4 106

Eritrocitos 0.633 <3.53 T 83.3 % 80 %
Hemoglobina 0.567 <10.22 % 66.7 % 90 %
Hematocrito 0.700 <34.85% 100 % 70 %

Como se aprecia en la Tabla 13, hallamos para los niveles en sangre de eritrocitos

. . . células-10° o s
posterior al tratamiento un punto de corte menor o igual a 3.53 —,, conuna sensibilidad

del 83.3 %, y especificidad del 80 %. Asimismo, encontramos para los niveles en sangre de
hemoglobina posterior al tratamiento un valor umbral menor o igual a 10.22 % con una
sensibilidad del 66.7 %, y una especificidad del 90 %. En ambos casos presentaron
desempefios aceptables para distinguir entre grupos. Dentro de este conjunto de marcadores
postratamiento, los niveles en sangre de hematocrito menores o iguales a 34.85 % con una
sensibilidad del 100 %, y una especificidad del 70 % exhiben la mejor capacidad

discriminativa.
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DISCUSION

La presente investigacion determind el valor clinico de los niveles en sangre de TIM-3, Gal-
9, y marcadores de anemia e inflamaciéon de pacientes con CaCu. Dentro de nuestras
aportaciones mas relevantes se encuentra la identificaciéon de potenciales candidatos a
biomarcadores de tamizaje, estimacion de resultados clinicos a largo plazo, prediccion de
beneficio terapéutico, monitoreo de respuesta al tratamiento, y prondstico postratamiento
para CaCu. Ademas, la identificacion de firmas sanguineas que proporcionan informacion
valiosa sobre los cambios en el panorama inmunolodgico sistémico con posible utilidad en el
disefio de nuevas inmunoterapias para CaCu. A continuacion, se presentan las problematicas
abordadas, la discusion del posible significado bioldgico, la importancia biomédica, y las

perspectivas de nuestros hallazgos por estudio clinico.

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES

Los principales métodos para el tamizaje de CaCu son las pruebas de Papanicolaou y del
VPH (Zigang Li et al., 2021). En paises desarrollados con altos estandares y nivel técnico, la
sensibilidad de la prueba de Papanicolau puede alcanzar valores del 90 %. En cambio, en
paises en vias de desarrollo suelen ser inferiores al 40 % (S. Zhang et al., 2020). La baja
sensibilidad de la prueba contribuye a que las lesiones premalignas progresen, y sean
detectadas en etapas avanzadas (Nkwabong et al., 2019). Ademas, la prueba de VPH tiene
baja especificidad para CaCu, debido a que un gran nimero de las infecciones por VPH son
transitorias y no conducen a la transformacion maligna (Zigang Li et al., 2021). No obstante,
se ha propuesto realizar el tamizaje de CaCu mediante pruebas tradicionales combinadas con
la identificacion de biomarcadores. Esta estrategia busca detectar la enfermedad en etapas

tempranas, y reducir el nimero de muertes por CaCu (Uyeda, 2021). Por ello una linea de
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investigacion de gran importancia para este tipo de cancer estd dirigida a la busqueda de
biomarcadores de tamizaje. Estudios previos han revelado que los niveles de Gal-9 y TIM-3
estan desregulados en suero o plasma de pacientes con diferentes tipos de canceres, y estos
cambios en el perfil sanguineo han mostrado potencial como biomarcadores en su tamizaje
(Fang et al., 2018; Gao et al., 2018; Seifert et al., 2020). Por lo tanto, nuestro grupo de

investigacion se cuestiono si esto también ocurria en CaCu.

GAL-9 SERICA MUESTRA POTENCIAL COMO BIOMARCADOR EN EL TAMIZAJE DE CACU

Nuestros datos indicaron que los niveles séricos de Gal-9 se encuentran sustancialmente
incrementados en suero de pacientes con CaCu en comparacion al suero de mujeres con
citologia normal. Estos resultados confirman los antecedentes de nuestro grupo de
investigacion (Reyes-Vallejo, 2020). De igual modo, se ha informado de un incremento
notable de la concentracion de Gal-9 en sangre de pacientes con adenocarcinoma ductal
pancredtico, y carcinoma de ovario seroso de alto grado, con respecto a la sangre de los
controles sanos (Labrie et al., 2017; Seifert et al., 2020). La Gal-9 es una proteina
inmunorreguladora soluble que se sintetiza y almacena en el citoplasma, pero bajo estimulos
inflamatorios puede ser secretada mediante vias no convencionales por células tumorales,
inmunes, y otros tipos celulares (Sato et al., 2009; Yasinska et al., 2019). De manera que la
Gal-9 detectada en suero podria ser producto de su liberacion por las células tumorales de
cérvix, o células del sistema inmune en el microambiente cervicovaginal. No obstante,
también existe la posibilidad de que la activacion de sefiales a distancia impulse la produccion
de la Gal-9 por células del endotelio vascular, células sanguineas, células inmunes, o células
de tejido en organos distantes. En cuanto a la presencia de la Gal-9 en el microambiente

cervicovaginal, informes anteriores han demostrado que los niveles de la Gal-9 en moco
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cervical son menores en pacientes con CaCu metastasico con respecto al moco cervical de
aquellas que presentaron diseminacion local (Kayukova et al., 2021). Asimismo, otro estudio
reporto significativamente menores niveles de expresion de la Gal-9 en tejido de carcinoma
de células escamosas en comparacion con su expresion en tejido sano de cérvix (Meiyan
Liang et al., 2008). Esta nocion esta respaldada por estudios in vitro de nuestro grupo que
demostraron la disminucién de los transcritos del gen de la Gal-9 en células tumorales de
cérvix HeLa y SiHa, con respecto a las células no tumorales HaCaT, que exhibieron un mayor
nimero de transcritos de este gen (Armenta-Castro et al., 2020). Tomados en conjunto, los
reportes previos y nuestros resultados sugieren que es poco probable que la fuente principal

de la cantidad de la Gal-9 identificada en suero sea el microambiente cervicovaginal.

Aunque la Gal-9 infiltrada en el suero no provenga primordialmente del microambiente
tumoral, esta proteina soluble podria tener un papel importante en la inflamacion que impulsa
la progresion de CaCu. Al igual que otras galectinas, la Gal-9 es considerada como una sefial
de patrones moleculares asociados a peligro (DAMP) (Dapat et al., 2017; Sato et al., 2009).
Los DAMPs funcionan como sefiales protectoras de alerta al peligro, y tienen la capacidad
de reclutar y regular la actividad de las células inmunes para restaurar la homeostasis
inmunitaria (Sato et al., 2009). Sin embargo, en cancer la liberacion desregulada de DAMPs
promueve la inflamacion, e impulsa el desarrollo y progresion de tumores (Hagemann et al.,
2007). Por esta razdn se sugiere que la cantidad de la Gal-9 en sangre podria ser capaz de
reflejar las alteraciones en la homeostasis inmunitaria de los individuos, y ha arrojado luz
sobre el potencial clinico de esta proteina soluble (Niki et al., 2018). De hecho, se ha
reportado que la Gal-9 sérica muestra utilidad clinica como biomarcador sensible en el

tamizaje de adenocarcinoma ductal pancreatico (Seifert et al., 2020). En la misma direccion,
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nuestros resultados revelaron que los niveles séricos de Gal-9 mayores o iguales a 6.25 ng/mL
permiten diferenciar a las pacientes con CaCu de los controles sanos con una buena
sensibilidad del 80.8 %. De acuerdo con la hipotesis, la Gal-9 sérica se presenta como
potencial biomarcador para el tamizaje de CaCu. Es importante destacar que la Gal-9 en
formas completas consta de dos dominios de reconocimiento a carbohidratos unidos por un
péptido (Nishi et al., 2006). Sin embargo, el péptido de union de la Gal-9 es susceptible a la
degradacion por proteasas de la matriz extracelular, y se ha sugerido que sus formas truncadas
podrian ejercer funciones diferentes a su andloga en formas intactas (Iwasaki-Hozumi et al.,
2021; Padilla et al., 2020). Curiosamente, se ha informado que la Gal-9 plasmatica en formas
truncadas posee una mayor sensibilidad para discriminar entre los individuos infectados por
el VIH, y los coinfectados con tuberculosis, en comparacion con la Gal-9 plasmatica en forma
completa (Padilla et al., 2020). En estudios futuros, valdria la pena investigar la capacidad
de los niveles de la Gal-9 en forma de longitud completa, y la Gal-9 en formas truncadas en
suero para discriminar entre mujeres con citologia normal y pacientes con CaCu. Estos

ensayos podrian revelar biomarcadores séricos mas sensibles para el tamizaje de CaCu.

TIM-3 SERICO EXHIBE UN RENDIMIENTO DEFICIENTE COMO BIOMARCADOR DE
TAMIZAJE EN CACU

En comparacion con los sueros de mujeres con citologia normal, encontramos que los sueros
de pacientes con CaCu muestran un aumento no significativo de los niveles de TIM-3 soluble.
Ademas, la capacidad discriminativa de este marcador sérico fue deficiente. Por lo tanto, el
uso del ensayo de TIM-3 sérico en solitario no muestra utilidad como biomarcador de
tamizaje en CaCu. Estudios previos han informado que los niveles séricos de TIM-3 si
encuentran notablemente incrementados en pacientes con osteosarcoma y carcinoma

hepatocelular, y ademas presentan utilidad clinica como biomarcadores en el tamizaje de
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estos tipos de canceres (Fang et al., 2018; Ge et al., 2017). Es importante destacar que cuando
inicio el presente proyecto, existia evidencia contradictoria de la posible funcion de TIM-3
soluble sobre los linfocitos T (Geng et al., 2006; Sabatos et al., 2003). Para formular la
hipotesis del presente ensayo nosotros nos inclinamos por la posible funcion protumoral de
TIM-3 soluble. Contrario a lo esperado, no encontramos un aumento significativo de TIM-3
soluble en pacientes con CaCu. Con apoyo en nuestros resultados y en la evidencia reportada
durante el curso del estudio, planteamos la posibilidad de que TIM-3 soluble podria cumplir
un papel antitumoral, y que es probable que las pacientes con CaCu presenten fallas en las
respuestas inmunitarias dirigidas por los linfocitos T donde participa esta proteina soluble.
Los tumores de cérvix son inmunogénicos, y su desarrollo estd ligado a la infeccion
persistente por VPH de alto riesgo. En pacientes con CaCu, la infeccion persistente por VPH
debilita las funciones de los linfocitos T CD4+y T CDS8 +, y como consecuencia deteriora la
inmunidad antitumoral (Konermann, 2019; Maskey et al., 2019). Ademas, sabemos que los
linfocitos T CD4+y T CD8 + cumplen un papel importante en la resistencia a la infeccion
por VPH (B. H. Kim & Chang, 2019). Por lo que las vias que regulan la funcion de los
linfocitos T CD4+y T CD8+ han ganado interés por su potencial terapéutico en CaCu. Dentro
de estas vias, se encuentra la via TIM-3/Gal-9 que se vincula con el escape inmunolédgico del
tumor en pacientes con CaCu y VPH positivas. La activacion de este eje parece promover
que los linfocitos T reguladores inhiban la funcién de los linfocitos T CD4+y T CD8+. En
estudios in vitro, se ha demostrado que el bloqueo de la via TIM-3/Gal-9 mejora la
proliferacion de linfocitos T CD4 + y T CD8 +. Ademas, restaura la capacidad de los
linfocitos T CD4 + para secretar interferon-y e interleucina-2, y de los linfocitos T CD8 +
para secretar perforina y granzima B (Chen et al., 2021). Por lo tanto, se sugiere que el

bloqueo de la via TIM-3/Gal-9 podria ser una poderosa estrategia para revitalizar la
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inmunidad antitumoral en CaCu. Si bien el papel de TIM-3 soluble en la via TIM-3/Gal-9 no
se ha dilucidado, se ha informado que la interaccion de TIM-3 soluble con TIM-3 en la
membrana de los linfocitos T CD4 + puede reactivar la funcidn de estas células (Sabatos et
al., 2003). Por lo que nosotros hipotetizamos que TIM-3 soluble podria tal vez funcionar
como un regulador negativo de la via de TIM-3/Gal-9, y ser capaz de promover la activacion
de los linfocitos T CD4 + y TCDS8 +. Debido a que el sistema inmunitario es altamente
redundante, no es de extraiar que exista evidencia de comportamientos similares para otros
puntos de control inmunitarios solubles. Por ejemplo, PD1 soluble es una proteina que inhibe
la activacion de la via PD-L1/PD1 (Elhag et al., 2012). La activacion de este eje provoca el
deterioro de la inmunidad antitumoral mediada por los linfocitos T (Chakrabarti et al., 2019).
Hasta donde sabemos, solo se han probado en ratones algunos tratamientos que utilizan a
PD-1 soluble, y no se ha reportado el uso de este tratamiento en seres humanos. No obstante,
los modelos de raton pueden brindar informacion valiosa para el disefio de futuros
tratamientos antitumorales para humanos. Por ejemplo, Shin et al., 2013 disefiaron un
adenovirus de modulo dual con el gen de timidina quinasa y de PD-1 soluble, y comprobaron
que este es capaz de impulsar la regresion tumoral mediada por la restauracion de la funcion
de los linfocitos T CD8 + en dos modelos murinos con tumores subcutaneos. En conjunto,
esta evidencia apunta al potencial terapéutico de las proteinas inmunorreguladoras como PD-
1 soluble para aumentar las respuestas de los linfocitos T en pacientes con tumores malignos,
y este podria ser también el caso de TIM-3 soluble. Con base en nuestros resultados y los
informes reportados en la literatura, hipotetizamos que en nuestro estudio los niveles
detectados de TIM-3 soluble podrian reflejar un estado permisivo de la activacion de la via
de TIM-3/Gal-9 que provoca la disfuncion de los linfocitos T CD4 +y T CD8 +, y en

consecuencia favorece la progresion de CaCu. Por lo que seria interesante demostrar si el
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aumento de TIM-3 soluble en ratones con tumores de cérvix podria restaurar la funcion de
los linfocitos T CD4 +y T CDS8 +. Estos estudios revelarian la posible capacidad de TIM-3
soluble para revitalizar la inmunidad antitumoral, y arrojarian luz sobre su potencial

terapéutico en CaCu.

LOS NIVELES SERICOS DE TIM-3 Y GAL-9 SE CORRELACIONAN POSITIVAMENTE EN
MUJERES CON CITOLOGIA NORMAL Y PACIENTES CON CACU

En linea con la hipotesis, demostramos que los niveles séricos de TIM-3 y Gal-9 se
correlacionan positivamente en mujeres con citologia normal y pacientes con CaCu. Esto esta
respaldado por estudios anteriores que informan sobre la correlacion positiva de los niveles
plasmaticos de TIM-3 y Gal-9 en pacientes con leucemia mieloide aguda, y donantes sanos
(Gongalves Silva et al., 2017). Interesantemente, existe evidencia de la presencia de Gal-9 y
TIM-3 en exosomas circulantes en sangre periférica. La correlacion positiva de los niveles
plasmaticos de TIM-3 y Gal-9 en forma libre y exosomal en pacientes con cancer de pulmén
de células no pequenas, ha sido notificada anteriormente por Gao et al., (2018). Ademas,
nosotros observamos diferentes niveles de correlacion de TIM-3 y Gal-9 séricos para
pacientes con CaCu (R?>= 0.1374), y mujeres con citologia normal (R>= 0.7813). Bajo
condiciones fisiologicas normales, TIM-3 soluble y Gal-9 guardan una correlacion fuerte,
que podria indicar un estado de homeostasis inmunitaria. En CaCu, la relacion lineal entre
TIM-3 soluble y Gal-9 muestra una menor fuerza, que podria reflejar alteraciones del
equilibrio inmunitario especificas de la enfermedad. Estudios anteriores han informado que
los niveles de correlacion de TIM-3 y Gal-9 plasmaticos son parecidos en pacientes con
leucemia mieloide aguda (R>= 0.6449), y en controles negativos a la enfermedad (R*=
0.6858) (Gongalves Silva et al., 2017). En cancer de pulmon de células no pequenas, se

reportd un nivel de correlacion de R?>= 0.6932 para Gal-9 y TIM-3 en forma libre, y de R?>=
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0.4434 para Gal-9 y TIM-3 en forma exosomal (Gao et al., 2018). Vale la pena sefalar que
los exosomas presentes en la sangre son un subconjunto de vesiculas extracelulares
secretadas por células inmunes o no inmunes, que se vinculan estrechamente con la
regulacion de las respuestas inmunitarias (Qiu et al., 2021). En céncer, los exosomas
funcionan como moléculas de sefializacion que promueven la metastasis, y la resistencia al
tratamiento (Jie Dai et al., 2020). Los exosomas portadores de moléculas inmunorreguladoras
son capaces de evadir el sistema inmune, y dirigirse a células especificas, lo que convierte a
estas vesiculas en prometedores vehiculos de farmacos para terapias dirigidas (Mosquera-
Heredia et al., 2021). Recomendamos indagar en las correlaciones entre los niveles séricos
de Gal-9 y TIM-3 en forma exosomal en mujeres con citologia normal, y pacientes con CaCu.
Los estudios propuestos podrian arrojar diferencias interesantes de las correlaciones de los
niveles séricos de Gal-9 y TIM-3 en forma exosomal bajo condiciones normales, y
condiciones patologicas como CaCu. También estos ensayos podrian posibilitar la
identificacion de nuevos portadores de farmacos para el tratamiento dirigido de la

enfermedad.

EL INDICE SERICO DE GAL-9/TIM-3 MUESTRA POTENCIAL COMO BIOMARCADOR EN
EL TAMIZAJE DE CACU

De acuerdo con lo propuesto, los resultados indicaron que los sueros de pacientes con CaCu
exhiben mayores niveles de la proporcion sérica de Gal-9/TIM-3 (46:1), con respecto a los
controles sanos (31:1). Previo a nuestro trabajo se identificaron diferencias entre las
proporciones de ambas proteinas solubles en sus formas libres, y ancladas en exosomas
circulantes a nivel sistémico. Gao et al., (2018) reportaron una proporciéon sérica de Gal-
9/TIM-3 en forma libre de 3.4:1, y de Gal-9/TIM-3 exosomal de 50:1 en plasma sanguineo

de pacientes con cancer de pulmén de células no pequenas. Diversas proteinas ancladas en
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los exosomas han demostrado tener una buena capacidad para distinguir entre controles
sanos, y pacientes con cancer. Por tal motivo estos marcadores proteicos en los exosomas
han proporcionado novedosas herramientas no invasivas en la deteccion temprana de tumores
(B. Zhou et al., 2020). Hay que destacar que seria interesante explorar si existen diferencias
en las proporciones séricas de Gal-9/TIM-3 en forma exosomal en la sangre de mujeres con
citologia normal y pacientes con CaCu. Estos estudios podrian revelar si existe un aumento
especifico de la proporcion de Gal-9/TIM-3 en forma exosomal en CaCu, y su posible

potencial clinico como biomarcador para el tamizaje de la enfermedad.

En el presente trabajo, nosotros introducimos un novedoso indice basado en la
proporcion sérica de Gal-9 y TIM-3, y le atribuimos el nombre de indice sérico de Gal-
9/TIM-3. Al comprobar la capacidad de este nuevo indice sérico, nos percatamos que sus
niveles permiten distinguir entre pacientes con CaCu, y mujeres con citologia normal con
una buena sensibilidad del 88.5 %. Hasta donde sabemos, reconocimos por primera vez que
el indice sérico de Gal-9/TIM-3 muestra potencial como biomarcador para el tamizaje de
CaCu. Como se discutira a mayor profundidad en los siguientes estudios, existe evidencia
que respalda las propiedades antinflamatorias de Gal-9, y proinflamatorias de TIM-3 soluble
sobre células del sistema inmune (Sabatos et al., 2003; C. Zhu et al., 2005). Lo que nos lleva
a sugerir que el parametro propuesto del indice sérico de Gal-9/TIM-3 con propiedades
antinflamatorias y proinflamatorias podria ser capaz de reflejar el equilibrio inflamatorio. Por
lo tanto, recomendamos realizar estudios de seguimiento prospectivo del indice sérico de
Gal-9/TIM-3 durante la progresion, y tratamiento de pacientes con CaCu. Los ensayos
propuestos permitirian capturar los cambios del equilibrio inflamatorio mediado por Gal-9 y

TIM-3 soluble en las diferentes etapas tumorales, y ante la exposicién al tratamiento.
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También estos podrian revelar si el indice sérico de Gal-9/TIM-3 muestra valor clinico como

biomarcador de seguimiento, y de respuesta a tratamiento para CaCu.

