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Abreviaturas

DNA Deoxyribonucleic acid, acido desoxirribonucleico.

EGF Epidermal growth factor, factor de crecimiento epidérmico.

TGF-p Transforming growth factor beta, factor de crecimiento transformante beta.

BRCA1/BRCA2 Breast cancer 1/Breast cancer 2, cancer de mama 1/cancer de mama 2.

NSCLC Non-small-cell lung cancer, cancer pulmonar de células no pequefias.

SCLC Small cell lung cancer, cancer pulmonar de células pequenas.

APCs Antigen presenting cells, células presentadoras de antigeno.

QT Quimioterapia.

MM Mesotelioma maligno.

EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico.

PAMPs Pathogen-associated molecular patterns, patrones moleculares asociados a
patdgenos.

DAMPs Damage-associated molecular patterns, patrones moleculares asociados a
dafo.

TLRs Toll-like receptors, receptores tipo Toll.

HMGB1 High-Mobility Group Box 1, proteina del grupo de alta movilidad caja 1.

HSPs Heat shock proteins, proteinas de choque térmico.

TNF-a Tumor necrosis factor alfa, factor de necrosis tumoral alfa.

IL-1P. Interleucina 1 beta.

IL-10 Interleucina 1 alfa.

IL Interleucina.

iDCs Immature dendritic cells, células dendriticas inmaduras.

DCs Dendritic cells, células dendriticas.

RAGE Receptor for Advanced Glycation Endproducts, receptores para los compuestos

de glicosilacion avanzada.
MHC Major histocompatibility complex, Complejo mayor de histocompatibilidad.

IFN-y Interferon gamma, Interferon gamma.



Introduccion

Introduccion

Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades (se han descrito mas de 100 tipos de cancer) que
se caracteriza por una division celular descontrolada y que tienen la capacidad de invadir otros

tejidos .

Carcinogénesis

El proceso de transformacion celular por el cual una célula, a través de cambios genéticos y
epigenéticos, se convierte en una célula tumoral con capacidad de invadir y generar metastasis
es llamado carcinogénesis3. Este proceso comprende distintas etapas y se desarrolla a lo largo
de varios afios’. Para su estudio (Figura 1), la carcinogénesis es separada en tres etapas:

iniciacidn del tumor, promocion del tumor y progresion del tumor 4,

Agentes carcindgenos

Las mutaciones alteran la estructura del DNA de las células y son consecuencia de la
interaccion de este con distintos agentes carcindgenos, como son: i) fisicos (ej. la luz
ultravioleta y la radiacion ionizante), ii) quimicos (ej. hidrocarburos aromaticos policicliclos,
aminas aromaticas y asbesto), y iii) biologicos (ej. el cancer cervicouterino por el virus del
papiloma humano, el linfoma de Burkitt por el virus de Epstein-Barr, el cancer gastrico por
Helicobacter pylori y el cancer de vejiga por Schistosoma mansoni)®. Ademas, los factores de
susceptibilidad de la persona son de vital importancia, entre los cuales se encuentran las
mutaciones heredadas, mutaciones por errores de las enzimas DNA polimerasas, los cambios
hormonales, las deficiencias inmunes y las mutaciones debidas al metabolismo celular dadas

por la formacion de especies reactivas de oxigeno6.



Introduccion
Iniciacion del tumor

Es el proceso inicial de alteracion del DNA de una célula normal”. Un carcinégeno quimico
modifica la estructura molecular del DNA, lo que deriva en una mutacién tras la sintesis del
material genéticos. Esta mutacion puede ser una transicion de bases o pequefas deleciones de
un segmento de DNA'. Este evento es un requisito pero no es suficiente para el inicio del
tumor, por lo que es necesario que se produzca al menos un ciclo celular completo con divisidon
de la misma para que el dafio inducido se fije y sea permanente y, por consecuencia, sea

transmitido a las células hijas®.
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Defectos en el control del crecimiento
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Inactivacion de genes supresores de tumores

Inactivacion de genes de estabilidad genomica

Figura 1. Etapas de la carcinogénesis.

Promocion del tumor

La forma en que ocurre la promocién del tumor es a través de la expansidon clonal de las
células iniciadas®. El producto final de la promociéon es un foco de células capaces de
transformarse a células tumorales. Estas células deben sufrir uno o0 mas cambios adicionales
durante la progresién hacia una neoplasia maligna®. Las sustancias promotoras de la

expansion clonal no son mutagénicas y median su efecto biolégico sin actividad metabdlica,
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Introduccion

ejemplos de estas sustancias son el 13-acetato de 2-O-tetradecanoilforbol (TPA) y las

hormonas.

Oncogenes y genes supresores de tumor

Dos categorias de genes juegan un papel central en la formacién del tumor, ya que estos

genes controlan el crecimiento y ciclo celular.

La primera categoria son los proto-oncogenes, que son genes que codifican proteinas que
participan en la division y diferenciacion celular. Los oncogenes son genes mutados a partir de
los proto-oncogenes. Un oncogén le proporciona a la célula ganancia de funcion, permitiéndole
proliferar de manera descontrolada. Los proto-oncogenes pueden ser genes que codifiquen
para: a) Factores de crecimiento como son el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor
de crecimiento transformante beta (TGF-f), etc. b) Receptores para los factores de crecimiento
anteriormente indicados. c) Transductores de sefiales como la proteina Ras, la cual se activa
en respuesta a una sefal mitotica y puede activar a otras proteinas para promover la division
celular y d) Proteinas que regulan la apoptosis, como la proteina Bcl-2 que muestra actividad

anti-apoptotica'®"12,

La otra categoria de genes son los genes supresores de tumor que codifican proteinas que
inhiben la division celular y su mutacidn genera perdida de funcion. Entre ellos se encuentran:
a) Genes que controlan la division celular, como es el caso de RB (retinoblastoma). b) Genes
involucrados en la reparacion del DNA, como son BRCA1 y BRCAZ2 y c) Genes que participan
en la apoptosis, como P53'°.

Progresion del tumor

Como resultado de las alteraciones antes indicadas, algunas células llevan a cabo la expresion
del fenotipo tumoral y la tendencia a invadir tejidos adyacentes. Ademas, las células tumorales
pueden sintetizar enzimas proteoliticas, tales como las metaloproteasas (MMP) degradando la
membrana basal y entrando asi al sistema vascular generando tumores secundarios en otros

érganos; proceso conocido como metastasis®.
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Introduccion

Cancer Pulmonar

A nivel mundial, el cancer pulmonar es el tumor de mayor incidencia, hasta 2008 habia un
estimado de 16.1 millones de nuevos casos, que representaron el 16.5% de todos los casos
nuevos de cancer en el mundo'®. También es el de mayor mortalidad, con 1.38 millones de
muertes (22.5% del total). El cancer de pulmon sigue siendo el cancer mas comun en hombres
a nivel mundial (1.1 millones de casos, 16.5% del total) siendo mas frecuente entre la quinta y
la séptima décadas de la vida'®. En las mujeres, el cancer de pulmén es ahora el cuarto cancer
més frecuente (516 000 casos, 8.5% del todos los canceres)'®.

