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RESUMEN

Introduccion: El cancer cervicouterin@CaCu)se ubica en el segundo lugar como causa de
muerte por neoplasias malignas en la mujer mexidanaal manejo clinico y terapéutico

gue enfrentan las pacientes con la enfermedad en entornos con recursos lamtadasio
conduce atliagndstico tardicel tratamiento inadecuadogyseguimiento clinico ineficiente

En consecuenciasurge la necesidad dmplementarnuevosprogramas de control mas
econdmicos para CaCu enfocados al diagnostico templamstimacion de resultados
clinicos a largo plazda prediccién del beneficio terapéutida, vigilancia de respuesta
terapéutica y el prondstico postratamiento. La identificacion de biomarcadores como
herramientas complementarias con diferentes aplicactonelsurso clinico de CaCuodria
mejorar laatencion meédica habitu@n contextos de bajos recurs&or otro lado, I
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 informacién sobre el perfil sanguineo podria ser atil para el disefio de nuevas
inmunoterapiasLa inmunoglobulina de linfocitos T 3 con dominio de muc{iéM -3),
Galectina9 (Gal9),y los marcadores de anemia e inflamaadn reconocidos indicadores
sarguineosgue permiten conocer el estado inflamatorioque han atraido gran interés en
oncologia por su capacidad para detectar a tumores s@giosar los resultados clinicos a
largo plazoy predecifda respuesta al tratamient@ evaluacion de la gible utilidad clinica

de los niveles en sangae TIM-3, Gal9, y marcadores de anemia e inflamacpodria
brindarnuevos biomarcadores para las diferentes etapas del manejo clinico y terapéutico de
pacientes con CaChdemas, podria proporcionerformacion valiosa sobrel panorama
inmunoldgico sistémico para el disefiordeevas estrategias inmunoterapéuticas contra los
tumores de cérviXPor lo que ebbijetivo de lapresentdesis fue determinaal valor clinico

de los niveles en sangre de FBVIGal9, y marcadores de anemia e inflamacién en pacientes
conCacCu.

Disefio dela investigacion: La investigacionse conformd por tres estudios clinicos. El
estudio de casos y controles se realizo para evaluar el potencial de los niveles en sangre de
TIM-3, Gal9, y Gal9/TIM-3 como biomarcadores para el tamizajeC#Cu El estudio
transversal se llevé a cabo para identificar nuevas firmas sanguineas basada8.eBatM

9, y marcadores de anemia e inflamacion en relacién con los rasgos luigtigatddgicos

de los tumores de cérvix. En el mismo estus®jecutdla determinacion dias relaciones

de los niveles d@8 nuevos indices basados en FBYIGal9, y marcadores de anemia e
inflamacion cordosreconocidos factores prondsticos@eCu El segimiento retrospectivo

se disefi6 para valorar la utilidad clinica de los niveles en sangre de marcadores de anemia e
inflamacion previo, durante, y posterior al tratamient@€€d€ulocalmente avanzado como
posibles biomarcadores de prediccion de benefefapgutico, vigilanciade respuesta
terapéuticay pronéstico postratamiento.
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Resultados:Los niveles séricos de G8J y Gal9/TIM-3 muestran una buena capacidad para
distinguir a las pacientes c&@@aCude las mujeres con citologia normal. En los ensayos
identificamos nuevas firmas sanguineas basadas ef3,T@4}9, y marcadoredeanemia e
inflamacion en relacion con el tamafio y la queratinizacion de los tumores de cérvix. Los
niveles en sangre de 17 nuevos indices basados e3, TBd}l9, y marcadores de anemia e
inflamacion se asociaron cahtamafo yla queratinizacion déos tumoresde cérvix. Los
niveles en sangre de linfocitos, plaquetas/linfocitos, y monocitos/linfocitos gravio
tratamientode CaCu lodanente avanzadimgrandistinguir a las pacientes quenostraran
beneficio terapéuticdelas pacientes que presentaran resistenkiaerapialos niveles en
sangre de leucocitos, neutrofilos, linfocitos, y neutréfilos/plaquetas durante el tratadeiento
CaCu localmente avanzado puedéiscriminar entre las pacientexon una adecuada
inadecuadaespuestaerapéutica. Los nivelesesangre de plaquetas/linfocitos, eritrocitos,
hemoglobina, y hematocrito posteseral tratamiento de CaCu localmente avanzado
permiten diferenciar entre las pacientes respondedoras y no respondedoras.

Conclusion: La presente investigacion demostro que la@aérica y el indice sérico de
Gal9/TIM-3 exhiben potencial como biomarcadores sensjides etamizajede CaCu En

los andlisis realizados identificamos nuefiasas sanguineas basadas en AMGal9, y
marcadores de anemia e inflamaciqne proporcionan informacién valiosobre 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
desubrimiento de 17 nuevos indices basados en-3J,|IlBal9, y marcadores de anemia e
inflamacion con potencial para utilizarse como biomarcadores de pronésti€aCu
Ademas, la evaluacion de los niveles en sangre de marcadores de anemia e inflamacién
previo, durante, y posterior al tratamiento@aCulocalmente avanzado reveddpotencial

clinico de3 biomarcadores de prediccién de beneficio terapéutico, 4 biomarcadores de
vigilanciade respuesta terapéutiged biomarcadores de prondstico postrataroient
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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 respondeddzs
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INTRODUCCION

CANCER CERVICOUTERINO
EPIDEMIOLOGIA

El CaCu es la cuarta neoplasia maligna diagnosticaday la tercera causa de muerte por
cancer en la mujer a nivel mundigh México, el CaCu ocupagtgundo lugar en incidencia
y mortalidad por cancer en la mujer con cerca de 9,000 nuevos casos, y con mas de 4,000

defuncionegSung et al., 2021)

Los datos estadisticds CaCu variasegun elndice de desarrollsocialde los paises,
y aquellos en vias de desarroilocluido Méxicq soportan las mayores cargadrededor
dd 80 % de los casos de CaCu se reportapagses de ingreso madiobajo, donde Iatasa
de mortalidad pola enfermedadon6 veces may@sque en los paisate ingreso altgM.
B. Shin et al., 2021 En términos de supervivencien paises desarratioscerca deb6 %
de las mujeres afectadas por CaCu sobreviven mas de Spaiiosn paises en vias de
desarrollda supervivencia 5 afios es menor al 50(%assie et al., 20190).a disparidadn
las estadisticasle entornosmenos desarrolladage debel acceso limitado a servicios de
salud falta de personaapacitado, infraestructubespitalariadeficiente normas sociales,
barreras culturaleentre otro§Adedimeji et al., 2021; Shah et al., 201E) mal manejo
clinico del CaCuen estos paisesonduce amenudo & diagnostio tardio, tratamiento
inadecuadpy seguimiento clinicaneficiente (Shah et al., 2019)En consecuencisse
requierda implementacion derogramas de contraias economicogasquiblegpara CaCu
enfocados al diagndstico tempranestimacion de resultados clinicos a largo plazo
prediccion del beneficio terapéuticuigilancia de respuesta terapéuticg pronostico

postratamient9Adedimeji 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 deHiesgo.
principal factor de riesgde CaCues la infeccion persistente pef Virus del Papiloma
Humano ¥PH) de alto riesgdYamaguchi et al., 2021; S. Zhang et al., 20E0VPH es un
virus ADN bicatenariode trasmision sexual, y q@e encuentra presente en el 99 %ode
casoscon CaCuGaete et al., 2021; Gennigens et al., 20EXjstenalgunosotrosfactores

de riesgw/inculados con lastapas dadesarrollo de CaCporel VPH. Los factores de riesgo
gue favorecefa infeccidn poeste virusncluyenel inicio temprano de vida sexual actiya,
tener multiples parejas sexual@@maguchi et al., 2021Entrelos factores de riesgo que
impulsan la persistencia viral y la progresidalignase encuentral consumo de cigarro,
multiparidad, coinfecciones con otros virus de transmision sexdiaimadén cronica,y

estados de inmudeficiencia(Trottier & Franco, 2006; Yamaghi et al., 2021)

ANATOMIA E HISTOLOGIA DEL CERVIX

El cérvix sanose clasifica en tres regionesle acuerdo aosu ubicacion anatémica, y
clasificacion histoldgica.as tres regiones del céniixcluyen al ectocérvix, el endocérvix,

y la zona de transfmacion(Deng & Woodworth, 2019EIl endocérvixes la regioristal al

Uterg y se conformapor una sola capa de células columnares secretoras de mucina
organizadas en una red de criptes ectocérvix es la regidproximal a la vaginay se
constituye por célulasscamosaen varias capas ubicadas en la lamina basal, parabasal,
suprabasal, y superficiélboorbar & Griffin, 2019; Tomasi et al., 201%a regién dondse

une €l epitelio columnar y el epitelio escamosstratificadose denomina zona de
transformacion, y en esta se originan la mayoria de los cambios méligrmokar & Griffin,

2019) Lastres regioneslel cérvixseexponeren laFigura 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 regiothesicuerdo con su ubicacién anatémyictasificacion histolégica
(A) El endocérvix esta revestido por epitelio columiiB) El ectocérvixse encuentraubiertopor epitelio
escamoso estratificad(C) La zona de transformacidorresponda la unién delepiteliocolumnary epitelio
escamosastratificado Imagen creada con apoyo en los reportesorbar & Griffin, 2019; Tomasi et al.,
2019)

LESIONES PREMALIGNAS YCACU

El desarrollo deCaCuse ve precedidpor lesiones premalignas en las célujas revisten
el cérvix Estas reciben el nombre de lesioaesamosamtraepiteliales, yse clasificaren
dos grupos de acuerdo consadtema BethesdLas lesionesescamosas intraepiteliales de
bajo grado (LEIBG) se limita al tercio inferior del epitelio.En cambig las lesones
escamosas intraepiteliales de alto grdtl&lAG) se localizan en el tercio inferior,
extendiéndose al tercio medisuperior del epiteliGViukhopadhyay et al., 201.3Fn CaCuy

la transformaciémorfolégicamaligna predominanlos diferentes estratogldepitelio, y se
pierde la integridad de la membrana bdsal Y. Lee & Shen, 202). Cada uo de estos

escenariosnorfolégicosen el tejido del cérvige ilustra en laFigura 2.
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Normal LEIBG LEIAG CaCu

Figura 2. Cambiosmorfoldgicosen las células decérvix queanteceden aCaCu

Representaciograficade los cambiosn la morfologiade lascélulas dekérvix através deepitelionormal
con lesionespremalignasy con CaCu.Abreviaturas. LEIBG: Lesionesescamosasntraepiteliales déajo
grado. LEIAG: Lesionesescamosasntraepiteliales dedlto grada CaCu: Céancer cervicouterindmagen
modificadade Terese Winslow (2014)

TAMIZAJE Y DIAGNOSTICO

El propdsito detamizajees detectar lesiones precancerpeasincer en el cérvigShah et

al., 2019) En cambiogl diagnésticaliferencialbuscadescartar aquellas pacientes coa®tr
condiciones e identificar a loxasos corCaCu(Fowler et al., 2021)Ambos procesose
realizan mediantpruebas de rutinpara queel médicoidentifiquela enfermedd en etapas
tempranascon mas opciones de tratamiento, y mayores probabilidades de beneficio

terapéuticdBhatla 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 Papanicolacansiste en urrdtis del cérvix
guepermite identificar lesiones precancerasaéncerEn cambio, la prueba de VPH es una
prueba molecular que se utiliza para detectar infecciones por VPHSs de alto riesgo que podrian

conducir a cancéfmsikouras 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
establecemjue las mujeres de 25 a 65 afios deben someterse a la prueba conjunta de VPH y
Papanicolaou cada cinco afos, o la prueba de Papanicolaou en solitario cada tres afnos. La
evidencia ha demostrado que la prueba conjunta es mas sensible que la prueba de

Papanictaou solaFontham et al., 2020)

Las herramientas empleadas etaglizaje 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 desiarredlo
menor al 40 %S. Zhang et al., 2020La baja sensibilidad de esta prueba contribuye a que
las lesiones premalignas progresen, y sean detectadas en etapas aldhzadasg et al.,

2019) Si bien el uso de la prueda VPHha logrado mejorar la sensibilidad para detectar
precéncey canceren el cérvix, en paiseke ingreso mediano bagol uso es limitaddebido
asu alto costdPerkins et al., 2020; Vale et al., 202Aglemas, esta prueba molecularrtae
con una baja especificidad para Caaigue un gran numero de las infecciones por VPH

son transitorias y no conducen a la transformacién malgjgang Li et al., 2021)

Posterior al proceso de tamizajem@anejo clinicode las pacientese determina con
base eros resultadosactuales y previode las pruebade Papanicolaouy de VPH. Estos
resultadoslefiniranlas recomendacionesbrela examinacion conolposcopiay el analisis
histopatoldégico de una biopsidel cérvix Si se verifica la presencia de lesiones
precancerosafas pacientedeberan ser sometidas a tratamiento, y a programas de vigilancia

por periodos mas cortos a los recomendamioa el tamizajee rutina(Perkins et al., 2020)
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En caso de confirmar el diagndstico de CaCu, se procede a determiocaralasristicas

histopatoldgicas, y la etapa del tumor del cétwixwler et al., 2021)

CLASIFICACION HISTOPATOLOGICA
La clasificacién histopatolégica de lagnoresde cérvixrequiere de l@xaminacion de una
biopsia.De acuerdo cosuscaracteristicas microscopicas$ patdlogo puedelasificaralos

tejidos tumoralepor el tipo histoldgico el grado de diferenciacion,lg queratinizacion.

El CaCu se clasifica en tipos histolégicos dejpemdb del tipo celular donde se origina
el carcinoma. Los tres mas prevalentes son el carcinoma de células escamosas,
adenocarcinoma, y carcinoma adenoescam@sgura 3A). El carcinoma de células
escamosas representa cerca del 87 % de los casos, yisa engel 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%I origen epitelial del
carcinoma adenoescamoso no se ha logrado determinar. Este tipo histolégico debe su nombre
a sus componentes malignos mixtos de tipo coluraseamosos, y se diagnostica con una

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

Los tejidos tumorales de cérvilambién pueden dividirse segun el grado de
diferenciacion celular en bien, moderadamente, y pobremente diferengtéglos 3B).
Esta clasificacion se basa en la semejanza histoldgica de las células tumorales cdadas célu
del tejido de origeriMocciaro et al., 2016)Las células de tumores higliferenciados 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 derésnpobremente 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 algunosostcriterios histoldgicos. Los tumores de cérvix
gueratinizantes presentan buena diferenciacién con alto contenido de queratina en estructuras
perladas. En contraste, los tumores de cérvix no queratinizantes exhiben moderada a pobre
diferenciacion con bajoontenido de queratina, y carecen de perlas de quefatisw et
al., 2021) Esta clasificacion de Idsmoresde cérvixse puede apciar en laFigura 3C.

A) Tipo histolégico B) Grado de diferenciacién C) Queratinizacién

A & on L
AN S
") =

Carcinoma de células Bien diferenciado Queratinizante

escamosas
T

No queratinizante

Pobremente diferenciado

Figura 3. Imagenes representativas t&s clasificacionesistopatologicas déos tumores de cérvix

Los tumores de cérvix pueden clasificapse el A) tipo histolégico,B) el grado de diferenciacion, @) la
gueratinizacion. Las fotografias de legidos tumoralesefiidos con hematoxilina y eosisa tomaron de:
(Bratu et al., 2015; Dallenbach & Knebel 130 Soslow et al., 2021)
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ESTADIFICACION Y SUPERVIVENCIA

La estadificacion permite al médico oncologo dictar la etlgbaumor de cérvia traves de
diferentesevaluacioned_a determinaciérdd estadio cliniccse basa en el tamafio del tumor
primario, y su extension anatomiea el momento del diagndsticBsta clasificacion se
realiza de acuerdo con los lineamientos establecidosapBederacion Internacional de
Ginecologia y Obstetricia (FIGOBhatla et al., 2019; Grigsby et al., 20A0gs actualmente
utilizada en MéxicdIMSS, 2017) La asignacién del estadio clinicequierede examenes
fisicos, analisis histopatoldgicos, gxploraconesanatémica por técnicas demagenes

(Bhatla et al., 2019)

El sistema de estadificacion de FIGO para CaCu consiste en cuatro estadios principales,

y estos proporcionan informacide valorpronostico En elestadio lel carcinoma se limita

al cérvix. m elestadio lise aprecitainfiltracion del carcinoma a laagina o los parametrios.

En d estadio Ill el carcinomainvade un tercio inferior dda vagina, pared pélvica y/o
ganglios linfaticos ocasionan@omenuddidronefrosiso insuficiencia renal. iEd estadio

IV se manifiestaliseminacién del carcinoma a 6ngs adyacentes y/o distant@hatla et

al., 2019; Merz et al., 202)a tasa de supervivencia libre de la enfermedad a 5 afios es del
87 % para el estadio I, del 71 % para el estadio I, dé&S%ara el estadio Ill, y d4.6 %

para elestadio IV La supervivencia disminuye a medida que progréssrestadios, y el

estadio IV posee la estimacién de vida mas ¢@taysby et al., 2020)

De acuerdo cofta estadificacionde FIGO para CaCulos cuatro estadigwincipales
sedesglosaren 14sulestadiostumoralesBhatla et al., 2019; Merz et al., 202@ada uno

de estosedescribe a detallen laFigura 4y Tabla 1.
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Estadio I

IB1

o T VN T N
Invasién estromal <3 mm Invasién estromal =3 mm Tumor <2 ¢m en Su mayor Tumor =4 cm en su mayor Tumor >4 ¢cm en su mayor
¥ =5 mm en su mayor dimensién con una profundidad |  extension con una profundidad dimensién
dimensién de invasion >5 mm de invasién =2 em

Estadio II

Tumor con <4 ¢cm en su Tumor con =4 cm en su
mayor extension mayor extension Invasién de parametrios

Estadio IT1

El tumor se extiende 1/3 Diseminacion a la pared L ) A |
inferior de la vagina pélvica, hidronefrosis y/o Metistasis en los ganglios Metistasis en ganglios
insuficiencia mmﬂ‘ linfiticos pélvicos linfiticos paraadrticos

Estadio IV

Células

Tumeor
metustisicn
N ancerosas en el

sistema linfitico

Pulmén
Células cancerosas Higado
nsangre

+—— Recto

Tumor Cérvix
primario
Hueso —
Diseminacion a érganos Diseminacién a drganos
adyacentes distantes

Figura 4. Estadificacién FIGOpara CaCu

Se muestnalos estadios clinicopara CaCu de acuerdo containafio del tumor gu extensién anatomica.
Imagenelaboradaon apoyo en los reporté&hatla et al., 2019; Merz et al., 2020)
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Tabla 1. EstadiosFIGO deCaCu

Estadios FIGO

Estadio I: El tumor se

limita al cérvix.

Estadio I1A: El carcinoma Estadio IA1: Invasion estromal <3 mmnr

microinvasivo es visible de mane

) . ~ EstadiolA2:1 nvasi -n es
microscopica. La profundida R

. ] » O5 mm en su may
maxima de invasion es <5 mm.

Estadio IB1: Tumor <2 cm en su mayc

dimension con una profundidad «

Estadio IB: El carcinoma invasivo e invasién de >5 mm.

visible de manera macroscopicha gqiadio IB2:Tu mor O4 cm

profundidad maxima de invasion d gimensién con profundidad de invasit

estroma es O5 mMMgyes & 2 cm.
Estadio IB3: Tumor >4 cm en su mayc

dimension.

Estadio Il: El tumor
infiltra la vagina o los

parametrios.

Estadio 1IA1l: Tumor <4 cm en st
Estadio llA: El carcinoma infiltrados mayor extension.
terciossuperiores de la vagina. Estadio 11A2: Tumor 04

mayor extension.

Estadio 1I1B: El carcinoma infiltra los parametrios.

Estadio Ill: El tumor
infiltra un tercio inferior

dela vagina, la pared

pélvica y/o ganglios
linfaticos ocasionanda
menudohidronefrosis o

insuficiencia renal.

Estadio IlIA: EIl carcinoma afectan tercio inferiode la vagina.

Estadio I1IB: El carcinoma se extiende a la pared pélecasionando a menud

hidronefrosis ansuficiencia renal.

Estadio IlIC1: Metastasis a ganglio
Estadio IlIC: El carcinoma invade |infaticos pélvicos.

los ganglios linfaticos. Estadio 1lIC2: Metastasis a ganglio

linfaticos paraadrticos.