Basandonos en las observaciones del estudio de casos y controles, la Gal-9 sérica, y el
indice sérico de Gal-9/TIM-3 exhiben valor clinico como biomarcadores de tamizaje en
CaCu. A raiz de la baja sensibilidad de las pruebas actuales de tamizaje para la deteccion de
la enfermedad (Nkwabong et al., 2019; S. Zhang et al., 2020), nosotros proponemos el uso
de otras pruebas complementarias como el ensayo de Gal-9 sérica, y del indice sérico de Gal-
9/TIM-3 en el tamizaje para CaCu. La implementacion de las pruebas propuestas en
combinacion con el Papanicolaou permitiria aumentar la sensibilidad del tamizaje de CaCu,
y como consecuencia posibilitaria la identificacion de las pacientes con la enfermedad en
etapas mas tempranas. Es de destacar que la concentracion de Gal-9 y TIM-3 en suero o
plasma puede verse afectada por afecciones subyacentes como infecciones virales, diferentes
tipos de cancer, entre otros (Bozorgmehr et al., 2021; Chiba et al., 2017; Fang et al., 2018;
Moar & Tandon, 2021; Wdowiak et al., 2019; Zilber et al., 2019). Dada la reducida
especificidad del ensayo de Gal-9 sérica e indice de Gal-9/TIM-3 para CaCu, los resultados
obtenidos de estas pruebas requeririan de la implementacion de protocolos posteriores al
tamizaje. Estos se conformarian por una serie de analisis adicionales que permitan confirmar
la sospecha de malignidad en el cérvix. El resultado obtenido de la prueba conjunta
compuesta por el ensayo de Gal-9 sérica, indice sérico de Gal-9/TIM-3, y el Papanicolaou
dictaria el protocolo para el manejo clinico y seguimiento de la paciente. Si los resultados de
la prueba conjunta fueran normales, la paciente continuaria con el programa de tamizaje
rutinario. Si los resultados de la prueba conjunta arrojaran valores fuera de los umbrales

normales de Gal-9 sérica, y del indice sérico de Gal-9/TIM-3, pero con resultados de
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Papanicolau normales se recomendaria el uso de colposcopia para verificar posibles cambios
malignos en el cérvix. Posterior a la colposcopia, si los resultados citologicos fueran normales
se aconsejaria ejecutar programas de vigilancia por periodos mas cortos a los recomendados
para el tamizaje de rutina. En el caso opuesto, que el andlisis colposcopico exhibiera
resultados citologicos anormales se sugeriria realizar la examinacion histopatologica de una

biopsia del tejido del cérvix para determinar o descartar el diagnostico de CaCu

ESTUDIO TRANSVERSAL

El CaCu es la cuarta neoplasia maligna mas diagnosticada en la mujer a nivel mundial (Sung
etal., 2021). En paises desarrollados, aproximadamente el 66 % de las mujeres afectadas por
CaCu sobreviven mas de 5 afos. En cambio, en paises en vias de desarrollo la supervivencia
a 5 afios es menor al 50 % (Wassie et al., 2019). La mejora de la supervivencia depende en
gran medida de la informacién pronodstica disponible en el momento del diagnoéstico, y su
utilidad para orientar la toma de decisiones clinicas en las pacientes con CaCu. Actualmente
la prediccion del pronostico individual en CaCu se realiza con ayuda de factores especificos
del tumor, y esta informacion sobre el riesgo pronostico permite a los médicos orientar la
seleccion del tratamiento y programas de seguimiento de las pacientes (He et al., 2021; Ma
et al., 2018). Entre los factores asociados con el prondstico en CaCu se incluye al tamaio,
tipo histoldgico, grado de diferenciacion, y queratinizacion del tumor (L. Cao et al., 2019;
Sanjeev Kumar et al., 2009; Kyung et al., 2015; Matsuo et al., 2018). Aunque estos factores
pueden influir en los resultados clinicos y tasas de recurrencia de las pacientes, la
estadificacion FIGO contintia siendo el principal factor pronodstico en CaCu (Grigsby et al.,
2020; L. Xie et al., 2020). No obstante, la prediccion pronostica de este sistema puede ser

poco precisa si la paciente tiene una enfermedad inflamatoria pélvica, endometriosis,
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obesidad, o estadios avanzados (S. Lietal., 2016; Ma et al., 2018). Ademas, se han reportado
diferentes tasas de supervivencia en pacientes con el mismo estadio clinico (Feng et al.,
2021). Por lo tanto, existe una demanda urgente por descubrir nuevos biomarcadores que
puedan proporcionar informacion pronostica confiable en CaCu. La medicina de precision
propone la identificacién de multiples biomarcadores de pronostico para determinar los
resultados clinicos a largo plazo de manera mas precisa. Esta estrategia promete identificar a
los individuos de mayor riesgo, impulsar la toma asertiva de decisiones terapéuticas, y como
resultado mejorar la esperanza de vida de las pacientes (Olivier et al., 2019). La inflamacion
y anemia son importantes determinantes del prondstico en CaCu (Dunst et al., 2003; H.
Huang et al., 2019). En consecuencia, los indicadores sanguineos asociados con estos
procesos como las proteinas solubles de TIM-3 y Gal-9, y marcadores de anemia e
inflamacion han atraido un gran interés en la prediccion prondstica de pacientes con cancer
(Fang et al., 2018; Sideras et al., 2019; C. Zhao et al., 2020). En vista de ello, nuestro grupo
de investigacion determind el valor clinico de firmas sanguineas, e indices basados en TIM-
3, Gal-9, y marcadores de anemia e inflamacion en pacientes con CaCu. Esto con la intencion

de brindar potenciales candidatos a biomarcadores de pronoéstico de la enfermedad.

EXISTEN CORRELACIONES DE LOS NIVELES EN SANGRE DE GAL-9 Y TIM-3, Y DE LOS
MARCADORES DE ANEMIA E INFLAMACION DE PACIENTES CON CACU

El estudio actual muestra clara evidencia de la correlacion positiva de los niveles en sangre
de TIM-3 y Gal-9, y de neutréfilos, neutréfilos/plaquetas, neutréfilos/linfocitos, y PIV
[(plaquetas - neutrdfilos - monocitos) / (linfocitos)]. También que existen correlaciones
positivas de TIM-3 soluble con los niveles de monocitos, y monocitos/linfocitos en sangre
periférica de pacientes con CaCu. Informes previos han demostrado que Gal-9 provoca la

muerte celular de los linfocitos Thl a través de TIM-3 en la membrana (C. Zhu et al., 2005).
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Opuesto, TIM-3 soluble recombinante genera la activacion de los linfocitos Thl (Sabatos et
al., 2003). De manera similar, Gal-9 polariza a los monocitos hacia un fenotipo protumoral
M2 (Enninga et al., 2016). En contraste, se informé que TIM-3 soluble recombinante inhibe
la activacion de monocitos posiblemente mediante la induccion de autofagia (Y. Yang et al.,
2020). Juntos, estos hallazgos indican que tal vez Gal-9 podria estar implicada en la
inflamaciéon como un mediador antiinflamatorio. Aunque escasamente estudiado, se ha
determinado que Gal-9 en interaccion con TIM-3 en la membrana de los neutréfilos genera
su desgranulacion. En cambio, el bloqueo con anticuerpos de TIM-3 en membrana de
neutrdfilos, reduce el efecto producido por Gal-9 (Vega-Carrascal et al., 2014). Un aspecto
que ha recibido atin menos atencion es la relacion de Gal-9 y TIM-3 soluble con las plaquetas.
Se ha divulgado que Gal-9 regula positivamente la produccion de plaquetas en ratones
(Mitomo et al., 2017). En cuanto a la relacion de TIM-3 y las plaquetas, se han reportado
polimorfismos de nucledtido tinico dentro del gen TIM-3 que podrian contribuir a la
susceptibilidad genética a la trombocitemia esencial (F. Han et al., 2017). Este es un trastorno
que conduce a la produccion de una cantidad anormalmente alta de plaquetas (Pedersen et
al., 2018). Con base en los datos obtenidos y los ya publicados, las correlaciones positivas
podrian indicar que Gal-9 activa una respuesta antinflamatoria impulsada por los mediadores
celulares de neutréfilos, monocitos, linfocitos, y plaquetas. En cambio, TIM-3 soluble podria
estar generando una contra respuesta proinflamatoria para restaurar la homeostasis
inmunitaria. Para confirmarlo se necesitan mas trabajos in vitro que permitan caracterizar el
papel proinflamatorio de TIM-3 soluble, y antinflamatorio de Gal-9 sobre las células

sanguineas.
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RDW es un biomarcador discriminativo de anemia. Este refleja la heterogeneidad del
tamafio de los eritrocitos, o anisocitosis (Ai et al., 2018; Sarkar et al., 2021). En cancer, los
niveles altos de RDW se asocian con una peor supervivencia de los pacientes (Hsueh et al.,
2019; Zheng Li et al., 2017; Pedrazzani et al., 2020). Nuestros datos proporcionaron un
vinculo no reconocido previamente de la relacion lineal positiva de Gal-9 sérica y RDW en
sangre de pacientes con CaCu. En estudios anteriores, se ha observado la correlacion positiva
de Gal-3 séricay RDW en pacientes con probabilidad media-alta de tener sindrome coronario
agudo (Lippi et al., 2014). Ademas, en pacientes con cancer se ha informado que Gal-9 y
Gal-3 séricas se asocian positivamente con la proteina C reactiva, que es un reconocido
biomarcador inespecifico de inflamacion (Mei-yan Liang et al., 2008; Shimura et al., 2016).
Curiosamente, también se ha informado sobre el posible papel de las galectinas en la anemia.
Por ejemplo, Gal-3 parece participar en el desarrollo de anemia asociada a inflamacion
durante la tripanosomiasis africana, y se sugiere que esta proteina soluble podria vincularse
con la alteracion del metabolismo de hierro (Ann et al., 2010). Ademas, Shimura et al., (2016)
demostraron en pacientes con cancer colorrectal que Gal-3 sérica se correlaciona
negativamente con la transferrina, que corresponde a una proteina transportadora especifica
del hierro. Es de destacar que las funciones de los miembros de la familia de galectinas son
altamente redundantes, por lo que Gal-9 podria tener una funcion similar en la induccion de
la anemia. Con base en nuestros resultados y los ya publicados, hipotetizamos que la Gal-9
sérica podria estar vinculada con el desarrollo del estado anémico inducido por inflamacion
en las pacientes con CaCu. Debido a que la anemia ferropénica influye negativamente en el
prondstico de pacientes con CaCu (Candelaria et al., 2005; Wassie et al., 2021), seria
interesante profundizar en la relacion de la Gal-9 sérica y el metabolismo de hierro. Estos

estudios permitirian entender si esta galectina participa en procesos inflamatorios que
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promuevan este tipo especifico de anemia por deficiencia de hierro sérico en pacientes con

CaCu.

LOS NIVELES EN SANGRE DE MARCADORES DE ANEMIA E INFLAMACION SE
RELACIONAN CON LAS CARACTERISTICAS CLINICO-HISTOPATOLOGICAS DE PEOR
PRONOSTICO DE PACIENTES CON CACU

Nuestros resultados evidenciaron que la sangre de pacientes con estadio IV exhibe mayores
niveles de plaquetas, y de plaquetas/linfocitos en comparacion con la sangre de pacientes con
estadios tumorales mas tempranos. De acuerdo con la hipotesis, encontramos relaciones entre
los estadios FIGO, y los niveles de dos marcadores de inflamacion. Los resultados del estudio
son consistentes con otros informes que reportan un aumento de plaquetas, y
plaquetas/linfocitos conforme progresan las etapas de tumores de cérvix (H. Wang et al.,
2020; L. Wang et al., 2017). Referente al valor prondstico, se ha divulgado que los altos
niveles de plaquetas, y plaquetas/linfocitos se vinculan con tasas bajas de supervivencia en
pacientes con CaCu (Kozasaetal., 2017; H. Wang et al., 2020). Las plaquetas son reservorios
importantes de factores de crecimiento y citocinas que promueven la angiogénesis, invasion,
y metéstasis del tumor (Palacios-Acedo et al., 2019). En contraste, los linfocitos inhiben la
proliferacion y metastasis de las células tumorales (H. Zhao et al., 2021). Por eso el parametro
de plaquetas/linfocitos es capaz de reflejar los cambios en el equilibrio inmunitario entre las
respuestas inflamatorias dirigidas por las plaquetas, y las respuestas antitumorales
coordinadas por los linfocitos. En nuestro estudio, los resultados obtenidos podrian sefialar
la activacion continua de procesos inflamatorios dirigidos por el aumento de plaquetas, y
disminucién de linfocitos a medida que avanza la enfermedad. Ademas, la inflamacién

coordinada por el aumento de plaquetas y la disminucion de los linfocitos podria indicar un
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importante colapso de la vigilancia antitumoral durante la etapa FIGO IV en las pacientes

con CaCu.

Nuestros datos también mostraron que las pacientes con estadio IV poseen menores
niveles en sangre de hemoglobina, hematocrito, HCM, CHCM, y VCM con respecto a las
pacientes con etapas clinicas mas tempranas. En linea con lo propuesto, hallamos relaciones
entre los estadios FIGO, y los niveles en sangre de cuatro marcadores de anemia. Lo anterior
concuerda con reportes que indican que la hemoglobina disminuye en etapas avanzadas de
los tumores de cérvix (L. Wang et al., 2017). En cuanto al valor prondstico, se ha demostrado
que los niveles <9 g/dL de hemoglobina se asocian con una peor supervivencia en pacientes
con CaCu (Khamis et al., 2021). En nuestro estudio, las relaciones identificadas entre el
estadio IV FIGO, y los cuatro marcadores de anemia previo al tratamiento podrian deberse a
multiples factores. Por ejemplo, el crecimiento tumoral genera desnutricion, y la falta de
componentes esenciales conduce a una baja produccion de eritrocitos (Natalucci et al., 2021).
También sabemos que las hemorragias abundantes inducidas por el tumor generan una
reduccion de los depositos de hierro (Busti et al., 2018). Es de destacar que en nuestro estudio
las pacientes con estadio IV también presentaron altos niveles de inflamacién. De acuerdo
con esto, se sabe que la inflamacién puede generar importantes alteraciones en el
metabolismo de hierro (Weiss et al., 2019). En conjunto, los factores mencionados podrian
estar promoviendo defectos en la eritropoyesis, y en consecuencia propiciando el desarrollo

de anemia durante el estadio FIGO IV en CaCu.

Nuestros hallazgos revelaron que la sangre de pacientes con tumores >6 cm arrojaron
mayores niveles de leucocitos, neutrofilos, eosinofilos, monocitos, plaquetas,

neutrofilos/plaquetas, y PIV [(Neutrofilos - Plaquetas - Monocitos) / (Linfocitos)], en
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comparacion con la sangre de pacientes con tumores de menor tamafio. Como se esperaba,
encontramos relaciones entre el tamafio de tumor de cérvix, y los niveles de siete marcadores
de inflamacién. De manera consistente con nuestros datos, se ha informado que los niveles
en sangre de plaquetas y neutréfilos son sustancialmente mayores en pacientes con tumores
de cérvix >6 cm en comparacion con aquellas con tumores de cérvix mas pequefios (H. Wang
et al., 2020). La inflamacion tiene un papel promotor en el crecimiento del tumor, y en la
supresion de la inmunidad antitumoral (Grivennikov et al., 2011). La presencia de citocinas
y quimiocinas en el sitio local atrae a las células inflamatorias desde el torrente sanguineo al
microambiente tumoral mediante la quimiotaxis (Wilkie & Aktar, 2020). Una vez en el sitio
tumoral, las células inmunitarias y sanguineas relacionadas con la inflamaciéon pueden
promover o inhibir el crecimiento del tumor (Grivennikov et al., 2011). Si las células
tumorales no logran ser reconocidas y eliminadas por las células implicadas en la respuesta
antitumoral, esto dara lugar a un estado de inflamacion crénica. En consecuencia, las células
implicadas en las respuestas inflamatorias promoveran la proliferacion, migracion, e invasion
del tumor (H. Zhao et al., 2021). De acuerdo con los reportes previos y nuestros resultados,
el aumento de la inflamacién dirigida por neutrdfilos, monocitos, eosinéfilos, y plaquetas
podria estar sefialando que los tumores >6 cm impulsan un importante deterioro de la

inmunidad antitumoral en las pacientes con CaCu.

El ensayo reveld que las pacientes con tumores de cérvix >6 cm exhiben menores
niveles en sangre de hemoglobina, y hematocrito con respecto a las pacientes con tumores de
cérvix mas pequenos. De acuerdo con la nocion inicial, hallamos vinculos entre el tamano
del tumor de cérvix, y los niveles de dos marcadores de anemia. Aunque no estd documentado

el mecanismo implicado de nuestras observaciones, se sabe que la inflamacion altera el



156

trafico de hierro, lo que conduce a la retencion de este elemento por los monocitos (Natalucci
et al., 2021; Weiss et al., 2019). Interesantemente, en nuestro estudio apreciamos que las
pacientes con tumores de cérvix >6 cm también exhiben altos niveles en sangre de monocitos.
Es de destacar que el reciclaje de eritrocitos senescentes por los monocitos/macréfagos cubre
el 90 % de las necesidades diarias de hierro. En condiciones inflamatorias, el aumento del
secuestro de hierro por los monocitos/macrofagos provoca una reduccion de la sintesis de
hemoglobina, y de la produccion de eritrocitos (Weiss et al., 2019). Por lo tanto, proponemos
la hipotesis de que el incremento de la inflamacion dirigida por monocitos podria estar
reduciendo la entrega de hierro necesaria, y como resultado promoviendo progresivamente

un estado anémico en las pacientes con tumores de cérvix >6 cm.

Nuestro estudio revelo que la sangre de pacientes con carcinoma de células escamosas
muestra mayores niveles de eosindfilos que la sangre de pacientes con adenocarcinomas.
Interesantemente, el aumento de eosindfilos en sangre se ha reportado principalmente en
pacientes con canceres de origen escamoso (Nishikawa et al., 2021; Siddiqui et al., 2020; X.
Yang et al., 2021). En CaCu, Yamazaki et al., (2005) informd que las pacientes con altos
niveles de eosindfilos en sangre muestran una mejor supervivencia especifica de la
enfermedad. También se reconoce que los tumores de carcinomas de células escamosas de
cérvix muestran un mejor pronostico que el resto de los tipos histologicos, incluidos los
adenocarcinomas de cérvix (L. Cao et al., 2019). No obstante, la razon bioldgica por la cual
incrementan los eosinéfilos en sangre de pacientes con tumores de células escamosas de
cérvix permanece desconocida. Los eosindfilos son células inmunitarias que pueden
desempefiar funciones protumorales o antitumorales, pero estas parecen depender de su

activacion y polarizacion (Carretero et al., 2015; Varricchi et al., 2018). En un modelo de
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melanoma, Carretero et al., (2015) demostraron que los eosindfilos secretan a las quimiocinas
CCLS5, CCL9, y CXCLI10, y estas son esenciales para el reclutamiento de los linfocitos T
CDS8 al microambiente tumoral. Sin embargo, es posible que el comportamiento observado
solo incluya a los eosindfilos activados por factores que son parte de una respuesta Thl. Por
otro lado, se ha reportado que una mayor infiltracion estromal de linfocitos T CDS en tejido
de carcinoma de células escamosas de cérvix se asocia con un mejor prondstico de vida (Mori
et al., 2021). Tomando en consideracién los datos anteriores, nosotros especulamos que los
altos niveles en sangre de eosinofilos podrian reflejar una mayor fuerza de la respuesta

antitumoral en las pacientes con carcinomas de células escamosas de cérvix.