El principal factor de riesgo relacionado con esta neoplasia es el habito tabaquico'®. Hasta un
85% de las neoplasias pulmonares se relacionan con el tabaquismo, estando directamente
relacionada su aparicion con la edad de inicio del habito tabaquico, el numero de cigarrillos que
se consumen al dia, la exposicién prolongada y los cigarrillos sin filtro™. El humo de cigarro
contiene mas de 4,500 compuestos en fase gaseosa y particulada; sin embargo, los principales
carcinégenos contenidos en el humo de cigarro que se han relacionado directamente al cancer
pulmonar son: el benzo[a]pireno y la nitrosamina 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona) y
los hidrocarburos aromaticos policicliclos, los cuales una vez activados por enzimas
especificas, como el citocromo P450, producen alteraciones en el DNA de las células y dan

inicio al proceso de carcinogénesis’’.

Existen otros carcindbgenos que incrementan el riesgo de padecer esta neoplasia y estan
relacionados con factores ocupacionales, entre los cuales se encuentran, el humo de lefia o
carbon, la exposicion al radon o la exposicidn al asbesto, este ultimo suele encontrarse
comunmente en vinilos para techos, cielos rasos y en material de aislamiento, cemento y

materiales de frenos de automoviles™®.

La mayoria de los pacientes con cancer pulmonar son diagnosticados en una etapa muy
avanzada. La realizacion de una tomografia axial computarizada toraco-abdominal es
fundamental para una correcta estadificacion tumoral, que sigue la clasificacion Tumor Nédulo

Metastasis (TNM)'%. El 87% de los pacientes con cancer pulmonar son diagnosticados en
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Introduccion

etapas avanzadas, en esta etapa la tasa de supervivencia a 5 afios es del 4% (Tabla ). Los
lugares mas frecuentes de diseminacion son el higado, el hueso, las glandulas suprarrenales y
el cerebro™. La sintomatologia mas frecuente que se presenta en estadios avanzados son tos,

disnea, dolor toracico, hemoptisis, disfagia y disfonia'®.

Tratamiento en el Cancer Pulmonar

Las principales opciones de tratamiento para el cancer pulmonar son la reseccidn quirurgica, la
radioterapia y quimioterapia adyuvante o paliativa (Tabla ), solas o combinadas, dependiendo

del estadio, el tipo de carcinoma pulmonar y el estado de salud del paciente™ *°.

Los tratamientos locales como la cirugia (CIR) y la radioterapia (RT) son potencialmente
curativos en estadios poco avanzados de la enfermedad. En estadios avanzados, las opciones
terapéuticas son la radioterapia y la quimioterapia (QT) que producen una importante paliacion
de los sintomas'®.

Tabla I. Principales opciones de tratamiento en base al estadio de la enfermedad y su
tasa de sobrevida.

Tratamiento del Cancer pulmonar en base al estadio

Tasa de
Estadio Tratamiento primario Terapia adyuvante supervivencia

a Sqﬁoss%I

Carcinoma de células no pequenas

| Reseccién Quimioterapia 60 a 70
I Resecciéon Quimioterapia con o sin 40 a 50
radioterapia

A (Resecable) Reseccion con o sin Quimioterapia con o sin 15030
quimioterapia pre-operativa radioterapia

A (No resecable) o llIB Quimioterapia con actual o Ninguna 10020
subsecuente radioterapia

\Y Quimioterapia para eliminar Ninguna 10015
metdstasis primarias al (Sobrevida a
cerebro y tumores primarios 2 afos)

Carcinoma de células pequenas

Enfermedad limitada Quimioterapia y Ninguna 15a20
radioterapia
Enfermedad extendida  Quimioterapia Ninguna <5
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Introduccion

Clasificacion histolégica del cancer pulmonar

La clasificacion propuesta por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) divide al cancer
pulmonar en dos grandes categorias por sus caracteristicas histopatologicas: i) carcinoma
pulmonar de células pequefias (SCLC, por sus siglas en inglés) que comprende alrededor del
20% de los carcinomas pulmonares vy ii) carcinoma pulmonar de células no-pequefias (NSCLC,
por sus siglas en inglés) que comprende alrededor del 80%%°. Cabe sefialar que esta
clasificacion tiene importantes implicaciones para el tratamiento y el prondstico de la

enfermedad’.
Otro tipo de cancer de pulmén que esta ganando gran incidencia en la poblacion por su factor

de riesgo con el asbesto, es el mesotelioma, el cual surge principalmente de la pleura y es

responsable del 3-4% de los canceres de pulmén™®,

NSCLC

El NSCLC comprende un grupo heterogéneo de diversos tipos histologicos de cancer
pulmonar, los tipos mas frecuentes son adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas,
carcinoma de células grandeszo. Todos comparten enfoques similares de tratamiento y

prondstico, pero tienen distintas caracteristicas histoldgicas y clinicas'®.

Adenocarcinoma pulmonar

Deriva del epitelio de los alveolos y las glandulas mucosas bronquiales. Tiene una incidencia
de alrededor del 40% de todos los casos de cancer pulmonar®’. De acuerdo a la OMS, los
adenocarcinomas pueden ser sub clasificados como: papilar, acinar, bronquialveolar,
adenocarcinoma mixto y adenocarcinoma solido con formacion de mucina. Los
adenocarcinomas pulmonares son frecuentemente heterogéneos y consisten en una mezcla de

subtipos histolégicos; sin embargo, la produccion de mucina y la formacion de glandulas son

13



Introduccién

caracteristicas que distinguen a los adenocarcinomas de los demas carcinomas pulmonares.
Los subtipos acinares (glandular) y papilar son reconocibles por el patron de crecimiento celular
e invasién?'. Este tumor es de localizacion periférica, afectando incluso a la pleura o pared
toracica. Es de lento crecimiento y puede tomar anos en desarrollarse de un cancer confinado

a un cancer metastasico?’.

NSCLC: Carcinoma escamoso

Células
O neuroendocrinas
.
Metaplasia escamosa Relacionado con antecedentes de
del epitelio bronquial tabaquismo.

Produccion de queratina y puentes
intercelulares.
S ———

— 2 Gldndulas 01
y mucosas

NSCLC: Adenocarcinoma

Epitelio
_ cilindrico ‘
ciliado %

Es mas frecuente en no fumadores.
Ubicacion periférica y de tamano
pequeno.
——————

SCLC: Carcinoma de células pequenas NSCLC: Carcinoma de células grandes

Células grandes poligonales, de nucleo
vesicular.

Escaso citoplasma, células pequefas. Algunas células pueden ser
Gran potencial de malignidad. multinucleares.

Figura 2. Principales tipos histolégicos de carcinomas pulmonares

14



Introduccion

Las células cancerosas de adenocarcinoma son largas, cilindricas y forman patrones
glandulares reconocibles. Por inmunohistoquimica, el diagnostico de adenocarcinoma se
obtiene mediante el resultado positivo a los marcadores factor de trascripcion tiroideo (TTF-1,

por sus siglas en inglés) y citoqueratina 7 (CK-7)"® %%,

Carcinoma epidermoide o de células escamosas

Representa aproximadamente el 38% de todos los casos de canceres pulmonares
diagnosticados. Histolégicamente se caracteriza por presentar queratinizacion de células
tumorales con formacion de perlas de queratina y puentes intercelulares. Las células tumorales
son delgadas y planas. Por lo general se desarrollan en los grandes tubos bronquiales del
centro de los pulmones, su desarrollo es mas lento en comparacion con otros subtipos de

canceres de pulmén?'.