Estadio 1V: El tumor

invade 6rganos

Estadio IVA: El carcinoma se extiende a 6rganos adyacentes como el

matriz, vejiga, y vagina.

adyacentes y/o distante: Estadio IVB: El carcinoma se propaga a érganos 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 &&tHl el
CaCu localmente avanzado se conforma por los estadid¥ B3 el CaCu metastasico de
novo corresponde al estadio IVB>ennigens et al., 2021; Oishi et al., 2016 tasa de
supervivencia a 5 afios del CaCu temprano, localmente avanzado, y metastasico es

secuencialmente de 92 %, 65 %, y 17®@énnigens et al., 2021)

FACTORES PRONOSTICOS

La mejora de la supervivencigara CaCu depende en gran medida de la informacion
prondstica disponible en el momento del diagnostico, y su utilidadgp@ala toma de
decisbnes en el manejo clinico de las pacientesprediccion del prondstico individual en
CaCu se realiza con ayuda de factores especificos del testeomformacion sobre el riesgo
prondstico permite a los médicos oncélogeleccionar etnfoqueerapéuticoy el programa

de seguimient@ostratamient@sociados con mayores probabilidades de édracada

pacientgHe et al., 2021; Ma et al., 2018)

El principal factor prondstico de CaCu es el estadio FI@&o su prediccion
prondstica es poc@reci®. Informes anterioreshan documentadodiferentes tasas de
supervivencia en pacientes con el mismo estadio cl{fieng et al., 202 Grigsby et al.,
2020) Estose debea menudo ala asignaciénincorrectadel estadioclinico a causa de
enfermedadsinflamatorias pélvicas, endometriosisy estados debesidadsS. Li et al., 2016;
Ma et al., 2018) Ademas,la adecuada estadificacion e tumores de cérvien etapas
avanzadase ve obstaculizada @aises en desarrolue carecen de lafraestructura para

realizar laexploraciénanatomicgor técnicas de imagengsipin et al., 2018)
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Existen otros factores prondsticos basados en las caracteristicas clinico
histopatolégiasdel tumorde cérvix Entreestossedestacal tamafiogl tipo histolégico, el
grado de diferenciacion, y la queratinizaciBhtamafiade la dimensién mayatel tumorde
cérvix permite predecir etiempo promedio de vidaLa supervivencia media des
individuos con tumorege cérvixO4 cm,4 a 6cm, y >6 cm esecuencialmente ds.1, 50.3
y 38.3 mesesKyung et al., 2015)Los tres tiposhistolégice masprevalenteen CaCu
tambiénproporciona informacidénprondstica valiosd_a superviveni libre de recidiva &
afios es del 85.1 % para el carcihoma de células escamosas, del 78.2 % para el
adenocarcinoma, y del 72.3 % para el carcinoma adenoescdmasao et al., 2019kl
grado dealiferenciaciéresotrorasgo histopatoldgicoon valor prondstico, y los tumores con
menores grados de diferenciacion se vinculan con las estimaciones de vida makeacortas.
tasa de supervivencia generd afos es de79.6 %, 70.4 %, y 62.3 % para tumores bien
difererciados (grado 1) moderadamente diferenciadogrado 2) y pobremente
diferenciadg (grado 3)respectivament@viatsuo et al., 2018Asimismo, laqueratinizacion
tumoralinfluye en los resultados clinicos a largo plazoel aumento de la cantidad de
gueratina en el tumate cérvixse asocia con una baja supervivenBiaededor deb5.3 %
de las pacientes con tumores no queratinizautieeviven mas de 5 afios, pero en pacientes
con tumores queratinizantes la supervivencia es menor al 683t8%eev Kumar et al.,
2009) En conjuntg estos cuatrdactoresespecificodel tumorpermiten predeciel riesgo
prondsticode las pacientes con CaGiin embargola determinaciérde las caracteristicas
clinicas e histopatologicadel tumores poco confiablelebido a quese realizamediante

técnicascualitativas y seencuentraujeta al criterio dedvaluador
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TRATAMIENTO

El tratamientode CaCuse determingrincipalmentepor la etapa detumor de lapaciente
(Petignat & Roy2007) No obstante, existen ot factoregue influyen en la seleccidd
enfoque terapéuticeomo la edad,posibilidad de maternidad futurq caracteristicas
histolégicas del tumoentre otrogBethesda, 2021De acuerdo coastas consideraciones
las intervencioneglinicas para tratar a los tumores de cénmcluyen ala cirugia,
radioterapia, quimioterapigerapia dirigida, inmunoterapia,alguna combinatoria de estas

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

Los tratamientos actuales permiten combatiuaor de cérvix a través de diferentes
protocolos clinicos. La cirugia consiste en la extirpacion del tumor en una opekacian.
radioterapissesuelen emplearayos X de alta energia para erradicar las cétutasraleso
evitar su crecimientoLa qumioterapia es un tratamiento que utiliza medicamentos para
destruir a las célulasancerosad.a forma de administracion puede segionalo sistémica
La primera se aplicauna zona especifica para inducir un efecto ldealcambio, la segunda
se sumiistra via oral 0 venosa para generar un efecto sistéhdderapia dirigideesuna
estrategia quesafarmacosu otras sustancias para identificar y atacar células tumorales, pero
sin dafar a las células normalEs. cambio, lanmunoterapia es un tip@dratamientaue
utiliza medicamentodisefiadogara impulsar, dirigir, o restaurar la inmunidad antitumoral
Lo que conduce a que el propio sistema inmunoldgico del padgenmeataal tumor

(Bethesda, 2021)

La seleccion del tratamiento depende en gran medidgraéd de diseminacién del
tumor de cérvixEn estadios temprana®nde el tumor se encuentra limitado al cérlax,

cirugia es elprincipal tratamiento recomendad&n estadioscon tumoreslocalmente
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avanzadosl tratamiento estandar es la quimiorradioterapia concurrente a base de cisplatino.
Para el caso dektadiometastasicoo sedispone de opciones para su tratamiento curativo

Sin embargoa menudo se sugiere la quimioterapia como tratamiento pal{@at@nat &

Roy, 2007)Cuando el cancer no mejora con los tratamientos estandares, algunos individuos
tienen la opcién de participar en ensayos atimicon nuevos enfoques como la terapia

dirigida o inmunoterapiéBethesda, 2021)

A raiz deldiagnostico tardiola mayoria de logasos son de estaditixalmente
avanzadogEspenel et al., 201885i bien la quimiorradioterapia concurrente aebadg
cisplatino ha mejorado la supervivencia general, alrededor de un tercio de las pacientes
experimenta recidivd.. Han et al., 2021)Esto se debe en parteqae dependiendo del
contexto la quimiorradioterapia puede remodelar el sistema inmunolégico periférico
impidiendo, o promoviendo la inmunidad antitumd@rabm-Galvez et al., 2021Pe manera
similar, las alteraciones en la eritropoyesis también pueden determinar la resistencia del

tumor a la quimiorradioterapi@®adeddu et al., 2021)

Uno de los principales problemas que enfrentaagiejo terapéuticdel cancey es que
esterequieredela supervision de un equipo multidisciplinario ppradecircualquiemposible
eventoadversQy monitorear la respuesta del tumor a la terdpigpaises de ingreso mediano
bajo,la atencién multimodal es escaséa valoracion de riesgbeneficio détratamientoes
ineficiente. Se ha sugerido que una potencial solucién es la implementacion denpasg
para el tratamiento conformadas por intervenciones realistas de acuerdo con las creencias
cultura, infraestructurhospitalariay atencion médica disponibén estos pais€Shah et
al., 2019) Por lo que hay una busqueda activandeva herramientas econémicas y

accesiblegjuepernitan valorar elbeneficioterapéuticoy el monitoreo en tiempo real de la
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respuesta al tratamientha incorporacion de estgsodria mejorarlos programas de

tratamientgpara CaCwenentornos comecursos limitados.

SEGUIMIENTO POSTRATAMIENTO

El seguimiefo postratamientduscadetectarde manera oportunel CaCu recidivoy la
toxicidadinducida por el tramienta Esto con epropositode intervenira las pacientesn
etapasasociadas comayores probabilidades de obtener resultados poséilssenfoques
terapéuticos complementari@izetignat & Roy, 2007 )El protocolo de monitoreo incluya
revision dd historial clinico, la exploracion clinica de signos de cancer recuergnta
deteccionde posiblesfectos secundariogsultantes deratamiento(Bethesda, 2021) a
periodicidad ddas revisioneslespuégid tratamiento debeser cada tres o cuatro meses
durante los primeros tres afnos. En el cuarto afiecsgmienda realizavaluaciones cada 6

mesesPosterior Aquinto afio, las exploracionsselen seanualegPetignat & Roy, 2007)

Las pacientes con CaCu que presengaidivapose@ una tasa de supervivencia a 5
afios menor al 5 %. La mayorialdecasossedetectaren los doprimeros afios después del
tratamientaPetignat & Roy, 2007 Estas con frecuencigon resultadde la resistencia del
tumor a la terapia estandain et al., 2016)Unaparte de Igosible solucién al problenes
incluir nuevas pruebas capaces de detectar de forma temprana la resistencia terapéutica en
los programas de manejo postratamigraca CaCuEstasherramientas ayudariahmédico
oncologo a emplear de forma oportuna enfggeeapéuticos de rescate que promuevan la
regresion tumoraén los casos no respondedgrgguranteetapassin signos evidentes de

recidiva
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La toxicidad hematoldgiomas comun inducida pta quimiorradioterapiasla anemia
(Tan et al., 2004 Esta se puede clasificar de acuerdo con los niveles de hemoglobina de 10
al2g/dL,de 8a10g/dL,y 6.5 a 7.9 g/dL en grado 1, grado 2, y grado 3, respectivamente
(Madeddu et al., 2021Alrededor del 41 % des pacientes con tumores de cédesarrolla
toxicidad de grado 1 0,23/ al menos el 4 %resenta toxicidad de gradop®sterior al
tratamiento(Tan et al., 2004)La deteccion tardia de taxicidadderivada detratamiento
sistémicoparatumoressolidosinfluye negativamente ela eficaciaterapéuticay en la
supervivencia deok pacientes(Natalucci et al., 2021)Por consiguiente, una solucion
potencial podria ser la incorporacion de ragensays que permitan la identificgdn de
toxicidad inducida por eltratamiento inmediatamentedespués definalizalo. Esis
posibilitaianque elpersonal clinicdrate deformaoportundos efectos sistémicos negativos

resultantes de la terapa las pacientes con CaCu
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MEDICINA DE PR ECISION PARA CANCER CERVICOUTERINO
| DENTIFICACION DE BIOMARCADORESDURANTE EL CURSO CLINICO

La oncologia de precisidouscamejorar la atencion habitual mediante la implementacion
clinicade biomarcadore=n las diferentes etapas del curso cliniclmglpacientes con cancer

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

Un biomarcador esina caracteristica definida que se mide como un indicador de
procesos biolégicos normales, proceguestolégicos 0 respuestas biolégicas a una
exposicionEn cancer, los biomarcaes suelen ser moléculas bioldgicas que participan en
procesos vinculados con el desarrdiégprogresion, da respuesta axposicidnterapéutica
del tumor. Estos a menudo se cuantifican en biopsias del tejido tumoral, fluidos corporales

o sangréNormanno 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 logratraduccionclinica. Los biomarcadores deben ser
binarios, sensibles, especificos, y cuantificables sin evaluaciones subjetivas. Ademas, la
medicién de los biomarcadorésne que realizarsson ensayos que se adapaela practica
clinica habitual, y con un tiempo de respuesteto (Ou et al., 2021)El desarrollo de
biomarcadores para cancer atraviesaco etapas principales Estas incluyen el
descubrimientoel desarrob, la validacion analiticala verificacionde lautilidad clinica y

la implementacioniGoossens et al., 2015)

La utilizacionde los biomarcadorezbarcan etamizaje, el diagndstico, la estimacion
del prondstico, la prediccion del beneficio de la terapia, y el seguimiento de la enfermedad

(Ou et al., 2021)Los biomarcadores de tamizgermitenla identificaciénde individuos
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gue podrian tener la enfermedad etapas asintomaticaS. Kumar et al., 2006)Los
biomarcadores ddiagndstico se emplean paliatinguira los pacienteson el padecimiento

y descartar aquellos pacientes con otras condiciones. Los biomarcadores de prondstico
permiteninformar sobrdos resultads probabls de evolucién de la enfermed&doossens

et al., 2015)Los biomarcadores de benefit@rapéutio se usan para predetirrespuesta

o toxicidad potencial dena intervencion terapéuti¢adlormanno et al., 2021; Ou et al.,
2021) Los biomarcadores de seguimierge utilizana menudopara el monitoreo de
respuesta terapéutiadeteccion deecurrenciasy predicciondel prondstico postratamiento
(Henry & Hayes, 2012; Ou et al., 2021; Parihar et al.,, 20€acd uno de estos

biomarcadores su aplicaciéren el curso clinicdel cancersemuestra en l&igura 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. Usode homarcadores en el curso cliniodel cancer

Las aplicaciones de los biomarcadores en cancer inchlyehtamizaje,B) el diagnésticoC) el prondéstico,
D) la prediccién de beneficio terapéuticoEy el seguimientolmagen elaborada con base en los reportes:
(Henry & Hayes, 2012; Ou et al., 2021; Parihar et al., 2021)

Hastaahorano existen biomarcadorgmra CaCu con aplicaciones entahizaje,la
estimacion deprondstico,la prediccion debeneficio terapéutico, @l seguimiento de la
enfermedadDebido a que los tumores impulsan importaotesecuencias inmunitarjdas
proteinas y mediadores celulares en circulacion han atraido un gran interés como potenciales
biomarcadores no invasiv@siam-Galvez et al., 2021El descubrimiento e implementacion

de biomarcadores basadea el panorama inmunolégico sistémam aplicaciones en las
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diferentes etapas del curso clinico de la enferm@dadia mejora el manejo clinico y

terapéuticalelaspacientes con CaCu

INMUNOTERAPIA

La inmunoterapida revolucionado etatamiento deCaCu(Naumann & Leath, 2020Este
enfoque terapéuticpermite ractiva el sistemanmunitario del paciente para combatir al
tumor de cérviXHiam-Galvez et al., 2021; Naumann & Leath, 20ND obstanteel disefio
de estrategias para lograr la estimulacién de la inmunidad antitwiguediendo un desafio

(J. K. Lee & Priceman, 2019)

Uno de logrincipalegetosque enfrenta laamunoterapiges que esta necesitaejorar
la comprensién de las diferentes perturbaciones sistémicasiguen en cancéHegde &
Chen, 2020; HianGGalvez et al., 2021L.os tumores puedayenerarcambios en el panorama
inmunoldgico sistémico paréavorecersu progresion(Hiam-Galvez et al., 2021)No
obstante cadatumor impulsa alteracionesstémicadinicas(Allen et al., 2020; Hegde &
Chen, 2020Q)Por ejemplo, los tumores grange@emuevermacroambientes sistémicos mas
inmunosupresores que los tumores de tamafios mas pe@teraos et al., 2021)Esto se
debe a que a medida gos tumores crecgmueden inducir cambiasstémicogjue debilitan
gradualmente lamunidadantitumoralAllen etal., 2020; A. C. Huang et al., 2017; Nesseler
et al., 2020)Es de destacar queitaportancia él tamafcumoralparaevaluarel estado de
la inmunidadprevio al tratamientee ha reconocido desde hace mucho tiempo, pero rara vez
se tiene en cuenta &npractica clinicaS. Kim et al., 2021; Nesseler et al., 2Q0&l)bien no
se han reportadoges probable que existan alteraciones particulares del panorama
inmunoldgico sistémico asociadas con otras caracteristicas del tDm@er asi, ess

cambios en el perfil sanguineo podrfaoporcionaiinformacion valiosgara eldisefio de
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nuevasestrategiagjue permitamrevertir el contexto sistémicanmunosupresor deimores

con caracteristicas concretgs;omo resultado mejar sueficiencia terapéutica.
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ANEMIA INDUCIDA POR LOS TUMORES DE CERVIX O SU
TRATAMIENTO SISTEMICO

La anemia es una complicaciGomunque afecta la calidag esperanza de vida dasl
pacientes con CaCu. La deteccion temprana y tratamiento oportuno de esta condicion
hematoldgica mejora los resultados clinicos a largo plazo, y la eficiendie@@hiento

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

La anemia puede senpulsadgor eltumor oderivarse déa toxicidaddel tratamiento
(Madeddu et al., 2021) 0os tumorespued@ inducir progresivamentalteracionesn la
eritropoyesis y el metabolismo deerro hasta producir anemi&l crecimiento tumoral
genera desnutricigy la falta de componentes esenciales conduce a una baja produccion de
eritrocitos (Natalucci et al., 2021)Ademas, lashemorragias abundantescitadaspor el
tumorreducemotablementdéos depdsitos de hier(@usti etal., 2018) La anemia también
puede ser una consecuencia hematologgsaltantede la exposicidn latratamiento.Las
terapiassistémicasa base de cisplatinpromuevenrel desarrollode anemia(lthimakin &
Srimuninnimit, 2009)Si bien el objetivalela quimiorradiderapiaes destruir o impedir el
crecimiento de las células tumorales, est®quetambién puede atacar a otras células sanas
de crecimiento rpido como los eritrocit&sto produce que los niveles de hemoglobina
disminuyany conlleven aanemia/Alghamdi et al., 2021 Curiosamentdasperturbaciones
de la eritropoyesislerivadasde radioterapia y quimioterapseamenudase vinculancon la

resistencia tumorgMadeddu et al., 202 1pero estas no se comprenden por completo

La deteccion deanemia saealizamediantela evaluacion del historial médicda
exploracion clinica, ¥l andlisisde sangre El médico inspecciona la presencia de signos,

sintomas, o indicios de anemi&in embargo, las pruebas sanguindaterminanel
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diagnéstico final desta condiciérn.a hemoglobinael hematocrito, y el conteo de eritrocitos

en sangreon los principales indicadorde anemidTurner et al., 2021Pe acuerdo con los
estandares de la Organizacion Mundial de la Salud, las mujeres con niveles de hemoglobina
Q12 g/dL se consideran casos anémi@gdshamdi et al., 2021)Los niveles de hematocrito

O3 6 y Ms mntecs de eritrocitodD 3 . FuL sahdosrasgs hematoldgicogiue también

distinguen astaafeccion(Dean, 2005; Mondal & Budh, 2021)

Existen otrouatio marcadores de anenmaie se calculan a partir de los valores de
hemoglobina, hematocrito, y conteo de eritrocitestos reciben el nombre dédices
eritrocitariospor queproporciona informacion sobrdos eritrocitos El volumen celular
medio permite conoceel tamafo de los eritrocitos. La hemoglobina corpuscular media
indica la cantidad de hemoglobina por eritrocito. La concentracion de hemoglobina
corpusculararrojala cantidad de hemoglobina por unidad de volumenamplitud de
distribucion eritrocitarialefine elcoeficiente de variacion de la distribucion del tamafio de
los eritrocitos(Sarma, 1990)La importancia de estos cuatro marcadores reside en que
ayudan aleterminata causa de la anemiso obstante,laiagnéstco deanemias asociadas
a deficiencias concretas derivadas detras condiciones patologicasquierede pruebas
adicionales(Freeman et al., 2021pero sudescripcionsupera el alcance de la presente

revision.