Nuestro andlisis comparativo sefiald que la sangre de pacientes con tumores de cérvix
queratinizantes presenta mayores niveles de eosinéfilos, y eosinofilos/linfocitos que la sangre
de pacientes con tumores de cérvix no queratinizantes. Los datos también mostraron que la
sangre de pacientes con tumores de cérvix poco diferenciados arrojo niveles mas elevados de
eosinéfilos, y eosinofilos/linfocitos con respecto a la sangre de pacientes con tumores de
cérvix con grados de diferenciacion superiores. Estos Gltimos dos resultados confirman las
relaciones obtenidas en pacientes con carcinoma escamoso oral por Verma et al., (2020).
Cabe sefialar que los mecanismos subyacentes a la relacion de los niveles sanguineos de
eosinoéfilos y linfocitos con el grado de diferenciacion, y queratinizacion del tumor de cérvix
se desconocen. Estudios previos han demostrado que el bajo grado de diferenciacion, y el
alto contenido de queratina en tumores de cérvix se asocian con un peor prondstico de vida
(Sanjeev Kumar et al., 2009; Matsuo et al., 2018). De acuerdo con esto, se ha evidenciado
que la disminucidn del grado de diferenciacion de tumores se vincula con la pérdida de las

uniones estrechas de las células epiteliales, y en consecuencia favorece la metastasis (Martin
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& Jiang, 2009). Asimismo, en un andlisis del Atlas del Genoma del Céancer se informé que
los tumores con alta queratina se relacionan con la sefializacion de PI3K/AKT (TCGAN,
2017), y la activacion aberrante de esta via da lugar a fenotipos mas agresivos de las células
tumorales (Bossler et al., 2019). Por estos motivos sugerimos que es posible que los tumores
de cérvix con bajos grados de diferenciacion, y aquellos con alto contenido de queratina
impulsen microambientes tumorales notoriamente inflamatorios. Los eosinofilos bajo
estimulos proinflamatorios pueden activarse y polarizarse adquiriendo funciones
protumorales (Grisaru-Tal et al., 2020). Informes previos han divulgado que los eosinofilos
favorecen directamente la migracion de células tumorales, y la formacion de metastasis
mediante la secrecion de CCL6, pero el efecto de estas células sobre la inmunidad antitumoral
no queda claro (F. Li et al., 2021). Tomando en cuenta lo expuesto anteriormente, una
hipdtesis potencial a nuestras observaciones es que el aumento de malignidad mediado por
los eosinofilos podria sefialar un importante estado de inmunosupresion en las pacientes con

tumores de cérvix con baja diferenciacion, y alto contenido de queratina.

Dentro de los hallazgos claves del actual ensayo, encontramos que el crecimiento del
tumor de cérvix impulsa importantes alteraciones en la sangre periférica. En particular, nos
percatamos que se presenta un notable aumento de la inflamacion, y anomalias hematologicas
asociadas con el desarrollo de anemia en pacientes con estadio IV, y con tumores de cérvix
>6 cm. Es de destacar que el balance del hierro y la normoxia son importantes determinantes
de la eritropoyesis funcional (Renassia & Peyssonnaux, 2019). De ahi que aconsejemos
estudiar también los cambios en los niveles de intermediarios claves del metabolismo de
hierro, y factores de hipoxia conforme crece el tumor de cérvix. Los estudios propuestos

podrian revelar si las variaciones en la importacion de hierro, y en los niveles de oxigeno en
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sangre se relacionan con las alteraciones hematoldgicas distintivas de anemia e inflamacion
observadas en nuestros estudios, y como estas en conjunto impulsan la progresion de los

tumores de cérvix.

La mayoria de los estudios se han enfocado en el posible efecto antitumoral de los
eosinofilos en cancer, y solo unos cuantos estudios presentan puntos de vista opuestos
(Carretero et al., 2015; Varricchi et al., 2018). En el presente ensayo identificamos que el
conteo total de eosindfilos muestra relaciones contradictorias de acuerdo con el prondstico
de las caracteristicas histopatoldgicas evaluadas. Esto se debe a que no cuantificamos a los
eosindfilos de acuerdo con su activacion Thl (cldsica) o Th2 (alternativa), y el conteo
absoluto no nos permite diferenciar entre estos. Por lo tanto, recomendamos indagar en la
relacion de los niveles de eosindfilos de sus fenotipos funcionales E1 y E2 en sangre
periférica con el tipo histologico, grado de diferenciacion, y queratinizacion del tumor en
pacientes con CaCu. Estos estudios podrian aclarar nuestras observaciones, y soportar la

posible funcion dual de los eosinofilos en CaCu.

LOS NIVELES SERICOS DE GAL-9 SE RELACIONAN CON EL TAMANO TUMORAL EN
PACIENTES CON CACU

Nuestros resultados demostraron que existe una asociacion atin no reportada entre los niveles
séricos de Gal-9, y el tamano de tumor de cérvix. Particularmente, nos percatamos que los
niveles de Gal-9 se encuentran notablemente incrementados en el suero de pacientes con
tumores de cérvix >6 cm en comparacion con el suero de aquellas con tumores de cérvix de
menor tamafno. De manera semejante, en cancer de pulmon de células no pequenas se ha
observado que los niveles de Gal-9 anclada a exosomas son mayores en plasma de pacientes

con tumores >3 cm con respecto al plasma de aquellos con tumores mas pequefios (Gao et
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al., 2018). La correlacion positiva entre los niveles de Gal-9 plasmaticos, y el volumen del
tumor en ratones inmunodeficientes con xenoinjertos de carcinoma nasofaringeo humano ha
sido descrita anteriormente por Klibi et al., (2009). Aunque se sabe poco sobre el patron entre
los niveles de Gal-9 en suero y de expresion en tumores, se ha reportado que los altos niveles
de Gal-9 en suero, y en tejido tumoral se asocian con una peor supervivencia general de
pacientes con carcinoma nasofaringeo (C. Zhang et al., 2020). Es de destacar que la funcion
de Gal-9 tisular en la progresion tumoral sigue siendo un tema controversial. Existen
informes que soportan evidencia sobre la relacion del aumento de la expresion de Gal-9 en
tumores, y el potencial maligno (Fu et al., 2015; T. Liang et al., 2019; Ramirez-Diaz, 2021;
Xu et al., 2018). Otros autores especulan que la pérdida de expresion de Gal-9 en tejido
tumoral desencadena procesos implicados en la progresion tumoral (Y. Liu et al., 2017; Y.
Wang et al., 2016; J. Yang et al., 2014). En CaCu, se ha informado que la expresion de Gal-
9 en los tejidos tumorales de cérvix se encuentra disminuida con respecto a los tejidos de
cérvix sanos (Meiyan Liang et al., 2008). Con base en los reportes anteriores y nuestros
resultados, sugerimos que el papel de Gal-9 en el crecimiento tumoral podria ser diferente

segun su origen, y ubicacion celular.

En el caso de CaCu, es probable que Gal-9 sérica provenga principalmente de las
células inmunes o no inmunes, y en menor proporcion del sitio local del tumor. De acuerdo
con esto, se ha reportado que la concentracion de Gal-9 en el moco cervical arrojé un valor
medio de 2003.0 pg/mL para pacientes con tumores invasivos, de 1997.1 pg/mL para tumores
con diseminacion local, y de 1313.7 pg/mL para tumores metastdsicos (Kayukova et al.,
2021). Estos resultados sugieren que la concentracion de Gal-9 extracelular en el

microambiente cervicovaginal muestra una tendencia a la disminucion conforme progresa el
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tumor de cérvix, y aumenta su malignidad. Aunque la fuente de Gal-9 sérica no sea el
microambiente tumoral, esta podria estar implicada en las perturbaciones del macroambiente
sistémico que deterioran la vigilancia antitumoral. En nuestro estudio, el aumento sustancial
de la Gal-9 en suero de pacientes que poseen tumores >6 cm podria sefialar fallas importantes
en la respuesta antitumoral inducidas por esta proteina soluble. De hecho, se ha documentado
la funcién inmunosupresora de la Gal-9 extracelular al inducir la apoptosis de los linfocitos
T, y estas son células criticas en la vigilancia inmunitaria (Kashio et al., 2003; C. Zhu et al.,
2005). En cambio, la pérdida de expresion de la Gal-9 en las células tumorales de cérvix
podria contribuir a la progresion tumoral. Zhang et al., (2012) informaron que la regulacion
a la baja de la expresion de la Gal-9 en células de carcinoma hepatocelular aumenta
notoriamente la proliferacion, adhesion, e invasion de estas células. Para investigar mas a
fondo, seria importante realizar estudios que permitan evaluar si la regulacion a la baja de
Gal-9 en células tumorales de cérvix promueve la activacion de procesos celulares
implicados en el crecimiento maligno, e invasion. Ademas, evaluar los efectos de Gal-9
extracelular sobre la funcidn y secrecion de citocinas de células implicadas en la vigilancia
inmunitaria. Estos estudios podrian dilucidar como la pérdida de Gal-9 tisular, y alta
concentracion de Gal-9 sérica orquestan progresivamente la proliferacion e invasion de las

células tumorales de cérvix.

LOS NIVELES SERICOS DE TIM-3 SE RELACIONAN CON LA QUERATINIZACION DE
TUMORES EN PACIENTES CON CACU

Nuestros resultados indicaron que los niveles de TIM-3 son sustancialmente menores en
suero de pacientes con tumores de cérvix queratinizantes en comparacion con el suero de
aquellos con tumores de cérvix no queratinizantes. Este es el primer trabajo que proporciona

evidencia de la asociacion de los niveles séricos de TIM-3 y la queratinizacion de tumores
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en pacientes con CaCu. No obstante, los mecanismos subyacentes de nuestras observaciones
permanecen desconocidos. Informes previos han sugerido que el potencial maligno de los
tumores de cérvix con alta queratina se vincula con un salto en las etapas del desarrollo
histologico de CaCu que va directo del estado normal o displdsico a un carcinoma invasivo,
sin pasar por el estado de carcinoma in situ (Bangle et al., 1963). Este atajo en la morfogénesis
de CaCu podria explicar la rapida progresion y alto grado de agresividad de los tejidos de
cérvix queratinizantes. La relacion de los tejidos queratinizantes y las formas proteicas de
TIM-3 no se han descrito, pero sus funciones bioldgicas podrian ser diferentes de acuerdo
con su ubicacion celular. La alta expresion de TIM-3 en tumores de cérvix se ha asociado
con estados mas avanzados, mayor potencial metastasico, y una peor supervivencia general
de las pacientes con CaCu. En una direccion similar, se ha demostrado que la regulacion a la
baja del gen de TIM-3 de las células tumorales de cérvix se relaciona directamente con la
inhibicion de la migracion, y la invasion de estas células (Y. Cao et al., 2013). En contraste,
se ha divulgado que TIM-3 soluble ejerce la regulacion negativa de la funcion
inmunosupresora de su analogo en la membrana celular (Sabatos et al., 2003). De acuerdo
con esto, se ha informado que la concentracion de TIM-3 soluble en el moco cervical arrojo
una media de 74.6 pg/mL para tumores invasivos, de 59.2 pg/mL para tumores con
diseminacion local, y de 52.8 pg/mL para tumores metastasicos (Kayukova et al., 2021).
Estos resultados indican que la concentracion de TIM-3 soluble en el microambiente
cervicovaginal disminuye conforme progresa el tumor de cérvix, y aumenta su potencial
maligno. Tomados en conjunto, nosotros sugerimos que la disminucioén de TIM-3 soluble en
suero de pacientes con tumores de cérvix queratinizantes podria indicar un estado permisivo
de la funcién de su andlogo en membrana ante una vigilancia antitumoral deficiente. Por esta

razon seria prometedor confirmar si los tumores queratinizantes poseen mayores niveles de
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expresion de TIM-3 con respecto a los tumores no queratinizantes. Ademas, indagar en la
capacidad de TIM-3 soluble para inhibir la migracion e invasion de las células tumorales de
cérvix a través de su andlogo en la membrana de estas células. Estos andlisis podrian explicar
coémo la baja concentracion de TIM-3 en suero, y la alta expresion de TIM-3 en tumores de
cérvix queratinizantes contribuyen a la rapida progresion que experimentan las pacientes que

poseen este tipo de tejidos tumorales.

LAS FIRMAS SANGUINEAS Y LOS INDICES BASADOS EN TIM-3, GAL-9, Y MARCADORES
DE ANEMIA E INFLAMACION SE ASOCIAN CON EL TAMANO Y QUERATINIZACION DEL
TUMOR EN PACIENTES CON CACU

Los datos aqui mostrados indicaron que existen firmas sanguineas basadas en los niveles de
Gal-9 y marcadores de anemia e inflamacién en pacientes con tumores de cérvix <6 cm, y
>6 cm. En el presente estudio introducimos 7 novedosos indices basados en Gal-9 y
marcadores de anemia e inflamacion. Ademas, demostramos que estos indices se asocian de
manera significativa y especifica con el tamafio de tumor en pacientes con CaCu. Sin
embargo, todavia no se han determinado los mecanismos que subyacen a nuestras
observaciones. Informes previos han reportado que los tumores de cérvix >6 cm exhiben un
peor prondstico en comparacion con los tumores de menor dimension (Kyung et al., 2015).
Ademas, se reconoce que el tamafo de la dimension mayor del tumor previo al tratamiento
se asocia con la fuerza de la respuesta antitumoral en pacientes con cancer. Esto quiere decir
que conforme los tumores crecen pueden inducir cambios en el panorama inmunoldgico
periférico que debilitan gradualmente la vigilancia antitumoral (Allen et al., 2020; A. C.
Huang et al., 2017; Nesseler et al., 2020). Nuestros resultados sefialaron que las pacientes
con tumores de cérvix >6 cm se relacionan con el aumento de los niveles en sangre de Gal-9

y de los neutréfilos. EI comportamiento hematoldgico detectado muestra ser distintivo, y no
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compartido con los tumores de cérvix <6 cm. La explicacion a estos cambios en el panorama
sistémico podria deberse a que Gal-9 cumple una funcién antinflamatoria, y se encuentra
implicada en los cambios hematoldgicos que se generan conforme crece el tumor de cérvix.
Informes previos han demostrado la funcion potencial de Gal-9 en la quimiotaxis de
neutrofilos (Tsuboi et al., 2007). La evidencia también ha revelado que Gal-9 se colocaliza
en neutrofilos que han sufrido NETosis (Schorn et al., 2012). Es de destacar que las células
tumorales reclutan neutrofilos al microambiente tumoral a través de sefiales a distancia, una
vez ahi los neutrofilos asociados a tumores son activados, y liberan trampas extracelulares o
NETs con el fin de promover el crecimiento tumoral, la metastasis, y la trombosis asociada
al tumor (Masucci et al., 2020). A raiz de un importante colapso de la inmunidad antitumoral,
especulamos que el reclutamiento de neutréfilos y formacion de NET dirigidos por Gal-9
podria estar promoviendo el crecimiento de los tumores de cérvix >6 cm. En cuanto al valor
biomédico, los 7 indices basados en Gal-9 y marcadores de anemia e inflamacidn son capaces

de identificar a los individuos con tumores de cérvix >6 cm.

Los resultados también reconocieron que existen firmas sanguineas basadas en los
niveles en sangre de TIM-3 y marcadores de anemia e inflamacion en las pacientes con
tumores de cérvix queratinizantes, y no queratinizantes. En el actual estudio propusimos 12
nuevos indices basados en los niveles en sangre de TIM-3 y marcadores de anemia e
inflamacion. Asimismo, determinamos que estos indices se asocian de manera significativa
y especifica con la queratinizacion de tumores en pacientes con CaCu. Hasta donde sabemos,
este es el primer ensayo que informa sobre los cambios en el panorama inmunologico
periférico relacionados con el grado de queratinizacion de tumores de cérvix. Nuestros datos

exhibieron que las pacientes con tumores de cérvix con alto contenido de queratina muestran
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un perfil sanguineo conformado por correlaciones negativas de los niveles de TIM-3 con los
neutrofilos/plaquetas, hemoglobina, hematocrito, y HCM. Esta dinamica hematologica es
especifica, y el comportamiento observado no lo obedece su contraparte con poco contenido
de queratina. Los procesos mecanicistas detras de nuestras observaciones no se conocen. Sin
embargo, se sabe que los tumores de cérvix con alta queratina muestran un peor pronéstico,
y una menor radiosensibilidad (Sanjeev Kumar et al., 2009). Ademas, se ha reconocido que
TIM-3 soluble es una molécula proinflamatoria, y esta es capaz de inhibir la funcién
inmunosupresora de su forma analoga transmembrana (Sabatos et al., 2003). Estudios previos
también han evidenciado que el bloqueo con anticuerpos de TIM-3 en membrana de los
neutrofilos reduce la desgranulacion de estas células (Vega-Carrascal et al., 2014). Aunque
se sabe poco sobre la relacion de los receptores TIM y las alteraciones sanguineas, se ha
informado en ratones que TIM-2 transmembrana es receptor de una molécula que se
encuentra implicada en procesos malignos conocida como H-ferritina (Carrillo et al., 2015;
Salatino et al., 2019), y es posible que TIM-3 transmembrana cumpla una funcion similar.
Tomando en consideracion los datos mencionados, la baja concentracion de TIM-3 soluble
en sangre podria sefialar un estado activo de la funcion inmunosupresora de su andlogo en la
membrana de las células tumorales e inmunitarias. De ser asi, lo anterior implicaria un
predominio de respuestas proinflamatorias acompafadas de aberraciones en la eritropoyesis
que podrian estar impulsando el caracteristico potencial maligno de los tumores con alta
queratina en pacientes con CaCu. Referente al valor clinico, solo 10 indices basados en TIM-
3 y marcadores de anemia e inflamacién son capaces de reconocer a los individuos con

tumores de cérvix con alta queratina.
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El estudio transversal revel6 firmas sanguineas basadas en TIM-3, Gal-9, y marcadores
de anemia e inflamacién, y estas proporcionan informacioén valiosa sobre los cambios
hematologicos vinculados con el tamaifio y la queratinizacion de tumores de cérvix. Esto es
importante puesto que se ha reconocido que los diferentes tipos de tumores impulsan
consecuencias inmunologicas Unicas. Estudios recientes sugieren que reconocer estas
alteraciones nos permitiria adaptar las terapias convencionales con agentes
inmunomoduladores para revertirlas, y en consecuencia revitalizar la inmunidad antitumoral
(Allen etal., 2020). En los ensayos determinamos que 17 novedosos indices basados en TIM-
3, Gal-9, y marcadores de anemia e inflamacién se relacionan con dos caracteristicas
tumorales de peor prondstico. De acuerdo con esto, se ha informado que las alteraciones en
el panorama inmunoldgico sistémico pueden predecir el resultado clinico a largo plazo en
cancer (Hiam-Galvez et al., 2021). Por lo tanto, nosotros recomendamos determinar la
relacion de la supervivencia, y los niveles en sangre de indices basados en TIM-3, Gal-9, y
marcadores de anemia e inflamacion previo al tratamiento. Las investigaciones propuestas
podrian revelar potenciales candidatos a biomarcadores de prondstico asociados con el estado
inmunitario previo al tratamiento. Esta estrategia promete identificar a los individuos de peor
prondstico, y orientar la seleccion de opciones terapéuticas especificas para estos grupos de

pacientes de alto riesgo prondstico.

SEGUIMIENTO RETROSPECTIVO

La quimiorradioterapia concurrente con cisplatino es el protocolo estandar de tratamiento
para las pacientes con CaCu localmente avanzado (Gennigens et al., 2021). Si bien este
enfoque terapéutico ha mejorado la supervivencia general, alrededor de un tercio de las

pacientes experimenta recidiva (L. Han et al., 2021). Esto ocurre debido a que dependiendo
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del contexto la quimiorradioterapia puede remodelar el sistema inmunologico periférico
impidiendo, o promoviendo la inmunidad antitumoral (Hiam-Galvez et al., 2021). De manera
similar, las alteraciones en la eritropoyesis también pueden determinar la resistencia del
tumor a la quimiorradioterapia (Madeddu et al., 2021). Con el fin de desarrollar herramientas
que nos permitan monitorear la respuesta a tratamientos especificos, la identificacion de las
alteraciones del panorama circulatorio asociadas con el fracaso terapéutico ha atraido un gran
interés en cancer (Hiam-Galvez et al., 2021). Hasta ahora, no existen biomarcadores en
sangre para CaCu que permitan orientar las decisiones clinicas durante el tratamiento de las
pacientes. Por ello, nuestro grupo de investigacion evalud la relacion de la respuesta
terapéutica con los niveles en sangre de marcadores de anemia e inflamacion previo, durante,
y posterior al tratamiento de pacientes con CaCu localmente avanzado. Esto con el propdsito
de revelar las diferencias de los efectos sistémicos entre las pacientes respondedoras, y no
respondedoras. Ademads, identificar posibles candidatos a biomarcadores de prediccion de

beneficio terapéutico, vigilancia de respuesta terapéutica, y prondstico postratamiento.