Carcinoma de células grandes

Comprende alrededor del 9% de todos los canceres pulmonares®. Tiene un gran espectro de
morfologia, la mayoria consiste en abundante citoplasma y gran nucleo con prominente
nucléolo. Estos carcinomas también incluyen variantes especificas, incluyendo el carcinoma

neuroendocrino de células grandes’®.

SCLC

Este tipo de tumor comprende aproximadamente del 10-25% de todos los casos de cancer
pulmonar a nivel mundial?®®. El SCLC se desarrolla usualmente en las células neuroendocrinas
que recubren los bronquios, por lo que ésta region es donde usualmente inicia el desarrollo de
este tipo de tumor. EI SCLC es la forma mas agresiva de carcinoma pulmonar, este tipo de
tumor se desarrolla rapidamente y forma grandes tumores. Las células drenan a los nodulos
del pulmodn, para hacer metastasis rapidamente. Por su gran capacidad metastasica temprana,
los SCLC son de muy mal prondstico?'. Estas células cancerosas producen hormonas, con lo

que pueden causar sindromes paraneoplasicos'®.

15
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Mesotelioma

El mesotelioma maligno (MM) es otro tipo de cancer pulmonar, las células cancerosas se
originan a partir de la transformacion tumoral de las células mesoteliales de la pleura (la capa

delgada de tejido que reviste la cavidad toracica y los pulmones)®.

Mientras que el habito tabaquico es considerado como la causa primordial de los carcinomas
pulmonares, el asbesto es la causa primordial del MM'®; aunque el habito tabaquico y el
asbesto tienen un efecto sinérgico en la patogénesis del cancer pulmonar. Aproximadamente el
80% de los casos de MM esta asociado con exposicion a asbestos y se estima que cerca del

5% de los trabajadores de la industria del asbesto desarrollan mesotelioma'® .

La patogénesis del MM ocurre cuando las fibras de asbesto alcanzan la region alveolar, la
respuesta inicial del cuerpo es fagocitar y remover dichas fibras del pulmén, aunque, si dichas
fibras son demasiado largas estas no pueden ser removidas®. Las fibras de asbesto alcanzan
la pleura a través de los bazos linfaticos o por penetracidén directa causando fibrosis, placas
pleurales, y eventualmente MM'® %, Una vez que las fibras alcanzan la pleura, causan cambios
mutagénicos a través de una interaccion fisica directa o indirectamente por la produccion de
especies reactivas de oxigeno, tales como los radicales hidroxilo y aniones superoxido, dando
lugar a rupturas de la cadena de DNA y a deleciones en el material genético®®?’. Las particulas
de asbesto afectados alteran la funcidn de los genes que regulan el ciclo celular y que estan
alterados en varios tipos de cancer humano, tales como los genes supresores de tumores TP53
y Rb'8:25.

Para la clasificacion del mesotelioma maligno se emplean las siguientes etapas: i) Mesotelioma
maligno localizado, comprende la etapa |, en la cual el cancer se encuentra en el recubrimiento
de la cavidad toracica, cerca del pulmon o el corazon, o en el diafragma o el pulmon; ii)
Mesotelioma maligno avanzado comprende las siguientes etapas, etapa Il en la que el cancer
se ha diseminado a los ganglios linfaticos del area; en la etapa lll, el cancer se ha diseminado a

la pared toracica, al centro del torax, al corazdn, a través del diafragma o al recubrimiento

16



Introduccion

abdominal y en algunos casos a los ganglios linfaticos adyacentes, y la etapa IV, en la que el
cancer se ha diseminado a 6rganos o tejidos distantes; iii) Mesotelioma maligno recurrente, en

la que el cancer ha vuelto a aparecer después de haber sido tratado®.

El mesotelioma pleural maligno es predominantemente una enfermedad locoregional, difusa y
agresiva, con una supervivencia media de 9 a 17 meses. Sin embargo, el prondstico depende
de la etapa en que se diagnostica al tumor, la edad, la salud general del paciente y si la cirugia

es 0 no opcidn para el paciente®'®,
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Introduccion

Sistema inmune y cancer

El sistema inmune es una red en la que participan diferentes tipos de células y de moléculas.
La accion coordinada de todos sus elementos permite que se desarrolle una respuesta eficaz

contra los tumores®.

El sistema inmune presenta diversos mecanismos que le permiten reconocer y eliminar las
células tumorales, en estos eventos hay interaccion de distintas moléculas como las del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en ingles), el receptor de los
linfocitos T (TCR), moléculas de adhesion, antigenos tumorales y citocinas. Sin embargo, en
algunas ocasiones, la respuesta inmune no es lo suficientemente efectiva para controlar el
crecimiento celular anormal, lo que trae como consecuencia el desarrollo de un tumor. El papel
que desempefa el sistema inmune en el control de tumores fue propuesto inicialmente por
Thomas y Burnet en 1957, con la teoria de la "vigilancia inmunoldgica". Esta teoria postula que,
dentro de un organismo, continuamente se estan generando células tumorales, pero que éstas
son identificadas y destruidas rapidamente por el sistema inmune. La importancia de la
vigilancia inmunologica ha sido comprobada por el incremento en la aparicion de tumores en

animales timectomizados y en humanos que presentan inmunosupresion®.

Modelo de dano

En 1989, Janeway®' postulé que la discriminacién entre lo infeccioso, lo no infeccioso y
moléculas no propias es hecho por las células presentadoras de antigeno (APC, por sus siglas
en inglés) del sistema inmune innato, a través de receptores que reconocen patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs, por sus siglas en inglés) presentes en
microorganismos>2 Los PAMPs estan naturalmente asociados con los procesos infecciosos y
son componentes de muchos adyuvantes®'. El modelo de Janeway es en gran parte correcto;
sin embargo, no puede explicar el hecho de que el sistema inmune posee mecanismos para
sensar la muerte celular necrética primaria y secundaria, ademas de la respuesta inmune

innata y adaptativa relacionada a ésta, incluyendo la robusta respuesta de células T generada
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en respuesta a trasplantes, tumores y enfermedades autoinmunes, debido a que todas estas

enfermedades carecen de componente microbiano™>.

Considerando estas excepciones, en 1994 Matzinger31 propuso la hipotesis del dafio, en ella se
postula que el sistema inmune adaptativo evoluciond para responder no solo a la infeccion per
se, si no también a la muerte celular no fisiolégica, dafio o estrés. En este modelo, las células
que se encuentran en proceso de muerte liberan un conjunto de moléculas llamadas alarminas,
estas junto con los PAMPs, pueden ser consideradas subgrupos de un gran grupo de
moléculas, que usando una nomenclatura similar a los PAMPs, han sido llamadas Patrones

moleculares asociados a dafio (DAMPs, por sus siglas en inglés)*'32,

Las alarminas son moléculas intracelulares que poseen una determinada funcion dentro de las
células viables, por lo cual se encuentran ocultas del reconocimiento del sistema inmune bajo
condiciones fisioldgicas. Sin embargo, cuando son liberadas de las células, son rapidamente

reconocidas por el sistema inmune®*.