Los marcadorediscriminativosde anemidan atraido gran interés biomédico por su
capacidad para estimar el pronéstico, y predecir la respuesta al tratamiento en pacientes con
canceres solidogjue incluyen al CaClAdemas, una de sus ventajas es ge determinan
por métodos cuantitativos y econdémicos en la practica clinica rutifaciantinuacion, se

destacan algunos reportpse documentan laogibleutilidad clinica de estos marcadores.
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MARCADORESDE ANEMIA Y PRONOSTICO

Los marcadores de anemjproporcionaninformacion clinicamente significativa del
prondstico en CaCu. Los niveles pretratamiento de hemoglobina influyen en los resultados
clinicos a largo plazde pacientes cotumores de cérvid.a tasa de supervivenciargeal a

3 afios es del 67 % para pacientes no anémicos con hemoglobina >13 g/dL, del 64 % para
pacientes anémicos leves con hemoglobira3.g/dL, y del 32 % para pacientes anémicos
moderados a graves con hemoglobina <11 dfdunst et al., 2003)Los niveles de
hematocrito previo al tratamiento cuentan con valor pronostiquacientes con estadio 1l y

[ll. La supervivencia libre de la enfermedad a 5 afios es d& Ppara pacientes con
hematocrito >37 %, del 41 % para pacientes con hematocrH8Y 30, y del 33 % para
pacientes con hematocrito <30 %O b r a | i | .da capatidadgrondstieode los

niveles dé volumen corpuscular medio se ha informado para CaCu. Los pacientes con
niveles 090.7 ft muestran una ©peor super vi
comparacion con los pacientes con niveles >90.(ClHiiun et al., 2017)La capacidad
prondstica de otrosnarcadoresasociados con anemia comeb conteo de eritrocitoda
amplitud dedistribucién eritrocitaria, hemoglobina corpuscular megiapncentracion de
hemoglobina corpuscular media ha evidenciado para otros cancéfesig 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 deds marcadores de anemiael manejo teapéutico deCaCu ha sido poco
estudiadoNo obstante, existeimnos cuantogeportes de la relacion dies niveles en sangre
de estos marcadoresayrespuesta terapéutidn pacientes con CaCu ldogente avanzado,

los niveles previg al tratamiento de hemoglobina permiten predecir la respuesta a la
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guimiorradioterapia neoadyuvante. Los niveles de hemoglobina fuerd8.8le/dL para
pacientes con respuesta completa, de 12.7 g/dLpsaianteson respuest&b0 %, y de

11.9 g/dL pargacientes con una respuest® % (Fuso et al., 2005El valor terapéuticee

ha informado también pacérosmarcadoregde anemi@&npacientes conancerLos cambios

en los niveles del volumen corpuscular medio después de quimioterapia con capecitabina se
relacionan con la respuesta clinica en pacientes con cancer gastrico avanzgdsd al.,

2015) El valor terapéutico dia amplitud de distribucion eritrocitarse ha informado para
individuos con cancer de pene metastasico que recibieron quimioteadpisvante. La

supervivencia ndia postratamiento fue @9 mesegpara pacientes con nivele$3.9 %y

de 13 meses par a packaelretae 8020Ebhamatodrito prévieal O1 3 .

tratamiento se asocia negativamente con la respuesta a quimioterapia neoadyuvante en el
cancer de mama.os pacientes con niveles Hematocrito<39.6 % mostraron una tasa de
respuesta objetiva mas alta en comparacion con los pacientes con niveles de hematocrito

B9.6 %(W. Zhou et al., 2017)

9
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INFLAMACION IMPULSADA POR LOS TUMORES DE CERVIX

La infeccion persistente por VPH se reconoce como el principal agente etimolégico
infeccioso asociado con las lesiones escamosas intraepiteliales dgaalto y CaCu
invasivo. En la mayoria de los casos, la infeccion por VPH es transitoria y desaparece
espontaneamente en un perio@80 mesesSin embargo, en ocasiones el aclaramiento viral
no ocurre durante este periodo, la infeccion se vuelve petsjsgeresultaen lesiones
premalignagjue eventualmengodriandesefazarencancerEs de destacar queitdeccion
persistente por VPH indu@eflamacion crénica a largo plazpestase considera un cofactor
importante del desarrollo de lesiones premalignas y G&Ewandes et al., 2019)as
célulasdel tumor decérvix establecidpuederiberar moléculas capaces de reclaligtintas
células inflamatorias al sitio tumorgiemmat & Bannazadeh Baghi, 201&sts células
inflamatorias incluyen das plaquetas, los neutrdfilos, los monocitos, los basdfilos, los
eosindfilos, y los linfocitodJna vez en el sitio tumoral cadao de los diferentes mediadores
celulares implicados en la inflamacipnedenpromover o impedir la progresion tumoral
deperliendo elcontextodel panorama inmunoldégico sistémigalel microambienteéumoral
(Gambardella et al., 20; J. Liu et al., 2021; Palacidsedo 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 inflamasédmiderfacilmente por analisis
de sangre en el laboratorio clinjopse denominanmarcadores de inflamacioiEstosse
dividen en dos grupos que incluyen a los marcadores basados etneel @glular, y los
indices de inflamaciorLos marcadores basados ercatteo celulamos proporcionarel
namero deplaquetas, neutrofilos, monocitos, linfocitos, eosindfilos, y basofilos

microlitro de sangreEn cambio, losndices de inflamaciénospermiten conocela razén
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matematicadel conteo dediferentes élulas saguineas.Los indices de inflamacion
reportados incluyen al indice de néiditos/linfocitos, plaquetas/linfocitos,
monocitos/linfocitos, neutréfilos/plaquetas, y eosindfilos/linfocitdslemas, se han
reportado otros indices mas complejos que involucraasade dos tiposelularesEl indice
derespuesta a lanflamacion sistémica abarca a tdestintas célulasanguinegsy su valor
corresponde al n¥mero resul tant elintieepan] ( Neut r
inmuneinflamatorioes aun mas complejga que abarca&uatrotipos diferentesde células
sanguineasEl calculo del indicerequierede la ecuacion [ ( Neutr - -filos A
Monocitos) / (Linfocitos)].La utilidad de estos indices reside en que pueden proparcio
informacion sobre el estado del equilibrio inflamatorio de un indivitduna ventaja déos
indicadores inflamatorioses quesu obtencion es sencilla y econémidaemas, informes

previos han revelado fasiblecapacidad de los marcadores de infladagargredecir los
resultados clinicos a largo plazola respuesta al tratamiento en pacientes con tumores de

cérvix y deotros tiposEnlas siguientes secciones se destacan algnfaysesal respecto.

MARCADORES DE INFLAMACIONY PRONOSTICO

La evidencia ha revelado que los marcadores de inflamacién basados en el contesecelular
relacionarconel prondsticaen CaCu y otros tipos de candeos altos nivelegn sangrele
neutréfilos, plaquetasponocitosy eosindéfilosse asocian con una pesupervivencia de las
pacientes con CaC{y. Y. Lee et al., 2012; H. Wang et al., 202En cambio, los bajos
niveles en sangre de linfocitos sirven como indicadores de pronéstica@etaacientes

con tumores de cérvigChuk et al., 2020)Informes prgios documentarormgue los altos
niveles del indicede respuesta a la inflamacion sistémiaeutrofilos/linfocitos,

plaquetas/linfocitosy eosinéfilos/linfocitosse relacionan con una estimacioén de vida mas
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corta enpacientes corCaCu(J. W. Lee & Seol, 2021En otrostipos de cancese ha
informado que los pacientes con altos niveles del ingiaeinmuncinflamatori,
monocitos/linfocitos,y neutroéfilos/plaquetas exhiben un pobre pronéstigercier &

Vout sadaki s, 201 8; kahin et al ., 2021; Q. Xxu

MARCADORES DE INFLAMACIONY RESPUESTA A TRATAMIENTO

El potencial clinico dealgunos marcadores de inflamaciértomo herramientas
complementarias en el manejo terapéutico se ha confirmppado CaCu y otros tipos
tumorales.En seguida, se destacan los reportes sobrsdaiacion de los niveles de
marcadores basados en el conteo de céfdaguineay la respuesta al tratamiento de
pacientes cotumores de cérvixd.os niveles en sangre previo al tratamiextos Jpm TAD

de linfocitos, y >0.6 pnt TAD de monocitoserelacionan con una menor estimacion de vida
general posterior a ladiacion definitivg Singh et al., 2017En cuantaalos neutrofilos en

sangre previo al tratamientge ha informado ques niveles>8.0 Jpnt YAD se asocian con
peoresresultadosclinicos después de la quimiorradioteragi&isdom et al., 2019)Un

estudio previo revélque los niveles en sangre de plaquatass del tratamiente asocian

con el fracaso a radioterapia definitiva. Las tasas de fracaso terapéutico fueron del 7.3 % para
pacientes coplaquetas <350. pn YAD, y del 25. 6 % para pacient e
pn TAD (Kawano et al., 2015Referente da relacionde los indices de inflamacignla
respuesta dtatamiento se destacan gnmantos reportes para tumores de céhozbajos
nivelesde neutrofilos/linfocitosy plaquetas/linfocitos se asociaron con una mejor respuesta

a quimioterapia neoadyuvantealaia et al., 2021Existen otros reportes del valor clinico

de los indices de inflamacién para otros tipos de tumbires.investigacion sobre tumores

de esofago tratados con quimioterapia revel6 que los pacientes con niveles altos de
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linfocitos/monocitos muestran una mejor respuesta terapéditidau et al., 2017) Otro

informe documeritque los altos niveles en sangre de neutréfilos/plaquetas pueden predecir
una mala supervivencia en pacientes sometidos a cirugia potencialmente curativa para el
cancer colorrectalWatt et al., 2015)Edudios previos arrojaron qued bajos niveles del

indice parinmuncinflamatorio sevinculancon una mejor respuesta terapéutica en pacientes
con cancer de mama tratadas con quimioterapia neoadydvante h i M02&)Qi eaal.,. |,
(2016)informaron que loaltosniveles del indicele respuesta a la inflamacion sisténsiea
relacionan coruna menor estimacion de vida posterior a quimioterapia en pacientes con

cancer pancreatic
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VIAS INMUNOSUPRESORAS DE LOS TUMORES DE CERVIX

El sistema inmunoldgico tiene tapacidad de reconocetas células tumorales de cérvix
como extrals y montar mecanismoselularespara eliminarlas Debido a la presion
inmunoldgica los tumores cervicalepueden desarrollaestrategiasde evasion dda
inmunidad antitumoraparafavorecersu progresionEntre estasse encuentra lavasion
directa por pérdida dentigeng produccion de citocinas proinflamatorias¢lutamiento de
células inmunitarias con propiedades inmunosupresplasgjsfuncion o agotamientielos

linfocitos T (Piersma2011)

Con el fin de evitar respuestas exacerbadas derivadas de la autorreactividad de los
linfocitos T(De La Fuente et al., 201, 2xisten eceptores de la superficie celwaroteinas
solublegqueregulan la funcién destas células. Estos reciben el nombneuteos de control
inmunitaio (De La Fuente et al.,, 2012; Jain & Pasare, 20M0) obstante)as células
tumoralesde cérvixpueden utilizar estas moléculas con caracter inmunorregulador para
provocar la disfuncién de los linfocitosylevadir la inmunidad antitumor@biersma, 2011)

La activacdn o disfuncion de los linfocitos mediada porpares decontrol inmunitarioa
menudarequierededos sefales. La primera sefal consiste en la presentacion del antigeno, y
dicta la especificidad de la respuesta inmunitaria. La segunda esefitigida porla
interaccion deteceptofligando.En esta el receptor de control inmunitario puede unirse a un
ligando soluble, wtro receptor en la membrana de una célula inmunitaria o turAonbhs
sefales consensardetivacion dela viadonde se encuentran implicados los pares de control
inmunitario(Jin Dai et al., 2017; Gu et al., 2018; Sun et al., 2@0¢l caso d&€aCu,entre

las viasmas estudiaab seincluye aCTLA-4/CD8Q PD-L1/PD-1, y TIM-3/Gal9 (Chen et

al., 2021; ManzeMerino et al., 2020)
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ViA TIM -3/GAL-9

Lavia TIM-3/Gal9 se vincula corl escape inmunolégico del tumor en pacientes con CaCu

y VPH positivasLa activacién de este efgovocaque los linfocitos T reguladores inhiban

la funcion de los linfocitos T CD4+ y T CD8% como resulido debilita la inmunidad
antitumoral(Chen et al., 2021)A continuaciénse presenta una recopilacionidéormes

para profundizar en el entendimiento de las proteinas implicadas en el mecanismo
inmunosupresor de TIN3/Gal9. En estaevisionse abordahos aspectos generales, nivel

de expresion, mecanismo de secrec@mmportamiento sistémico dermas solubles, y
potenciales aplicaciones terapéutipaacipalmente e€aCuy pero también en algunosos

tipos de tumores.

Los genes y estructuras moleculade§al9 y de TIM3 se describen a continuacion.
El genLSGALO9se localiza en el cromosoriid@qll.2en humangsy contieneonceexones.
Los cuales codifican ka proteina de Géd. La estructura de esta galectina de ftijpamera
se conformgor dos dominios de carbohidratos unidos por un péptidpa et al., 2017)
En cambio, elocus degenTIMD3 se ubica e®»q33.3del genom&umano, yposee &xones
La traduccién ddas regionescodificantesda como producto al receptor de TFBJ Esta
proteina se constituye pona secuencia sefial que permite su exportacion por vias clasicas,
unIgV, un dominio danucina,una region transmembrana, y una cola citoplasméfiea

etal., 2017)

La expresion de TIMB y Gat9 entumores cervicalese encuentra desregulagasu
funcion se entiende poc®. Zhou et al., (2012informaron queds niveles de TIMB en
tejido de pacientes con Ca@xhibenun notable incrementen comparacion con el tejido

de donantes sandsstos mismosvestigadores demostraren experimentos vitro que
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la regulacion a lébaja delgen de TIM3 en las célulatumorales de cérvix se relaciona
directamente con la inhibicidte la migracion, y la invasion de estas cél@lasCao et al.,
2013) En cambio, los niveles de Galdisminuyen sustancialmente tefidos tumorales de
cérvix con respecto al tejidkano(Meiyan Liang et al., 2008Hastala fecha la funcién de

Gal9 enlas células del tumor cervicab se ha reportado.

Algunos autores han informado sobre |antifecacion de formas solubles de Ti®ly
Gal9. Si bien susecanismoslesintesis ysecrecion han sido pobremente estudiasie® ha
propuestouna posible viaque permitela exportacionde ambas proteinaal medio
extracelularLa proteina dg1M-3 essintetizad, glicosilady, y exportad por la ruta clasica
de reticulo endoplasmieaparato de GolgEn cambio, Gab se sintetiza en los ribosomas
libres en el citosoDebido a quéal9 carece de un péptido sefial que permita su secrecion,
estarequierea TIM-3 como transportador. L@al9 ingresa a las vesiculas que contienen a
TIM-3 y se trasladan a la membraian este compartimento, se transloca el complejo de
TIM-3 y Gal9. Enseguida, se genera un cambio conformacional que permite la disociacion
y liberaion de Gald al medio extracelulgiGoncalves Silva et al., 2017; Kandel et al., 2021;
Yasinska et al., 2019La secreciorde TIM-3 solubleno secomprende por completo, pero
se sugiere questarequiere de un mecanismo proteolitico mediadoAl®AM 10. Esta
enzima provoca la escisi@el dominio de mucinde TIM-3 enla membranay libera una
forma soluble cortajue recibe el nombre dEIM-3 soluble(Clayton et al.,2015) La

propuesta descrite ilustra en l&igura 7.
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Figura 7. Viadeproduccion y liberaciérde TIM -3 soluble y Ga9

Semuestra una representacion grafieapbsiblemecanismale sintesis ysecreciorde TIM -3 soluble yGal9
propuesto poGoncalves Silva et al., (2017%) Yasinska et al., (2019).a proteina dd'IM-3 escodificada,y
transportad a la membrana por la ruta clasica de reticulo endoplasapaxato de Golgi. La G&l sintetizada
en el citosol carece de un péptido sefial que permita su secrecién por vias convencionales. Pid/d 18 gse
responsald del transporte d&al9 desde la region intracelularla membranaEn este compartimento, el
complejode TIM-3y Gal9 se transloca, gufre un cambio conformacionglie genera laxportaion deGal
9. En cambio, TIM3 transmembraneequiere de la escision l[dégominio de mucina pargberara suforma
corta soluble.

La forma soluble de TIMB y Gal9 extracelular ejercen diferentes efectos sobre los
linfocitos T. La evidencia reportada sugiere que la funcion d&®®@alinmunosupresm En
estudiosn vitro, se demostré que Galinduce la muerte celular de los linfocitos Thl a través
de TIM-3 (C. Zhu et al., 2005En cuanto a la funcién de TH8Isoluble, esta no esta clara e
incluso existen reportes contradictoriBsbatos et al., (200#)formaron que la interaccion
de TIM-3 soluble con TIM3 en la membrana de los linfocitos Th1 puede reactivar la funcion
y aumentar la produccién de citocinas de estas células. En tenitess autores divulgaron
gue la union de TIMB solublecon TIM-3 en la superficie de los linfocitos Thl disminuye su

proliferacion(Geng et al., 2006)
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Los niveles en sangre de Ti®1solubley Gal9 se encuentran alteradas distintos
tipos decancees incluidos elCaCu Estudios anteriores revelarqoe los niveles de G&l
aumeman notoriamente en la sangre de pacientescaoner de ovario, leucemia linfatica
cronica leucemia mieloide agudg,CaCu en comparacién con la sangre de donantes sanos
(Goncalves Silva et al., 2017; Labrie et al., 2017; R&akejo, 2020; Wdowiak et al.,
2019) En cambio, losmiveles de TIM3 se encuentran incrementados l@nsangrede
pacientes corleucemia mieloide agudasteosarcomay carcinoma hepatocelulazon
respecto #a sangre deok controles sand@sang et al., 2018; Ge et al., 2017; Goncalves Silva

et al., 2017)

El comportamiento que obedecen los nivele3Id1-3 soluble y Gab en el contexto
sistémicoes desconocidpara CaCuSin embargo, se ha recopilado evidencia sobre algunas
relaciones entre estas dos proteinas solubles en pacientes conLcénugeles plasmaticos
de TIM-3 y Gal9 secorrelacionan de forma positiva en pacientes con leucemia mieloide
aguda y donantes san@soncaves Silva et al., 2017Pe manera similaGao et al.(2018)
informaronque los niveleplasmaticogle TIM-3 y Gal9 se correlacionan positivameee
pacientes con cancer de pulmon de células no pequearseautoresambién revelaron que

hay 3.4 veces mas Galque TIM3 solubleen plasma de estos mismos pacientes.

Los cambios detectados en los niveles en sangre d8MiBat9 han atraido interés
en oncologia por su posible valor cliniéocontinuacién, se destacan algunos reportes sobre
la utilidad clinicade estas proteinas solubles el tamizajela estimaciéon de prondstico.gf

disefio denuevasnmunoterapias
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TIM-3 Y GAL9 COMO BIOMARCADORES DEAMIZAJE

Los niveles en sangre d&V-3y Gal9 han mostradpotencialcomo biomarcadorgsarael
tamizaje ddumores solidogFang et al., 2018; Seifert et al., 2028 obstantela posible

utilidad clinicade ambas proteinas solubpegala detecciorde CaCu no se haformada

Fang et al., (201&emostrarota capacidad de TIM fricopara discriminaal cancer
de higado de otras enfermedades hepatiflasstudiose conform@por 84 pacientes con
carcinoma hepatocelular 92 pacientesmfectados por el virus da hepatitis B, con hepatitis
cronica, o con cirrosis hepatical probarla capacidad discriminativeon un analisis de
curva ROGC encontraron quéos nivelesséricos de TIM3 mayores o iguales &27 log
(pg/mL) muestrarunasensibilidaciel 94 %, y una especificidad del 54.4Bétaevaluacion
demostrd que esta proteina soluble posee una capacidad discriminativa aceptable con
ABC de 0.780. B conjunto, loshallazgos confirm@n el potencial d&l'IM-3 sricocomo

biomarcador sensible parataiizaje decarcinoma hepatocelular.

Otrogrupo de investigacioevalud el potencial déal9 séricacomo biomarcadquara
la deteccién déumores deadenocarcinomauctal de pancreagl analisis incluy6 a 28
donantes sanos y #asos enfermod.a curva ROC revel6 una capacidad discriminativa
aceptable con un ABC de 0.716os resultadogdel estudioconfirmaon queGal9 sérica
permitediscriminar a lopacientes coadenocarcinomductalpancreéticale los donantes

sanogSeifert et al., 2020)

Enun estudio previo deuestro grupo de investigaciéeanalizosi existian diferencias
enlos niveles séricos de Galde156pacientes con CaCu34 mujeressanaslLos resultados
indicaron que los niveles de Galson mayores con significancia estadistica en el suero de

pacientexontumores de ceérvix con respectcsakro de mujeres con citologia norntais
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niveles medios de G&l sérica fueron dé.479 £0.07358 ng/mLparalas pacientegon
CaCu, y de3.754 £0.07484 ng/mLpara las mujeres san@3eyesVallejo, 2020) Sin
embargo en este estudino se evaluda capacidadle Gal9 séricaparadiscriminarentre

pacientes coaCu y mujeres con citologia normal

TIM-3 Y GAL9 COMO BIOMARCADORES DE PRONOSTICO

El potencial pronostico de los niveles en sangre de 3 WGal9 en pacientes con Ca@a
se ha evidenciad@&in embargo, xsten informes sobréa capacidad de ambas proteinas
inmunorreguladoragara predecir los resultados a largo pldepacientes controstumores

solidos

En un ensayo clinico en China, se inforqué& TIM-3 séricopresenta valor prondstico
enpacientes con carcinoma hepatota@llEl seguimiento se realizé para 84 pacientes. Las
curvas de supervivencia de Kaplsieier demostraron que la supervivencia general es
notablemente menor en pacientes atos niveles séricos de TIM3. La tasa de
supervivencia general a 3 afios eb383 %para pacientes con niveles séricos de -BIM
CB,000 pg/mL, y del 17.7 % para pacientes con niveles séf&;080 pg/mL(Fang et al.,

2018)

La relacion de los niveles séricos de TBWon la supervivencia general tambiéae
demostrado pard20 pacientes con osteosarconten este estudio se llevd a cabo un
seguimientgor 70 mesed.ospacientes comayoresiiveles séricos de TIN al4.4 ng/mL
Se asociarononuna menor supervivencia en comparacion con aqurliass nivées séricos

de TIM-3 eranmenores o igualesi&.4 ng/mL(Ge et al., 2017)
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Sideras et al., (2019nform6 sobre la capacidad de @alcirculante en sangre
periférica para gdecirlos resultados clinicos a largo plade 80 pacientes carancer de
higado La duracién del seguimiento fue de 100 meses.dwgsresencontrarorgue los
niveles de Ga® circulantesnayores a2 pg/mL se asodincon unapeorsupervivencia

espedica decarcinoma hepatocelular.