LOS NIVELES EN SANGRE DE MARCADORES DE ANEMIA E INFLAMACION PREVIO,
DURANTE, Y POSTERIOR AL TRATAMIENTO DE CACU LOCALMENTE AVANZADO
MUESTRAN POTENCIAL COMO BIOMARCADORES DE PREDICCION DE BENEFICIO
TERAPEUTICO, VIGILANCIA DE RESPUESTA TERAPEUTICA, Y PRONOSTICO
POSTRATAMIENTO

En los ensayos encontramos en la sangre de pacientes no respondedoras bajos niveles de
linfocitos, pero altos niveles de plaquetas/linfocitos, y monocitos/linfocitos previo al
tratamiento, con respecto a la sangre del grupo de respondedoras a quimiorradioterapia
concurrente a base de cisplatino. Esto podria deberse a algunas nociones conocidas sobre el
papel de las plaquetas, monocitos, y linfocitos en la resistencia tumoral. Informes previos

han demostrado que las plaquetas bloquean la detencion del ciclo celular provocada por los
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medicamentos contra el cancer (Braun et al., 2021). En cuanto a los monocitos se sabe que
promueven la resistencia a quimiorradioterapia mediante la revascularizacion del tumor,
supresion de la actividad de los linfocitos T, y activacion de los programas antiapoptdticos
en las células tumorales (Larionova et al., 2019). En cambio, los linfocitos dirigen la
inmunidad antitumoral, y un bajo conteo previo al tratamiento se asocia con una menor
eficiencia de la regresion tumoral (Lissoni et al., 2004). Tomando en consideracion los datos
anteriores, proponemos que los niveles bajos de linfocitos, y niveles altos de las plaquetas y
los monocitos previo al tratamiento podrian estar confiriendo una mayor susceptibilidad a
desarrollar resistencia en las pacientes no respondedoras. No obstante, los mecanismos que

subyacen a nuestras observaciones no se comprenden, y justifican mayor investigacion.

Los datos del estudio también revelaron que los cambios entre los niveles en sangre
previo, y posterior al tratamiento de leucocitos, neutroéfilos, linfocitos, y neutrofilos/plaquetas
son mayores en las pacientes que presentan buena respuesta en comparacion con aquellas
que mostraron resistencia terapéutica. Aunque el efecto causal detras de nuestros resultados
no estd claro, existen algunos reportes sobre comportamientos similares. Un marcado
decaimiento del conteo de las células inmunitarias durante el tratamiento parece ser un
indicador de buena respuesta terapéutica en cancer. Wisdom et al., (2019) informaron que
los recuentos bajos de neutrdfilos después de comenzar la quimiorradioterapia concurrente
se asocian con tasas mas altas de control local, supervivencia libre de metastasis, y
supervivencia general en pacientes con CaCu. En pacientes con cancer de recto, la reduccion
del conteo de linfocitos durante el tratamiento neoadyuvante se asocia con una buena
respuesta terapéutica (Wu et al., 2018). En esa misma direccion, es probable que las plaquetas

tengan comportamientos similares derivados de la terapia en céancer, pero hasta donde
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sabemos no se han reportado. Ante una inmunidad antitumoral deficiente, nosotros
sugerimos que el alto conteo de leucocitos, neutréfilos, y plaquetas durante el tratamiento
podria tener un papel promotor de la resistencia a la terapia en las pacientes no
respondedoras. Recomendamos llevar a cabo ensayos que permitan dilucidar el significado
bioldgico detras de la relacion entre la buena respuesta terapéutica y la notable disminucion
de leucocitos, neutréfilos, linfocitos, y plaquetas durante la quimiorradioterapia concurrente

a base de cisplatino para el tratamiento de CaCu localmente avanzado.

El estudio actual revel6 niveles altos postratamiento de plaquetas/linfocitos, y niveles
bajos postratamiento de eritrocitos, hemoglobina, y hematocrito en las pacientes no
respondedoras, en comparacion con la sangre de pacientes respondedoras. Si bien no se
conocen los mecanismos especificos detrds de nuestras observaciones, se describen a
continuacion algunos puntos conocidos. Los altos niveles en sangre de plaquetas/linfocitos
permiten predecir la mala respuesta al tratamiento en pacientes con cancer (Asano et al.,
2016). Esto es posible porque el indice refleja los cambios de sus propiedades pro, y
antiinflamatorias en funcidon del efecto terapéutico. El recuento de plaquetas sefala la
actividad tumoral, mientras que el recuento de linfocitos indica la fuerza de la respuesta
antitumoral (Asano et al., 2016; Braun et al., 2021). Por otro lado, se sabe que las terapias a
base de cisplatino para el tratamiento de cancer pueden promover el desarrollo a anemia
después del tratamiento (Ithimakin & Srimuninnimit, 2009). Esta es una condicion
hematologica que se caracteriza por inducir bajos niveles en sangre de hemoglobina,
eritrocitos, y hematocrito (Madeddu et al., 2018), y que se asocia fuertemente con la
resistencia de los tumores al tratamiento (Varlotto & Stevenson, 2005). Con base en los

reportes previos y nuestros resultados, hipotetizamos que el aumento de la inflamacion



170

coordinada por las plaquetas, y el desarrollo de anemia despues del tratamiento podrian
reflejar la resistencia tumoral y/o toxicidad derivada del tratamiento de las pacientes no
respondedoras. Dado a que no se ha documentado el significado biologico del
comportamiento de los niveles en sangre de plaquetas/linfocitos, hemoglobina, hematocrito,

y eritrocitos posterior al tratamiento de nuestro estudio, aconsejamos profundizar al respecto.

En el seguimiento retrospectivo identificamos potenciales candidatos a biomarcadores
de respuesta a quimiorradioterapia concurrente a base de cisplatino para el tratamiento de
CaCu localmente avanzado. Los resultados indicaron que los niveles en sangre de linfocitos,
plaquetas/linfocitos, y monocitos/linfocitos previo al tratamiento exhibieron posible utilidad
clinica como biomarcadores de prediccion de beneficio terapéutico. La cuantificacion de los
biomarcadores propuestos permitiria identificar a las pacientes que se beneficiaran del
tratamiento estandar de aquellas con baja posibilidad de respuesta a este enfoque terapéutico.
Con esta informacion el médico oncdélogo podria realizar cambios en el régimen del
tratamiento asociados con mayores probabilidades de éxito para las pacientes potencialmente
no respondedoras. Estos cambios incluyen variaciones en la dosis de radiacion, cantidad total
de medicamento, tipo de fArmaco, entre otros. En cuanto a los cambios durante el tratamiento,
encontramos que los niveles en sangre de leucocitos, neutrofilos, linfocitos, y
(neutrdfilos/plaquetas) durante el tratamiento mostraron potencial como biomarcadores de
vigilancia de respuesta terapéutica. La medicion repetida de los indicadores sanguineos
propuestos permitiria el monitoreo de la respuesta durante el tratamiento, y notificarian al
médico si las pacientes estan presentando una buena o mala respuesta al tratamiento. Los
datos también mostraron que los niveles en sangre de plaquetas/linfocitos, eritrocitos,

hemoglobina, y hematocrito posterior al tratamiento podrian utilizarse como biomarcadores
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de prondstico postratamiento. La implementacion de los biomarcadores mencionados
permitiria al médico identificar a las pacientes que no respondieron al tratamiento
inmediatamente después de finalizarlo, y abordar de forma oportuna terapéuticas alternativas
que promuevan la regresion tumoral, o traten la toxicidad derivada del tratamiento. En
conjunto, el presente estudio revel6 11 novedosos biomarcadores que se calculan facilmente
mediante analisis de sangre de rutina, y que muestran potencial utilidad clinica en la toma de
decisiones durante el tratamiento de las pacientes con CaCu localmente avanzado. En futuros
estudios seria concebible confirmar el valor clinico de los biomarcadores propuestos con una

evaluacion prospectiva y un mayor nimero de pacientes.
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CONCLUSIONES

La presente tesis determin6 el valor clinico de los niveles en sangre de TIM-3, Gal-9, y
marcadores de anemia e inflamacion de pacientes con CaCu. Nuestros resultados apoyan el
uso del ensayo de Gal-9 sérica, y del indice sérico de Gal-9/TIM-3 como herramientas
complementarias en el tamizaje tradicional de CaCu. La implementacion de las pruebas
propuestas en combinacién con el Papanicolaou permitiria aumentar la sensibilidad del
tamizaje de CaCu, y como consecuencia posibilitaria la identificacion de las pacientes con la
enfermedad en etapas mas tempranas. En contraste, el ensayo de TIM-3 sérico en solitario
posee una capacidad deficiente para distinguir entre las pacientes enfermas y sanas. Los
estudios también revelaron nuevas firmas sanguineas basadas en TIM-3, Gal-9, y marcadores
de anemia e inflamacion en tumores de cérvix segin su tamafio y queratinizacion. Estas
firmas permitieron conocer los cambios hematoldgicos asociados con las caracteristicas
tumorales, y a perspectiva esta informacién podria usarse para adaptar las estrategias
inmunoterapéuticas en CaCu. Dentro de nuestros aportes se encuentra el descubrimiento de
17 nuevos indices basados en TIM-3, Gal-9, y marcadores de anemia e inflamacién con
potencial para utilizarse como biomarcadores de prondstico de la enfermedad. Los niveles en
sangre de los marcadores de anemia e inflamacion previo, durante, y posterior al tratamiento
exhibieron utilidad como posibles biomarcadores de respuesta al tratamiento. En particular,
confirmamos el potencial clinico de 3 biomarcadores de prediccion de beneficio terapéutico,
4 biomarcadores de vigilancia de respuesta terapéutica, y 4 biomarcadores de pronostico de
respuesta a quimiorradioterapia concurrente a base de cisplatino para el tratamiento de CaCu

localmente avanzado. El uso de los biomarcadores de respuesta a tratamiento propuestos
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permitiria orientar la seleccion del tratamiento, mejorar los programas de monitoreo de

respuesta terapéutica, y posibilitar la prediccion del prondstico postratamiento.

Con base en los resultados presentados aqui, llegamos a la conclusion de que los niveles
en sangre de TIM-3, Gal-9, y marcadores de anemia e inflamacion proporcionan informacioén
elemental sobre el estado inmunitario de las pacientes con CaCu. Nuestro estudio es el
primero en informar sobre los cambios sistémicos que obedecen TIM-3, Gal-9, y marcadores
de anemia e inflamacidn, y su posible importancia clinica en CaCu. Argumentamos que
nuestras observaciones deben corroborarse con estudios clinicos a gran escala, y con un

enfoque que permita dilucidar los aspectos mecanicistas.
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CONSIDERACIONES Y RECOMENDACIONES

A pesar de la solidez, advertimos que la interpretacion de los resultados debe considerarse a

la luz de las siguientes limitaciones:

Los niveles séricos de Gal-9 se cuantificaron con el kit ELISA de R&D Systems, por
lo que la capacidad discriminativa reportada en este estudio podria diferir al utilizar
otros kits de ELISA. El kit que usamos cuantifica a Gal-9 en forma completa y Gal-
9 en formas truncadas, y reacciona mas contra las formas truncadas que contra las
formas intactas (Niki et al., 2018).

La recuperaciéon de la fraccion acelular de la sangre se realizd en tubos sin
anticoagulante. Es importante considerar que en el proceso de coagulacion de la
sangre participa la enzima trombina, y que esta es una proteasa capaz de escindir el
péptido de unién de Gal-9. Por lo que la cantidad de Gal-9 en formas truncadas
detectada en el suero de nuestro estudio podria ser mayor, en comparacioén con los
estudios que utilizan anticoagulantes para recuperar el plasma.

El disefio del estudio es retrospectivo, los datos se extrajeron del expediente clinico
de cada paciente, y esto conlleva a sesgos en la recopilacion de datos reales. Se
sugiere realizar un estudio prospectivo para verificar los resultados obtenidos.

Este estudio se realizd en un tnico centro de atencion, e incluyd un nimero pequefio
de pacientes, lo que crea una limitacion en términos de generalizacion del estudio. Se
recomienda obtener la confirmacién en pacientes de poblaciones adicionales.
Nuestros resultados pudieron verse afectados por la inflamacién vinculada con la
comorbilidad de otras enfermedades, estado nutricional, y otros factores que no se

tomaron en cuenta en el disefio de este estudio. Se plantea la posibilidad de



175

implementar de manera conjunta otros marcadores de inflamacion inespecificos de la
enfermedad como la proteina C reactiva en futuras investigaciones.

Las muestras del estudio se recolectaron de participantes de una region restringida.
Los biomarcadores especificos de raza podrian existir. Aconsejamos confirmar la
aplicabilidad de los biomarcadores propuestos en poblaciones de otras regiones
demograficas.

La duracion del seguimiento de las pacientes con CaCu localmente avanzado fue
corta. Recomendamos realizar estudios de seguimiento por periodos mas prolongados

para confirmar los cambios reportados y su duracion.
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no queratinizantes 235

Figura S4. Cambios de los niveles en sangre leucocitos, neutrdfilos, linfocitos, y neutréfilos/plaquetas previo y
posterior al tratamiento de pacientes respondedoras y no respondedoras 236
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MATERIAL SUPLEMENTARIO 1: CONSENTIMIENTO
INFORMADO

La carta de consentimiento informado corresponde a un proyecto registrado en el afio 2017.
Las muestras sanguineas, historia clinica, y datos relativos a la salud recolectados de este

estudio se utilizaron en la presente tesis.

[

\D

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

Coordinacion de Investigacion en Salud
Comision Nacional de Investigacion Cientifica

CONSENTIMIENTO INFORMADO

PARA PARTICIPAR EN EL PROTOCOLO DE INVESTIGACION:

Expresion de Galectina 9 en cancer cervicouterino: marcador predictivo de respuesta al tratamiento y
supervivencia

Patrocinador externo: NO APLICA

Lugar y Fecha:

No. de registro: R-2017-785-119

JUSTIFICACION Y OBJETO DEL ESTUDIO

Estimada Paciente, se le invita a participar en el estudio de investigacion, Expresion de Galectina 9 en cancer
cervicouterino: marcador predictivo de respuesta al tratamiento y supervivencia, registrado ante la Comision
Nacional de Investigacion Cientifica del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS). Dicho proyecto se llevara a cabo
en Unidad Médica de Alta Especialidad, CMN Manuel Avila Camacho del IMSS, y en el Centro de Investigacion Biomédica
de Oriente, ubicado en la ciudad de Metepec, Puebla. El objetivo de la investigacion es: Evaluar la expresion de galectina-
9 en cancer cervicouterino como un marcador predictivo de respuesta al tratamiento y supervivencia.

La galectina-9 es una proteina que participa en muchas funciones de la célula, como controlar la velocidad a la que se
divide, o la capacidad que tiene de invadir otros tejidos.

Cuando una célula normal se transforma en una célula tumoral o cancerosa se presentan muchas alteraciones, una de ellas
es la disminucion en la cantidad de esta proteina, estos cambios le permiten a la célula cancerosa dividirse sin control lo
que favorece el crecimiento del tumor.

Este proyecto en particular esta dedicado al estudio de una region del cuerpo de las mujeres llamada cérvix o cuello del
utero (matriz), que es el sitio en el que se unen la matriz y la vagina. En este sitio se desarrolla un tipo de cancer llamado
cervicouterino (cancer del cuello del utero).

Tal vez usted ya sabe que el cancer cervicouterino es una enfermedad grave que afecta a muchas mujeres mexicanas, por
lo que el presente proyecto busca determinar si analizar la cantidad de galectina 9 puede ayudar a determinar el prondstico
del tumor, o dar seguimiento a las pacientes para identificar si existe una recaida, lo cual podria ser utilizado para
identificar la presencia de cancer lo mas pronto posible. La cantidad de esta proteina en el tejido del cuello del titero puede
modificarse en relacion con la presencia y el tipo de virus del papiloma humano.
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Usted ha sido elegida para participar en este proyecto de investigacion porque al realizarle estudios de patologia el reporte
indico que usted tiene cancer cervicouterino.

Al igual que usted, se invitaran a participar otras pacientes que, de forma voluntaria y sin ninguna presion, acepten participar
en el estudio. Por favor lea la informacion que le estamos proporcionando y si tiene alguna pregunta, con gusto le
aclararemos sus dudas.

Su participacion es voluntaria y su decision de participar o no en este proyecto no afecta en nada su relacion con el IMSS,
es decir que Usted seguira recibiendo la atencion médica requerida para mejorar su salud independientemente de que decida
0 no participar en este estudio.

PROCEDIMIENTOS

Como parte de la atenciéon que normalmente le brinda el IMSS, Usted se le realizan algunas preguntas sobre su estado de
salud y sus antecedentes clinicos, se le realizara una exploracion fisica minuciosa y los estudios de laboratorio que su médico
juzgue convenientes, asi como los procedimientos clinicos o quirurgicos necesarios para tratar su enfermedad, en caso de
tenerla. En este sentido el participar en el estudio no hara ningin cambio respecto a la atencién que le brinda su médico en
esta unidad, si es que fuera necesario.

Dependiendo de la etapa en que se encuentre su enfermedad (cancer), se le realizaran diferentes tipos de tratamiento, los
cuales incluyen cirugia, radioterapia y/o quimioterapia, su médico oncologo, determinara cual es el tratamiento mas
adecuado para tratar su enfermedad, para esto tomara en cuenta su edad, el nlimero de hijos que haya tenido, su condicion
en general y el grado de avance de su enfermedad.

En ciertos casos de cancer el médico decide retirar la parte del cuello de la matriz que esta lesionada, mediante un
tratamiento quirdrgico que se llama conizacion o simplemente cono (ya que la parte removida tiene dicha forma). En otros
casos el médico puede decidir por retirarle quirargicamente toda la matriz (o Utero), los ovarios y ganglios, si estuvieran
comprometidos. Recuerde que esto dependera de la gravedad de su enfermedad y las decisiones que tome el médico
oncologo que la esta tratando, y en ninglin caso se hace con el fin de aportar muestras a este proyecto de investigacion.

Como parte de este estudio se le pedira responder a un cuestionario que le aplicara una enfermera o un auxiliar del proyecto.
El tiempo requerido para completar el cuestionario sera de maximo 15 minutos.

Se le tomara una muestra del cuello del utero, siguiendo el mismo procedimiento utilizado para el estudio de Papanicolaou
(raspado cervical); esta muestra se utilizara para conocer mediante procedimientos de laboratorio el tipo de virus de
papiloma humano presente en las células.

Se le tomara una muestra de 3 ml sangre, que equivalente a media cucharadita cafetera, para evaluar la concentracion de
galectina-9 y determinar si esta asociada con la presencia de la enfermedad.

Se le solicita su autorizacion para poder utilizar parte del tejido que se le haya retirado, ya sea como cono, biopsia o titero
completo, para realizar otras pruebas de laboratorio que nos ayuden a identificar la cantidad de galectina 9. También le
pedimos su autorizacion para conservar y almacenar las partes de las muestras de tejido no utilizadas en este estudio, para
utilizarse en otros proyectos de investigacion futuros que ayuden a detectar, prevenir y tratar el cancer cervicouterino.

Asi mismo, se le pedird una muestra de sangre al concluir el tratamiento y aproximadamente cada seis meses durante su
seguimiento hasta que sea dada de alta (a los 5 aflos), en este momento, termina su participacion en el estudio.

Por ningtin motivo se solicitard que usted asista al Hospital para la toma de muestra, esta se hara durante las citas de
revision que usted tenga programadas. Al respecto cuando se haga la toma de muestras de sangre de seguimiento, se
tomaran algunos datos clinicos con respecto a la evolucion de la enfermedad, tipo de tratamientos aplicados, resultados de
laboratorio, estos datos se tomaran de su expediente concluyendo la consulta, lo que tomara maximo 5 min.

Los investigadores analizaremos los resultados y los publicaremos en Foros y revistas especializadas, sin que sea posible
identificar a ninguna participante.