Para que una molécula sea considerada una alarmina debe poseer ciertas caracteristicas: i) ser
liberada rapidamente después de la muerte celular no programada (por ejemplo necrosis) pero
no de células en apoptosis fisioldgica; ii) las células del sistema inmune pueden ser inducidas a
producir y liberar estas alarminas sin morir; iii) las alarminas pueden reclutar y activar células
del sistema inmune innato, incluyendo monocitos/macrofagos y ceélulas dendriticas; iiii) y
finalmente, las alarminas contribuyen a restablecer la homeostasis, promoviendo la

reconstruccion del tejido destruido®.

La forma en la que las células mueren tiene un profundo efecto sobre el sistema inmune
(Figura 3), cuando las células mueren por necrosis se pierde la integridad de la membrana
celular y se produce una liberacion pasiva de estas alarminas conduciendo a un proceso
inflamatorio. Mientras que la muerte celular por apoptosis fisiolégica conduce principalmente al
secuestro de este conjunto de moléculas dentro de cuerpos apoptoticos que conducen a

respuestas para generar reparacion tisular y tolerancia a nivel del sistema inmune®®.

19



Introduccion

DAMPs [ €70 =

ocultos Q € Y Célula
) —
Apoptosis Necrosis
Célula Célula
apoptotica. ) necrotica
~05 Necrosis
DAMPs | )y /. 5 Secundaria
permanecen X o ¢ L —
ocultos ) S
()
€20 Liberacion
(/ © de DAMPs
Fagocitosis
el Célula dendritica
/ ¢ Receptor
(X célula del de DAMPS
: siskema Respuesta
Inmune pro-inflamatoria
Innato
l Maduracion de células
No hay respuesta, \ Dentriticas
Respuesta
anti-inflamatoria Peéptidos

tumorales-MHC -— i Nédulo Linfatico
; y Moléculas co-estimuladoras \
CD80 y/o CD 86 Zow, Células T
g \ 4 k | CD8+y CD4+
y § et TCR

A -

Migracion al néduio linfatico

Activacion del
Sistema Inmune

Figura 3. En condiciones fisiolégicas, “las alarminas” se encuentran cumpliendo una
funciéon dentro de las células, cuando son liberadas durante la necrosis y por células

inmunes activadas tienen efectos sobre la respuesta inmune innata y adaptativa. A92Ptade de
referencia 36

Recientemente se ha descrito otro tipo de muerte celular, esta muerte es generada en
respuesta a ciertos tipos de tratamiento, tales como la quimioterapia y la radiacion ultravioleta.
Este tipo de muerte celular se ha denominado apoptosis inmunogénica®. A diferencia de la
apoptosis fisiologica, la inmunogenicidad de este tipo de muerte celular es mediada por la
exposicion y liberacion de las alarminas®’. Una vez expuestas o liberadas de las células
moribundas, las alarminas interactuan con receptores tipo Toll (TLRs, por sus siglas en inglés)
y receptores tipo NOD (NLRs, por sus siglas en inglés). Una de las principales caracteristicas
de las alarminas es ejercer varios efectos en las APCs, como maduracion, activacion,

procesamiento y presentacion de antigenos®.
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El concepto de apoptosis inmunogénica es un concepto relativamente nuevo y a diferencia de
la apoptosis fisioldgica, la apoptosis inmunogénica inicia una respuesta inmune adaptativa,
favoreciendo la activacion y maduracion de células dendriticas (CDs) que posteriormente
migran a los ganglios linfaticos para activar a los linfocitos en linfocitos T cooperadores (CD4+)
y T citotoxicos (CD8+)%.

En primera instancia, la induccion de una efectiva inmunidad antitumoral (in vitro e in vivo) fue
observada en ratones inmunocompetentes con tumores, que al ser tratados con antraciclinas,
presentaron regresion tumoral®®. Pronto se encontré que aparte de las antraciclinas, otros
agentes quimioterapéuticos producian una muerte inmunogénica en las células tumorales. En
otro estudio in vitro se reporté que las células tumorales al ser tratadas con bortezomib (agente
quimioterapéutico) activaban a las células dendriticas (DC’s) y subsecuentemente se inducia
una respuesta especifica de células T en contra del tumor en “modelos murinos™.
Subsecuentemente, el concepto de muerte celular inmunogénica fue apoyado por una serie de
estudios que demostraban que las células tumorales implantadas en ratones
inmunocompetentes tratadas in vitro con antraciclinas, oxaliplatino o radiacion ionizante,
activaban respuestas inmunes adaptativas en contra de las células tumorales, en ausencia de

cualquier adyuvante o substancia inmunoestimulatoria®’.

Las alarminas mejor caracterizadas que participan en estos procesos son las proteinas de
choque térmico (HSPs, por sus siglas en inglés), la familia de proteinas S100, acido urico,
citocinas como la IL-1a e IL-33, productos de degradacion de la matriz extracelular tales como
fragmentos de 4acido hialurénico, y proteinas asociadas al ntcleo celular como HMGB1°°. En el
presente trabajo se analizara la molécula HMGB1, considerada una alarmina clasica, que

ademas, cumple con todas las caracteristicas antes mencionadas de las alarminas.
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High-Mobility Group Box 1

La HMGB1 es una proteina nuclear tipo no-histona, miembro de la familia del grupo de
proteinas de alta movilidad electroforética*®. Estas proteinas estan divididas en tres subgrupos:
HMGB, HMGN, HMGA. Estos subgrupos son similares en varias caracteristicas fisicas; sin
embargo, cada familia tiene un motivo de secuencia funcional caracteristico, el cual es el sitio
principal de interaccion con el DNA. El motivo funcional de la familia HMGB es llamado HMG-
Box**. La familia HMGB esta compuesta por HMGB1, HMGB2 y HMGB3**,

La HMGB1 es la mas abundante de las proteinas HMGB. El gen Hmgb1 esta localizado en el
cromosoma 13q12 en el humano, consiste de seis exones que codifican para una proteina de
215 aminoacidos con un peso molecular de 30 kDa, tiene dos dominios de union al DNA

1*2. Estructuralmente HMGB1 consiste en tres

(Ilamados caja A y caja B) y un carboxilo termina
a—hélices dispuestas en forma de L*2. Los dominios cajas A y B poseen cada una alrededor de
75 aminoacidos de longitud, y el dominio carboxilo-terminal que esta cargado negativamente
consiste en un tramo continuo de residuos de glutamato y aspartato*®. Tanto los dominios Ay B
de HMGB1 se unen al surco menor del DNA, el dominio A tiene una mayor afinidad por
estructuras de DNA distorsionadas (aductos de ADN formados por cisplatino); en contraste el
dominio B es menos afin a estas estructuras*®. EI dominio C-terminal modula los efectos de
HMGB1 sobre el DNA, tales como la interacciéon de HMGB1 con las proteinas de la maquinaria

de remodelacion de los nucleosomas y la cromatina®”.