Otro estudio disefiado por investigadores canadietesasstrda utilidad prondstica
de Gal9 plasmética en carcinoma de ovario seroso de alto gradesté se realizd un
seguimiento de 144 pacienté®sresultados indicaron que los altos niveles plasmaticos de

Gal9 se asocian con una supervivencia a 5 afésbajglLabrie et al., 2017)

TIM-3 Y GAL9 EN EL DISENO DENMUNOTERAPIAS

La via de TIM3/Gal9 permite a lascélulas tumorales de cérvix evadir la vigilancia
inmunitarig y ha atraido gran interés keninmunoterapia contra el CaQChen et al., 2021)

El receptorTIM-3 se expresa menudo ela superficie ddos linfocitos T.La uniénde Gal

9 extracelularcon TIM-3 transmembranale los linfocitos Tsuprime lainmunidad
antitumoral Debido a quel bloqueo de la interacciae TIM-3/Gal9 tienela capacidad de
restaurar lduncion delos linfocitos T del paciente para combatir al tupestese considera
un potenciabbjetivo teragutica La principalestrategia parka inhibiciénde la via TIM-
3/Gal9 consiste erflanquearcon anticuerposnonoclonalesa TIM-3 transmembranaNo
obstantelos esfuerzopara lograr sinhibicién completdan sido deficientegandel et al.,
2021). Esto se deben gran medida quelos aspectos mecanicistael contexto sistémico
de la via TIM-3/Gal9 no secomprende por completo.Hasta ahora, su estudio se ha
enfocadaa la forma transmembrana de Ti®1como receptor de G8l No obstante, se ha

reportado que TIMB puede desprenderse de la membrana generando una forma corta soluble
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bajo condiciones inflamatorig&oncalves Brva et al., 2017; Migita et al., 2021; Moller
Hackbarth et al., 2013El comportamiento que obedecen FBvsoluble y Gab a nivel
circulatorio no se ha esclarecido, pero su estudio complementaria nuestro entendimiento
sobre el ejaede TIM-3/Gal9. Debido a que la respuesta inmune antitumoral localizada no
puede existir sin una comunicacion continua corpéaférica las nuevas estrategias
inmunoterapéuticas requieren una comprension profunttarééacon dd macroambiente
sistémicoy los mecanismosnmunosupresoregHiam-Galvez et al., 2021)Estudiar el
contexto sistémico asociado clanvia deTIM-3/Gal9 podriabrindar informacion valiosa

para el disefio de nuevas estratetpespéuticaque permitan impulsatiigorosagespuestas

antitumorales con efectos a nivel Iggahmplificacionesa nivelsistémico.

Las probleméticaabordadagn la actual investigacion sesumen a continuacion. El
diagnostico tardio es un problemierivado de la baja capacidad depasebas de tamizaje
actualesgpara detectar al CaCpor lo que se requiere de la incorporacién de herramientas
mas sensibles en los programas de detecciimaria Estas permitiriandentificar a los
posibles casos con CaCu en etapas mas tempiamastimacion del prondsticen la
practica habituaderealizacon factores basados ks caracteristicas delmor, pero estas
imprecisa. Por lo que seecesitanpruebasmas confiablesque permitan predecir los
resultadosclinicos a largo plazo de las pacientes con CalCa.evaluacién del riesgo
beneficio de la terapia y vigilancia de respudstapéuticaes escasa o ifieiente en los
programasie manejo del tratamiento datornos con recursos limitados. De ahi que exista
una necesidagor desarrollar ensayos econdémicos y accesiplespermitan predecir el
beneficio terapéutico, y realizar el monitoreo en tiempo real de laagtspal tratamiento.

Loscambios en el panorama inmunolégicoésisito impulsados por el tumde cérvixo su
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tratamientono son tomados en consideracion en el manejo terapéutico. détuabstante,
esta informacion sobre el perfil sanguineo podriatdgraia el disefio de nuevas estrategias

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

Los niveles en sangre de Ti8] Gat9, y marcadores denemia e inflamaciéposeen
valor biomédico ercancer Los cambios de los nived en sangre de TH8 y Gal9 han
atraido gran interés por su potencial para detectar tumores solidos, y estimar el riesgo
prondstico. Ertambio,el valor clinico ddos niveles en sangre de los marcaddeeanemia
e inflamaciorreside en saapacidad para predecir el prondstico y la respuesta al tratamiento
de los paciente®or lo que se lmasugerido como potenciales biomarcadores para el curso
clinico en oncologia. Ademas, edtudiodd comportamiento que obedecks nivelesde
TIM-3, Gd-9, y marcadorede anemia e inflamaciépodria proporcionar informacién

elemental sobrls cambios danacroambiente sistémicpue ocurren en CaCu

En la presente tesis se determind el valor clinico de los niveles en sangre-8e TIM
Gal9, y marcadoresle anemia e inflamacion egoacientes 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 desubrimiento 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 camdiogl macroambiente sistémico que
debilitan la inmunidad antitumordlLos cambios en el perfil sanguin@aducidos por las
células tumoraleban arrojado luz sobre su potencial pdegetar tumores solidosgstimar
el prondstico, ypredecir larespuesta latratamiento.Ademas,se ha sugerido que estos
también podriaproporcionainformacion valiosa para el disefio mi@gevasnmunoterapias

paracombatir a los tumores

Las proteinas solubles d@M-3 y Gat9 se encuentran implicadas en procesos que
promueven o evaden la inmunidad antitumokdemasse ha informado ques niveles de
TIM-3 y Gal9 se encuentran incrementados larsangre depacentes con cancer con
respecto da sangre déos donantes sanoBstudiosprevioshandemostrado spotencial
comobiomarcadores de tamizagacancer Si bien se conoce poco sobre el comportamiento
gue obedecen TINB y Gal9 en el macroambiente sistémise,ha reportado gules niveles
de TIM-3 y Gal9 se correlacionan positivamente en la sangre de pacientes con cancer de
pulmén de células no pequefias. Adenid@sautoresdel estudio informaromue hay 3.4
veces mas G& que TIM3 soluble en plasma de estos mismos pacientes. Por lo que nuestro
grupo denvestigacion se dio a la tarea de evakidosniveles en sangre de G&lTIM-3,

y Gal9/TIM-3 permitiandistinguir a las pacientes con Ca@el las mujeres con citologia
normal. Estos estudicse realizaron con el propdsito wkentificar nuevos biomarcadores

para el tamizaje de CaCu.

Los tumores o su tratamiento inducaleracionesen la eritropoyesisy en las
poblacionesde las célulasmplicaces en la inflamaciénDe acuerdo con gbanorama

inmunolégico sistémicoestos cambios puedémhibir o activarla inmunidad antitumoral.
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Los mediadores celulares y perturbaciones en la produccion de eritrocitos pueden
cuantificarse ea sangre, y seathominan marcadores de anemia e inflamadtbmterés
biomédico de estos marcadores residsugrapacidad de predecir la respuesta terapéutica en
pacientes con tumores solid@® ahi que nuestro grupo se propusiera indsigas niveles

en sangre de los marcadores de anemia e inflamac#&rno, durante, o posterior al
tratamiento de CaCu localmentavanzado 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 terapégtiancia de

respuesta terapéuticapyonostico postratamiento para CaCu.

Los cambios en el macroambiente sistémico de los pacientes con cancer pueden
proporcionar informacion prondstica valiosa. En particular, los niveles de3TB&t9, y
marcadores de anemia e inflamadn@m atraido grainterés por su capacidad para predecir
los resultados clinicos a largo plade los pacientes con cancBor ello ruestro grupo de
investigaciénsepropusodeterminatas relaciones de 17 nuevos indices basados em3TIM
Gal9, y marcadores de anemianflamacion en relacidon coainco factores prondsticos
tradicionalesde CaCu. Estos analisis buscaban revelar el potencial clinico de los nuevos
indices propuestos corposibles candidatosmomarcadores prondsticos para pacientes con

tumores de cérvix.

La via de TIM3/Gal9 es uno de los mecanismos que usan las células tumorales de
cérvix para evadir al sistema inmunoldgiéatualmente, lognfoquesnmunoterapéuticos
para esta via se centran en el bloqueo con anticuerpos monoclonales del recepte8de TIM
en la membrana de los linfocitos T, peroosstsfuerzg no han logrado la inhibicion

completa del ej@IM-3/Gal9. Ademas, el comportamiento que obedecen-Blkbluble y



60

Gal9 a nivel circulatorio dentro destavia necesita aclarars&l estudio delpanorama
inmunoldgico sistémico vinculado cda via inmunosupresora de TiBIGal9 podria
brindarnos una visibn mas clara de su funcionamiento, y ampliar sus aplicaciones
terapéuticasTomando en consideracion lo anterior, nuestro grupo de investigacion se
propuso identificar firmas sanguineas basadas en3lI@al9, y marcadores de anemia e
inflamacion en relacion con los rasgos cliAiistopatoldgicos del tumor de cérvix. La
documentacion de los cambios que obedecen-FINGbal9, y marcadores de anemnga
inflamacionpodria proparionarinformacion valiosgpara 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 saubica 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 diagndstico tardio, el
tratamiento inadecuado, y el seguimiento clinico ineficiente. En consecuencia, surge la
necesidad de implementar nuevos programas de control mas econdémicos para CaCu
enfocados al diagndstico temprano, la estimacion de resultados clinicos a largo plazo, la
prediccion del beneficio terapéutico, la vigilanda respuesta terapéutigael prondstico
postratamiento. La identificacion de biomarcadores como herramientas complementarias con
diferentes aplicaciones en el curso clinico de CaCu podria mejorar ladatenédica
habitual en contextos de bajos recursos. Por otro lado, los cambios en el panorama
inmunoldégico sistémico impulsados por el tumor de cérvix o su tratamiento no son tomados
en consideracién en el manejo terapéutico actual. No obstante, estaagiborrsobre el

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

TIM-3 y Gal9 son dos proteinas solubles qagticipan en la evasion o estimulacion
de la inmunidad antitumoral. Los cambios de los niveles en sangre de ambaagotein
caracter inmunorreguladtyan atraido gran interés por su potencial para detectar tumores
sélidos, y estimar el riesgo pronostamcancerDe manera similar, los mediadores celulares
implicados en la inflamacion, y las alteraciones de la eritegisynfluyen 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 gadecir el prondstico y la respuesta al

tratamiento de pacientesn cancerPor lo tanto, ladeterminaciordel valor clinico de los
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niveles deriM-3, Gal9, y marcadores de anemia e inflamacién pqehdaorcionar nuevos
biomarcadores que permitan aunzerd 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 estimacién del prondstico
postratamientode las pacientes con CaCAdemas, estudiar elcomportamieto que
obedecen los niveles de TiB) Gat9, y marcadores de anemia e inflamacion podria
proporcionar informaciémaliosasobre el macroambiente sistémico con posible utilidad en

el disefio de nuewinmunoterapias contlas tumores de cérvix.
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HIPOTESIS

1. Los nivelede TIM-3, Gal9, y la proporciérde Gal9/TIM-3 en suero dpacientes
con CaCu se encuentran incrementados con respecto al suero de mujeres con citologia
normal

2. Los nivelesséricosde Gal9, TIM-3, y la proporcionde Gal9/TIM-3 permiten
distinguir a lasnujeres con citologia normdé laspacientes con CaCu.

3. Existen correlaciones entre losveles en sangrele Gal9 y TIM-3, y de los
marcadoresle anemia e inflamacidmn pacientes con CaCu.

4. Los nivelesen sangrele marcadorede anemia e inflamaciése relacionan con las
caracteristicaslinico-histopatologicas de peor prondstico en pacientes con CaCu.

5. Los altos niveleséricosde TIM-3 y Gal9 se relacionan con las caracteristicas
clinico-histopatolégicas de peor prondstico en pacientes con CaCu.

6. Existenfirmas sanguineas basadas en AMGat9, y marcadoresle anemia e
inflamacion en relacion con las caracteristicas clinibistopatolégicas de peor
pronésticoenpacientes con CaCu.

7. Los nivelesen sangrede indicesbasados en TIMB, Gal9, y marcadoresle
inflamacionse encuentran increantados en las pacientes con caracteristicas clinico
histopatolégicas de peor pronéstico. En cambio, los nivelesangrede indices
basados en TIMB, Gal9, y marcadorede anemiagse encuentran disminuidos, con
respecto a aquellas caaracteristicaglinico-histopatolégies asociads con una
mayor expectativa de vida.

8. La mala respuesta terapéutica se asocia comvetesen sangre demarcadoresle

anemia e inflamaciomprevio, y posterior al tratamientte pacientescon CaCu
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localmente avanzado. En comparacién con las pacientes respondedoras, las pacientes
no respondedoras exhiben menores cambmdos niveles en sangrele estos
marcadores durante el tratamiento.

Los nivelesen sangre denarcadoresle anemia e inflamacioprevio, durantey

posterior al tratamientde CaCu localmente avanzag@ermiten difnguir a las

pacientes respondedom@e lasno respondedoras.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
1 Determinar el valor clinico des niveles en sangre déM-3, Gal9, y marcadores

de anemia e inflamaci@npacientes con CaCul.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cuantificar los niveleséricosde TIM-3 en mujeres con citologia normal y pacientes
con CaCu.

2. Determinar si existen diferencias entre los niveléscosde TIM-3, Gat9, y la
proporciénde Gal9/TIM-3 de mujeres con citologia normal y pacientes con CaCu.

3. Evaluar si los niveleséricosde TIM-3, Gal9, y la proporcionde Gal9/TIM-3
permiten discriminar entre mujeres con citologia normal y pacientes ¢an Ca

4. Determinaras correlacionesntrelos nivelesen sangrele TIM-3y Gal9, y delos
marcadoresle anemia e inflamacide pacientes con CaCu.

5. Determinar si los niveleen sangrede marcadoresle anemia e inflamaciose
relacionan con las caracteristicas cliFiistopatolégicasle pacientes con CaCu.

6. Evaluar si los niveleséricosde TIM-3 y Gal9 se relacionan con las caracteristicas
clinico-histopatolégicasle pacientes con CaCu.

7. Identificar firmas sanguineas basadm TIM3, Gal9, y marcadorege anemia e
inflamacionenrelacioncon las caracteristicas clinibistopatoldgicasle pacientes
con CaCu.

8. Evaluar silosiivelesen sangreleindices basados en T8 Gat9, y marcadorede
anemia e inflamaciése asocian con las caracteristicas clihistopatologicasle

pacientes con CaCu.
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9. Determinar larelacbn de la respuesta terapéutica y losveles en sangrede
marcadoresle anemia e inflamacidprevio, durante, y posterior al tratamiento de
pacientexonCaCu localmente avanzado.

10.Evaluar si losnivelesen sangrede marcadoresle anemia e inflamacioprevio,
durante, y posterior al tratamientade CaCu localmente avanzadpermiten

discriminarentrelas pacientesespondedorag no respondedoras



67

METODOLOGIA

DISENO DE INVESTIGACION

La investigaciorse conformopor tres ensayoscon diferentes disefiadinicos Todos los
estudios fueroranaliticos observacionaleEntre éstos se incluydn estudio decasos y

controlesun estudio trasversal y unseguimiento retrospectivo

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES

El estudio de casos y controléstermindsi existian diferencias entre los nivetgsicosde
TIM-3, Gal9, yla proporcion dé&sal9/TIM-3 de mujeres con citologia normal y pacientes
con CaCuAdemasgevduo si los nivelesséricosde TIM-3, Gat9, y la proporcion deGal
9/TIM-3 permiendiscriminar entre mujeres con citologia normal y pacientes con CaCu.
comparaciérde los nivelesséricosde TIM-3 y Gat9 en mujeres con citologia normal
pacientes con CaCpermitié conocer ladiferencias entrgrupos Los analisis de correlacion
revelaronel tipo de proporcionalidadjue poseen los nivelegricosde TIM-3 y Gat9 en
cada grupo deacientesAdemas,calculamos la proporciéséricade Gal9/TIM-3 de los
casos con CaCu y controlsans. Esto con el fin de revelar si las proporciones de ambas
proteinas séricas diferian entre grup@sconstruccion deurvascaracteristicede operacion
del receptor (ROC3e realiz6 para valorat potencial de los nivelegricosde TIM-3, Gal

9,y Gal9/TIM-3 comoposibleshiomarcadoresletamizajeparaCaCu.

ESTUDIO TRASVERSAL

El estudiotrasversakeplanedconel propdsitode detectapatrones déos nivelesen sangre
de TIM-3, Gal9, y marcadorede anemia e inflamaciéasociadoson las caracteristicas
clinico-histopatolégicasde pacientes con CaCulLos rasgosclinico-histopatolégios

vinculads con el prondsticde CaCuincluyeronal estadio FIGO, tamafio, tipo histolégico,
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grado de diferenciacion, y queratinizaciiél tumor De manera general, el estudio se dividié

en 5 partes, gstas se describen a continuacion.

En la primera parte del estudio se determindaecorrelacionegntre los nivelegn
sangrede TIM-3 y Gal9 con los niveles de21 marcadoresle anemia e inflamaciéde
pacientes con CaC#l ensayoseconstituyopor 42 analisisde correlacionLos resultados
seilustraronen mapas de calor en funcion de los valprgscoeficientes obtenidosEn la
segunda parte del estudie explod la relacion de losiveles en sangre de lasarcadores
de anemia e inflamaciooon las caracteristicas clinibtstopatolégicagle pacientes con
CaCu. El analisis consistié en 105 ensayos de comparacion entre grupos. Para ello, se llevd
a cabo la confrontacion dies nivelesen sangrele 21 marcadorate anemia e inflamacion
y 5 caracteristicas cliniemistopatologicas de los casos con Cadl&imanera similar, eia
tercera parte del estudio eealudla relacion de los nivelesricosde TIM-3 y Gal9 con 5
rasgos clinicehistopatologicos. Este ensayo inadiy0 andlisis de coparacion entre grupos

y 2 decurvas ROC.

Con el fin de evaluar relaciones mas complgjasg bs dos siguientespartesdel
estudiq seleccionamos sola las caracteristicas cliniebistopatologicas que compartian
vinculcstanto con losivelesen sangrele TIM-3y Gal9 como coros niveles en sangre de
marcadoregsle anemia e inflamaciéde pacientes con CaCHs decir, seleccionamos la
gueratinizacion de tumores de cérvix, porque eatacteristica histopatologicampartia
relacion con los nivelesn saingrede TIM-3, y marcadorede anemia e inflamaciéAdemas,
elegimos el tamafio de tumde cérvixdebido a quessta caracteristica cliniguardaba

relacionconlos nivelesen sangrele Gal9, y marcadoresle anemia e inflamacién
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La cuartaparte del estudio comparatittoro como objetadentificarfirmassanguines
basadas emlM-3, Gal9, y marcadoresle anemia e inflamacid@sociads conel tamafio y
gueratinizaciérde tumores en las pacientes con CdGuevaluaciorde firmas sanguineas
incluy6 84 analisisCon elpropésitode construirds perfilessanguinegsdeterminamotas
correlacionesle los nivelesen sangrale TIM-3y Gal9, y de 21 marcadoresle anemia e
inflamacidénparacada subgrupo de pacientiess analisis deelacion re@rocadelosniveles
en sangrele TIM-3, y marcadoresle anemia e inflamaci@eejecutarorparapacientes con
tumores de cérvix queratinizantgso queratinizante&n cambio, los analisis deraacion
linealdelos nivelesen sangrele Gal9, y marcadoresle anemia e inflamaci&@eefectaron
parapacientes contumordse ¢ ®r v i x Qd vatoras py coefientesasultantes
se representaron en mapas de calidentificacion de firmas sanguinesssrealip conla
finalidad de determinarlos cambioshematoldgicosasociados coras caracteristicas
tumorales y que a perspectiva esta informacion permitaadaptar las estrategias

inmunderapéuticas en CaCu.

Finalmente, en la quinta parte del estus@luamossi los niveleen sangrele indices
basados en TIMB, Gal9, y marcadoresle anemia e inflamaciése asociaban con las
caracteristicas cliniehistopatolégicasle pacientes con CaCu. Para ello, determinamos la
relacion de las proporciones basadas en los nieslesangrede TIM-3, Gal9, y de 14
marcadoresde anemia e inflamaciénon el tamafio, y queratinizacion de tumores en
pacientes con CaCla comparaciéon des indices basados en los nivedasangrele TIM-

3,y marcadoresle anemia e inflamacidse realizéentrepacientes con tumores de cérvix
gueratinizantesy no queratinizanteg€n cambioJascomparaciones de los indices basados

en losnivelesen sangrele Gal9, y marcadoresle anemia e inflamaciée efectuaroentre



70

pacientes con tumor elsacapacidad @iscriminativa@®é losdndicey > 6
propuestos se determind con analisis de curvas. B@Conjunto, los analisis se realizaron
con la finalidad de quéos nuevos indicepropuestosbrinden potencialescandidatos a

biomarcadores de prondstiparaCaCul.