POSIBLES RIESGOS Y MOLESTIAS

La toma de las muestras de laboratorio no implica riesgo para usted porque sera realizada por personal médico capacitado.
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El raspado cervical se realiza con un cepillo desechable (solo se usa una vez) que raspa suavemente la superficie del cuello
de la matriz. Las molestias que usted podria presentar son las mismas que usted ha sentido cuando le toman muestras para
el Papanicolaou. En algunas ocasiones se puede presentar ligero dolor, pero éste desaparece en poco tiempo sin necesidad
de recibir medicamentos

La toma de sangre le ocasionara molestias minimas, como el leve dolor por el piquete con la aguja en el antebrazo al tomar
la muestra de sangre, existiendo la posibilidad de formarse un moretén en el lugar de la toma de muestra de sangre.

Las muestras de tejido se tomaran de las de la biopsia que le fue tomada para realizar el diagndstico de su enfermedad.
POSIBLES BENEFICIOS QUE RECIBIRA AL PARTICIPAR EN EL ESTUDIO

Por su participacion en el estudio usted no tendra que hacer ninglin gasto y tampoco recibira ningin pago. La atencion
médica, medicamentos, examenes, tratamientos y cirugias, etc. que requiera para su enfermedad sera proporcionados por
el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), gracias a que usted es derechohabiente.

Su participacion en el estudio no tendra ningun beneficio inmediato para usted, sin embargo, sera importante ya que
ayudara a que esta enfermedad se conozca mejor y podamos proponer mejores métodos de diagndstico; esto beneficiara
en el futuro a otras personas que sufran de la misma enfermedad.

INFORMACION SOBRE RESULTADOS Y ALTERNATIVAS DE TRATAMIENTO

Ya que los resultados de este estudio no cambiarian el pronéstico, la evolucion, ni el tratamiento de su enfermedad, no se
considera necesario entregarle ninglin reporte de este. Pero si usted esta interesada en conocer los resultados del proyecto,
tiene el derecho de solicitarlos al investigador responsable.

Participacion o retiro. Su participacion en este estudio es completamente voluntaria; si usted decide no participar en el
estudio, seguira recibiendo la atencion brindada por el IMSS y se le ofreceran los procedimientos y tratamientos habituales.
De la misma forma, usted podra abandonar el estudio en el momento que asi lo decida, sin que eso afecte el seguimiento
o la atencion que se le proporciona en el IMSS.

Privacidad y confidencialidad. La informacion sera guardada de manera confidencial y por separado para garantizar su
privacidad. Cuando se conjunten los datos de todos los participantes en el estudio y se realice el analisis, su nombre
permanecera oculto, al igual que al presentar los resultados en una publicacion o conferencia.

Solo cuando el médico tratante lo solicite se le proporcionaran los resultados obtenidos de este estudio, o bien cuando por
alguna situacion especial lo requiera la ley.

En caso de coleccion de material bioldgico:

[ No autorizo que se tome la muestra.
[ Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

1 Siautorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros. Las muestras seran almacenadas por un periodo

de 10 afos.

BENEFICIOS AL TERMINO DEL ESTUDIO

Al término del estudio, los resultados generados permitiran evaluar si la determinacion de galectina-9 puede ser utilizada
como un marcador para dar seguimiento a las pacientes con CaCu y determinar de manera mas temprana su exista una
recaida o persistencia de la enfermedad.

Si tiene usted preguntas o desea hablar con alguien del equipo médico, puede comunicarse con el Responsable Médico del
Proyecto en su Unidad:
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Dr. Teléfono: correo:

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse con su médico o con la investigadora
responsable del estudio la Dra. Verénica Vallejo Ruiz al teléfono (244) 444 01 22 de lunes a viernes de las 8:00 a las 16:00
horas o cualquier dia de la semana al celular 22 21 60 21 54, con sede en la Ciudad de Puebla México. En caso de requerir
mayor y mas detallada informacion, puede escribir al correo veronica.vallejor@imss.gob.mx

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a la Comision de Etica de la
Comision Nacional de Investigacion Cientifica del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de
Congresos, Col. Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56276900 extension 21230, Correo electronico:
comiteeticainv.imss@gmail.com

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se me ha explicado con claridad en qué consiste el estudio, ademas he leido el contenido de este formato de
consentimiento; se me ha dado la oportunidad de hacer preguntas y todas mis dudas se han aclarado; consta en esta carta con
mi firma mi participacion voluntaria.

Nombre y firma del participante
FIRMA DEL ENCARGADO DE OBTENER EL. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Le he explicado el estudio de investigacion ala participante y he contestado todas sus preguntas. Creo que ella entiende la
informacion descrita en este documento y libremente da su consentimiento a participar en este estudio de investigacion.

Nombre del encargado de obtener el consentimiento informado

Firma del encargado de obtener el Consentimiento Informado Fecha

Testigo 1 (Nombre, direccion, relacién con el paciente y firma)

Testigo 2 (Nombre, direccion, relacién con el paciente y firma)


about:blank
about:blank
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MATERIAL SUPLEMENTARIO 2: DESCRIPCION DE VARIABLES
DE ESTUDIO

La descripcion de las variables de estudio se detalla en las siguientes tablas.

VARIABLES EXPERIMENTALES

Tabla suplementaria S1. Niveles séricos de TIM-3 y Gal-9

Niveles séricos de TIM-3 y Gal-9

Nomb‘re dela Tlp.O de Definicion conceptual Defim.cwn Unidades Método Indicadores
variable variable operacional
Numero de nanogramos de
Canidad e protoinade LS ndirects proporeion o valores .
Niveles séricos  Cuantitativa TIM-3 soluble presente 'g ndirecto prop . .
. L proteina de TIM- absorbancia obtenidos de la
de TIM-3 y continua en la fraccion sérica de ng ,
3 soluble por — (ELISA) lectura por espectrofotometria
la sangre - mL
mililitro de suero de la muestra de suero
Numero de nanogramos de
Cantidad de proteina de Numero de . protetlrna de Gal-9 en
. L. o nanogramos de Indirecto proporcion a los valores de
Niveles séricos  Cuantitativa Gal-9 presente en la , ng . .
de Gal-9 ¥ continua fraccion sérica de la proteina de Gal-9 o absorbancia obtenidos de la
por mililitro de (ELISA) lectura por espectrofotometria

sangre

suero

de la muestra de suero

La definicion conceptual e indicadores se describieron con apoyo en el manual de usuario del kit de ELISA
Human TIM-3 SimpleStep de Abcam, y kit Quantikine ELISA Human Gal-9 Immunoassay de R&D Systems.

CARACTERISTICAS CLINICO-HISTOPATOLOGICAS

Tabla suplementaria S2. Caracteristicas clinicas

Caracteristicas clinicas

Nombre de Tipo de Definicién Definicién . P .
. . . Categorias Método Indicadores
la variable variable conceptual operacional
Examen clinico:
Clasificacion . Tacto 5 L
o . . Etapa del tumor Estadio I Tamafio y extension
. Cualitativa, internacional de . . -
Estadio . de cérvix Estadio 11 . . anatomica del tumor de
ordinal, y las etapas S . Estudios de imagen PR
FIGO P primario en el Estadio III cérvix primario en el
politomica tumorales de aciente Estadio IV aciente
CaCu p Medicién P
histopatologica
Cirugia:
Tamaio de la Extirpacion de masa
mayor dimension tumoral total
de una masa de < <6 cm en su
A Tamafio en . - . , .
< o células . mayor dimensién Examen clinico: Numero de centimetros
Tamafio de Cuantitativa, centimetros de la .
. transformadas, . - Tacto que mide la mayor
tumor e intervalo L mayor dimension ; -
con crecimiento, >6 cm en su dimension del tumor
del tumor . .,
y mayor dimension Informe
multiplicaciones anatomopatologico
anormales

Estudios de imagen

Las definiciones conceptuales ¢ indicadores se basaron en los siguientes reportes: estadio FIGO (Merz et al.,
2020), y tamafio de tumor (RAE, 2020; Salvo et al., 2020).
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Caracteristicas histopatolégicas
Nombre de la Tipo de Definicion Definicion . . .
. p . Categorias Método Indicadores
variable variable conceptual operacional
Carcinoma de células
escamosas:
Se observan nidos de
células epiteliales
escamosas que surgen de
la epidermis y se
extienden a través de la
membrana basal hacia la
dermis. Las células
poseen nucleos atipicos
-Adenocarcinoma:
Tipo de tejido . . iteli 4si
P . J Origen tisular CCE E_l epitelio neop l.as.lrco
o del cérvix en el tiene una disposicion
Cualitativa, L. del tumor en el
. s R que se origina el . Informe columnar
Tipo histologico nominal, y . . cérvix, y AC . .
litomi cambio maligno, " anatomopatologico pseudoestratificada con
politomica y caracteristicas h'p? lr(r)n.es AE un agotamiento relativo
tisulares istologicos de la mucina
intracitoplasmatica, en
algunos casos se observa
mucina
intracitoplasmatica
Carcinoma
adenoescamoso:
Posee patrones
histologicos de
adenocarcinoma y
carcinoma de células
escamosas
Subclasificacion
en funcién de la Cantidad de Q:ler atinizante:
cantidad de queratina At ,ta cantidad de, d
L . ueratina, y presencia de
Cualitativa, queratina presente en Q q > Y P
L . . Informe estructuras perladas en
Queratinizacion nominal, y presente en tejidos de - L
PP .. . anatomopatologico tejido
dicotomica tejidos de carcinoma de NQ No queratinizante:
carcinoma de células Baja cantidad de
células escamosas queratina presente en
escamosas tejido
Bien 0 moderadamente
diferenciado:
Se aprecian niicleos
Patrones ' hipercromaticos
Subclasificacion atipicos de ligeramente agrandados
de los nucleos, grado t,gog ab;ndfitnte]s
o . . cantidades de citoplasma
Cualitativa, carcinomas de de parecido BD y MD . itop ?
Grado de . . X Informe parecido a células de
. L, ordinal, y células con las células L. R L
diferenciacion dicotémi del teiido d PD anatomopatologico origen y mitosis regular
icotomica escamosas en el tejido de Poco diferenciado:

funcion del grado  origen, y ritmo
de atipia celular de crecimiento
celular

Se observan nticleos
pleomorficos muy
agrandados que
demuestran un alto grado
de atipia, poco o nulo
parecido a células de
origen, y mitosis alta

Las definiciones conceptuales e indicadores se basaron en: (Dallenbach & Knebel, 2018; Soslow et al., 2021).



MARCADORES DE INFLAMACION

Tabla suplementaria S4. Marcadores de inflamacion grupo 1

201

Marcadores de inflamacion grupo 1

Nombre de Tipo de Definicién Definicién . < .
. A . Unidades Método Indicadores
la variable variable conceptual operacional
Numero de plaquetas
. detectadas individualmente
Fragmentos de Numero de Anélisis or el laser de helio-neon,
Cuantitativa megacariocitos plaquetas por ~ Numero de células - 10° ; P 'Y
Plaquetas . . L automatizado que generaron los patrones
y continua circulantes en la microlitro de ul . L
de sangre de difraccion de la luz
sangre sangre .
asociados con sus
caracteristicas morfologicas
Células inmunitarias Numero de leucocitos
nucleadas que Niimero de detectados individualmente
o incluyen a | ) . 5 Analisi 1 el laser de helio-nedn
. Cuantitativa jcuyen a jos leucocitos por ~ Numero de células - 10° alists por el laser de helio-neon, y
Leucocitos . neutrofilos, linfocitos, e automatizado que generaron los patrones
y continua . . microlitro de ulL . .,
monocitos, basofilos sanere de sangre de difraccion de la luz
y eosinofilos er asociados con sus
presentes en la sangre caracteristicas morfologicas
Cé¢lulas de nucleo . . .
; Numero de linfocitos
redondo, de origen R
PP ] detectados individualmente
linfoide, presentes en Numero de Analisis or el laser de helio-nedn,
PN Cuantitativa la sangre. Este linfocitos por ~ Ntmero de células - 10° . P 24
Linfocitos . . : . automatizado que generaron los patrones
y continua conjunto incluye a las microlitro de ul . .,
, de sangre de difraccion de la luz
células naturales sangre .
. . . asociados con sus
asesinas, linfocitos B . -
vT caracteristicas morfologicas
Numero de monocitos
Células fagociticas Nimero de detectados individualmente
o con un solo nucleo . ‘ 4 Analisis or el laser de helio-neon,
. Cuantitativa . monocitos por ~ Numero de células - 10° ; P 24
Monocitos ) ovalado, de origen T automatizado que generaron los patrones
y continua o microlitro de ul . .,
mieloide, presentes en sanare de sangre de difraccion de la luz
la sangre e asociados con sus
caracteristicas morfologicas
Células fagociticas Numero de neutrofilos
que presentan un Niimero de detectados individualmente
.. ntcleo con2 a5 , . 5 Analisis or el laser de helio-neodn,
X Cuantitativa , neutréfilos por ~ Numero de células - 103 : p Y
Neutroéfilos . 16bulos conectados ST automatizado que generaron los patrones
y continua microlitro de ul . .,
por puentes delgados, sangre de sangre de difraccion de la luz
de origen mieloide, asociados con sus
presentes en la sangre caracteristicas morfologicas
Numero de eosinofilos
. ] . detectados individualmente
Células con nicleo Numero de Anélisis or el laser de helio-nedn
. Cuantitativa bilobulado, con eosinofilos por ~ Nimero de células - 10° ; P Y
Eosinofilos . . . . automatizado que generaron los patrones
y continua granulos grandes, microlitro de ul . .,
de sangre de difraccion de la luz
presentes en la sangre sangre :
asociados con sus
caracteristicas morfologicas
Numero de baséfilos
i . . detectados individualmente
Células con nicleo Nimero de Analisis or el laser de helio-neon,
. Cuantitativa polilobulado, con basofilos por ~ Ntumero de células - 10° ; P 2y
Basofilos . . S automatizado que generaron los patrones
y continua granulos finos, microlitro de ul . .,
de sangre de difraccion de la luz

presentes en la sangre

sangre

asociados con sus
caracteristicas morfologicas

Las definiciones conceptuales se realizaron con base en los siguientes reportes: plaquetas (Ru et al., 2016),
leucocitos totales (Conrad, 2021), linfocitos (NCI, 2020), neutréfilos (Yam-Puc et al., 2012), monocitos
(Karlmark et al., 2012), eosindfilos (Rosenberg et al., 2013), y basofilos (Marone et al., 2020). Las descripciones
de los indicadores se detallan de acuerdo con el manual de usuario del citometro de flujo CELL-DYN Ruby de
la casa comercial Abbott.
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Tabla suplementaria S5. Marcadores de inflamacion grupo 2

Marcadores de inflamacion grupo 2

Nombre de Tipo de Definicion Definicion . , .
. p . Unidades Método Indicadores
la variable variable conceptual operacional
Relacion entre la Razoén matematica
£ cantidad de del nimero de . .
Indice Cuantitati 1 ; ) N Céleul Numero resultante de la ecuacion:
Plaquetas uantitativa paquetas y plaquetas y Adimensional a 013 0 Numero de plaquetas
—_ y continua linfocitos linfocitos por matematico — n -
Linfocitos L Numero de linfocitos
presentes en la microlitro de
sangre sangre
Relacion entre la Razéon matematica
Indice Cuantitati canttlfisii de del Iiu,r?_elm de Caleul Numero resultante de la ecuacion:
Neutréfilos vantt ? va neutrottlos y neutrolilos y Adimensional a CL} (,) Numero de neutréfilos - (1000)
_ y continua plaquetas plaquetas por matematico ~
Plaquetas L Numero de plaquetas
presentes en la microlitro de
sangre sangre
Relacion entre la Razoén matematica
Indice Cuantitati Camldid de de numi ro de Caleul Numero resultante de la ecuacion:
Monocitos uantt _a va m(_)nomA oSy monqc1 08y Adimensional a c‘f (.) Numero de monocitos
—_— y continua linfocitos linfocitos por matematico - - -
Linfocitos S Numero de linfocitos
presentes en la microlitro de
sangre sangre
Relacion entre la Razoén matematica
- ti 1 nu | .
Indice Cuantitati cant 1?‘;’? de de ntlrlr}}elro de Caleul Numero resultante de la ecuacion:
Neutroéfilos uantt ? va HCI-J To 1_os y r}eu <-) tlosy Adimensional a 01% 9 Numero de neutréfilos
—————  ycontinua linfocitos linfocitos por matematico - - -
Linfocitos s Numero de linfocitos
presentes en la microlitro de
sangre sangre
Relacion entre la Razoén matematica
- ti 1 nu | .
Indice Cuantitati car} 1?;.(11 de de r}urfl}e{o de Caleul Numero resultante de la ecuacion:
Eosinéfilos uanfitativa COSINONLI0S y COSINOLLI0S y Adimensional 4 Cl{ 0 Numero de eosinéfilos
_— y continua linfocitos linfocitos por matematico ~ - -
Linfocitos S Numero de linfocitos
presentes en la microlitro de
sangre sangre
., Razon matematica
Relacion entre la |
cantidad de del ntimero de
) ¢ plaquetas, Numero resultante de la ecuacion:
- o plaquetas, neutrofilos y ) (Ntmero de plaquetas) -
Indice de Cuantitativa neutrofilos y . . . Calculo . o
K . monocitos entre el Adimensional L. (Numero de neutréfilos) -
PIV y continua monocitos con i matematico . .
. . numero de (Numero de monocitos)
los linfocitos . . — - -
linfocitos por Numero de linfocitos
presentes en la .
microlitro de
sangre sangre
., Razo6n matematica
Relacion entre la i
cantidad de del nimero de
) " plaquetas y Numero resultante de la ecuacion:
P oo aquetas X . .
Indice de Cuantitativa P q y neutréfilos entre el . . Calculo (NtGmero de plaquetas) -
. neutrofilos con | Adimensional " . Py
SIRI y continua nimero de matematico (Nimero de neutréfilos)

de linfocitos
presentes en la
sangre

linfocitos por
microlitro de
sangre

Numero de linfocitos

Las definiciones conceptuales e indicadores se realizaron con respaldo en los siguientes reportes: indice de
plaquetas/linfocitos (Ma et al., 2018), neutrofilos/plaquetas (Watt et al., 2015), monocitos/linfocitos (X. Zhu et
al., 2019), neutréfilos/linfocitos (Howard et al., 2019), eosinéfilos/linfocitos (Z. Huang et al., 2019), PIV (Fuca
et al., 2020), y SIRI (Chao et al., 2020). Abreviaturas. Indice PIV: indice Pan-Inmuno-Inflamatorio. indice
SIRI: Indice de Respuesta a la Inflamacién sistémica.