Funciones nucleares de HMGB1

Cuando la célula esta viable, la HMGB1 se localiza en el nucleo. Su localizacion nuclear se
debe a que posee dos secuencias sefial de localizacién nuclear (NLS1 y 2)*®. La HMGB1 se
encuentra asociada transitoriamente a los nucleosomas (Figura 4), se une a estos en una
manera dependiente de conformacion pero independiente de secuencia*®. En el nucleo de las
células, las funciones de HMGB1 son participar en los procesos de replicaciéon celular,

recombinacién de genes, transcripcion y reparacion del DNA. Tanto el dominio caja A como el
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B son requeridos para facilitar la union de algunos complejos de nucleoproteinas, tal como el

complejo de recombinacién V(D)J y el enhanceosoma ZEBRA “947.

Ademas, se ha reportado que la HMGB1 dentro del nucleo de las células cancerigenas

interactia (aumentando la actividad) con un gran numero de factores de transcripcidon

implicados en el desarrollo del cancer, estos incluyen p73, Oct-1 y 2, HoxD9, RB, miembros de

la familia Rel/NF-kxB y receptores hormonales nucleares incluyendo el receptor a

estrogenos*’ 9.
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Funciones de la molécula HMGB1 extracelulares

La localizacién de HMGB1 es principalmente nuclear; sin embargo, puede ser translocada al
citoplasma y posteriormente secretada al microambiente extracelular, actuando como una

alarmina®.

La HMGB1 es expresada de forma ubicua en todas las células del cuerpo, pero su nivel de
expresion y localizacion celular depende tanto del tipo de célula como su estado de activacion.
En el caso de las células del sistema inmune, los niveles de expresion de la HMGB1 aumentan

cuando la célula se encuentra en un estado activado (Figura 4).

HMGB1 puede relocalizarse de nucleo a citoplasma a través de 2 vias distintas (Figura 4):
I) De forma pasiva, cuando las células mueren por necrosis, la cual esta asociada con la
perdida de la compartamentalizacion de las membranas nuclear y citoplasmatica y con la

liberacién de los componentes intracelulares®’.

II) De forma activa, los monocitos, macrofagos y células dendriticas inmaduras, en respuesta a
lipopolisacarido, TNF-a, o por estimulacion con IL-1f, secretan activamente HMGB1, ademas

de otras alarminas tales como acido urico, HSPs, etc.

El grado de acetilacion de HMGB1 puede influir en su localizacion intracelular. La proteina
acetilada en las lisinas 2 y 11 puede ser liberada por las células en proceso de muerte. En
contraste, la HMGB1 acetilada en todas las lisinas presentes en su secuencia (incluyendo los
dominios de localizacion nuclear) es secretada activamente. La proteina acetilada puede entrar
a los lisosomas secretorios que son vesiculas intracelulares cuyo contenido es liberado al
medio extracelular. Otras modificaciones postraduccionales como son la fosforilacion
posiblemente facilitan el transporte nucleo/citoplasma de HMGB1 dentro de las células *°,
mientras que la metilacion hace que HMGB1 se encuentre menos unida al DNA y como

consecuencia de esto difunda pasivamente al citoplasma de los neutréfilos®'.
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La HMGB1 después de ser liberada puede participar en procesos patoléogicos como son el
Alzheimer®, artritis®™ y cancer*®®**%% |La HMGB1 participa en estas patologias como una

alarmina funcionando como:

I) Sefial de peligro y como un factor quimiotactico sobre monocitos, macrofagos, neutrofilos y
células dendriticas®®. Otras células que responden quimiotacticamente a HMGB1 incluyen,

enterocitos, células pre-endoteliales y de musculo liso®.

II) Induce un proceso inflamatorio debido a que, en este contexto, HMGB1 puede actuar como
una citocina pro-inflamatoria e inducir la liberacién de otras citoquinas proinflamatorias de
células mononucleares como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), la interleucina 1-g (IL-18),
interleucina 1-a (IL-1a), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8), y la proteina inflamatoria de
macréfagos 1 alfa y beta (MIP-1a y MIP-1p)°’.

[lIl) Promueve la supervivencia celular. La HMGB1 se une con gran afinidad a RAGE, un
receptor multiligando que activa vias de supervivencia que involucran al factor nuclear-xB (NF-

kB) y la proteina cinasa activada por mitégenos p38 (MAPK, por sus siglas en inglés)®.

V) Activa la respuesta inmune innata y adaptativa. La HMGB1 interactua con el TLR4 y el
TLR2 presente en las células dendriticas inmaduras (iDCs) implicadas en la presentacion

cruzada de antigenos a linfocitos T in vivo®.

HMGB1: Funcion extracelular en el cancer

En el desarrollo tumoral la HMGB1 tiene una funcién tanto protumoral como anti-tumoral.
Actuando como protumoral puede promover una angiogénesis y progresion tumoral, mientras
que como antitumoral puede participar en la generacidon de una respuesta inmune anti-

neoplasica dependiente de células T°°.
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Funciones protumorales de HMGB1

La progresion tumoral requiere una estrecha colaboracion entre las células del tumor, las del
sistema inmune y de los elementos del estroma®. Datos recientes han llevado a la conclusién
de que el constante crecimiento del tumor sumado a la muerte de células tumorales por falta de
oxigeno y nutrientes, genera zonas de hipoxia y un estado anti-inflamatorio dado por un
microambiente compuesto principalmente por IL-10 y TGF-p (ambas producidas por las células
tumorales), el cual activa la neo angiogénesis en un tumor sélido e inhibe la respuesta anti-
tumoral de los macréfagos y linfocitos®. La constante muerte de células tumorales (Figura 5)
en estas areas de hipoxia es acompanada por la liberacion cronica de alarminas, entre estas
HMGB1%'. La HMGB1 presente en el microambiente ejerce varios efectos, incluyendo
supervivencia celular, angiogénesis, migracion e invasion de las células tumorales a través de

la activacion del receptor RAGE>*°.
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La HMGB1 promueve la formacioén de respuestas inmunes en contra de tumores

La cirugia, la quimioterapia y la radiacién son actualmente las tres principales opciones para el
tratamiento contra el cancer'®. La cirugia elimina los principales nichos tumorales, mientras que
la quimioterapia y la radioterapia destruyen células tumorales remanentes y circulantes a traves
del proceso de apoptosis®®. Recientemente se ha demostrado en modelos in vitro y modelos
murinos que ciertos compuestos quimioterapéuticos tienen la capacidad de producir una
muerte inmunogénica en las células tumorales®®. Este tipo de muerte se caracteriza por la
liberacion y exposicion, en forma aguda de alarminas (Figura 5) por las células tumorales
susceptibles al tratamiento®. Entre estas alarminas se encuentra la HMGB1°*°. Como una
alarmina liberada por efecto del tratamiento quimioterapéutico, la HMGB1 tiene varios efectos

sobre el sistema inmune, entre los que se encuentran:

I) Como ya se menciono, HMGB1 puede unirse a varios receptores como son RAGE, TLR2 y
TLR4. La interaccion HMGB1-RAGE en las iDCs favorece la reorganizacion de su citoesqueleto
(de manera dependiente de proteina G) para interrumpir su adhesion con las células que las
rodean y los componentes de la matriz tisular, facilitando asi su entrada en la linfa a través de
los vasos linfaticos®®®. Una vez dentro de la linfa, la interaccion HMGB1-TLR4 en las DCs
favorece el aumento en la expresidn del receptor de quimiocinas CCRY7, cuyos ligandos CCL19
y CCL21 son expresados en los ganglios linfaticos®*. Estos dos eventos son cruciales para que
las DC implicadas en el reconocimiento y captacion de antigenos, dejen el sitio del tumor y
migren hacia los o6rganos linfoides secundarios, en donde estas podran interactuar con

linfocitos T naive y linfocitos T de memoria®®.