SEGUIMIENTO RETROSPECTIVO

El seguimiento retrospectivee disefid parandaga en la asociacionde la repuesta
terapéuticaon losnivelesen sangre dmarcadoredge anemia e inflamaci@revio, durante,

y posterior al tratamientde pacientes sometidascaimiorradioterapia concurrengebase
decisplatiro para el tratamiento deaCu localmente avanzadademasparaevallarsi estos
marcadorepermiten discriminaentre laspacientes respondedoras y no respondeddras a
tratamientoEl motivo del seguimientdue determinar slios nivelesen sangrele marcadores

de anemia e inflamaci@revio, durantgy posterior al tratamientmuestran potencial como
posiblesbiomarcadores de beneficio terapéutico, vigilaraéarespuesta terapéutica

prondstico de respuestdratamiento.

La primera parte dedstudioincluyé 54 analisisde comparaciGnDeterminamos la
asociacion de losivelesen sangrele 18 marcadorafe anemia e inflamacid@on los grupos
de pacientes que mostionbuena respuesta,aguellas qugresentaromesistenciaEstos
ensayos seealizaron en tres puntos del programa de tratamientaopoirante, yposterior
al tratamientolLa capacidad de lasivelesen sangrele marcadorede anemia e inflamacion
para discriminaa las pacientes no respondedoras se validéuwwasROC. Los graficos se
construyeronusandocomo control a las paciente®n buena respuesta @matamiento
Ademas,se determiné ebunto de cortela especificidagdla sensibilidad y la calidad de

modelo predictivgparacada marcadsanguineo
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POBLACION DE ESTUDIO
UNIVERSO DE ESTUDIO

El universo del estudio seonformd por mujeresdiagnosticadas con CaGn la Unidad
Médica de Alta Especialidad (UMAB)lanuel Avila Camachalel Instituto Mexicano del

Seguro Social (IMSSn Puebla, Pue.

CRITERIOS EN LA SELECCION DE PACIENTES
CRITERIOS DE INCLUSION

1 Pacientes mayores de 18 afios.

1 Pacientes diagnosticadas con CaCu por examen ¢linico analisis
anatomopatologico.

1 Pacientes que contaban con base de datos: personales, antecedentes meédicos,
caracteristicas clico-patolégicas, piometriashematicas.

1 Pacientes que autorizarehuso de sus datoslativos a la salug muestras de sangre
periférica

CRITERIOS DE EXCLUSION

1 Pacientes con otros tumores, enfermedades hematoldgicas, disfuncién renal o
hepatica grave

i Pacientes con alergias o infecciones activas.

CRITERIOS DE ELIMINACION

1 Pacientes que decidierogtirarse del estudienalgin momento de la investigacion.

CARACTERISTICASDE LA POBLACION

La poblacion de estudiacluyo a 34 mujeres con citologia norma 50 pacientesecién
diagnosticadason CaCu. Eintervalode edadue de26 a 87 afiad.as pacientes mostraron

una edad media de 51 afe@sel momento del diagndstico
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MUESTRAS DE PACIENTES

La toma de muestisanguinea séevo a cabeen la UMAEdel IMSS El muestreo se realizo

a conveniencid.as40 muestras de sangre preecuperacion de suero hematsetomaron

de pacientes con CaCu recién diagnosticadagjug no habiariniciado tratamiento.
Asimismq se recolectaron 34 muestrsanguineasle mujerescon citologia normalLa
donacion de sangre con fines de investigacion clinica fue autorizada por las participantes en

el proceso de consentimientdormado(Material suplementarid).

VARIABLES DE ESTUDIO

El proyecto consistié en la evaluaciénsdevariablesde estudioEstasncluyeron2 variables
experimentales5 caracteristicas cliniebistopatolégicas,21 marcadoresde anemia e
inflamacion 1 indice de Ga9/TIM-3,y 28 indicesbasados efilM-3, Gal9, y marcadores
de anemia e inflamaciéen pacientes con CaCluas variable experimentales glinico-
histopatoldégicas se muestran enTabla 2. Los nivelesséricosde TIM-3 y Gal9
representaron la concentracion dadananogramosle proteinapor mililitro de sueroLas
caracteristicas cliniebistgpatolégicas funcionaron como factores prondsticos de la
enfermedadlLos marcadorede inflamaciénincluyeronel conteo de células sanguineas e
indices denflamacion.Los recuents de célulagn sangr@ermitieron conocer el nUmero de
leucocitos y plaguetgsor microlitro de sangre. Los indices de inflamadéterminaron las
proporciones del recuento celular mediadores proinflamatorios y antiinflamatorib®s
marcadoregsie anemia indicaron el conteo de eritrocitos y propiedades de la.sBngre
conjuntoestognarcadoresanguineopermitieron conocer el gradie anemia e inflamacion

para cada paciente comaCu.
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Tabla 2. Variablesexperimentales y clinicdnistopatolégicas

Categoria Numero de variablegn=28) Variables de estudio

Niveles de TIM3 séricos

Niveles séricos 2 . -
Niveles de Gab séricos
Caracteristicas clinicas
Estadio FIGO (I, I, lll, IV)
Tamafo de tumor
Caracteristicaglinico- 5 Caracteristicas histopatologicas

histopatolégicas
Tipo histolégico (CCE, AC, AE)
Grado de diferenciacién (BD y MD
PD)
Queratinizacion (Q, NQ)

Recuento celular

Leucocitos
Neutréfilos
Monocitos
Linfocitos
Eosindfilos
Basdfilos
Plaquetas

indices de inflamacién

Plaquetas/Linfocitos

Neutréfilos/Plaguetas
Marcadores 21 Monocitos/Linfocitos

Neutrdfilos/Linfocitos

Eosindfilos/Linfocitos

indice PIV

indice SIRI

Parametros deeritrograma

Eritrocitos
Hemoglobina
Hematocrito
RDW

VCM

HCM

CHCM

Abreviaturas. CCE: Carcinoma de células escamosas.Ade&nocarcinoma. AE: Carcinoma adenoescamoso.
BD y MD: Bien y moderadamente diferenciado. PD: Pobremente diferenciado. Q: Queratinizante. NQ: No
queratinizanteVCM: Volumen celular medio. CHCM: Concentracién de hemoglobina corpuscular media.
HCM: Hemoglobna corpuscular media. RDW: Amplitud de distribucién eritrocitaria.

Los nuevosindicesbasados eilM-3, Gal9, y marcadorese anemia e inflamacion
de pacientes con CaCsg ilustran en |dabla 3. Estosse dividen en dos grupdsl primer

grupo representa la relacion s nivelesen sangrale TIM-3 y Gal9 con el conteo de
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leucocitos y plaguetakl segundarupo exhibe laazonmatematica des nivelesen sangre

de TIM-3y Gal9 con los marcadorete anemia

Tabla 3. indices basados efilM -3, Gal9, y marcadoresle anemia e inflamacion

Categoria NUmero de variable$n=29) Variables de estudio
indice deGal9/TIM-3 1 Gak9/TIM-3

LeucocitosTIM-3
Linfocitos/TIM-3
Monocitos/TIM-3
Neutrofilos/TIM-3
Basofilos/TIM-3

Eosino6filos/TIM-3
Plaquetas/TIM3

indices de TIM3 14

Eritrocitos/TIM-3
Hemoglobina/TIM3
Hematocrito/TIM3
CHCMITIM-3
HCM/TIM-3

VCM/TIM -3
RDW/TIM-3

Leucocitos/log(Gab)
Linfocitos/log(Gat9)
Monocitos/log(Gal9)
Neutrofilos/log(Gal9)
Basofilos/log(Gal)

Eosindfilos/log(Gal)

Plaquetas/log(Ga9)
indicesde Gat9 14

Eritrocitos/log(Gal9)
Hemoglobina/log(Ga®)
Hematocrito/log(GaPb)
CHCM/log(Gal9)
HCM/log(Gat9)
VCM/log(Gal9)
RDW/log(Gal9)

La descripcién deada una de lagariablesdd estudiose presentaen lasTablas

suplementarigS1-11.
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PROCESO TECNICO
RECOLECCION DE SANGRE PERIFERICA

La toma de muestsasanguineade mujeres con citologia normal y pacientes con CaCu para
la recuperacion de suero hematise llevO a cabocon tubos BD Vacutainer® sin
anticoagulante EDTAH protocolo de venopunciorse efectu6en el Servicio de Radio

Oncologia por estudiantes de SenwiSocial en Investigacion en Salud

MANEJO DE MUESTRAS DE SUEROS

Los tubos de sangperiféricase centrifugaron a 500®PM durante 10 min. Se recuper6 la
fraccion sérica, y se desechd el precipitado con los remanentes. Besadmacendi 20

°C hasa su uso.

CUANTIFICACION DE LOSNIVELES SERICOSDE TIM -3Y GAL-9

Los nivelesséricosde TIM-3 en mujeres con citologia normal y pacientes con CaCu se
midieron a través de un ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (EluiBA)e el
desarrollo de lanesente tesidPara el cual se utilizé el kituman TIM3 SimpleStep ELISA

de Abcam En cambio, en un estudio previo de nuestro grupo de investigacion se
cuantificaronlos nivelesséricosde Gal9 con el kit Quantikine ELISA Human G&
Immunoassayle R&D SystemgReyesVallejo, 2020) y las concentraones obtenidase

usaroren el presente proyecto.

El ELISA de tiposandwichde ambos kits seealiz6 de acuerdo cdas instrucciones

sugeridas por el fabricantiglateriales suplementari@s4). Estatécnicarequiriéde una placa

de 96 pozos recubierta con un anticuerpo que pelanietencion especifica de la proteina
deestudio En los pozos se afiadieron por duplicedomuestras de suero diluidas, una serie

de concentraciones conocidas de lagir@diang y un blanco. La placa se llevé a incubacién
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para permitir la retencion de la protewigetivo por el anticuerpo revestido. Después de la
incubacion se descart6 el sobrenadante el fin deremover a las moléculas no unidas. A

los pozos sdes afiadidel coctel deanticuerps que incluyd al anticuerpo de captura, y al
anticuerpo detectasicoplado a una enzima, y luego su sustfataconsumo del sustrato
genero una reaccion colorimétrica en proporcion a la cantidad de proteina de interékadetecta
en el sueroEsh reacciorse detuvaon la solucién de patuego de la incubacién. Se midio

la absorbancia derivada del cambio de color de los pozos emustras de suero con el

lector de placaSynergydeBiotech

Mas adelante, seonstruyo la curva de referencialdsconcentraciones conocidds
las diluciones seriadas tdeproteina de interés contasvalores de absorbanclaasréplicas
dela lectura deabsorbancia de las muestras de sfigeoon promediadasy multiplicadas
por el factor de dilucion. demasse les restta media dabsorbancidelblanco.Losvalores
resultantes seometerona interpolacion lineallentro deintervaloconocido de la curva de
referencia Estemétodomatematico nos permitiéstmar los niveles séricos de la proteina
de estudi@ partir ddos valores de absorbanaidtenidos el ensayo

OBTENCION Y RECUPERACION DE DATOS RELATIVOS A LA
SALUD

Los estudiantes de Servicio Social en Investigacion en Salud del IMSS recopilaranale for
retrospectivd0expedienteslinicosdepacientes con CaCHstosincluyeronnotas médicas,
informes anatomopatoldgicosapalisis ddiometria hematican formato fisicoEl periodo

de recuperacion fue del 20alF2021.
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DATOS CLINICO-HISTOPATOLOGICOS

Las caracteristicas clinidustopatologicas de las pacientes con CaCu se determinaron a
través de la examinacion clinica por el persaiealServicio de Radi®ncologia Adenas,

por el estudio histopatolégico de una biopsia sélida del tejido de cérvigl [Barvicio de
Patologia del IMSSEI estadio clinico, tamafio de tumor, tipo histolégico, grado de
diferenciaciony queratinizaciome las pacientexe extrajalelasnotasmédicase informes
anatomopatologicosn formato fisicale 50 pacientes.os datos clinicehistopatolégicos se

importaronen unexpediente clinico electronicg se usaron en la actual investigacion.

DATOS DE BIOMETRIAS HEMATICAS

Los datos biométricos se determinaron por andlisis de sangreetotal Servicio de
Hematologiadel UMAE perteneciente dMSS. Losniveles en sangre dearcadoresle
anemia leucocitos y plaguetase recuperarode losanalisisbiométricosde 50 pacientes
pretratamientoAdemas, se recopilard biometrias heméaticaike pacientepostratamiernt.
Los datos de las variables hematol6gem#corpoaronaun registro médicaligital para el

desarrollode estatesis.

DATOSDEL PROGRAMA DETRATAMIENTO

El tratamiento de las pacientes se @idé acuerdo con lggautas depractica clinicaen
oncologigpara CaCule la Red Nacional Integral del CAn@eCCN, 2020) El programa de
tratamientcse expidigor el personal médico del Servicio dadib-Oncologiay Oncologia
Médica.Los antecedentes del tratamierge recolectarode 32 notas médicas en formato
fisico.Los datos de radioterapyaquimioterapiaecopilados incluyeron la dosis de radiacion

o medicamentonumero de tratamientog periodo total de tiempo del tratamientoa



78

informacion del plan gradual del tratamientolagpacientes se importd en una aplicacion

de base de dates lineay se usoé eel present@royeco.

DATOS DE RESPUESTA AL TRATAMIENTO

La respuesta aratamiento se determind de acuerdo con la informacion disponible en la
historia clinica de las pacientes con C&italmente avanzadbasnotas médicas expedidas
por el Servicio de Radi®ncologiay Oncologia Médicae digitalizarony alma@naonen

una computadora de acceso restringido

PROGRAMA DE TRATAMIENTO

Las pacientes con CaCu localmente avanzadosometierona quimiorradioterapia
concurrente base deisplatino. La radioterapia consistié en una dosis total de radiacién de
50 Grays en 25 tratamientos. La quimioterapia se realiz6 con una dosis total de 250 mg de
cisplatinoporvia intravenosan 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 evolucién. Las pacientes que respondieron al tratamiento poseian
reportes de regresi-n tumoral, t ioealtapEn | i br e
contraste las pacientegque presentarormala respuesta al tratamientmntaron con
notificaciones de persistencia de la enfermedad, recurrencia, metastasis, remision a cuidados

paliativos, o muerte.
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ANALISIS ESTADISTICOS

Los andlisis estadistis se realizaroren el programaPrisma Graphpad(versién 8.0;
CorporacionGraphPad EUA), y IBM SPSS Statistidyersion 23.0; empresa IBM, EUA).

En todos | os an8lisis se consideraron estad?

Losdatos se muestran como mediertor estandar de la medBEM).

El preprocesamiento estadist&® conformo pola verificacion de la normalidad la
comprobacién de la homocedasticidi varianzapara cada grupo de datdss pruebas
estadisticas utilizadas incluyeronomparaciones de dos muestrasdependientes,
comparaciones digeso mas muestras independientes, andlisis de correlacinapsas de
calor, curvas ROC, y gréaficos de calidad del modelo predictiiaodos estosanalisisse

describeren las siguientes secciones

VERIFICACION DE COMPORTAMIENTO NORMAL

La normalidadde los datoseprobdpor interpretaciémgraficade histogramay por prueba
de normalidadLa normalidad déos datosse verifico con la prueba de ShapWblk para
tamafiosde muestras con @60 por grupo Los datos paramétricgsesentaron valores p

>0,05. A diferencia dedsdatos no paramétricapiemo st r ar on val ores p 00.

COMPROBACION DE HOMOCEDASTICIDADDE VARIANZAS

La seleccién de las pruebas de homogeneidad se bastaemaiio de muestra por grypo
su simetrialLos andlisis de la homogeneidad de variaepaguposde datoson varianzas
homogéneas presentaron valores p0%0Al contrario, los grupos con varianzas

heterog®neas mostraron valores p 00.05.
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COMPARACIONES DE DOS MUESTRAS INDEPENDIENTES

Las comparacioes de dos muestras independientes de datos paramétricos fueron procesadas
por pruebas t de dos colas. Previo al analisis comparativo, se realizé una prueba F de Fisher
de andlisis de varianzas para dos grupos. Los grupos de dos muestras independientes que
cumplian con la condicion de homogeneidad de variaseaompararocon la prueba t
Studentno pareada. En cambio, para los grupos de dos muestras independientes con
varianzas heterogéneas se realiz0 la prueba t Welohmareada. Lasomparaciones de dos
muestras independientes de datos no paramétricos se sometieron a la prueba U-de Mann

Whitney.

COMPARACIONES DETRESO MAS MUESTRAS INDEPENDIENTES

Las comparaciones @i®so mas muestras independientes de datos paramétricos seapalizar

con la prueba ANOVAle una via. Previo al analisis comparativo, se realizé la prueba de
Brown-Forsythe de andlisis de varianzas. Las comparaciones entre grupos con
homogeneidad de varianzas y tamafos de muestra desiguales se realizaron con la prueba pos
hoc de TukeyKramer. Las comparaciones entre grupos con heterogeneidad de varianzas y
tamafos desiguales de muestra se ejecutaron con la prueba post hoc de Dunnett T3 y Fisher
LSD. Las comparaciones tfeso mas muestras independientes de datos no paieos se

llevaron a cabo con la prueba de Kruskéallis, y la comparacion entre grupos se realizé

con la prueba post hoc @ainn.

ANALISIS DE CORRELACION

Antes de los andlisis de correlacion se verific la linealidad, y homocedasticidad. La
linealidad @ las variables de cada andlisis de correlacion se comprobd mediantes geafico

dispersion. La homocedasticidad de los datos se confirmé con la prueba de Bartlett.
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correlacién de datos no paramétrisesejecutd con la prueba de correlacion de Spearman
La correlacion de datos paramétrigphomogeneidad de varianzss realizé mediante la
prueba de correlacién de PearsBdemas,se calcul6é la Rgue nos permitiGevaluar la

dispersion de los puntos de datos alrededor de la linea de regjasiéaah.

MAPAS DE CALOR

Los mapas de calopartieronde analisis deorrelacon de las variables de estudioos
graficosse construgroncon base en loglores p y los coeficierde de Spearmawn Pearson
obtenidos Los valores de p se representan en un gradiente de color verddu&ish de

forma colorimétrica el grado de significan@ara cada correlacionos valores p mas
pequefios muestran las tonalidades méas oscuras, y vicéviegisa 8A). Como se aprecia

en kFigura 8B, los coeficientes de r dentro del intervaloa+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 éorrelaci

(A) (B)
Valor p Valorr

0.05 1
0.04 0.5
0.03 8‘;
0.02 o2
0.01 03
0.001 .05

0.0001 -1

Figura 8. Representacion grafica de los valores pageficientes en mapas de calor

(A) Escala devaloresp en un gradiente de color verde desde 0.0001 a@pPEscala de Is coeficientesle r
en un doble gradiente dt&s coloregojoy azuldesde1 a +1.
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CURVASROC

Las curvafROC se trazaron con $tasa de verdaderos positivos contra tasa de falsos
negativos Los parametros que se calcularimeluyeron el area bajo la curva (ABC),
intervalos de confianza (IC) 8b % coordenadas, e indice J de Youdeas curvas ROC
con mas de un marcador se realizaron con datos par&ados graficos déascurvas ROC,

los clasificadores que dan curvas noéscanas a la esquina superior izquierda indican un
mejor rendimientola lineaen diagonala 45 grados representa el umbral de utilidad
discriminatoria. Entre mas cerca se encuentre la carealinea de referencia, menos

sensibley especifico es el maador.

El ABC sefalda capacidad den clasificadorpara distinguir entre los individuos con
la caracteristica de estudio y los controleso s v al or es in@i€aorY quele ABC
marcadores poseiamacapacidad discriminativaceptableEl ABC también se utilizé pa
confrontarel desempefientremarcadoreskn las comparaciones, el marcador con mayor

ABC poseia el mejor rendimiento.

El indice J de Youden sirvid pasgleccionarl punto de cortéptimo y medir la
eficacia del marcador de esinidEste se calculd cda diferencia entre la tasa de verdaderos
positivos y la tasa de falsos positivos sobre todos los posibles valores de punto de corte
(Ecuacibn 1) Los val ores del 2ndice J O00.5 indican

sensibilida y especificidad para discriminar de manera eficiente.
Frg Vo i Qi QORI QPOQQI N QO QUALGQQDQ

El punto de cort@os permitidefinir la sensibilidad y especificidad méaxima acida

clasificador de estudid.a sensibilidadindica la capacidad de la prueba patatectar
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correctamente a los verdaderos positiixs cambioja especificidad sef@kl poder para

discriminara los verdaderasegativos.

GRAFICOS DE CALIDAD GENERAL DEL MODELO PREDICTIVO

La calidad del modelo predictivo sepresenta en graficos de barhasizontalescon los
valoresde ABC del intervalo inferior de confianza al 9%& Un modeloaceptableposee
puntuaciones de ABC superiores a 0.5. Un valor inferior a 0.5 indica que el modelo no es
mejor que la prediccién aleatoria.