MARCADORES DE ANEMIA

Tabla suplementaria S6. Marcadores de anemia
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Marcadores de anemia

Nombre de la Tipo de Definicion Definicion . . .
. p . Unidades Método Indicadores
variable variable conceptual operacional
Células rojas no | L
) Numero de eritrocitos detectados
nucleadas de | s .
Numero de - individualmente por el laser de
. forma ovalada o . 6 Analisis . .
Recuento de Cuantitativa . eritrocitos por Células - 10 N helio-nedn, y que generaron los
o . que contienen Lo _— automatizado . .
eritrocitos y continua . microlitro de uL patrones de difraccion de la luz
hemoglobina, de sangre total . L
sangre total asociados con sus caracteristicas
presentes en la .
morfologicas
sangre
Cantidad de .
. Cantidad de gramos de
proteina Gramos de . . o
s . Analisis hemoglobina por eritrocitos en
. Cuantitativa  transportadora de hemoglobina 9 . -,
Hemoglobina . . 1 — automatizado proporcion a las lecturas de
y continua 02y dioxido de  por decilitro de dL .
de sangre total absorbancia resultantes de su
carbono en sangre total ..
o escision por una fuente de luz LED
sangre periférica
. . Femtolitros { ion:
Cuantitativa Volumen medio . Calculo Numero resultante 'de la ecuacién:
VCM . . promedio de ft " Hematocrito - 10
y continua de los eritrocitos . . matematico — - -
los eritrocitos Numero de eritrocitos
. Porcentaj . .,
Cuantitati Variacion del oreen , g€ ddT Caleul Numero resultante de la ecuacion:
RDW uantt _a va diametro de los va.rllacmn C % a Cl} 9 o del volimen de eritrocitos - 100
y continua . . didmetro de matematico — — -
eritrocitos . Coeficiente de variacién medio
los eritrocitos
. Relacion entre
Relacion entre el L
los mililitros , .,
o volumen de L , Numero resultante de la ecuacion:
. Cuantitativa I de eritrocitos o Calculo . . .
Hematocrito . eritrocitos sobre % .. (Numero de eritrocito) - (VCM)
y continua sobre los matematico
el volumen de la e 10
mililitros de la
sangre
sangre
Cantidad Picogramos , .,
o . . , Numero resultante de la ecuacion:
Cuantitativa promedio de promedios de Calculo .
HCM . . . pg . Hemoglobina
y continua hemoglobina por hemoglobina matematico ~ P - —
eritrocito por eritrocito Nimero de eritrocitos
Cantidad de Gramos de
. hemoglobina hemoglobina . Numero resultante de la ecuacion:
Cuantitativa s elo . Y Calculo .
CHCM . relativa al con relacion al o .. Hemoglobina
y continua dL matematico _
volumen del volumen del Hematocrito

eritrocito

eritrocito

Las definiciones conceptuales y las descripciones se realizaron con apoyo en el manual de usuario del citdmetro
de flujo CELL-DYN Ruby de la casa comercial Abbott. Todos los marcadores de anemia fueron calculados
automaticamente por el equipo.
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INDICES BASADOS EN TIM-3, GAL-9, Y MARCADORES DE ANEMIA E INFLAMACION

Tabla suplementaria S7. Niveles en sangre de indices basados en TIM-3, y marcadores de inflamacion

grupo 1

Niveles en sangre de indices basados en TIM-3, y marcadores de inflamacion grupo 1

Nomb.re de la Tlp'O de Definicion Defimr:lon Unidades Método Indicadores
variable variable conceptual operacional
Razon matematica
Relacion entre la del niimero de
fndice o cantidad de leucocitos y el 4 103 , Numero resultante de la ecuacion:
Leucocitos Cuantltt‘atlva leucocitos y ntmero de Células - 10 Ctalcﬂ(‘) Nimero de leucocitos 1000
—_— y continua ng matematico :
TIM — 3 TIM-3 presente nanogramos de ng deTIM — 3
en la sangre TIM-3 por mililitro
de sangre
Razon matematica
Relacion entre la del niimero de
Indice o cantidad de linfocitos y el p 103 , Numero resultante de la ecuacion:
Linfocitos Cyusgrtlltt;tlll‘;a linfocitos y numero de Células - 10 m:ljtzlrillzﬁ(i)co Numero de linfocitos . 1000
TIM — 3 TIM-3 presente nanogramos de ng ng de TIM — 3
en la sangre TIM-3 por mililitro
de sangre
Razon matematica
Relacion entre la del niimero de . S
Indice cantidad de monocitos y el 5 3 Nul?qero resultante de 'la ecuacion:
M h Cuantitativa B N Células - 10 Calculo Numero de monocitos
Monocitos continua monoctos y niimero de matematico - 1000
TIM — 3 y TIM-3 presente nanogramos de ng ng deTIM -3
en la sangre TIM-3 por mililitro
de sangre
Razoén matematica
Relacion entre la del niimero de
Indice - cantidad de neutrofilos y el 5 103 , Numero resultante de la ecuacion:
Neutréfilos Cyus(r)lstti?;‘;a neutrofilos y nimero de Células - 10 m;:tilr:;lt?co Ntamero de neutréfilos 1000
TIM — 3 TIM-3 presentes nanogramos de ng ng deTIM — 3
en la sangre TIM-3 por mililitro
de sangre
Razon matematica
Relacion entre la del ntimero de
Indice o cantidad de eosindfilos y el ) 103 , Numero resultante de la ecuacion:
Eosinéfilos Cusgrt:tt;ltl\;a eosindfilos y nimero de Células - 10 mgtzlr;l;(i)co Numero de eosinéfilos 1000
fihisbiba S y u: ng .
TIM — 3 TIM-3 presente nanogramos de ng deTIM — 3
en la sangre TIM-3 por mililitro
de sangre
Razon matematica
Relacion entre la del ntimero de
Indice - cantidad de basofilos y el 5 103 , Numero resultante de la ecuacion:
Baséfilos Cuantltt'atlva baséfilos y namero de Células - 10 Cta@]t(') Nuamero de baséfilos 1000
_— y continua ng matematico —_—
TIM — 3 TIM-3 presente nanogramos de ngdeTIM -3
en la sangre TIM-3 por mililitro
de sangre
Razon matematica
Relacion entre la del niimero de
indice I cantidad de plaquetas y el 4 103 , Numero resultante de la ecuacion:
Plaquetas Cuantltt‘atlva plaquetas y nfimero de Células - 10 Ctalcqltf) Nimero de plaquetas 1000
TIM — 3 y continua TIM-3 presente nanogramos de ng matematico ng deTIM — 3

en la sangre

TIM-3 por mililitro
de sangre
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Tabla suplementaria S8. Niveles en sangre de indices basados en TIM-3 y marcadores de anemia

Niveles en sangre de indices basados en TIM-3 y marcadores de anemia

1 Ti Definicio
Nomb.re dela lp.o de elinicion Definicién operacional Unidades Método Indicadores
variable variable conceptual
Relacion entre la Razoén matematica del
Indice o cantidad de recuento de eritrocitos y . 106 , Numero resultante de la ecuacion:
Eritrocitos Cu?grtllgglll‘;a eritrocitos y el nimero de Céludas - 10° m;iﬁ‘;lt?co Recuento de eritrocitos
TIM — 3 y TIM-3 presente nanogramos de TIM-3 ng ng de TIM — 3 - 1000
en la sangre por mililitro de sangre
. Razoén matematica los
Relacion entre la . . S
fndice o cantidad de gramos de hemoglobina Numero resultante de’ la ecuacion:
Hemoglobina Cuantitativa hemoglobina por decilitro de sangre, (g/dL) Calculo Hemoglobina
_— y continua S 24 y el nimero de (ng/mlL) matematico ng de TIM — 3 por mL
TIM — 3 TIM-3 presente
nanogramos de TIM-3 de suero
en la sangre e
por mililitro de suero
Relacion entre el El porcentaje del
volumen de
L volumen de los i .
fndice eritrocitos sobre eritrocitos con respecto ) Numero resultante de'la ecuacion:
H ; Cuantitativa el volumen de la % Calculo Hematocrito
ematocrito . al volumen de la sangre, — "
TIM—3 y continua sangre, y la v el niimero de (ng/mlL) matematico ng de TIM — 3 por mL
cantidad de TIM- nanogramos de TIM-3 de suero
3 presente en la et
por mililitro de suero
sangre
Relacion entre la
cantid-ad Razén matematica de
indice promedio de los picogramos de Numero resultante de la ecuacion:
HCM Cuantitativa ~ hemoglobina por hemoglobina por rg Calculo HCM
TIM =3 y continua eritrocito, y la eritrocito, y el nimero (ng/mlL) matematico ng de TIM — 3 por mL
- cantidad de TIM-  de nanogramos de TIM- de suero
3 presentes en la 3 por mililitro de suero
sangre
Relacién de los Razén matematica de
gramos de
h lobi los gramos de
emoglobina en ) . o
fndice o con respecto al hemoglobina con Numero resultante de la ecuacion:
Cuantitativa respecto al volumen de 9 Calculo CHCM
CHCM . volumen de los L — -
—_— y continua .o los eritrocitos, y el (ng/mlL) matematico ng de TIM — 3 por mL
TIM — 3 eritrocito sobre la i
. numero de nanogramos de suero
cantidad de TIM- ey
de TIM-3 por mililitro
3 presente en la
de suero
sangre
Relacion entre el Razén matematica de
fndice volumen medio los femtolitros promedio Numero resultante de la ecuacion:
VCM Cuantitativa  de los eritrocitos, de los eritrocitos, y el ft Calculo vem
_— y continua y la cantidad de niimero de nanogramos (ng/mlL) matematico ng de TIM — 3 por mL
TIM -3 TIM-3 presente de TIM-3 por mililitro de suero
en la sangre de suero
Variacion del
tamafio de los Razén matematica del
indice eritrocitos con porcentaje de variacion Numero resultante de la ecuacion:
RDW Cuantitativa respecto al del diametro de los % Calculo Porcentaje de variacién del
TIM=3 y continua niimero de eritrocitos, y el nimero (ng/mL) matematico tamafio de los eritrocitos

nanogramos de
TIM-3 presentes
en el suero

de nanogramos de TIM-
3 por mililitro de suero

ng de TIM — 3 por mL de suero
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Tabla suplementaria S9. Niveles en sangre de indices basados en Gal-9, y marcadores de inflamacion

grupo 1

Niveles en sangre de indices basados en Gal-9, y marcadores de inflamacion grupo 1

Nomb.re de la Tlp.o de Definicion Defim.cmn Unidades Método Indicadores
variable variable conceptual operacional
Razon matematica
) Relacion entre la del ntimero de
Indi . i i . . Nt Itante de 1. ion:
Leur;olsietos Cuantitativa leuccirclztilt((i)zdydéal- leﬁiﬁtr?gee] Células - 10° Calculo Nug‘lg:rl:;ue ?enuioceit%:cuamon
log(Gal —9) y continua 9 presente en la nanogramos de ng matematico ng de Gal — 9 +1000
sangre Gal-9 por mililitro
de sangre
Razon matematica
] Relacion entre la del niimero de
Indi s i i i . . Nt Itante de 1. ion:
s Comtaiva | S T S e 10 o Ny st concin
_ y continua y ng matematico -1000
log(Gal —9) presente en la nanogramos de ng de Gal — 9
sangre Gal-9 por mililitro
de sangre
Razoén matematica
Relacion entre la del ntimero de . .
fndice tidad d it 1 Numero resultante de la ecuacion:
- Cuantitativa cantidad de fnonocttos y ¢ Células - 10° Calculo Ntmero de monocitos
_Monocitos continua  Monocitos y Gal- ntmero de matemético 1000
log(Gal —9) Y 9 presente en la nanogramos de ng ng de Gal -9
sangre Gal-9 por mililitro
de sangre
Razon matematica
) Relacion entre la del niimero de
Indice .. cantidad de neutrofilos y el . 103 , Numero resultante de la ecuacion:
Neutréfilos C“;‘gstti?;‘;a neutréfilos y ntimero de Células - 10 m;jtzlr;l;(i)co Numero de neutrofilos 1000
log(Gal — 9) y Gal-9 presentes nanogramos de ng ng de Gal — 9
en la sangre Gal-9 por mililitro
de sangre
Razon matematica
i Relacion entre la del ntimero de
Indice L cantidad de eosinofilos y el . 103 , Numero resultante de la ecuacion:
Eosinéfilos Cusg::f‘;;‘;a cosinéfilos y ntmero de Células - 10 mgtzlr:llz;]t(i)co Numero de eosinéfilos 1000
log(Gal — 9) y Gal-9 presente en nanogramos de ng ng de Gal — 9
la sangre Gal-9 por mililitro
de sangre
Razoén matematica
; Relacion entre la del ntimero de
Indice L cantidad de basofilos y el . 3 Numero resultante de la ecuacion:
P Células - 10 Calcul . s
Baséfilos Cuantitativa 5 : 0 alculo Numero de baséfilos
716 y continua baséfilos y Gal-9 nimero de ng matematico —f -1000
log(Gal — 9) presente en la nanogramos de ng de Gal — 9
sangre Gal-9 por mililitro
de sangre
Razon matematica
) Relacion entre la del ntimero de
Indi s i . . Nt Itante de 1. ion:
i Cumiaiva | S ey s 107 Gy Nl el o
_ y continua plaq y ng matematico -1000
log(Gal —9) presente en la nanogramos de ng de Gal — 9

sangre

Gal-9 por mililitro
de sangre

La transformacion a logaritmo base 10 de los niveles séricos de Gal-9 se realizé utilizando como unidades
iniciales ng/mL.
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Tabla suplementaria S10. Niveles en sangre de indices basados en Gal-9 y marcadores de anemia

Niveles en sangre de indices basados en Gal-9, y marcadores de anemia

1 Ti Definicio
Nomb.re dela lp.o de elinicion Definicién operacional Unidades Método Indicadores
variable variable conceptual
] Relacion entre la Razon matematica del Nimero resultante de la
1nd10§ Cuantitativa . caqndad de recuento (}e eritrocitos y Células - 10° Caleulo ecuacién:
Eritrocitos : eritrocitos, y Gal-9 el namero de ”» R de eri .
—_— y continua n matematico ecuento de eritrocitos
log(Gal —9) presente en la nanogramos de Gal-9 9
ng de Gal —9-1000
sangre por mililitro de sangre
. Razén matematica los Numero resultante de la
Relacion entre la . .,
indice cantidad de gramos de hemoglobina ecuacion:
H lobi Cuantitativa . por dL de sangre, y el (g/dL) Calculo Hemoglobina por dL
emoglobina . hemoglobina, y , — Ati
—_— y continua numero de nanogramos (ng/mlL) matematico de sangre
log(Gal —9) Gal-9 presente en d oo
1 e Gal-9 por mililitro de ng de Gal — 9 por mL
a sangre
suero de suero
Relacion entre el El porcentaje del
volumen de .
] Lo bre cl volumen de los Numero resultante de la
Indice o eritrocttos sobre ¢ eritrocitos con respecto % . ecuacion:
Hematocrito CuantltAatlva volumen de la al volumen de la sangre, 0 Calcglp Hematocrito
Toa(Gal—9) y continua sangre, y la el niimero de (ng/mlL) matematico de Gal—9 I
og(Ga ) cantidad de Gal-9 Y ng de Lat =3 porm
nanogramos de Gal-9 de suero
presente en la [
por mililitro de suero
sangre
Relacion de los
gramos de ) »
) hemoglobina en Rij:giaﬁf::;fzge Numero resultante de la
Indi L. con respecto al . , i6n:
SCI;IC Cuantitativa volumelrjl de los hemoglobina por rg Célculo ec}_lleg:;;n'
Toa(Gal) y continua itrocito sobre | eritrocito, y el nimero (ng/mlL) matematico e Gai—9 T
og(Gal) eritrocito sobre la de nanogramos de Gal-9 ng de Gal — 9 por m
cantidad de Gal-9 por mililitro de suero de suero
presentes en la
sangre
Relacion entre la
cantidad de Razon matematica de
] hemoglobina en los gramos de Numero resultante de la
Indice i relacion con el hemoglobina en relacion g . ecuacion:
CHCM Cuantitativa Calculo CHCM
. volumen de los con el volumen de los — o,
—_— y continua o o , (ng/mlL) matematico
log(Gal) eritrocitos, y la eritrocitos, y el nimero ng de Gal — 9 por mL
cantidad de Gal-9 de nanogramos de Gal-9 de suero
presente en la por mililitro de suero
sangre
Relacion entre el Razoén matematica de .
I dio d los fi i di Numero resultante de la
indice o volumen medio de os femtolitros promedio ccuacion:
VCM Cuantitativa los eritrocitos, y la de los eritrocitos, y el ft Calculo veM .
— y continua cantidad de Gal-9 numero de nanogramos ng/mL matematico
log(Gal 9 de Gal— 9 L
og(Gal) presente en la de Gal-9 por mililitro de ngdebat == porm
sangre suero de suero
Variacion del . -
~ Razén matematica del .
tamailo de los ‘o d s Numero resultante de la
Indice . eritrocitos con porcentaje de variacion 0 ecuacion:
RDW Cuantitativa y del diametro de los % Calculo .
. respecto al nimero . . . —_— . RDW
m y continua de nanogramos de eritrocitos, y el nimero (ng/mlL) matematico o de Gal =9 normL
8 de nanogramos de Gal-9 g P
Gal-9 presentes en de suero

la sangre

por mililitro de suero

La transformacion a logaritmo de los niveles séricos de Gal-9 se realizo utilizando como unidades iniciales

ng/mL.
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Tabla suplementaria S11. Niveles séricos de Gal-9/TIM-3

Niveles séricos de Gal-9/TIM-3

Nombre de la Tipo de Definicion Definicion

. . . Unidades Método Indicadores
variable variable conceptual operacional
Relacion entre la Razon matematica Numero resultante de la
fndice de Cuantitativa y cantidad de Gal- del ntimero de Célculo ecuacion:
Gal -9 continua 9y TIM-3 nanogramos de Adimensional matemético ng de Gal — 9
TIM — 3 presente en la Gal-9 y TIM-3 por ngdeTIM — 3
sangre mililitro de sangre

MATERIAL SUPLEMENTARIO 3: PROTOCOLO DEL KIT HUMAN
TIM-3 SIMPLESTEP ELISA DE ABCAM

Caodigo del kit: ab231932.

Preparar los agentes, y diluciones seriadas de la proteina recombinante de TIM-3 como indica
el inserto. Diluir las muestras de suero 1:2 con el diluyente de muestra NS. Afadir 50 pL de
las diluciones seriadas o muestras de suero, y después adicionar 50 pL por pozo del coctel de
anticuerpos, que incluye tanto al anticuerpo de captura como al detector. Sellar la placa, e
incubar a temperatura ambiente por 1 hora con agitaciéon a 400 RPM. Aspirar y lavar cada
pozo 3 veces con 350 pL del bufer de lavado 1X. Agregar 100 puL de solucion de sustrato de
tetrametilbencidina, e incubar 10 minutos. Detener la reccion colorimétrica con 100 pL de la
solucion de parada. Mezclar en un agitador de platos durante 1 minuto. Registrar la densidad

optica de la placa a 450 nm en un espectrofotdmetro.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO 4: PROTOCOLO DEL KIT
QUANTIKINE ELISA HUMAN GAL-9 IMMUNOASSAY DE R&D
SYSTEMS

Codigo del kit: DGAL90.

Preparar los agentes, y diluciones seriadas de la proteina recombinante de Gal-9 como indica
el instructivo. Diluir las muestras de suero 1:4 con el calibrador RD6-35. Agregar 100 puL de
las muestras o diluciones seriadas, y 100 pL del diluyente del ensayo RD1-9 por cada pozo.
Cubrir la placa con la calcomania, e incubar a temperatura ambiente por 2 horas con agitacion
a 500 RPM. Aspirar y lavar 4 veces cada pozo con 400 pL del bufer de lavado. Descartar
restos del tltimo lavado invirtiendo la placa, y afiadir 200 pL del anticuerpo secundario anti-
Gal-9 por pozo. Sellar la placa con la calcomania, e incubar a temperatura ambiente por 2
horas con agitacion a 500 RPM. Nuevamente, realizar 4 lavados con 400 pL del bufer de
lavado por pozo. Decantar la placa para remover remanentes de los lavados, agregar 200 puL
de solucidn de sustrato de tetrametilbencidina, e incubar 30 minutos. Parar la reaccion con
50 uL de acido sulfurico 2 N. Determinar la densidad 6ptica por espectrofotometria a 450
nm, y 540 nm. Restar las lecturas de correccion a 540 nm a los valores de absorbancia

obtenidos a 450 nm.