II) Estudios recientes en modelos murinos han demostrado que la proteina HMGB1 es
indispensable para los mecanismos inmunoadyuvantes de la quimioterapia, tales como el
procesamiento y presentacion cruzada de antigenos provenientes de células tumorales®®.
Dichos mecanismos no estan totalmente estudiados, sin embargo se ha demostrado que la
interaccion HMGB1-TLR4 previene la degradacion acelerada de la carga fagocitica dentro de
las iDCs, permitiendo asi un éptimo procesamiento de los antigenos tumorales®®. Ademas, se
ha estudiado que la presentacion cruzada de antigenos derivados de células tumorales, por
parte de las DCs a linfocitos T es dependiente de la interaccion HMGB1-TLR4 y el adaptador
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MyD88%.

[II) En modelos in vitro se ha demostrado que las DCs tratadas con HMGB1 incrementan su
grado de maduracion, es decir “expresan” CD83, un marcador de maduracion de DCs, ademas
se aumenta la expresion de moléculas de superficie necesarias para la presentacion de

antigenos, tales como CD80, CD86 y moléculas del MHC de clase 11°’.

V) También se ha estudiado que la proteina HMGB1 puede incrementar la secrecion de
citocinas pro-inflamatorias tales como, interleucina-12, IL-6, IL-1a, IL-8, TNF-a y RANTES®. La

expresion de estas citocinas es dependiente de la via MAPK p38°°

V) Dentro de las principales funciones de la proteina HMGB1 en contra del tumor, se encuentra
la polarizacion de la respuesta inmune hacia el tipo Th1, mediante la induccion de la secrecién
de IL-12 por parte de las células dendriticas maduras, y de IL-2 e INF-y por las células T.
Ambos eventos contribuyen a la formacion de linfocitos T cooperadores y linfocitos T citotoxicos

en contra del cancer®®%.
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Antecedentes

Como se menciond, debido a su papel multifuncional la proteina HMGB1 tiene un rol

importante en distintas condiciones patoldgicas incluyendo el cancer*®48:54°,

Apetoh®®, Casares® y Tesniere”® han reportado que el efecto citotdxico de la quimioterapia y
radioterapia induce la exposicion y liberacion de un conjunto de moléculas llamadas alarminas,
entre ellas HMGB1. Este proceso de exposicion y liberacion de alarminas es llamado muerte
inmunogénica y se caracteriza por activar tanto a la respuesta inmune innata como a la
adaptativa®. Posterior al tratamiento, la liberacién de la HMGB1 se da en forma aguda y en
concentraciones mayores a las condiciones sin tratamiento debido a la destruccion de las

células tumorales sensibles a los farmacos quimioterapéuticos.

El aumento en la expresion de HMGB1 se ha reportado en casi todos los tipos de tumor,
apoyando la hipdtesis de que HMGB1 es una sefial de peligro®. Dentro de nuestro grupo de
trabajo se ha observado en cortes histologicos provenientes de biopsias que en las células del
epitelio pulmonar bronquial normal, asi como en la region alveolar cercana al tumor la
distribucion de HMGB1 es a nivel nuclear, mientras que en las células de adenocarcinomas
pulmonares la distribucion de HMGB1 fue, en la mayoria de los casos, en el citoplasma o en el
nucleo y citoplasma de las células tumorales’®. Asi mismo, la adicién de cisplatino a las lineas

tumorales de adenocarcinoma induce la apoptosis y la liberacion de HMGB1"".

Niveles séricos de HMGB1 reportados en distintos tipos de cancer

En biopsias de pacientes diagnosticados con adenocarcinoma gastrico, se ha observado que
los niveles de la proteina HMGB1, medidos por tincion inmunohistoquimica, se encuentran
elevados cuando se les compara con tejido normal de sujetos sanos’'. Ademas, se ha
observado que dicho aumento puede ser un marcador de buen prondstico en los pacientes que
han recibido cirugia y quimioterapia adyuvante. En los pacientes con cancer gastrico que
recibieron quimioterapia dicho aumento en la expresion de la HMGB1 se asocia de manera
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positiva con la sobrevida libre de cancer’®’".

En pacientes con cancer cervicouterino se ha observado que los niveles séricos de la HMGB1
se encuentran elevados en comparacion a sujetos sanos, y este incremento en las
concentraciones séricas de la HMGB1 es un marcador util para evaluar el peor pronostico de la

enfermedad en términos de recurrencia y metastasis’°.

Cheng74 y colaboradores reportaron que en pacientes con diagnostico de cancer hepatocelular
sin tratamiento, los niveles séricos de la HMGB1 estan significativamente mas elevados en
comparacioén con los niveles séricos de pacientes con cirrosis hepatica, hepatitis cronica y
sujetos sanos; por lo que sugieren que el incremento en los niveles séricos de la HMGB1
puede ser un marcador util para evaluar el estadio del tumor, ademas de que se puede asociar

a un mal pronéstico de la enfermedad’™.

En cancer pulmonar existen pocos reportes acerca de la cuantificacion a nivel sérico en
pacientes con diagnostico de cancer pulmonar. Se ha reportado que los niveles séricos de la
HMGB1 estan significativamente mas elevados en pacientes con cancer pulmonar en
comparacidén con pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y sujetos
normales sanos. Ademas, los investigadores proponen que la proteina HMGB1 puede ser un
marcador clinico util para evaluar la progresion del cancer de pulmén en pacientes que no han

recibido tratamiento’®,
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Justificacion

A nivel mundial, el cancer pulmonar es el tumor de mayor incidencia, hasta 2008 habia un
estimado de 16.1 millones de nuevos casos, que representaron el 16.5% de todos los casos
nuevos de cancer en el mundo'®. También es el de mayor mortalidad, con 1.38 millones de
muertes (22.5% del total). En nuestro pais, el cancer pulmonar ocupa los primeros lugares en
incidencia y mortalidad en relacion al cancer. Anualmente diez mil mexicanos reciben un
diagnostico de esta enfermedad, los cuales en su mayoria son detectados en etapas
avanzadas de la enfermedad. La HMGB1 se expresa en todas las células del cuerpo y su
funcion a nivel nuclear es facilitar la union de factores de transcripcion al DNA, participar en la
remodelacion de nucleosomas y participar en procesos de reparacion del DNA®. La muerte
inmunogénica provocada por la quimioterapia puede inducir la liberacion de HMGB1 al medio;
posterior a esto, la interaccion entre la HMGB1 liberada con el TLR4 presente en células
dendriticas es necesaria para el procesamiento y presentacion cruzada de antigenos tumorales
y para el desarrollo de respuestas tipo células T especificas en contra del tumor. Varias lineas
de investigacion han reportado que la HMGB1 puede ser un adyuvante durante el tratamiento
en contra del cancer y puede ser un factor prondstico de la enfermedad, por lo que resulta
importante realizar investigaciones que relacionen los niveles séricos de la proteina HMGB1
con parametros clinicos de pacientes, tales como sobrevida y calidad de vida. Investigar el tipo
de relacion que exista entre estos parametros y los niveles séricos de la HMGB1 contribuira a

un mayor conocimiento del cancer.
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Hipotesis