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

La presente tesis incluyd pacientes que aceptanditipar en el proyectéi Ex pr esi - n
Galectina 9 en cancer cervicouterino: marcador predictivo de respuesta al tratamiento y
S u p er v iBestndioifuaotorizadgoor los comités de ética e investigacion cientifica

del IMSS, y registrado con el nimeR-2017%785119. El proceso de consentimiento
informado de las participantes consistido en la firma de un documento con la descripcidon

general de la investigacidivaterial suplementad 1), y la explicacion deescrito por el

personal médicduranteesteprocedimiento las pacientesncedierompermiso para queus
muestrasde sangre historia clinica, y datos relativos a la sakel usen corfines de
investigacionEl proyecto cumplié con las ptas de la Ley Federal de Salud y de Puebla, el
reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion, |l2O0N®BSEA3 201,
la normativa de l&Comisidn Nacional de Bioéticg; la Declaracion de Helsinkile la

Asociacion Médica Mundial
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RESULTADOS

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES

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

La primera parte dedstudiobus® determinaras diferencias entre los nivelséricosde
TIM-3 y Gal9 de 7 mujeres con citologia normal 26 pacientes con CaCla comparacion
de los niveleséricosde TIM-3 y Gal9 cuantificados por ELISAe realizéentremujeres
con citologia normaly pacientes con CaQecién diagnosticadakos resultadosostraron
gue los niveleséricode TIM-3y Gal9 son mayoresn pacientes con Ca@a comparacion
con elgrupo controlFiguras 9A-B). Encontramosliferenciassignificatives paralos niveles
séricosde Gai9 entre pacientes corCaCy y mujeres con citologia normgb <0.00)
(Figura 9A). Sin embargo, mseidentificarondiferencias estadisticas para los nivekascos
de TIM-3 entrelos casos con CaCyicontrolessanogFigura 9B).
(A) (B)
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Figura 9. Nivelesséricosde Gal9 y TIM-3 en mujeres con citologia normal y pacientes con CaCu

Comparacion de los nivelegricosde (A) Gal9, y (B) TIM-3 entre mujeres con citologia norm@ak7), y
pacientes con CaQn=26) Las comparaciones entre grupos se realizaron con la prueba U die/\hétmey
no pareadaCada punto representaddtode una pacientd.as barras veitales se muestran como media +
EEM. Abreviaturas. Normal: Mujeres con citologia norm&aCu: Pacientes con cancer cervicouterino.
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Mas adelante,nos interes6determinar si existian diferencias en dipo de
proporcionalidadielos nivelesséricosde TIM-3y Gal9 enmujeres con citologia normal
pacientes con CaClos analisis deelacion lineakntre los niveleséricosde TIM-3 y Gat
9 se ejecutaron para mujeres con citologia nofmdal), pacientes con Can=26), y ambos
(n=33) La evaluacién conjuntde bsmujeresque pertenecian a los dgripos deestudio
exhibi6é una correlacion positiva y débil entre los nivetagode TIM-3 y Gal9 (r= 0.3965,
p<0.05)(Figura 10A). Cuando se evalud por grupo de estudio, emiggres con citologia
normal, bs nivelesséricosde TIM-3y Gal9 presentaroruna correlaciomositiva y fuerte
(r=08571, p<0.05)Figura 10B). Encambiq en el grupo de pacientes con Cd@iniveles
séricosde TIM-3 y Gal9 mostraron una relacion rigeocapositiva y medigr= 0.4121,

p<0.05)(Figura 10C). Los tres analisis deorrelaconfueron significatiws.

R*=0.1662 R*=0.7813 R*=0.1374
A r=0.3965 (B) r=0.8571 (C) r=0.4121
(

p=0.0224 p=0.0238 p=0.0364
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Figura 10. Correlacion de los ivelesséricosde Gat9 y TIM-3 enmujerescon citologia hormal y pacientes
con CaCu

(A) Relacion linealpositivaentrelos nivelesséricosde TIM-3 y Gal9 de mujeres con citologia normal y
pacientes con CaCu (n=33%elacion retprocapositivaentre los niveleséricosde TIM-3 y Gal9 en(B)
mujeres con citologia norméi= 7), y (C) pacientes con CaGn=26) Los analisis de correlacion se realizaron

con la prueba de Spearmatreviaturas. Normal: Mujeres con citologia norm&aCu: Pacientes con cancer
cervicouterino.

Como se presenta enAayura 10C, notamosun menor ajuste de los datos con la linea

de regresion con valores dé & 0.1374 para el grupo de CaCu. En comparacién con los
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controles sanos que exhibieron valores éldeR0.7813Figura 10B). Estosresultados nos
llevaron a sugerir que podria existir un desbalance en la relacion entre lossevielexle
Gal9 y TIM-3 en los individuos con CaC®ara abordar esta posibilidad, realizamos una
comparacion € la proporcién deGal9/TIM-3 en suercente los grupos deestudio Las
mujeres con citologia normalesentaromuna proporcién media de GaTIM-3 de 31:1.
Las pacientes con CaCu mostrawom proporcion promedio de 46:Este dltimo grupo
exhibio significativamentenayoresivelesséricosdel indice de Ga®/TIM-3 con unvalor

p <0.® (Figura 11).
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Figura 11. Nivelesséricosdd indice deGal-9/TIM -3 demujeres con citologia normal y pacientes con CaCu

Comparaciorde los nivelesséricosdel indicede Gal9/TIM-3 entremujeres con citologia norméh=7), y
pacientes con CaQn=26) Las comparaciones entre grupos se realizaron con la pr8aiidenino pareada.
Cada punto representa @hto de una pacienteLas barras verticales se muestran como media + EEM.
Abreviatur as.Normal: Mujeres con citologia norm&aCu: Pacientes con cancer cervicouterino.

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

La segunda parte del estudio de casos y controles pretendio evaluar si losanaiede
TIM-3y Gal-9,y Gal9/TIM-3 permitiandiscriminar entre mujeres con citologia nornyal
pacientes con CaCRara ello, realizamos analisis de curvas ROC, y usammo control a

las mujeres con citologia norm&n conjunto,estos ensayos nos permitieron conocer el
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potencialde TIM-3 séricqg Gal9 sérica e indiceséricode Gal9/TIM-3 como posibles

biomarcadogsen el tamizajele la enfermedad.

Con elpropdsito de evaluai los niveleséricosde TIM-3 y Gal9 permiendistinguir
entre mujeres con citologia normal y pacientes con CaCu, se realizé un analisis de curva
ROC multiple con datos pareados. Como se muestras éiglaras 12A-B, determinamos
gue los niveleséricosde TIM-3 poseen una pobre capacidad discriminativa con un ABC de
0.52, y la calidad del modelo es deficiente. En cambio, los nis@teosde Gal9 mostraron
una buena capacidad discriminativa con valores de ABC de 0.91, y urad aidignodelo

predictivo aceptable.

(A) (B)

CaCu vs Normal

g TIM-3
/ Gal-9 TIM-3
— Referencia

Gal-9

Sensibilidad

|
I T T T T 1 T T T T T
/ 0.00 010 020 030 040 050 060 0.70 080 0.90 1.00

/ ABC

1. Especificidad

IC al 95%

Figura 12. Capacidadde los niveles séricos de THaly Gal9 para discriminarentre mujeres con citologia
normal y pacientes con CaCu

(A) Curva ROC multiple de los nivelericosde TIM-3 y Gal9 en mujeres con citologia normal (n=7), y
pacientes con CaCu (n=26R) Grafico de calidad de modelo predictit@s barras horizontalespresenta

los valores de ABGQIel limite inferior de confianza al 95 %,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 analisis de curva ROC para evaluar la capadiosd de

niveles séricos delndice deGal9/TIM-3 para discriminar entre mujeres con citologia
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normal y pacientes con CaCu. Luiseles séricosdlel indice de Gad/TIM-3 indicaron una
capacidad discriminativa satisfactoria con un valor de ABC de 0.83. El intervalo inferior de
confiana al 95 % reveld una calidad de modelo admisibleuna cifra de ABC de 0.65.

Estos resultados se pueden apreciar eRitasas 13A-B.

(A) (B)

CaCu vs Normal

Gal-9/TIM-3
— Referencia
Gal-9/TIM-3

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

ABC

Gal-9/TIM-3

ABC IC al 95%

26/7 0.83 0.65 1.00

Figura 13. Capacidadde los niveleséricosdel indice de GaB/TIM-3 para discriminar entremujeres con
citologia normal y pacientes con CaCu

(A) Curva ROC ddos nivelesséricosdel indicede Gat9/TIM-3 en mujeres con citologia normal (n=7), y
pacientes con CaCu (n=26R) Grafico de calidad de modelo predictivo. Las barras horizontales representan
los valores de ABQel limite inferior de confianza al 95 %la linea roja indica el umbral de referencia.
Abreviaturas. Normal: Mujeres con citologia normal. CaCu: Pacientecéoner cervicouterino. ABC: Area
bajo la curva. IC: Intervalo de confianza.

El calculo del indice J de Youden de los nivel@scosde TIM -3, Gal9,y Gal9/TIM-
3 arrojé valores de 0.80®.286,y 0.599respectivamente. Estos indices determinaron el

punto de corte y eficiencia para cadarcadosério. El valor de corte igual o mayor a 0.094
— de TIM-3 sérico presentd una sensibilidad del 100 %, y una especificidad del 28.6 %. En
cuanto a Ga® sérica, encontramos ualor 6ptimo de cortégual o mayor a 6.25— conuna

sensibilidad del 80.8 %, y una especificidad del 10E®¥4ndiceséiico de Gail9/TIM-3

arrojé un punto umbral mayor o igual de 30.98 con una sensibilidad del 88y5utta



89

especificidad del 71.4 %. Todos estos resultados pueden apreciarsd avalal. En
conjunto, los ensayos revelamguesoloGal9, y el indice dé&al9/TIM-3 en suer@xhiben

potencial como biomarcadesen el tamizaje de CaCu.

Tabla4. Parametros de las curvas ROC de los nivedéscosde TIM-3, Gal-9, y Gal-9/TIM-3 demujeres
con citologia normal y pacientes con CaCu

Variable indice J Punto decorte Sensibilidad Especificidad
TIM -3 sérico 0.286 00. 694 100 % 28.6 %
Gal-9 sérica 0.808 06.-25 80.8 % 100 %

indice sérico de
0.599 030.98 88.5 % 71.4 %
Gal-9/TIM-3

ESTUDIO TRANSVERSAL

DETERMINACION DE LAS CORRELACIONESDE LOS NIVELES EN SANGREDE TIM-3Y
GAL-9, Y DE LOSMARCADORESDE ANEMIA E INFLAMACION DE PACIENTES CONCACU

El presente estudiexplorélasrelaciones lineales des nivelesen sangrele TIM-3 y Gat
9, y de losmarcadoresle anemia e inflaacionde pacientes con CaCRara demostrarlo se
realizaron42 andlisigle correlacidmelos niveleen sangrée TIM-3 y Gat9 conlosniveles
en sangrele 21 marcadores obtenidos de las biometrias pretratamieogalatosde r y p
obtenidos de las correlaciones se represamén mapas de caldros andlisis de los niveles
en sangrale TIM-3 incluyerona 31 pacientes con CaCu. En cambas pruebas des

nivelesen sangrele Gal9 se conformaron por 40 pacientes con CaCu.

Los resultadopresentaromue & pacientes con CaCu, los nivessangrele TIM-
3 muestran correlaciones positivas y significativas con el recuento celular de leucocitos (r=

0.389, p <0.05), neutrdfilos (r= 0.481, p <0.01), y monocitos (r= 0.445, p <B0&nas,
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se observaron correlaciones positivas con significancia @str@velesen sangrele TIM-

3, y los indices de inflamaciérde neutréfilos/plaquetas (r= 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 ilustrdams&iguras 14A-B. No seobservaron
correlaciones estadisticamente significativas de los nieelesngre d&€IM-3 conel resto

delos marcadoregvaluadogTabla suplementaria S12)
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Figura 14. Correlaciones deds nivelesen sangrede TIM-3 y Gal-9, y de losmarcadoresde anemia e
inflamacion enpacientes con CaCu

Mapas de calor de los valorgs) p y (B) r de las correlacionegelos nivelesen sangrele Gal9 y TIM-3, y

de losmarcadoresle anemia énflamacién erpacientes con CaCu. Los analisis de correlacion se realizaron
con la prueba d8pearmanLos valores de p se representan en un gradiente de color verde. Los coeficientes de
r dentrodelintervalo-1 a+1 se exponen con un doble gradiente. Las correlaciones positivas se exhiben en azul,
y las negativas en rojébreviaturas. RDW: Amplitud de distribucion eritrocitaria. VCM: Volumen celular
medio. HCM: Hemoglobina corpuscular media. CHCM: Concentracidmedeglobina corpuscular media.

PIV: indice Paninmuncinflamatorio] ( Neut r - f i | Manocifs) Rlintocjtas®. SIRIsindide de
Respuesta a lmflamacionsistémicd ( Ne u t Plagtietas) (Liafocifos)].

Como se expone en lasguras 14A-B, se produjo una correlacién positiva con
significancia entre los niveles sangrele Gal9 con el recuento de neutrdfilos (r= 0.424, p

<0.01). Nuestro analisigambiénrevelé que los niveleen sangrede Gal9 exhibieron
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correlaciones positivas y significativas con los indices de neutrdfilos/plaquetas (r= 0.458, p
<0.01), neutrdfilos/linfocitos (r= 0.334, p <0.05), y PIV (r= 0.398, p <0.0&)iosamente,
encontramosina correlacion positiva con significancigreros niveleen sangrele Gai9,

y la RDW (r= 0.346, p <0.05). Este ultimo parametro hematoldgico representa la variacion
del volumen de los eritrocitodNo se detect6 significancia de correlacion lineal entre los

nivelesen sangrele Gal9, y los 16 marcadoresestante§ abla suplementaria S13)

DETERMINACION DE LA RELACION DE LOS NIVELES EN SANGREDE MARCADORESDE
ANEMIA E INFLAMACION CON LAS CARACTERISTICAS CLINICGHISTOPATOLOGICAS
DE PACIENTES CONCACU

El ensaydbuscodeterminar la relacion de losvelesen sangrele marcadorede anemia e
inflamacioncon las caracteristicas clinibistopatoldgicas de 50 pacientes con CaCu. Este
corsisti6 en 105 andlisis de comparacion. Comenzamos determinando si existian
asociaciones significativas entre los/eles en sangrede 21 marcadorede anemia e
inflamaciony 5 caracteristicas cliniduistopatoldgicas asociadas con el pronéstico en CaCu.
Las cudles incluyeron al estadio FIGO, tamafio, tipo histolégico, grado de diferenciacion, y
gueratinizaciomel tumor La prevalencia de las caracteristicas clihisbopatolégicas de la
poblacion de estudio se ilustra erl@bla P1 En cambio, las caracteristicas hematologicas

pueden apreciarse en [Bsblas PZ3.

La primera caracteristica clinica evaluada en el estudio fue el estadioy-#§5t@,es
considerado el principal factor prondstico en pacientes con CaCu. La supervivencia es menor
conforme progresan los estadios clinicos de las pacientes, y el estadisel®/ g1 peor
prondéstico(Grigshy et al., 2020)Las pacientes del estudio se clasificaroaaeerdo con la
etapa tumoral en estadio FIGO I, Il, lll, y IV. La determinacion de la relaciorecigento

celular en sangrey los estadios clinicos revelé que el recuento de plaquetas (p <0.01) es
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mayor de manera significativa en el estadio FIGO |V r@@pecto a pacientes con etapas

mas temprana@-igura 15A).
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Figura 15. Relacién de los nivelesn sangrede plaquetas y linfocitos con los estadios FIGO de pacientes
con CaCu

Evaluacion de la asociacion de los nivedasangrele (A) plaquetas(B) linfocitos, y(C) plaquetas/linfocitos

con los estadios FIG@e 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-Rulieer, y las de datos naamétricos

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 Il, lll, y IV mostraron una tendencia a la baja, pero no fueron significativos
(Figura 15B). Los niveles en sangrale plaquetas/linfocitos son superiores y con
significancia en pacientes con estadio IV en comparacién con pacientes con estadio | (p
<0.05) (Figura 15C). No encontramos vinculos significantes de los estadios FIGO con el

recuento de célulasmnguineas indces de inflamacion restanté&abla suplementaria S14)
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Después se decidido determinar si existia diferedeialos niveles en sangre de

marcadoresle anemian relacion con el estadio FIGO de pacientes con CaCu.Higjuliaa

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 losiivelesen sangrede marcadoresle anemiacon los estadios FIGO de pacientes

con CaCu

Determinacion de la asociacion de los nivelesangrele (A) eritrocitos,(B) hemoglobina(C) hematocrito,

(D) HCM, (E) CHCM, y (F) VCM con los estadios FIG@e pacientes con CaCu. Las comparaciones entre
cuatro grupos de datos paramétricos se ejecutamo la prueba de ANOVA de una via con post hoc de Fukey
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 paciéiiseviaturas. VCM: Volumen celularmedio. CHCM:
Concentracion de hemoglobina corpuscular media. HCM: Hemoglobina corpuscular media. RDW: Amplitud

de distribucioén eritrocitaria.

La evaluacion deaesto de marcadorele anemi@on el estadio FIGO revel6 que existe

un descenso significante tes niveles de hemoglobina y hematocrito en pacientes estadio

IV en comparacién con pacientes estadio Il (p <Q(Biburas 16B-C). Como se muestra en
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lasFiguras 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 Il y Ill. Ademas, las
pacientes estadio IV presentaron altos niveles de VCM con respecto a pacientes con etapas
tumorales mas tempranas (p <0.(Fipura 16F). No hallamos relaciones significantes entre

la RDW y los estadios FIGO de las pacientes con Gaghia suplementaria S14)

Otra caracteristica clinica de interés a valorar fue el tamafio tumoral, tomando en cuenta
gue las pacientes con tumodescérvix>6 cm tienen unagbre supervivenciéKyung 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 diagndstico, y utilizamos como punto de corte el valor
de 6 cmLuego exploramos si el nUmero de células sanguineas a nivel sistérsoTisda
con el tamafio de tumor de cérvix en las pacientes. Como se muestr&igorkas17A-D,
los niveles en sangre de leucocitos, neutréfilos, monocitos, y eosinéfilos son
significativamentanayores en las pacientes con tumores de cérvix >6 cm eraEsigm

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

En lasFiguras 17E-F, se puede observar una tendencia al incremento de los valores
medios de plaquetas (375.6 + 47-65—>—), vy linfocitos (2.12 + 0.33—=>) en el
grupo con tumores de c®rvix >6 c¢m, con resp:¢

presentaron menores valores promedio de plaquetas (301.7 4_-129.—2§—), y linfocitos

(.57 0.13;). Sin embargo, no se aprédiiferencia significativa entre ambos

grupos.
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Figura 17. Relacionde los niveles en sangre de leucocitos y plaquetasel tamafio tumoratle pacientes
con CaCu

Comparacion de los nivelesn sangrale (A) leucocitos,(B) neutrdéfilos,(C) eosindfilos,(D) monocitos,(E)
linfocitos, y(F) plaquetaslep aci ent es con tumores de c®rvix 06 cm y >
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 adap&ada punto representa el dato de una

paciente Abreviaturas. 06 ¢ m: Pacientes con tumores de c®rvix 06
cérvix >6 cm.

Posteriormente, se analizé si existian diferencias en los niveles de indices de
inflamacion con especto al tamafio del tumor en pacientes con C@Bservamos un
aumento significante de los valores del indice de neutrdfilos/plaquetas, y PIV en pacientes
con tumores de cérvix >6 cm (p <0.@H)comparacion con el grupo de pacientes con tumores

de cérvk O 6 Estosiresultados se ilustran enAagiras 18A-B.
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Figura 18. Relacién de los nivelesn sangrede neutréfilos/plaguetas, y PIV con el tamafio de tumde
pacientes con CaCu

Comparaciones de los niveles sangrale (A) neutréfilos/plaquetas, ¢B) PIV de pacientes con tumores de

c®rvix 06 cm vy >6 cm. Los easaftde reutréfilogpaquetasicanvarianzas de | o
homogéneas se llevaron a cabo con la prueba t Student no pareada. La congalacifivelesen sangrele

PIV entre los dos grupae analizé con la prueba de U de MaMhitney no pareada. Cada punto representa el

dato de una paciente. Las barras se muestran como media ABEMaturas. O6 c¢cm: Paci entes con
de ¢ ®r vi>6 cn® Pacient®s con tumores de cérvix >6 cm. PIV: indicelfaancInflamatorio

[ ( Neutr - -filos A Plagquetas A Monocitos) [/ (Linfocitos)]

Méas adelante, buscamos dilucidalosi niveles en sangre de marcadalesnemiae
asociaba con el tamafalel tuma de cérvix Encontramos que el recuento de eritrocitos es
menor en pacientes con tumores >6 cm en comparacion con los pacientes con tumores mas
pequefos. A pesar de esto, la relacion entre las variables no alcanz6 significacion estadistica
(Figura 19A). Como se ilustra en Rigura 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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detetaron diferencias estadisticas de los marcadores restantes en relacion con el tamafo

tumoral en pacientes con Ca(wabla suplementarial5).
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Figura 19. Relacién de los niveleen sangre deeritrocitos, hemoglobina, y hematadto con el tamafio
tumoral de pacientes con CaCu

Comparacion de los niveles sangrele (A) eritrocitos,(B) hemoglobina, ¥C) hematocritade pacientes con

tumores de c®rvix O6 cm y >6 cm. Los an8lisis compar a
homogéneas se llevaron a cabo con la prueba t Student no pareada, y para varianzas heterogéneas con la prueba

de t de Welch no parda. Cada punto representa el dato de una paciente. Las barras se muestran como media

+ EEM. Abreviaturas. 06 ¢ m: Pacientes con tumores de c®rvix O6 cr
>6 cm.