MATERIAL SUPLEMENTARIO 5: OTROS RESULTADOS

Tabla suplementaria S12. Correlaciones entre los niveles en sangre de TIM-3 y marcadores de anemia e

inflamacion de pacientes con CaCu
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IC al 95%
Marcadores Normal n r R? Mediana - - Valor p
Inferior ~ Superior
Leucocitos No 31 039 0.33 7.60 6.00 8.00 0.0304
Linfocitos No 31 -0.11 0.01 1.86 1.59 2.10 0.5694
Monocitos No 29 045 038 0.47 0.41 0.58 0.0156
Eosinofilos No 30 0.07 0.00 0.17 0.10 0.23 0.7256
Basofilos No 30 028 0.17 0.07 0.05 0.08 0.1406
Neutrofilos No 31 048 045 4.53 3.72 5.47 0.0061
Plaquetas No 31 -0.11 0.00 307.00 243.00  356.00 0.5588
Neutrofilos/Linfocitos No 31 036 0.08 2.72 2.07 3.11 0.0436
Plaquetas/Linfocitos No 31 0.11 0.00 187.10 131.80  239.80 0.5654
Monocitos/Linfocitos No 29 042 0.07 0.25 0.21 0.33 0.0228
Neutrofilos/Plaquetas No 31 047 022 13.92 12.28 18.18 0.0073
Eosinofilos/Linfocitos No 28 0.07 0.02 0.11 0.07 0.17 0.7199
Indice SIRI No 31 028 0.06 817.50 557.90  1095.00 0.1325
indice PIV No 29 040 0.14 353.00 22280  673.90 0.0314
Eritrocitos No 31 -0.13 0.02 4.38 4.17 4.62 0.4869
Hemoglobina No 31 -0.02 0.00 12.50 11.60 14.10 0.9334
Hematocrito No 31 -0.04 0.00 38.60 34.30 41.10 0.8113
VCM No 31 023 0.04 89.80 83.60 92.10 0.2214
HCM No 31 0.17 0.02 29.00 27.60 30.70 0.3516
CHCM No 31 -0.03 0.00 33.00 32.20 33.50 0.8871
RDW No 31 027  0.02 13.80 13.10 15.90 0.1387

Abreviaturas. Normal: Distribucion normal.
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Tabla suplementaria S13. Correlaciones entre los niveles en sangre de Gal-9, y los marcadores de anemia e
inflamacion de pacientes con CaCu

IC al 95%

Marcadores Normal n r R? Mediana - - Valor p
Inferior ~ Superior

Leucocitos No 40 027 0.21 7.30 6.64 7.88 0.0976
Linfocitos No 39 -0.21  0.05 1.90 1.62 2.11 0.193

Monocitos No 34 025 0.24 0.48 0.45 0.53 0.1601
Eosinofilos No 33 0.06  0.00 0.18 0.13 0.26 0.7295
Basofilos No 35 0.13  0.04 0.07 0.05 0.08 0.4591
Neutrofilos No 39 042 035 4.40 3.72 4.92 0.0071
Plaquetas No 40 -0.11  0.01 300.00 276.00 354.00 0.5087
Neutrofilos/Linfocitos No 39 033 0.17 2.61 2.07 2.94 0.0375
Plaquetas/Linfocitos No 39 0.08  0.06 192.40 140.50 216.00 0.6341
Monocitos/Linfocitos No 34 0.30 0.14 0.26 0.23 0.32 0.0825
Neutrofilos/Plaquetas No 39 046  0.16 13.92 12.30 16.62 0.0034
Eosinofilos/Linfocitos No 33 022  0.06 0.11 0.08 0.17 0.2227
Indice SIRI No 39 025 023 791.20 560.40  1095.00 0.1187
indice PIV No 33 040  0.33 353.00 238.90 584.70 0.0219
Eritrocitos No 40 -0.29  0.18 4.45 4.22 4.62 0.0696
Hemoglobina No 40 -0.26  0.18 12.45 11.80 13.40 0.1116
Hematocrito No 40 -0.25  0.17 38.82 36.00 40.90 0.1264
VCM No 40 0.03  0.01 88.77 85.00 92.00 0.8459
HCM No 39 -0.08  0.03 28.70 27.60 30.00 0.6153
CHCM No 40 -0.18  0.03 32.60 32.20 33.10 0.2575
RDW No 39 035 0.12 14.37 13.60 15.70 0.031

Abreviaturas. Normal: Distribucion normal.
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Tabla suplementaria S14. Relacion de los niveles en sangre de marcadores de anemia e inflamacion con
los estadios FIGO en pacientes con CaCu

Estadios FIGO

Estadio I Estadio I1 Estadio III Estadio IV
Marcadores . . . .
n Mediana Mediana Mediana Mediana Valor p
(IC al 95%) (IC al 95%) (IC al 95%) (IC al 95%)
7.800 6.895 7.500 8.450
Leucocitos 44 0.1565
(5.90-10.20) (4.40-7.930) (5.70-8.40) (5.60-9.30)
4.970 4.343 5.261 5.418
Neutroéfilos 43 0.2415
(3.84-6.90) (2.82-4.67) (3.36-6.71) (2.80-6.56)
0.473 0.450 0.470 0.600
Monocitos 38 0.6610
(0.24-0.71) (0.37-0.55) (0.42-0.58) (0.40-0.72)
0.300 0.145 0.150 0.400
Eosinofilos 37 0.1056
(0.12-0.76) (0.09-0.20) (0.09-0.24) (0.08-1.43)
0.079 0.060 0.060 0.080
Basofilos 33 0.3884
(0.06-0.10) (0.04-0.09) (0.05-0.08) (0.02-0.100)
2.033 2.378 2.798 3.001
Neutrofilos/Linfocitos 43 0.2919
(1.30-3.28) (1.86-3.11) (2.21-4.56) (1.21-4.16)
19.48 13.55 18.95 11.80
Neutrofilos/Plaquetas 43 0.0748
(11.83-33.09) (9.38-18.18) (10.98-25.25) (5.83-14.69)
0.176 0.251 0.285 0.321
Monocitos/Linfocitos 38 0.1929
(0.15-0.33) (0.18-0.84) (0.24-0.51) (0.21-1.50)
0.142 0.106 0.111 0.200
Eosinofilos/Linfocitos 37 0.2609
(0.06-0.26) (0.05-0.17) (0.04-0.20) (0.15-0.26)
. 471.1 673.4 925.6 1502
Indice SIRI 43 0.0701
(382.1-962.7)  (553.1-1329) (505.5-1367) (584.3-1916)
) 222.8 511.3 391.6 893.8
Indice PIV 38 0.0640
(133.9-673.9) (219.6-681.7)  (232.5-697.3) (400.2-1001)
14.80 13.66 14.47 19.38
RDW 42 0.0800

(13.10-20.00)

(12.90-14.80)

(13.10-15.80)

(11.60-23.60)
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Tabla suplementaria S15. Relacion de los niveles en sangre de marcadores de anemia e inflamacion con el

tamaiio de tumor en pacientes con CaCu

Tamaiio de tumor

Marcadores n Nf: d::la I\/T: dfal:la Valor p
(IC al 95%) (IC al 95%)
0.074 0.080
Basofilos # (0.05-0.09) (0.02-0.14) 09201
2.606 2.747
Neutréfilos/Linfocitos 35 (56250 L0490 0.4240
0.298 0.232
Monocitos/Linfocitos 32 (025-0.36) (0.18-1.38) 0.7441
208.7 191.4
Plaquetas/Linfocitos 36 (136.6-266.5) (61.44.460.00) 0.7744
0.113 0.132
Eosinofilos/Linfocitos 31 005012 000159) 0.2499
773.3 1916
Indice SIRI » (511.1-1092) (382.1-4655.0) 0004
14.30 14.90
ROW » (13.60-15.70) (10.60-20.00) 074
32.50 32.20
cHeM * (31.90-33.30) (29.80-33.30) 0238
29.00 26.70
HEM » (27.60-31.00) (22.10-30.80) 0153
91.10 88.0
VCM 36 0.2475

(85.00-94.00)

(72.80-93.00)
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Tabla suplementaria S16. Relacion de los niveles en sangre de marcadores de anemia e inflamacion con el
tipo histologico de tumores en pacientes con CaCu

Tipo histolégico

AE

AC

CCE

Marcadores n . ) . Valor p
Mediana Mediana Mediana
(IC al 95%) (ICal95%)  (IC al 95%)
Leucocitos 50 7.550 6.950 7.145 0.9708
(5.30-7.93) (5.00-8.70) (6.64-8.00) '
4226 4.810 4.400
Neutrofil 4 8994
cutrotrios ? (3.18-4.65) (2.20-6.56) (3.50-5.47) 0899
0.065 0.090 0.070
Basofil 1
asolios 38 (0.03-0.08) (0.08-0.10) (0.05-0.09) 0.1936
330.0 396.5 285.0
Plaquet 50 0.8981
aquetas (231.0-393.0)  (243.0-534.0)  (242.0-354.0)
Neutrofilos/Linfocitos 49 1.918 2.191 2.750 0.1910
(1.30-2.41) (1.00-3.59) (2.13-2.94) '
12. 12. 14.
Neutrofilos/Plaquetas 49 (8.00-1860.60) (7.00_1630.00) (12'0_1390.00) 0.2539
0.086 0.048 0.127
Eosinofilos/Linfocit 42 0.1253
OSINOTIOSTMOCHos (0.04-0.25) (0.029-0.166)  (0.09-0.16)
133.7 174.9 198.3
Plaquetas/Linfocit 4 0.3993
aquetas/Linfocitos S (109.9-2357)  (118.02782)  (139.5-219.8) 99
, 263.7 330.4 499.6
indice PI 44 2
ndice PIV (133.9-391.6)  (123.6-905.5)  (238.9-681.7) 0.2765
Indice SIRI 49 (4345.2-5;0.2) (309.703-?7741.0) (5738.3{.11171) 0.3481
4.690 4380 4325
Eritroc 231
ritrocttos 50 (4.45-5.20) (3.61-5.22) (4.21-4.58) 0.2317
13.90 11.35 12.35
Hemoglobi 50 0.3225
etmogiobina (10.50-15.10)  (8.30-12.80)  (11.80-13.40)
41.550 35.45 38.47
Hematocrit 50 0.3483
ematocrito (34.10-45.10)  (28.20-39.80)  (36.00-41.10)
13.45 17.75 14.37
RDW 48 0.1479
(13.00-15.93)  (14.20-20.20)  (13.50-15.70)
33.20 32.05 32.60
HCM 2014
CHC 0 (3075-33.60)  (29.40-3220)  (32.00-33.20) 020
28.55 24.70 29.00
HCM 4 0604
¢ ® (233031.00)  (23.00-27.00)  (28.00-30.40) 0.060
VoM 5 85.30 78.00 90.24 0.0546

(75.90-94.00)

(76.00-83.80)

(86.20-92.20)
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Tabla suplementaria S17. Relacion de los niveles en sangre de marcadores de anemia e inflamacion con el
grado de diferenciacion de tumores en pacientes con CaCu

Grado de diferenciacion

Marcadores n BD y.MD PP Valor p
Mediana Mediana
(IC al 95%) (IC al 95%)

Leucocitos 41 5. 960_975 80) (5. 6?)?90 30) 0.1449
Neutrofilos 40 G, 239_954 47) Q. 856}67. 2) 0.5442
Monocitos 36 (0.4(2"?09'54) (0.4%_503.71) 0.7086
Basofilos 37 (0'003'?06.08) (0.002'?(?.10) 0.2365
Plaquetas 4l (2672.3-5326.0) (2402.3-1420.0) 0.2348
Neutrofilos/Linfocitos 40 a. 7575—;58 46) a. 2f77_§ .13 40) 0.8946
Neutréfilos/Plaquetas 40 R 1(1)3_?(5) 00) . 010‘{10 90 00) 0.8366
Monocitos/Linfocitos 36 0. 2%_205 36) . 201_206 33) 0.8815
Plaquetas/Linfocitos 40 (12 412_82?7’ 8.2) (1 11?.222 1.4) 0.6436
Indice PIV 36 (2323.;327.8) (2093.2-6533.8) 01626
Indice SIRI 40 (5007.2}'12095) (51 1.716;;90.0) 07061
Eritrocitos 41 (4;13—461568) (3.:.223&?87) 0.7451
Hemoglobina H (1 1.;(2);?2.10) (8.5101-.19 4?.60) 0.3072
Hematocrito 4 (35.32;3?.90) (30.?3;291.60) 02514
RDW 4l (13.;?);31390) (11.523.00) 0.2970
CHCM 4l (31.3??2.40) (30;(3);2(3).40) 0.5012
HOM 0 a0y 22103000 0.1525
VCM 41 89.77 86.20 0.0926

(85.00-93.00)

(72.00-91.50)
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Tabla suplementaria S18. Relacion de los niveles en sangre de marcadores de anemia e inflamacion con la
queratinizacion de tumores en pacientes con CaCu

Queratinizacion
Marcadores n Me<(12iana Mgigna Valor p
(IC al 95%) (IC al 95%)

Leucocitos 34 (52?;1) (5.1_81';80) 0.1438
Neutrofilos 33 (3.02?50.20) (1.83;151.68) 01724
Basofilos 24 (0.026(3?).9090) (0.0(6)6(3?)(.)100) 0.4603
Monocitos 29 ( 04(1)0%305 $) ( 0215—308 3 0.1342
Plaguetas 34 (2332.3-3336.0) (2073.(3)?;3.0) 0.1713
Neutrofilos/Linfocitos 33 ( 2307;19 4) ( 0;;250 4 0.7202
Neutrofilos/Plaquetas 33 R 213_?2 0) ©. 0105—3060 00) 0.6364
Monocitos/linfocitos 29 ( 0333_?)3 41) ( 0?82—243 9) 0.3181
Plaquetas/Linfocitos 33 (13 612—72(7) 9.9) © 6178 31_: 60) 0.9117
Indice PIV o (237%2?5'12.2) (12;.21(;27) 05820
fndice SIRI 33 (56 (Z Zfog 2 (18 29 386223 6) 0.7203
Eritrocitos 34 @1 3011108 70) 3 352_41‘57 3 0.1261
Hemoglobina 34 (1 1.;3;13.16) (7.8101-.1949.40) 0.1219
Hematocrito 3 (35.32;?1;30) (26.(3)(6);471?.50) 01407
RDW 32 (12;3—?290) (13(1)3—?220) 0.5142
CHCM 34 (323(2)—2240) (2625—:270) 0.3099
Pl il om
VCM 34 90.24 9045 0.8813

(85.17-93.00)

(68.20-95.00)




217

Tabla suplementaria S19. Relacion de los niveles séricos de Gal-9 con las caracteristicas clinico-
histopatologicas en pacientes con CaCu

Intervalo de confianza al

Caracteristicas clinico- n Media 95% Valor
histopatologicas (ng/mL) (ng/mL) P
Inferior Superior

Estadios FIGO

Estadio I 3 0.81 0.66 0.93

Estadio II 14 0.80 0.71 0.91 0.1363

Estadio III 15 0.89 0.75 0.99

Estadio IV 5 0.98 0.69 1.31

Tipo histolégico

AE 5 0.83 0.66 1.02
0.8537
AC 3 0.89 0.69 1.14
CCE 32 0.86 0.78 0.96
Grado de diferenciacion
BD y MD 23 0.86 0.7557 0.9093 0.6539
PD 11 0.88 0.7056 0.9874
Queratinizacion
No queratinizante 22 0.873 0.7557 0.9874 0.9525

Queratinizante 5 0.868 0.6947 1.165




Tabla suplementaria S20. Relacion de los niveles séricos de TIM-3 con las caracteristicas clinico-

histopatologicas en pacientes con CaCu
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Caracteristicas . Intervalo de confianza al 95%
clinico- n Mediana (ng/mL) Valor p
histopatologicas (ng/mL) Inferior Superior
Estadios FIGO
Estadio [ 5 0.20 0.11 0.22 0.5021
Estadio II 10 0.15 0.14 0.17
Estadio III 12 0.15 0.13 0.23
Estadio IV 4 0.19 0.17 0.20
Tamaiio de tumor
<6 cm 19 0.16 0.14 0.20 0.2857
>6 cm 2 0.32 0.16 0.22
Tipo histologico
AE 5 0.16 0.14 0.33 0.7777
AC 3 0.14 0.14 0.20
CCE 23 0.17 0.15 0.20
Grado de
diferenciacion
BD y MD 13 0.15 0.13 0.22 0.7097
FD 8 0.17 0.10 022
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Tabla suplementaria S21. Correlaciones entre los niveles en sangre de Gal-9, y marcadores de anemia e
inflamacion de pacientes con tumores <6 cm

IC al 95%
Marcadores Normal n r R?> Mediana - - Valor p
Inferior ~ Superior

Leucocitos Si 25 0.15 0.02 6.53 5.30 7.75 0.4655
Linfocitos Si 24 -020 0.04 1.51 1.10 2.00 0.3431
Monocitos Si 21 024  0.06 0.48 0.41 0.54 0.3023
Eosinofilos No 20 0.16  0.02 0.20 0.09 0.20 0.5069
Basofilos No 18 020  0.00 0.07 0.05 0.08 0.4376
Neutrofilos No 24 032 0.13 4.18 3.18 4.92 0.1312
Plaquetas Si 25  -0.14 0.02 30490  233.00 356.00 0.4967
Neutroéfilos/Linfocitos No 24 019  0.17 4.20 2.07 3.60 0.3794
Plaquetas/Linfocitos No 24 -0.07 0.10 28530 136.60 312.90 0.7605
Monocitos/Linfocitos No 21 0.17  0.17 0.47 0.25 0.41 0.4701
Neutrofilos/Plaquetas Si 24 039 0.5 15.13 11.69 18.55 0.0584
Eosinofilos/Linfocitos No 20 0.28 0.11 0.15 0.05 0.17 0.2388
Indice SIRI No 24 0.06 021 1261.00 553.10 1171.00 0.7837
Indice PIV No 21 0.15 028  699.80 238.90 636.10 0.5144
Eritrocitos Si 25 -0.13  0.02 4.36 4.21 4.65 0.551

Hemoglobina No 25 0.09  0.02 12.60 11.90 14.10 0.6616
Hematocrito Si 25  -0.07 0.00 38.69 36.00 42.30 0.7526
VCM Si 25 0.08  0.01 89.06 85.00 93.00 0.7185
HCM Si 24 -0.08 0.01 29.14 27.60 31.20 0.6931
CHCM Si 25 -026  0.07 32.63 32.20 33.40 0.2016
RDW Si 24 041 0.17 14.33 13.00 15.70 0.0475

Abreviaturas. Normal: Distribucion normal.
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Tabla suplementaria S22. Correlaciones entre los niveles en sangre de Gal-9, y marcadores de anemia e
inflamacion de pacientes con tumores >6 cm

IC al 95 %
Marcadores Normal r R? Mediana - - Valor p
Inferior ~ Superior

Leucocitos Si 092 0.84 10.93 7.50 14.10 0.0834
Linfocitos Si -0.61 0.37 1.97 0.60 3.06 0.3949
Monocitos Si 0.88 0.78 0.78 0.45 1.13 0.1174
Eosinofilos Si 093 0.87 0.22 0.15 0.28 0.066

Basofilos Si 098 0.95 0.11 0.08 0.14 0.1426
Neutrofilos Si 0.99 0.98 7.86 4.65 10.43 0.0092
Plaquetas Si 026 0.07 317.50 188.00  413.00 0.7385
Neutroéfilos/Linfocitos Si 0.66 043 6.51 2.03 16.87 0.341

Plaquetas/Linfocitos Si 0.62 038 226.10 61.44 460.00 0.3848
Monocitos/Linfocitos Si 0.72 0.52 0.59 0.21 1.38 0.2802
Neutrofilos/Plaquetas Si 048 0.23 26.71 11.83 36.67 0.5172
Eosinofilos/Linfocitos Si 0.66 0.44 0.17 0.07 0.40 0.3395
Indice SIRI Si 0.76 0.58 1987.00 382.10  4655.00 0.2383
indice PIV Si 0.89 0.79 1708.00 27130  3864.00 0.1116
Eritrocitos Si -0.27  0.07 3.83 3.05 4.45 0.7335
Hemoglobina Si 023  0.05 10.63 9.40 12.40 0.7704
Hematocrito Si 0.16 0.03 33.00 28.30 38.60 0.839

VCM Si 0.79  0.62 87.00 77.00 93.00 0.2144
HCM Si 092 0.84 28.00 25.50 30.80 0.085

CHCM Si 037 0.14 32.20 30.50 33.20 0.6294
RDW Si -0.24  0.06 16.83 14.90 20.00 0.764

Abreviaturas. Normal: Distribucion normal.
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Tabla suplementaria S23. Correlaciones entre los niveles en sangre de TIM-3, y marcadores de anemia e
inflamacion de pacientes con tejidos no queratinizantes