La quimioterapia destruye células tumorales, entonces estas liberaran HMGB1, esta alamina
sera cuantificada, y las variaciones de HMGB1 durante la quimioterapia se podran relacionar

directamente con la sobrevida de los pacientes con cancer pulmonar.
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Objetivo General

Cuantificar la molécula HMGB1 a nivel sérico en pacientes con cancer pulmonar, antes,
durante y después de la quimioterapia convencional y correlacionar los niveles con la sobrevida

de los pacientes

Objetivos Particulares

i) Determinar la concentracion de la HMGB1 en el suero de pacientes con cancer

pulmonar que se encuentran bajo tratamiento con quimioterapia convencional

ii) Estudiar el efecto de la quimioterapia en los niveles séricos de la HMGB1 de los

pacientes a lo largo del régimen quimioterapéutico
iii) Determinar si existe una asociacion entre los niveles séricos de HMGB1 y la

sobrevida en pacientes con cancer pulmonar y si puede ser un biomarcador de

respuesta al tratamiento quimioterapéutico
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Materiales y Métodos

Material Bioldgico

Grupo de estudio: Controles Sujetos Sanos

El estudio incluyé un total de 13 sujetos fumadores y 9 sujetos no fumadores designados como
grupos controles.

Los criterios de inclusion para los sujetos control fueron, en el caso de sujetos fumadores que
fueran: sujetos con nacionalidad mexicana y una edad entre 40 y 60 afos, fumadores pesados
(IT >2.5); es decir, que consuman una 0 mas de una cajetilla diaria de 20 cigarrillos y que
aceptaran proporcionar una unica muestra sanguinea.

Los sujetos no fumadores fueron: voluntarios sin ninguna enfermedad de tipo aguda o crénica,
de nacionalidad mexicana con una edad entre 40 y 60 afios, sin consumo de tabaco y que
aceptaran proporcionar una unica muestra sanguinea.

Las caracteristicas de los grupos control se resumen en la tabla Il.

Grupo de estudio: Pacientes

El estudio incluy6 un total de 42 pacientes con diagnostico de cancer pulmonar provenientes
del servicio de neumo-oncologia del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER).
Los pacientes se incluyeron cuando eran candidatos a la quimioterapia de 12 linea. De los 42
pacientes con cancer pulmonar 31 fueron diagnosticados con adenocarcinoma pulmonar
primario (estadio clinico Ill y IV) y 11 con mesotelioma (estadio clinico Il y IV). El diagnostico se
realizé por el servicio de patologia empleando el material de biopsia pulmonar. El estado clinico
incluyé examen clinico, radiografia de térax estandar, tomografia axial computarizada de térax,
abdomen y cerebro, broncoscopia y escaneo de huesos. El estadio de cancer pulmonar se
realizé de acuerdo al sistema de clasificacion internacional TNM.

Los criterios de inclusion para el estudio, en el caso de los pacientes fueron: pacientes con

nacionalidad mexicana y mas de 18 afos, que presenten un diagndstico confirmado de cancer

pulmonar primario, que fueran candidatos a la quimioterapia y que hayan leido, aceptado y
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firmado el consentimiento informado para proporcionar una muestra sanguinea antes de la
administracion del primer ciclo de tratamiento (tiempo cero), una muestra al tercer ciclo y una

muestra al sexto ciclo de tratamiento.
Los criterios de exclusion del estudio fueron: pacientes con cancer pulmonar de origen
desconocido, con historial de otro cancer (No primario de pulmén), con nacionalidad extranjera

y que por su estado de salud no les sea posible proporcionar una muestra sanguinea.

Los criterios de eliminacion de muestras fueron: pacientes que no terminaron la primera linea

de tratamiento. Las caracteristicas de los pacientes se resumen en la tabla .

Tabla Il. Grupos de estudio.

Grupo Analizado Diagndstico n Rango de Edad
Controles Fumadores 13 50-60 afios
(Sujetos sanos) media: 53 afos
(n=22) No Fumadores 9

Sexo:

Mujeres (n=11)
Hombres (n=11)

Pacientes Adenocarcinoma 31 34-80 afios
(n=42) media: 59 anos

Mesotelioma 11
Caracteristicas del grupo:

a) Estadio: lIB-IV

b) Karnofsky: 80-90%

c) Sexo: Mujeres (n=23)/ Hombres (n=19)

d) Tratamiento administrado: 1)CDDP/ Paclitaxel (n=14)
2)CDDP/ Vinorelbine (n=14)
3)CDDP/ Pemetrexed (n=14)

*CDDP= Cisplatino
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De cada sujeto del grupo control incluido en el estudio se recolectd6 una muestra de sangre
periféerica (15mL con anticoagulante EDTA). De cada paciente en tratamiento
quimioterapéutico, que consiste en seis ciclos (uno cada tres semanas) de cisplatino mas otro
farmaco quimioterapéutico, se recolectaron muestras sanguineas a los siguientes tiempos:
antes de la administracion del primer ciclo (tiempo cero), del tercer y del sexto ciclo de la

quimioterapia.

Las muestras fueron procesadas empleando un gradiente de Ficoll (Lymphoprep™)1:1 con la
muestra sanguinea, el gradiente se centrifugé a 1500 r.p.m durante 30 minutos. El plasma se
recolecto y centrifugd nuevamente a 1800 r.p.m para eliminar las células que pudiesen haberse
arrastrado de la capa de células mononucleares. El plasma se congel6 a -30°C para su
posterior empleo en la determinacion de HMGB1 mediante ELISA.

Ensayo inmuno-enzimatico tipo sandwich (ELISA)

Principio del método

Para la determinar la concentracion de la HMGB1 se empleo6 el kit comercial HMGB1 ELISA
(HMGB1 Elisa Kit I, Shino-Test Corp., Japan), el cual es un ensayo inmuno-enzimatico tipo
sandwich. Los pocillos de la microplaca estan recubiertos con un anticuerpo anti-HMGB1
purificado. La HMGB1 presente en las muestras se une especificamente al anticuerpo
inmovilizado y es reconocido por un segundo anticuerpo marcado con una enzima. Después de
la reaccién con el sustrato, la concentracién de HMGB1 es determinada por la intensidad del

color.