Para el siguiente conjunto de andlisis, evaluamos lastesisticas histopatolégicas de
tipo histologico, grado de diferenciacion, y queratinizacién de tumores de cérvix. Para
empezar, se examino la relacion entre los nivelesangrede marcadorege anemia e
inflamacion y el tipo histolégico en pacientesrc CaCu. Los tres tipos histologicos mas
frecuentes en CaCu son el carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma, Yy

adenoescamoso. La agresividad aumenta en orden secuencial, siendo el adenoescamoso el
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tipo histologico de peor pronéstigh. Cao et al., 2019)Las pacientes del ensayo se
dividieron en estos tres grupos de acuerdo con el tipo histoldgico dictado en el diagndstico.
Es importante mencionar que el tipo histolégico méas frecuente es el carcinoma de células
escamosas, Yy represemiaededor del 8%6 de los casos diagnosticados en CaCu, por tal

motivo en nuestra poblacion se éuvn mayor nimero de pacientes con este tipo tumoral.

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

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

de células escamosas (0.48.84), adenocarcinomas (0.50 i—)iﬁ)."'ig), y carcinomas

i 0 . . .
adenoescamosos (0.52 + 0.493—). Los nivelesen sangrale linfocitos muestran una
tendencia a la disminucion en el grupo de pacientes con carcinomas adenoes(ag®sos

+ 0.254), seguido de pacientes con carcinomas de células escamosas (1.77 + 0.12

! 2 ), y de pacientes con adenocarcinomas (1.62 J_r-b.—ago—) (Figura 20C). No

obstante, en ambos analisis no huba diferencia significativa entre grupos.

Ademas, encontramos que las pacientes con carcinomas de células escamosas
presentan mayores niveles del indice de monaocitos/linfocitos con respecto a las pacientes con
adenocarcinomas. Este analisis estadisticgjéadiferencia significativa con un valor p
<0.01 entre ambos grupos de pacientégjura 20D). No identificamos diferencias
estadisticas de la relacion enwe niveles en sangie los marcadores restantes, y el tipo

histoldgico en pacientes con Cadabla suplementarial®).
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Figura 20. Relacién de los nivelesn sangrede eosindéfilos, monocitos, y linfocitos con el tipo histoldgico de
tumores en pacientes con CaCu

Determinacion de la relacion de los nivedessangrele (A) eosindfilos,(B) monocitos(C) linfocitos, y (D)
monocitos/linfocitos con el tipo histolégico eacientes con CaClas comparaciones entre tres grupos de
datos paramétricos se ejecutaron con la prueba de ANOVA de una via con post hoc dadmkeyy las de
datos no paramétricos se realizaron con la prueba de Kruskal Wallis con post hoc deaBurarras se
muestran como media =+ EEM. Cada punto representa el dato de una pAtisntmturas. AE: Pacientes

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

Luego nos interesé evaluka asociacion de los nivelen sangrele marcadorede
anemia e inflamaciércon respecto al grado de diferenciacion, 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 inckrpn pacientes de los tres tipos
histol6gicos evaluados. Las pacientes se dividieron en dos grupos segun el grado de
diferenciacion tumoral en bien y moderadamente diferenciado, y pobremente diferenciado.

Como se observa en Egura 21A, las pacientes con tejidos tumorales de cérvix poco
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diferenciados poseen mayores niveles con significancia del conteo de eosinoéfilos en sangre

periférica con respecto a las pacientes con tejidos tumorales de cérvix con grados de

diferenciacion superiores (p <0.01). Los resultados sefalaron que los rededifixitos

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 grupo&-igura 21B).
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Figura 21. Relacion de losivelesen sangrede eosindfilos y linfocitos con el grado de diferenciacion tumoral

en pacientes con CaCu

Asociacion de los niveleen sangrele (A) eosindfilos,(B) linfocitos, y(C) eosindfilos/linfocitos con el grado

de diferenciacion deeimores en pacientes con CaCas 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 comparadiendss grupos de datos no paramétricos se
analizaron con la prueba de U de Malhitney no pareada. Cada punto representa el dato de una paciente.
Las barras se muestran como media + EEMeviaturas. BD y MD: Pacientes con tumores de cérvix bien y
moderndamente 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 analisis se illzskigem
21C. No se detectaron diferencias estadisticas en la evaluacion de los 18 marcadores restantes

con el grado de diferenciacion tumoral en pacientes con Ja®ia suplementarial3).

A continuaciénseleccionamos solo a las pacientes con tejidos de carcinoma de células
escamosas para evaluar la queratinizagidas niveles en sangre de marcadalesinemia
e inflamacion Este es otro factor histopatolégico asociado con el pronéstico en CaCu. Las
padentes con tejidos tumorales queratinizantes se asocian con tasas mas bajas de
supervivencia en comparacion con el grupo con tejidos tumorales no queratinizantes
(Sanjeev Kumar et al., 200%n este ensayo, las pacientes se dividieron en dos grupos de
acuerdo con el grado de queratinizacion tumoral determinadolaeevaluacion

anatomopatoldgica.

Los resultados manifiestan que los conteos de eosindfilos son mayores con
significancia en pacientes con tumores queratinizantes que en pacientes con tumores no
queratinizantes con un valor p <0.(Figura 22A). Los niveles en sangrele 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 arrojo significancia
estadisticgFigura 22B). Como senuestraen laFigura 22C, existen diferencias estadisticas
entre los niveles del indice de eosindfilos/linfocitos de pacientes con tumores no
gueratinizantes y queratinizantes. Las pacientes con tumores queratinizantes mostraron los

niveles mas leos de eosinodfilos/linfocitos (p<0.001No se observaron diferencias
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significativas entre los nivelesn sangrede los marcadores restantes con el grado de

gueratinizacion de tumores de cérvix en paciefitesla suplementarig18)
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Figura 22. Relacion de losniveles en sangre deosindfilos y linfocitos con la queratinizacion tumoral en
pacientes con CaCu

Evaluacion de los nivelesn sangrede (A) eosindfilos,(B) linfocitos, y (C) eosindfilos/linfocitos con la
gueratinizacion 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 das no paramétricos se analizaron con la prueba de U de-Whitmey no pareada. Cada punto
representa el dato de una paciente. Las barras se muestran como mediadbiekislturas. NQ: Pacientes

con tumores de cérvix no queratinizantes. Q: Pacientesicwréds de cérvix queratinizantes.
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EVALUACION DE LA RELACION DE LOS NIVELESSERICOSDE TIM -3 Y GAL-9 CON LAS
CARACTERISTICAS CLINICO-HISTOPATOLOGICASDE PACIENTES CONCACU

El ensayqretendiacomprobar si los nivelesricosde TIM-3 y Gal9 se relacionabaoon

el estadio FIGO, tamafio de tumor, tipo histolégico, grado de diferenciacion, y
gueratinizacion en pacientes con CaCu. Para ello, realizamos 10 analisis de comparacion. De
estos, se seleccionaron las relaciones que amostrdiferencias significativas, y se
sometieron a analisis de curvas ROC peadorar la especificidad de las relaciones
identificadas entrelos niveles deambas proteinas séricaxon los rasgos clinieo

histopatoldgicos

Primero probamos si los nivelsgicosde Gal9 se relacionaban con las caracteristicas
clinico-histopatoldgicas en pacientes con CaCu. Es importante mencionar aqueeles
séricode Gai9 se transformaron logaritmicamente para cumplir con la distribucién normal.
Los resultados indican que los valores de log(G2) son mayores con significancia
estadistica en pacientes con tumores de cérvix >6 cm con respecto a pacientes con tumores
de menor dimension. Este andlisis estadistico fue significativo con un valor fKiQu0a
23A). Lasrelaciones de los valores de log(@alcon las otras cuatro caracteristicas clinico

histopatoldgicas no mostraron diferencias estadisticas con signifiCaalcia suplementaria

S19).

Tras la confirmacion de lelacion de los valores de log(&3ly el tamafio de tumor
en pacientes con CaCu, nos dimos a la tarea de evaluar la espedifecielstd asociacion.
El analisis de curva ROC de los valores de log@ale realizé utilizando como control a
las pacientes on t umor es O6 c m. Los r esricdosde&dDdDs i ndi

muestran una buena capacidad discriminativa con valores de ABC deABiBiilsmo,
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encontramos un intervalo de confianza al 95 % entre 0.71 a 1.00. Este estadistiameeveld

calidad de modelo predictivo permisilflegura 23B).
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Figura 23. Nivelesséricos de Gad y su capacidaghara discriminarentre pacientes con tumores de cérvix
O6 cm y >6 c¢m

(A) Comparacion de logivelesséricos de Gs#dent r e paci entes con tuni®res de
Curva ROC de losivelesséricos de Ga® de ambos grupos de pacientggrafico de calidad de modelo

predictivo. Este Ultimo, representa el valor de AB& limite inferior de confianza al 95 #®n la barra

horizontal, y la linea roja indica el umbral de referericés. comparaciones entre grupos se realizaron con la

prueba deStudenho pareada. Cada punto representa el dato de una paciente. Las barras verticales se muestran
como media + EEMAbreviaturas. ABC: Area bajo la curva. IC: Intervalo de confian@6 c¢m: Paci entes

tumores de c®r vi x b turnones dexdvix6 om. log?Gal)i B logarénso de los
nivelesséricosde Gat9 en ng/mL.

El calculo 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=Dva2@r, de corte fue

OO0 . 8 8log(al®).8ajo este umbral de corte encontramos una sensibiielatD0 %, y
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una especificidad del 72 #abla 5). Tomados en conjuntdes analisis demostraron que
los nivelesséricosde Gal9 estan elevados de manera significativa y especifica en las

pacientezon tumoresle cérvix>6 cm.

Tabla5. Pardmetros de la curva ROC de lofvelesséricosde Gaben paci entes con tumores

cmy>6cm
Variable indice J Punto decorte Sensibilidad Especificidad
log(Gal9) 0.720 00. 88 100 % 72%

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

restantes en pacientes con CdCabla suplementaria2b).

Con el fin deevalua la especificidad de la relacion entos nivelesséricosde TIM-3
y la queratinizacionse realiz6 unandlisis de curva ROC utilizando como control a las
pacientes con tumores de cérvix no queratinizantes. Este enfoquaurevbléena capacidad
discriminativaconunvalor deABC de 0.87 Ademas, encontramos un intervalo de confianza
al 95 %entre 0.68 4.00,que demuestnana calidad de modelo predictivo aceptdblgura

24B).
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Figura 24. Nivelesséricosde TIM -3 y su capacidad pardiscriminar entre pacientes con tumores de cérvix
queratinizantes y no queratinizantes

(A) Comparacion de los nivelsgricosde TIM-3 entre pacientes con tumores de cérvix queratinizantes y no
queratinizantes(B) Curva ROC de los niveleséricosde TIM-3 entre pacientes con tumores de cérvix
gueratinizantes y no queratinizantggrafico decalidad de modelo predictivo. Este Ultimo, representa el valor
de ABCdel limite inferior de confianza al 95 &n la barra horizontal, y la linea roja indica el umbral de
referenciaLas comparaciones entre grupos se realizaron con la prueba U dé/Wkaimey no pareada. Cada
punto representa el dato de una paciente. Las barras verticales se muestran como medibrekiBMras.

ABC: Area bajo la curva. IC: Intervalo de confianki®): Pacientes con tumores de cérvix no queratinizantes.
Q: Pacientes comnores de cérvix queratinizantes.

Con el método J de Youden se obtuvo un valor de 0.679, y este permitié determinar el
valor umbral entre grupoEncontramos un valor de codeO 0 . -+ @ TIM-3 sérico con
una sensibilidad del 75 %, y ueapecificidaddel 92.9 %(Tabla 6). El anélsis de curva

ROC y sus parametrosevelaron que los nivelesséricos de TIM-3 se encuentran

incrementados de manera especifica en pacientes con tumores de cérvix queratinizantes.
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Tabla 6. Pardmetros de la curva ROC de los nivetgsicosde TIM-3 enpacientes con tumores de cérvix
gueratinizantes y no queratinizantes

Variable indice J Punto de corte Sensibilidad Especificidad

TIM -3 sérico 0.679 @.12— 75 % 92.9 %

IDENTIFICACION DE FIRMAS SANGUINEAS BASADAS EN TIM-3, GAL-9, Y
MARCADORESDE ANEMIA E INFLAMACION EN RELACION CON LAS CARACTERISTICAS
CLINICO-HISTOPATOLOGICASDE PACIENTES CONCACU

El ensayo tuvo comobijetivo identificar firmas sanguinedgasadas en TIN3, Gal9, y
marcadoresde anemia e inflamacioren relacion con as caracteristicas clinico
histopatoldgicasle pacientes co@aCu Para identificar las firmas sanguineas se realizaron
84 analisis de correlacionLas relaciones régrocas lineales dbos niveles en sangre de
marcadorede anemia e inflamaciog deGal9 se ejecutaropara cada subgrupo de acuerdo
con el tamafio de tumale cérvix De manera similar, lasorrelacionegle los niveles de
marcadoregle anemia e inflamaciQly de TIM-3 se llevaron a cabpara cada subgrupo
segun la queratinizacidel tejido tumoratle cérvix La identificacion de firmas sanguineas
se realizo con la finalidad de determinas cambios hematoldgicos asociados con las
caracteristicas tumorales, y que a perspectiva esta informacion pardiganio de nuevas

estrategasinmunderapéuticaparaCacCu.

Comenzamos identificandas firmassanguinesbasadas ensaorrelaconesentre los
nivelesen sangrele Gat9, yde21 marcadoresle anemia e inflamacidn pacientes segun
el tamai® del tumor de cérvixComo se muestra en lagjuras 25A-B, en las pacientes con

tumores O6 c¢cm notamos una correlaci-n positd.i
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de log(Gal9), y la RDW (r= 0.408, p <0.05). A diferencia de las pacientes con tumores de

mayor tamafiowya correlacion no es significativa (& . 2 3 6 , p O00.05)

Valor p
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Figura 25. Firmas sanguineas basadan Gal-9, y marcadoresle anemia e inflamaciore pacientes con
tumores de c®rvix O6 cm y >6 c¢cm

Mapas de calor de los valores de p y r resultantes detledacionesle los nivelesen sangrele Gal9,y de

los marcadoresle anemia e inflamaciéen pacientes co®®)t umor es de c(B)r>6 émxLasO6 ¢ m, y
correlaciones de datos paramétricos se realizaron con la prueba de Pearson, y los datos no parametricos se
procesaron con la prueba de Spearmas.valores de p se representan en un gradiente de color verde. Los
coeficientes de r dentro del intervaloa +1 se exponen con un doble gradiente. Las correlaciones positivas se

exhiben en azul, y las negativas en réjoreviaturas. log(Gal9): El logaritmo de los niveles de Gakéricos

en ng/mL. O6 c¢cm: Pacientes c ontesdcomumoresde céeiix x6®@&m.vi x O6
RDW: Amplitud de distribucion eritrocitaria. VCM: Volumen celular medio. HCM: Hemoglobina corpuscular

media. CHCM: Concentracién de hemoglobina corpuscular media. PIV: indietniRancInflamatorio

[ (Neutr - -fid ol MonrPdaiqtuest)a / (Linfocitos)] .sist@nicRlI : ¢&ndi c
[ (Neutr-filos A Plagquetas) / (Linfocitos)]
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Como se muestra en Iagyuras 25A-B, observamos que las pacientes con tumores >6
cm exhiben una relacion lineal positiva y fuerte con significancia entre los valores de
log(Gal9), y el nimero de neutréfilos (r= 0.991, p <0.01). Por el contrario, las pacientes con
tumores de menor tamafio piesentaron una correlacion significativa de estas variables (r=
0.317, p <0.05)No encontramos correlaciones con significancia de los niealsangrele
Gd-9 con el resto de marcadoreapaci entes con tum@abkas O6

suplementaria &1-22).

Después exploramos si existian firmas sanguibasadas elos nivelesen sangrele
TIM-3, yde 21 marcadorede anemia e inflamaciden relacion coma queratinizacion de
tumores en pacientes con CaCu. Como se aprecia Eiglass 26A-B, las pacientes con
tumores de cérvix no queratinizantes muestran un perfil sanguineo conformado por
correlaciones positivas y medias de los nivelesTIM-3 con losneutrofilos (r= 0.595, p
<0.01), y neutrdfilos/linfocitos (r= 0.518, p <0.05). Ademas, 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 tumorestdé@xcqueratinizantes exhiben un perfil
sanguineo muy diferente al grupo con tumores de cérvix no queratinizantes. Detectamos
correlaciones negativas y fuertdslos niveles de TIM3, y de neutréfilos/plaquetas (F=
0.976, p <0.05), hemoglobina (¥8.966 p <0.05), hematocrito (r6.989, 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 TiBly marcadoresde anemia e inflamaciémle pacientes con
tumores de cérvixio queratinizantes y queratinizantes

Mapas de calor de los valores de p y r resultantes de las correlatgdoesivelesen sangree TIM-3, yde
los marcadoresie anemia e inflamaciode pacientes con tumores de céryiX) no queratinizantes, {B)
queratinizanted_as correlaciones de datos paramétricos se realizaron con la prueba de Pearson, y los datos no
paramétricos se procesaron con la prueba de Spedrosaralores de p se representan en un gradiente de color
verde. Los coeficientes de r dentro del intervala +1 se exponen con un doble gradiente. Las correlaciones
positivas se exhiben en azul, y las negativas en Adj@viaturas. NQ: Pacientes con tumores de cérvix no
gueratinizantes. Q: Pacientes con tumores de cérvix queratiniz&D&§: Amplitud de dstribucion
eritrocitaria. VCM: Volumen celular medio. HCM: Hemoglobina corpuscular media. CHCM: Concentracion

de hemoglobina corpuscular media. PIV: indice -Pemuncinflamatorio [ ( Neut r - fi | os

Monocitos) / (Linfocitos)] SIRI: indice de Rgmiesta a la Inflamaciésistémical ( Neut r - fi | os
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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
relacioneslinealesentre los nivelesen sangrede 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
gueratinizantes también muestran una corn@bggositiva, pero fuerte entre las variables (r=
0.993, p<0.01)De manera similar, encontramos correlaciones positivas entre los mineles
sangrade TIM-3, eindice de PIV en los grupos con tumores de cérvix no queratinizantes (r=
0.675, p <0.01) con &irza media, y queratinizantes (r= 0.994, p <0.01) con fuerza alta. Todos
estos resultados se muestran en Haguras 26A-B. No se observaron correlaciones
significativas entre los nivelesn sangrede TIM-3, y los marcadores restant@sblas

suplementaria 53-24).




112

EVALUACION DE LA ASOCIACION DE LOSNIVELES EN SANGRE DEINDICES BASADOS
EN TIM-3, GAL-9, Y MARCADORES DE ANEMIA E INFLAMACION CON LAS
CARACTERISTICAS CLINICO-HISTOPATOLOGICASDE PACIENTES CONCACU

El ensayo tug como finalidad evaluasi los niveles en sangde indices basados en T8/
Gal9, y marcadoresle anemia e inflamaciése asocian con las caracteristicas clinico
histopatoldgicasde pacientes con CaCu.as proporciones se calcularon con la razén
matematiaentrelos nivelesen sangrele Gal9, y de marcadoresle anemia e inflamacion
para cada paciente. Los indices de-@Gabsultantes se compararon entre los grupos con
tumoresde cérvixO6 ¢ m y Desm@nera similardeterminamos el cocienémtrelos
nivelesen sangrele TIM-3, y demarcadoresle anemia e inflamaciguor individuo. Luego
realizamos comparaciones de los indices de-Jbbtenidos entre las pacientes con tumores
de cérvixqueratinizantes y no queratinizantes. En ambos casos, ejesuaalisis de curva
ROCpara valorar su especificiddein conjunto, los 47 analisis se realizaron con la finalidad
de que los nuevos indices propuestos brinden potenciales candidatos a biomarcadores de

prondstico para CaCu.