IC al 95%
Marcadores Normal n r R? Mediana - - Valor p
Inferior ~ Superior

Leucocitos Si 18 047 0.22 7.74 6.00 8.40 0.0512
Linfocitos Si 18 0.04 0.00 1.90 1.62 2.33 0.8863
Monocitos Si 17 0.55 0.30 0.47 0.40 0.65 0.0226
Eosinofilos No 17 0.00 0.03 0.20 0.10 0.40 0.9913
Basofilos Si 17 0.08 0.01 0.07 0.04 0.09 0.7646
Neutrofilos Si 18 0.59 035 4.50 3.30 5.70 0.0092
Plaquetas Si 18 -025 0.06 289.50  242.00 354.00 0.3179
Neutrofilos/Linfocitos Si 17 0.52 027 0.03 0.02 0.04 0.0331
Plaquetas/Linfocitos Si 18 0.80 0.63 10.91 7.79 14.62 0.0001
Monocitos/Linfocitos Si 18 -042 0.17 21.38 17.75 22.83 0.0866
Neutrofilos/Plaquetas Si 17  -034 0.11 3.23 2.18 3.50 0.1849
Eosinofilos/Linfocitos Si 18 0.40 0.16 0.48 0.38 0.61 0.1045
Indice SIRI No 17 0.80 0.70 4.38 2.95 8.50 0.0002
Indice PIV Si 18 0.68 046 1356.00 731.60 2594.00 0.0021
Eritrocitos Si 18 -0.22 0.05 4.32 4.17 4.62 0.3871
Hemoglobina Si 18 0.04 0.00 12.20 9.80 14.30 0.8876
Hematocrito Si 18  -0.01 0.00 38.27 32.20 41.10 0.9822
VCM No 18 024 0.05 90.14 82.00 93.00 0.3443
HCM No 18 025 0.04 29.00 26.70 31.60 0.3171
CHCM No 18 0.12  0.01 32.85 31.70 34.30 0.6319
RDW No 18 0.18 0.01 14.21 13.00 17.30 0.4649

Abreviaturas. Normal: Distribucion normal.
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Tabla suplementaria S24. Correlaciones entre los niveles en sangre TIM-3, y marcadores de anemia e
inflamacion de pacientes con tejidos queratinizantes

IC al 95%
Marcadores Normal r R? Mediana - - Valor p
Inferior ~ Superior

Leucocitos Si 0.56 0.31 8.13 6.00 8.90 0.4419
Linfocitos Si -0.04 0.00 2.08 1.62 2.68 0.9595
Monocitos Si 0.99 0.99 0.45 0.41 0.60 0.0071
Eosinofilos Si -0.39 0.15 0.55 0.18 1.11 0.6133
Basofilos Si 0.82 0.67 0.08 0.06 0.10 0.1837
Neutrofilos Si 0.83 0.68 4.27 3.72 5.70 0.173
Plaquetas Si 0.94 0.89 33820  240.00 522.70 0.0576
Neutrofilos/Linfocitos Si -0.53 0.28 0.03 0.03 0.03 0.4738
Plaquetas/Linfocitos Si 0.04 0.00 7.36 6.55 8.43 0.962
Monocitos/Linfocitos Si 0.36 0.13 22.39 18.46 23.53 0.6449
Neutrofilos/Plaquetas Si -0.98 0.95 4.09 3.50 4.25 0.0245
Eosinofilos/Linfocitos Si -0.58 0.33 0.48 0.38 0.64 0.4249
Indice SIRI Si 0.83 0.69 3.52 2.75 4.38 0.1665
indice PIV Si 0.99 099 1129.00 730.00 2291.00 0.0063
Eritrocitos Si 0.56 0.31 4.44 421 4.73 0.441
Hemoglobina Si -0.97 0.93 12.19 8.50 14.40 0.0344
Hematocrito Si -0.99 0.98 38.82 32.20 41.50 0.0112
VCM No -0.40 0.93 90.45 68.20 93.00 0.75
HCM Si -1.00 1.00 28.75 18.10 31.20 0.0019
CHCM Si -0.95 0.90 31.33 26.50 34.70 0.049
RDW Si 0.95 0.90 14.71 13.00 23.50 0.0508

Abreviaturas. Normal: Distribucion normal.
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Tabla suplementaria S25. Relacion de los niveles en sangre de indices basados en Gal-9, y marcadores de

anemia e inflamacion de pacientes con tumores <6 cmy <6 cm

Tamaiio de tumor

<6 cm <6 cm
Marcadores n Valor p
Mediana Media
(IC al 95 %) (IC al 95 %)
8.00 10.34
Leucocitos/log(Gal-9) 29 0.0705
(6.68-8.02) (8.38-11.79)
1.87 1.978
Linfocitos/log(Gal-9) 28 0.8352
(1.24-2.43) (0.52-3.29)
0.59 0.73
Monocitos/log(Gal-9) 25 0.1524
(0.47-0.75) (0.50-0.95)
0.24 0.21
Eosinoéfilos/log(Gal-9) 24 0.4771
(0.12-0.23) (0.17-0.24)
0.09 0.10
Basofilos/log(Gal-9) 21 0.1534
(0.06-0.09) (0.09-0.12)
381 305.9
Plaquetas/log(Gal-9) 29 0.4443
(261.2-459.1) (202.0-439.2)
17.39 16.40
RDW/log(Gal-9) 28 0.6044

(15.65-18.31)

(13.55-21.49)
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Tabla suplementaria S26. Relacion de los niveles en sangre de indices basados en TIM-3, y marcadores de
anemia e inflamacion con la queratinizacion de tumores en pacientes con CaCu

Queratinizacion
Marcadores n Q . NQ Valor p
Media Media
(IC al 95%) (IC al 95%)
1.071 5.44
Eosinofilos/TIM-3 16 0.1472
(0.46-1.44) (1.74-11.51)
163.6 2394
HCM/TIM-3 18 0.2083

(122.1-215.8)

(105.4-323.5)
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Tabla suplementaria S27. Asociacion de los niveles en sangre de los marcadores de anemia e inflamacion
previo al tratamiento con la respuesta terapéutica

Grupos de pacientes

Marcadores de anemia e Pacientes Pacientes no
inflamacién previo al n respondedoras respondedoras Valor p
tratamiento Mediana Mediana
(IC al 95%) (IC al 95%)
7.40 7.32
Leucocitos 15 0.3525
(6.00-8.90) (4.30-8.50)
3.77 6.445
Neutrofilos 14 0.6733
(3.36-5.70) (1.50-6.56)
2.296 4.564
Neutrofilos/Linfocitos 14 0.1766
(1.244-2.850) (0.62-13.67)
13.00 10.00
Neutrofilos/Plaquetas 14 0.9585
(10.00-14.00) (3.00-29.00)
) 3433 1038
Indice PIV 14 0.2398
(185.7-893.8) (113.3-5255)
) 767.3 2015
Indice SIRI 14 0.2398
(314.8-1490) (283.1-7298)
4.55 3.76
Eritrocitos 16 0.0683
(4.17-4.75) (2.99-4.56)
12.20 11.54
Hemoglobina 16 0.8565
(8.50-14.50) (8.30-13.70)
37.51 34.80
Hematocrito 16 0.6106
(31.60-44.40) (27.70-41.60)
15.30 13.84
RDW 16 0.5428
(11.50-23.50) (11.30-20.20)
32.00 32.00
CHCM 16 0.4749
(26.50-33.50) (29.38-35.00)
28.30 29.30
HCM 16 0.3189
(18.10-31.60) (23.00-33.60)
85.50 91.65
VCM 16 0.2770

(68.20-94.90)

(78.00-98.00)
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Tabla suplementaria S28. Asociacion de los cambios en los niveles en sangre de marcadores de anemia e
inflamacion durante el tratamiento con la respuesta terapéutica

Grupos de pacientes

Marcadores de anemia e Pacientes Pacientes no
inflamacién durante el n respondedoras respondedoras Valor p
tratamiento Mediana Mediana
(IC al 95%) (IC al 95%)
0.115 0.210
AMonocitos 15 0.6385
(0.00-0.24) (0.01-0.22)
-0.162 -1.467
ANeutrofilos/Linfocitos 14 0.4373
(-1.61-1.092) (-8.18-5.36)
-110.6 -50.82
APlaquetas/Linfocitos 16 0.9519
(-227.0-18.78) (-600.9-520.7)
-0.10 -0.059
AMonocitos/Linfocitos 16 0.5683
(-0.19--0.02) (-1.114-0.90)
) 187.7 30.68
A Indice PIV 14 0.6064
(-231.9-291.9) (-918.7-3125)
, -3.225 -114.1
A Indice SIRI 14 0.6903
(-376.5-627.2) (-1880-3123)
0.80 0.71
AEritrocitos 16 0.4513
(-0.49-1.09) (0.27-1.06)
0.60
AHemoglobina 16 1.62 (-0.40-3.20) 0.3006
(-5.30-2.50)
1.90 6.20
AHematocrito 16 0.5428
(-12.80-8.70) (-0.600-9.20)
1.80 -0.65
ARDW 16 0.2946
(-2.00-4.70) (-7.70-7.40)
-1.105 -0.38
ACHCM 16 0.3519
(-3.80-0.00) (-3.00-2.40)
-3.64 -0.95
AHCM 16 0.1265
(-8.50 —-0.40) (-6.70-4.50)
-8.895 -1.550
AVCM 16 0.7680

(-21.20-0.70)

(-16.90-10.00)




Tabla suplementaria S29. Asociacion de los niveles en sangre de marcadores de anemia e inflamacion en

sangre posterior al tratamiento con la respuesta terapéutica
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Grupos de pacientes

Marcadores de anemia e Pacientes Pacientes no
inflamacién posterior al n respondedoras respondedoras Valor p
tratamiento Mediana Mediana
(IC al 95%) (IC al 95%)
4.19 5.17
Leucocitos 15 0.1244
(3.00-5.30) (3.50-8.50)
2.22 4.60
Neutrofilos 14 0.1049
(1.92-3.65) (1.40-7.05)
0.375 0.450
Monocitos 15 0.9075
(0.20-0.53) (0.17-0.51)
2.613 8.30
Neutrofilos/Linfocitos 15 0.0502
(1.49-3.24) (0.74-12.27)
8.00 14.00
Neutrofilos/Plaquetas 14 0.0887
(7.00-12.30) (3.00-26.00)
0.319 0.651
Monocitos/Linfocitos 16 0.4278
(0.20-0.45) (0.00-1.42)
] 201.7 1250
Indice PIV 15 0.0793
(91.74-522.2) (51.33-2129)
, 781.9 3894
Indice SIRI 15 0.0608
(370.6-933.0) (293.3-4175.0)
13.75 13.25
RDW 16 0.8764
(11.10-19.40) (10.90-25.00)
32.70 32.30
CHCM 16 0.8940
(32.00-33.80) (29.40-36.00)
31.15 31.35
HCM 16 0.9210
(26.40-34.20) (24.10-34.50)
95.60 93.65
VCM 16 0.8561

(80.40-102.0)

(82.00-101.0)
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MATERIAL SUPLEMENTARIO 6: TABLAS DE CARACTERISTICAS
DE LAS PACIENTES

Tabla PI. Caracteristicas clinico-histopatologicas de pacientes con CaCu

Caracteristicas clinico-histopatologicas n/n total de pacientes
Estadio FIGO
I 5/50
II 16/50
11 17/50
v 6/50
No determinado 6/50

Tamaiio de tumor

<6 cm 29/50
>6 cm 7/50
No determinado 14/50

Tipo histolégico

CCE 40/50
AC 6/50
AE 4/50

Grado de diferenciacion

BD 3/50
MD 25/50
PD 13/50
No determinado 9/50
Queratinizacion

NQ 26/50
Q 8/50
No aplica 10/50
No determinado 6/50

Notas. El grupo no determinado se conformé por pacientes cuya caracteristica clinica o histopatoldgica no se
reporto en el expediente clinico. En cambio, el grupo no aplica incluyd a las pacientes con tipos histologicos de
adenoescamoso, y adenocarcinoma, los cuales no pueden ser clasificados de acuerdo con su queratinizacion.
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Tabla P2. Niveles en sangre de marcadores de inflamacion de pacientes con CaCu

Niveles en sangre de células n/n total de pacientes
Plaquetas
(10%/uL)
Alto: >425 10/50
Normal: 142-424 39/50
Bajo: <141 1/50
Leucocitos
(10%/uL)
Alto: >10.3 4/50
Normal: 4.6-10.2 42/50
Bajo: <4.5 4/50
Neutrofilos
(10%/uL)
Alto: >6.48 6/50
Normal: 1.07-6.47 43/50
Bajo: <1.06 0/50
No determinado 1/50
Linfocitos
(103/uL)
Alto: >3.41 0/50
Normal: 0.60-3.40 45/50
Bajo: <0.59 4/50
No determinado 1/50
Monocitos
(103/uL)
Alto: >0.91 1/50
Normal: 0.00-0.90 43/50
No determinado 6/50
Eosinofilos
(10%/uL)
Alto: >0.71 4/50
Normal: 0.00-0.70 41/50
No determinado 5/50
Basofilos
(10%/uL)
Alto: >0.21 0/50
Normal: 0.00-0.20 45/50
No determinado 5/50

Nota. El grupo no determinado se conformo6 por pacientes cuya caracteristica hematologica no se cuantifico en
la biometria hematica.
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Tabla P3. Niveles en sangre de marcadores de anemia en sangre de pacientes con CaCu

Niveles de los marcadores de anemia en .
n/n total de pacientes

sangre
Eritrocitos
(10%/uL)
Alto: >6.14 0/50
Normal: 4.04-6.13 37/50
Bajo: <4.03 13/50
Hemoglobina
(g/dL)
Alto: >18.2 0/50
Normal: 12.2-18.1 27/50
Bajo: <12.1 23/50
Hematocrito
(%)
Alto: >53.8 0/50
Normal: 37-7-53.7 38/50
Bajo: <37.6 12/50
VCM
(Ft)
Alto: >97.1 2/50
Normal: 80.0-97.0 48/50
Bajo: <79.9 0/50
HCM
(pg/Eritrocito)
Alto: >32.1 5/50
Normal: 27.0-32.0 30/50
Bajo: <26.9 14/50
No determinado 1/50
CHCM
(g/dL)
Alto: >36.1 0/50
Normal: 32.0-36.0 37/50
Bajo: <31.9 13/50
RDW
(%)
Alto: 18.4 5/50
Normal:13.9-18.3 22/50
Bajo: 13.8 21/50
No determinado 2/50

Nota. El grupo no determinado se conformo6 por pacientes cuya caracteristica hematologica no se cuantifico en
la biometria hematica.
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Tabla P4. Caracteristicas clinico-histopatologicas de pacientes respondedoras al tratamiento

Caracteristicas clinico-histopatoldégicas n/n total de pacientes
Estadio FIGO
I 0/10
I 3/10
1 5/10
v 2/10

Tamaiio de tumor

<6 cm 6/10
>6 cm 1/10
No determinado 3/10

Tipo histolégico

CCE 9/10
AC 2/10
AE 0/10

Grado de diferenciacion

BD 0/10
MD 7/10
PD 3/10
No determinado 0/10
Queratinizacion

NQ 5/10
Q 3/10
No determinado 1/10
No aplica 1/10

Notas. El grupo no determinado se conformo por pacientes cuya caracteristica clinica o histopatologica no se
reporto6 en el expediente clinico. En cambio, el grupo no aplica incluyd a las pacientes con tipos histologicos de
adenoescamoso, y adenocarcinoma, los cuales no pueden ser clasificados de acuerdo con su queratinizacion.
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Tabla P5. Caracteristicas clinico-histopatologicas de las pacientes no respondedoras al tratamiento

Caracteristicas clinico-histopatologicas n/n total de pacientes
Estadio FIGO
I 0/6
I 0/6
1 4/6
v 2/6

Tamaiio de tumor

<6 cm 2/6
>6 cm 2/6
No determinado 2/6

Tipo histolégico

CCE 5/6
AC 1/6
AE 0/6

Grado de diferenciacion

BD 1/6
MD 2/6
PD 1/6
No determinado 2/6
Queratinizacion

NQ 2/6
Q 0/6
No determinado 3/6
No aplica 1/6

Notas. El grupo no determinado se conformo por pacientes cuya caracteristica clinica o histopatologica no se
reporto6 en el expediente clinico. En cambio, el grupo no aplica incluyd a las pacientes con tipos histologicos de
adenoescamoso, y adenocarcinoma, los cuales no pueden ser clasificados de acuerdo con su queratinizacion.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO 7: FIGURAS SUPLEMENTARIAS

(A) <6 cm vs >6 cm
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Figura S1. Los niveles en sangre de los indices de eritrocitos/log(Gal-9), VCM/log(Gal-9), HCM/log(Gal-9),
hemoglobina/log(Gal-9), hematocrito/log(Gal-9), y CHCM/log(Gal-9) permiten identificar a las pacientes
con tumores de cérvix <6 cmy >6 cm

(A) Vista individual de las curvas ROC de datos pareados basadas en los niveles en sangre de los indices de
eritrocitos/log(Gal-9), VCM/log(Gal-9), HCM/log(Gal-9), hemoglobina/log(Gal-9), hematocrito/log(Gal-9), y
CHCM/log(Gal-9) en pacientes con tumores de cérvix <6 cm y >6 cm. (B) Pardmetros de curva ROC, y grafico
de calidad de modelo predictivo de cada indice. La calidad de los modelos predictivos se representa en un
grafico con los valores de ABC del limite inferior de confianza al 95 % en las barras horizontales, y la linea
roja indica el umbral de referencia. Abreviaturas. ABC: Area bajo la curva. IC: Intervalo de confianza.
log(Gal-9): El logaritmo de los niveles de Gal-9 séricos en ng/mL. <6 cm: Pacientes con tumores de cérvix <6
cm. >6 cm: Pacientes con tumores de cérvix >6 cm. ABC: Area bajo la curva. IC: Intervalo de confianza. VCM:
Volumen celular medio. HCM: Hemoglobina corpuscular media. CHCM: Concentraciéon de hemoglobina
corpuscular media.
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Figura S2. Los niveles en sangre de los indices de leucocitos/TIM-3, linfocitos/TIM-3, neutréfilos/TIM-3,
basofilos/TIM-3, monocitos/TIM-3, y plaquetas/TIM-3 permiten diferenciar entre las pacientes con tumores
de cérvix queratinizantes y no queratinizantes

(A) Vista individual de las curvas ROC de datos pareados basadas en los niveles en sangre de los indices de
leucocitos/TIM-3, linfocitos/TIM-3, neutréfilos/TIM-3, basofilos/TIM-3, monocitos/TIM-3, y plaquetas/TIM-
3 en pacientes con tumores de cérvix queratinizantes y no queratinizantes. (B) Parametros de curva ROC, y
grafico de calidad de modelo predictivo de cada indice. La calidad de los modelos predictivos se representa en
un grafico con los valores de ABC del limite inferior de confianza al 95 % en las barras horizontales, y la linea
roja indica el umbral de referencia. Abreviaturas. ABC: Area bajo la curva. IC: Intervalo de confianza. NQ:
Pacientes con tumores de cérvix no queratinizantes. Q: Pacientes con tumores de cérvix queratinizantes.
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Figura S3. Los niveles en sangre de eritrocitos/TIM-3, hemoglobina/TIM-3, hematocrito/TIM-3, VCM/TIM-
3, CHCM/TIM-3, y RDW/TIM-3 permiten diferenciar entre las pacientes con tumores de cérvix
queratinizantes y no queratinizantes

(A) Vista individual de las curvas ROC de datos pareados basadas en los niveles en sangre de eritrocitos/TIM-
3, hemoglobina/TIM-3, hematocrito/TIM-3, VCM/TIM-3, CHCM/TIM-3, y RDW/TIM-3 en pacientes con
tumores de cérvix queratinizantes y no queratinizantes. B) Parametros de curva ROC, y grafico de calidad de
modelo predictivo de cada indice. La calidad de los modelos predictivos se representa en un grafico con los
valores de ABC del limite inferior de confianza al 95 % en las barras horizontales, y la linea roja indica el
umbral de referencia. Abreviaturas. ABC: Area bajo la curva. IC: Intervalo de confianza. NQ: Pacientes con
tumores de cérvix no queratinizantes. Q: Pacientes con tumores de cérvix queratinizantes. VCM: Volumen
celular medio. CHCM: Concentraciéon de hemoglobina corpuscular media. RDW: Amplitud de distribucion
eritrocitaria.
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Figura S4. Cambios de los niveles en sangre leucocitos, neutréfilos, linfocitos, y neutréfilos/plaquetas previo
y posterior al tratamiento de pacientes respondedoras y no respondedoras

Comparacion de los niveles en sangre de A) leucocitos, B) neutrofilos, C) linfocitos, y D) neutrofilos/plaquetas
previo y posterior al tratamiento en pacientes respondedoras y no respondedoras. Las comparaciones de dos
grupos de datos paramétricos se analizaron con la prueba t Student pareada. Cada punto representa el dato de
una paciente. Abreviaturas. R: Pacientes respondedoras a tratamiento. NR: Pacientes no respondedoras a
tratamiento. PRE-TX: Pretratamiento. POST-TX: Postratamiento.