Primerointentamos comprendsr los niveles en sangre de indidesads enGal9,
y marcadoresle inflamaciérse asociaban con el tamafio de tumor en pacientes con CaCu.
La evaluacion comparativa de los valores de logdpakxpuso mayores niveles con
significancia en pacientescomor es >6 c¢cm en comparaci-n con
cm (p <0.05). Este resultado se ilustra eRitpura 27A. No hubo diferencias significativas
de losniveles en sangre dedicesbasados eiGal9, y los marcadores de inflamacion

restantegntre los dos grupos de pacientesbla suplementaria S25)
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Figura 27. Nivelesen sangredeneutrofilos/log(Gat9), y su capacidagaradiscriminar entre pacientes con
tumoresde cérvixO6 c¢cm y >6 c¢cm

(A) Comparacion de losivelesen sangrele neutrofilos/log(Ga) entre las pacientes con tumodesceérvix

06 ¢ m yB)EBvaBROC de losivelesdeneutrdfilos/log(Gad) de ambos grupos de pacientes, y grafico

de calidad de modelo predictivo. Este Ultimo, representa el valor ded@B{nite inferior de confianza al 95

% enla barra horizontal, y la linea roja indica el umbral de referencia. Laparaciones entre grupos se
realizaron con la prueba U diéanri Whitneyno pareada. Cada punto representa el dato de una paciente. Las
barras verticales se muestran como media + EMdeviaturas. ABC: Area bajo la curva. IC: Intervalo de
confianzPaaci@®6tcens: con tumores de c®rvix 06 c¢cm. >6 cm:

Con el fin de validar la capacidad de discriminacién de los niveles en sangre de
neutroéfilos/log(Gad), realizamos un analisis de curva ROC usando como grupo control a
| as pacientes con tumores O6 c¢cm. EI c8lculo
inferior de confianza al 95 % de 0.65. Estos hallazgos confirman que el indice de
neutroéfilos/log(Gadd) tiene un buen rendimiento discriminativo, y una calidacigérde

modelo admisibléFigura 27B).
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Como se muestra en Tabla 7, el indice J de Youden de 0.625 exhibié un punto de
corte mayor o igual a 513—> de neutrofilos/log(Ga®). Bajo este umbral

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

gue la eficacia del marcador es aceptable.

Tabla7. Parametros de la curva ROC de los nivetgssangrede neutrdfilos/log(Gal9) de pacientes con
tumoresdecérviO6 c¢cm y >6 cm

Variable indice J Punto de corte Sensibilidad Especificidad

Neutrofilos/log(Gal9) 0.625 o5 . 4372 100 % 62.5 %

A continuacién, pretendiamos hallar diferencias emieslesen sangrele los indices
basados en G#&l, y marcadoresle anemia@ntre pacientes con tumoresad®r vi x O6 c¢m
cm. Encontramos que los nivelesn sangre deeritrocitos/log(Gal9) (p <0.05),
VCM/log(Gal9) (p <0.05), HCM/log(Ga®) (p <0.05), hemoglobina/log(G8) (p <0.01),
hematocrito/log(Ga®) (p <0.01), y CHCM/log(Ga9) (p <0.05) fueron significativamente
mas bajos epacientes con tumores dérvix >6¢cm que en individuos con tumores de menor
dimension(Figuras 28A-F). Por el contrario, los niveles en sandeeRDW/log(Gal9) entre
pacientes con t umor es 06 cm y >6 (Tablm no

suplementaria 35).

di
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p=0.0065

Relacioén de los nivele=n sangrele (A) eritrocitos/log(Ga), (B) VCM/log(Gal9), (C) HCM/log(Gal9), (D)

hemoglobina/log(Ga®), (E) hematocrito/log(Ga®), y (F) CHCM/log(Gal9) 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 M#vimnitney no pareada. Cada punto representa el dato de una paciente.
Las barras se muestran como media + EBMeviaturas. log(Gal9): El logaritmo de los niveles de Gl
Ra&®a ive xt €OH6 @am
cm. VCM: Volumen celular medio. HCM: Hemoglobina corpuscular media. CHCM: Concentracion de
hemoglobina corpuscular media.

s®ricos

El beneficio neto de los seis nuevos indices basados € Ysalarcaloresde anemia

en

ng/ mL.

®6 sc e

t>lbma m:

Paci

se determin6 con un andlisis de curva ROC. Para todos los casos del estudio, los valores de

ABC de

hemoglobina/log(Ga®), hematocrito/log(Ga®), y CHCM/log(Gal9) fueron 0.82, 0.86,

los

indices de eritrocitos/log(G8),

VCM/log(Gal9),

HCM/log(Gat9),

0.90, 0.88, 0.88y 0.82, secuencialmente. Todos los indices evaluados mostraron una buena

ent
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capacidad discriminativa, y una calidad general de modelo predictivo pern(iSdpea

29A-B). La vista individual de las curvas ROC de cada marcador se muestragmdaS1

(A)

<£6cmvs>6 cm

{

Sensibilidad

indices

Eritrocitos/log(Gal-9)

IC al 95%

= Eritrocitos/log(Gal-9)
Hemoglobina/log(Gal-9)
Hematocritoflog(Gal-9)

— VCM/log(Gal-9)
HCM/log(Gal-9)

— CHCM/log(Gal-9)

= Referencia

VCM/log(Gal-%) 317 0.86

HCM/log(Gal-9) 317 050

CHCM/log(Gal-9) 317 082

Figura 29. Capacidad de

pacientes con

(B)

VCM/log(Gal-9)

Hemoglobina/log(Gal-9) |
Hematocrito/log(Gal-9)

Eritrocitos/log(Gal-9)
CHCM/log(Gal-9)

I T T T T T T T T T T
000 010 020 030 040 050 080 070 080 080 1.00

ABC

losniveles en sangre de eritrocitos/log(GaR), hemoglobina/log(Gab),
hematocrito/log(Gal9), VCM/log(Gat9), HCM/log(Gat9), y CHCM/log(Gat9) para discriminar entre

tumores

de

c®r vi x

O6 cm vy >6 c¢cm

(A) Curva ROC multiple de datos pareados basada en los nieelesngrede eritrocitos/log(Ga®),
hemoglobina/log(Ga®), hematocrito/log(Ge®), VCM/log(Gal9), HCM/log(Gat9), y CHCM/log(Gat9) de
t umo r e ¢§B) Graico deRla calidad delds modeios yredictbvos cEstos

pacientes con

representan los valores de ABIEI limite inferbr de confianzal 95 % enasbarras horizontales, y la linea
roja indica el umbral de referenci@breviaturas. ABC: Area bajo la curva. IC: Intervalo de confianza.

log(Gal9): El logaritmo de los niveles de Gl
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 Tabla 8, calculamos el indice J duden para determinar la

s®ricos

en

ng/ mumo®& sc me

capacidad total y puntos de corte deiludices basadosn Gal9, y de losmarcadoresle

e&®c ive xt

anemia Es importante recordar que entre mayor sea el valor del estadistico J, mejor sera el

poder predictivo del

marcador.

Lo

s indices J ¥Weuden de HCM/log(Ga9),

hematocrito/log(Ga®), y hemoglobina/log(G&) fueron los mas altos, con valores de

0.882. En cambio, los indices de eritrocitos/log{®aly CHCM/log(Gal9) arrojaron los

mas bajos, con cifras de 0.70& obstante, los seiadices basados en Ggly marcadores

de anemiamostraron una buena eficiencia. De este grupo, los indicd€ielog(Gal9),
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hematocrito/log(Ga®), y hemoglobina/log(G&é) poseen los mejores rendimientos
predictivos. Bajdos puntos de corte mostradea laTabla 8, esbstres indicesarrojaron

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

Tabla8. Pardmetros de las curvas ROC de huselesen sangredeindices basados en G8ly marcadores .
deanemiadepaci entes con tumores de c®rvix 06

indices de Gal9 indice J Punto de corte Sensibilidad Especificidad
Eritrocitos/log(Gak9) 0706 O5.-b3 > 100 % 70.6 %
Hemoglobina/log(Gai9) ~ 0.882 012-%s6 100 % 88.2 %
Hematocrito/log(Gai9) ~ 0.882 03926 100 % 88.2 %
VCM/log(Gat9) 0.765 095 —27 100 % 76.5 %
HCM/log(Gal-9) 0.882 02952 100 % 88.2 %
CHCM/log(Gal9) 0.706 03782 100 % 70.6 %

Posteriormente, queriamos entergiléws niveles en sangre de indices basadddM-
3 y marcadores de inflamaciée asociaban con la queratinizacion de tumores de cérvix. Es
de destacar que los niveles sangrale leucocitos/TIM3 (p <0.001), linfocitos/TIM3 (p
<0.01), neutrdfilos/TIM3 (p <0.01), baséfilos/TIMB (p <0.01), monocitos/TIM (p <0.01),
y plaquetas/TM-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 nivelegn sangrede eosinofilos/TIM3 no mostrd

diferenca estadisticamente significativa entre gruala suplementaria 82
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Figura 30. Nivelesen sangrede los indices basados en TBly marcadoresle inflamacionde pacientes con

tumores de cérvix queratinizantes, y no quenatiantes

Relacion de los nivelesn sangrale (A) leucocitos/TIM3, (B) linfocitos/TIM-3, (C) neutréfilos/TIM3, (D)
basofilos/TIM3, (E) monocitos/TIM3, y (F) plaquetas/TIM3 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 déde MannWhitney no pareada. Cada punto representa el dato de una paciente.

Las barras se muestran como media + EBMreviaturas. NQ: Pacientes con tumores de cérvix no
queratinizantes. Q: Pacientes con tumores de cérvix mizaates.

Para evaluar el rendimiento discriminativo entre grupos de los indices basados en TIM

3,y marcadores de inflamaci@mpleamos andlisis de curva ROC usando como control a las

pacientes con tumores de cérvix no queratinizantesiizekesen sangrele leucocitos/TIM

3, linfocitos/TIM-3,

monocitos/TIM3,

neutrofilos/TIM3,

basofilos/TIM3, vy

plaquetas/TIM3 presentaron respectivamente valores de ABC de 0.98, 0.91, 0.98, 0.98, 1.00,
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y 0.91. Esto revel6 que los seis marcadores exawdramseen un buen poder discriminativo,
y una calidad 6ptima de modelo predict{fiiguras 31A-B). La vista individual de las curvas

ROC de cada marcador se muestra éndara S2

QvsNQ
" Leucocitos/TIM-3 Plaquetas/TIM-3 ; 0.74
Linfocitos/TIM-3 Neutréfilos/TIM-3 091

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

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

E — Baséfilos/TIM-3 Leucocitos/TIM-3

E. — Plaquetas/TIM-3 Basdfilos/TIM-3 1

oo — Referen:ia uz'm (]‘HJ U‘EU CIZ‘]U CIIAD DYSD UYSD EIITU ﬂéﬂ ﬂgﬂ |‘DB
02 ABC

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

4/11 0.91 0.74 1.00

Plaquetas/TIM-3

Figura 31. Capacidad de los nivelesn sangrede leucocitos/TIM-3, linfocitos/TIM-3, neutréfilos/TIM-3,
basofilos/TIM-3, monocitos/TIM3, y plaquetas/TIM3 para discriminar entre pacientes con tumores de
cérvix queratinizantes y no queratinizantes

(A) Curva ROC multiple de datos pareados adas en los niveleen sangrede leucocitos/TIM3,
linfocitos/TIM-3, neutréfilos/TIM3, baséfilos/TIM3, monocitos/TIM3, y plaquetas/TIMB de pacientes con
tumores de cérvix queratinizantes y no queratiniza(B3<Grafico de la calidad de los modelosqictivos.

Estos representan los valores de AT limite inferior de confianza al 95 &# lasbarras horizontales, y la
linea roja indica el umbral de referendMareviaturas. ABC: Area bajo la curva. IC: Intervalo de confianza.
NQ: Pacientes con tumordse 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
nivelesen sangrele TIM-3 y célulascirculatoriasse utilizo el método de J de Youden. Los
estadisticos J, puntos de corte, sensibilidad, y especificidad dévébssen sangrede
leucocitos/TIM3, linfocitos/TIM-3, monocitos/TIM3, neutrofilos/TIM3, basofilos/TIM3,

y plaguetas/TIM3, se muestran en [@abla 9. Los seis marcadores mostraron un buen

rendimiento. Sin embargo, el indice asbéfilos/TIM3 devolvié la mepr capacidad
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discriminativa de este conjunto. El valor umbral igual o mayor a 9-55—— de

basofilos/TIM3 manifiesta una sensibilidad, y especificidad del 100 %.

Tabla9. Parametros de las curvas ROdelos nivelesen sangredeindices basados €flM -3, y
marcadorede inflamacidnde pacienteson tumoresde cérvixqueratinizantes y no queratinizantes

indices de TIM-3 indice J Punto de corte Sensibilidad  Especificidad
Leucocitos/TIM-3 0. 909 0491922 100 % 90.9 %
Linfocitos/TIM-3 0.750 014892 75 % 100 %
Monocitos/TIM-3 0.909 03 .43 100 % 90.9 %
Neutr6filos/TIM-3 0.909 033 1 313% 100 % 90.9 %
Basofilos/TIM-3 1.00 00.55°2 100 % 100 %
Plaquetas/TIM3 0.909 02369 8% 100 % 90.9 %

En seguida, nos interes6 demostrar si los indices basados €3 Yiarcadoresle
anemiase vinculaban con lgueratinizacion de tumores en pacientes con CaCu. En
comparacion conab pacientes con tumores no queratinizanssspacientes con tumores
gueratinizantes exhiben significativamente mas altos nielesangrale los indices de
eritrocitos/TIM3 (p <0.01), hemoglobina/TIN (p <0.05), hematocrito/TIN (p <0.01),
VCM/TIM -3 (p <0.01), CHCM/TIM3 (p <0.05), y RDW/TIM3 (p <0.01)(Figuras 32A-

F). Entre los indices evaluados, solo hdgles en sangre HCM/TIM-3 no arrojaron una
asociacion significativa con la queratinizacion de tumores de cérvix en las pacieiies

suplementaria 8.
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Figura 32. Nivelesen sangrale indices basados en TH8y marcadoresleanemiadepacientes con tumores
de cérvix queratinizantes y no queratinizantes

Relacién de los nivelean sangrele (A) eritrocitos/TIM-3, (B) hemoglobina/TIM3, (C) hematocrito/TIM3,

(D) VCMITIM -3, (E) CHCMITIM-3, y (F) RDWITIM-3 con la queratinizacion de tumores 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 + EEMAbreviaturas. NQ: Pacientes con tumores de cérvix no queratinizantes. Q: Pacientes con
tumores de cérvix queratinizantdaCM: Volumen celular medio. CHCM: Concentracion de hemoglobina
corpuscular media.

A fin de evaluar la capacidad discriminativa trazamos auifROC de los indices
basados en TIM, y marcadoresle anemialLos resultados arrojaron valores de ABC de
0.88, 0.82, 0.84, 0.80, 0.79, y 0.91 para los indices de eritrocitog Thigmoglobina/TIM

3, hematocrito/TIM3, 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/TIMB, y CHCM/TIM-3 exhiben unaalidad deficienté¢Figuras 33A-

B). La vista individual de las curvas ROC de cada marcador se muestria@m{aS3

(A) (B)

Qs NQ

= Eritrocitos/TIM-3 VCM/TIM-3
— Hemoglobina/TIM-3

* Hematocrito/TIM-3 RPWITIM'?'
— veM/TIM-3 Hemoglobina/TIM-3

CHCM/TIM-3 Eritrocitos/TIM-3

— RDW/TIM-3 Hematocrito/TIM-3

—— Referencia CHCM/TIM-3

I T T T T t T T T T T
U00 010 020 030 040 050 060 070 080 080 100

ABC

IC al 95%

indices

Eritrocitos/TIM-3

0.82 0.51 1.00

0.84 0.55 1.00

0.80 0.46 1.00

0.79 048 1.00

0.91 0.77 1.00

Figura 33. Capacidad de losivelesen sangredeeritrocitos/TIM-3, hemoglobina/TIM3, hematocrito/TIM
3, VCMITIM-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 nieaelesangrede eritrocitos/TIM 3,
hemoglobina/TIM3, hematocrito/TIM3, VCM/TIM-3, CHCM/TIM-3, y RDW/TIM-3 de pacientes con

tumores de cérvix queratinizantes y no queratiniza(B<Grafico de la alidad de los modelos predictivos.

Estos representan los valores de AT limite inferior de confianza al 95 % en kezmras horizontales, y la

linea roja indica el umbral de referendMareviaturas. 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-3|Mmarcadoresle anemialLos parametros
obtenidos para cada marcador se muestran €abla 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/TIM3, hematocrito/TIM3, VCM/TIM-3, CHCM/TIM-3, y

VCM/TIM -3, respectivamente. Los seis marcadanasstran eficiencias aceptables. Ahora
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bien, notamos que los nivelesn sangrede RDW/TIM-3 exhiben el mejor poder

discriminativo de este grupo de marcadores. El valor umbral igual o mayor a—}9§.—39

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

contrariq los niveleen sangrele eritrocitos/TIM3 presentaron la menor eficiencia. El valor
. . i 0 . . . g
de corte de los niveles mayores o iguales a 34-64—— deeritrocitos/TIM-3 arrojéuna

sensibilidad de75 %, y una especificidad del 92.9 %.

Tabla 10. Parametros de las curvas ROC lbs nivelesen sangredeindices basados en TIN y
marcadoresle anemiade pacientes con tumores queratinizantes y no queratinizantes

indices de TIM-3 indice J Punto decorte Sensibilidad Especificidad
Eritrocitos/TIM-3 0.679 034 164>— 75 % 92.9 %
Hemoglobina/TIM-3 0.750 01025 75 % 100 %
Hematocrito/TIM-3 0.750 0323242 75 % 100 %
CHCM/TIM -3 0.750 0770. —274-1 5 75 % 100 %
VCM/TIM -3 0.679 026 2-—75-3 75 % 92.9 %

RDWI/TIM-3 0.857 010939 100 % 85.7 %
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SEGUIMIENTO RETROSPECTIVO

DETERMINACION DE LA RELACION DE LA RESPUESTA TERAPEUTICA Y LOSNIVELES
EN SANGRE DE MARCADORES DE ANEMIA E INFLAMACION PREVIO, DURANTE, Y
POSTERIOR AL TRATAMIENTODE PACIENTES CONCACU LOCALMENTE AVANZADO

El seguimientaetrogectivo se disefid para investigaexistian asociaciones ierepuesta
terapéuticaonlos nivelesen sangrele marcadorede anemia e inflamaci@revio, durante,
y posterior al tratamientoEl ensayo clinico incluyé a dieciséis pacientesy CaCu
localmente avanzaddestasse dividieron endos grupos de acuerdo csno respuesta a

tratamiento El programade tratamientoy la evaluacion de respuesta a tratamiesgo

describ@ a detalleen la metodolgia.El rango de edad fue de 39 a 72 afios lsa@acientes
respondedoras, y de 36 a 61 afos para las pacientes no respondedoras a trdtasiiento.
TablasP45 muestranlas caracteristicas cliniddstopatolégicas déos dossubgrups de

pacienes.

El ensayo se constituy6 por 54 analisis de comparacitsagveles en sangue 18
marcadoresle anemia e inflamacid@n pacientes respondedoras y no respondedoras. Estos
se evaluaron en tres momentos del programa de tratamaants durante, y después de
quimiorradioterapia concurrentebase deisplatino.Los niveles en sangre dearcadores
de anemia e inflamacidineron recopilados de dos biometrias hematicas poemtaciLa
primera biometria se obtawdentro de Is 120 diagprevio al tratamientoy la segunda
biometria dentro de los 120 dipssterior al tratamientd_os cambiosen los niveles de
marcadores de anemia e inflamaci-n durante el
entre el valor del marcador hematoldgico posterior, y previo al tratamitesttonos permitio

obtenerel cambio totatle los niveleslurante el tratamientde cadamarcador por paciente
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Primero indagamasi la respuesta terapéutica se relacionabdasomvelesen sangre
de marcadoresle anemia e inflamacioprevio al tratamientale pacientes con CaCu
localmente avanzadbos resultadssefialaromuelas pacientes no respondedarasstraron
niveles en sangremas bajos con significancide linfocitos previo al tratamientcen

comparacién con las pacientes respondedoras con un valor gKig@h 34A).

Figura 34. Nivelesen sangrede linfocitos, plaqueas, y monocitogrevio al tratamiento depacientes
respondedoras y no respondedoras

Asociacionde los nivelegn sangrale (A) linfocitos, (B) plaguetas(C) monocitosprevio al tratamiento de

pacientes respondedoras, y no respondedosascomparaciones entre dos grupos de datos paramétricos para
varianzas homogeéneas se llevaron a cabo con la prueba t Student no pareada. Las comparaciones de dos grupos
de datos no pamétricos se analizaron con la prueba de U de Méhitney no paread&€ada punto representa

el dato de una pacienteas barrase muestran como media = EEMreviaturas. R: Pacientesaspondedosa

NR: Paciente no respondedosa PRETX: Pretratamiento.

Como se puede observar enffgguras 34B-C, aunque las pacientes no respondedoras
mostraron mayoresiveles en sangrde plaguetas y monocitgsevios al tratamientano

alcanzaron el nivel de significacion con respecto al grupo de padiespemdedoras













































































































































































































































































































