Procedimiento del ensayo

Curva estandar

A partir de una solucion stock de HMGB1 a la concentraciéon de 320 ng/mL se realizaron
diluciones seriadas para obtener un rango de concentraciones de 0 a 10 ng/mL para emplearse

como curva estandar. La sensibilidad del ensayo fue de 0.2 ng/mL de HMGBH1.
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Cuantificacion de la proteina HMGB1 en plasma

Procedimiento del ensayo:

1. Se colocaron 50 yL de buffer diluyente en todos los pocillos de la placa recubierta con el
anticuerpo policlonal a-HMGB1.

2. A cada pocillo se agregaron 50 uL del control positivo (HMGB1 de cerdo), asi como de cada
dilucion de la curva estandar de HMGB1 y de cada una de las muestras de plasma de
pacientes y de los sujetos del grupo control. La determinacion se realizé por duplicado. La
placa se agitdé suavemente por 30 seg y posteriormente se incubo por 21 h a 37°C en camara
humeda.

3. Se descartd la solucion y la placa se lavd cinco veces con 400 puL de buffer de lavado
conteniendo 0.5 % de Tween 20. Se removio el exceso de solucidn colocando la placa en una
toalla de papel absorbente.

4. Se colocaron 100 pL del anticuerpo secundario a-HMGB1 acoplado a peroxidasa en cada
uno de los pocillos de la placa y se incubd por 2 h a 25°C.

5. Se removio la solucién y la placa se lavdé como se mencion6 anteriormente.

6. Se colocaron 100 pL de la solucién de color (3,3',5,5'-tetrametil-bencidina en un buffer con
H20O2 al 0.005 mol/L) en todos los pocillos de la placa y se incubd por 30 min a temperatura
ambiente.

7. La reaccion colorida se detuvo afiadiendo 100 uL de solucion de paro (H.SO4 0.35 M) en
todos los pocillos de la placa.

8. Se determino la absorbancia a 450 nm con el equipo Multiskan Ascent y el software Ascent
Software y a partir de la curva estandar se extrapolaron las absorbancias obtenidas de los
plasmas de los pacientes y sujetos control para obtener las concentraciones de la molécula
HMGB1.

Analisis Estadistico
Una vez recogida y analizada, la informacion se almacend en una base de datos generada en
Bento 3 version 3.06 (FileMaker, Inc., USA). Para su procesamiento se empled el paquete
estadistico Prism 5.0a (Graphpad Soft Inc., CA, USA). Las variables analizadas fueron:

a) Concentracion sérica de HMGB1 en pacientes y grupos control.

b) Analisis de sobrevida de los pacientes con cancer pulmonar.
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a) Concentracion de HMGB1

La primera fase del analisis fue descriptivo: se us6 la media, mediana, promedios y desviacion
estandar para la determinacién de las caracteristicas cada grupo en el estudio. Una vez
obtenidas las caracteristicas de los grupos casos y controles, se empled como prueba
estadistica para analizar la normalidad de los datos de cada grupo, la prueba de D’Agostino-
Pearson. Cuando las variables de cada grupo tenian una distribucion normal se utilizaron las
pruebas estadisticas t de Student, Tukey o ANOVA para analizar los promedios de cada grupo.
En los casos en que las variables no tenian una distribucion normal, se utilizaron las pruebas

estadisticas no paramétricas Mann-Whitney, Dunns o Kruskal-Wallis.

b) Curvas de Sobrevida

Las curvas de sobrevida fueron generadas utilizando el método de Kaplan-Meier y la diferencia
significativa fue determinada por la prueba log-rank (Mantel-Cox) usando el software Prism
5.0a. Para el analisis de sobrevida, la concentracion sérica de la HMGB1 en los pacientes fue
dividida en dos grupos: Grupo A presentd un incremento en la concentracién de la HMGB1 al
final del tratamiento y Grupo B donde la concentracion de la HMGB1 se mantuvo y/o disminuyo
al final de la quimioterapia.

ASPECTOS ETICOS DEL ESTUDIO

Toda la informacion obtenida procede de aquellos sujetos que expresamente dieron su
consentimiento firmado tras la exposicion de los objetivos del estudio.

Toda la informacién recogida es estrictamente confidencial y de exclusivo manejo por parte del
grupo investigador. Los resultados son expresados de manera estratificada o global sin
distincion de personas.
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Resultados

1. Niveles séricos de HMGB1 en los grupos control

La concentracion media de los valores séricos de HMGB1 determinada en los sujetos control
fue de: 2.89 + 0.31 ng/mL para el grupo de fumadores y de 2.16 + 0.11 ng/mL para el grupo de
no fumadores. Con el fin de conocer qué efecto tiene el habito tabaquico sobre las
concentraciones séricas de la HMGB1 se realizé un analisis estadistico comparando ambos
grupos. El resultado de este analisis indica que los valores séricos de la HMGB1 del grupo de
fumadores son significativamente mayores a los niveles de los no fumadores, tal como se

aprecia en la figura 6.

HMGB1 ng/mL

T T T T R
"
"

Figura 6. Concentracion sérica de HMGB1 en los grupos control: fumadores y no
fumadores. Se indica la media * desviacion estandar.
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2. Niveles séricos de HMGB1: grupo control vs pacientes

Con el propdsito de conocer los niveles séricos de la HMGB1 en los pacientes con cancer
pulmonar se analizaron sus concentraciones al tiempo cero de tratamiento (TO), es decir,
pacientes con diagnostico confirmado pero sin tratamiento quimioterapéutico. Estos datos se
compararon con los sujetos control (grupo de fumadores y grupo de no fumadores).

Para este analisis se realizo la prueba estadistica de Kruskal Wallis y la prueba de Dunn. Los
resultados obtenidos al comparar a los pacientes con cancer pulmonar (Figura 7) de acuerdo al
tipo histologico con el grupo de fumadores muestran que no existieron diferencias significativas
entre los niveles séricos de pacientes en base a los tipos histologicos estudiados al tiempo cero
y los sujetos fumadores. Sin embargo, en estos ultimos los niveles séricos de HMGB1 tienden a

ser mayor en pacientes.

4-

HMGB1 ng/mL
b

Figura 7. Comparacién de los niveles séricos de HMGB1 entre los pacientes en base al
diagnodstico al tiempo cero, contra los niveles séricos de los sujetos fumadores y no
fumadores. Se indica la media % la desviacion estandar. NS= valor de p no significativo.
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De igual manera se analiz6é por una prueba estadistica de Kruskal Wallis y la prueba de Dunn,
que no existen diferencias significativas entre los niveles séricos de los sujetos no fumadores y
los niveles séricos de los pacientes previo al tratamiento en base al diagnostico de

adenocarcinoma y al diagnéstico de mesotelioma como se muestra en la figura 7.

3. Niveles séricos de HMGB1 a lo largo del tratamiento de los pacientes con
cancer pulmonar

Para estudiar si en los pacientes con cancer pulmonar la quimioterapia modifica los niveles
séricos de HMGB1, se cuantifico la concentracion sérica de HMGB1 al tiempo cero, al 3° ciclo y
al sexto ciclo. La media de los valores séricos de la HMGB1 obtenidas al tiempo cero, tercer y
sexto ciclo del tratamiento fue de 2.27 + 0.22 ng/mL, 2.48 + 0.22 ng/mL y 2.69 + 0.22 ng/mL,

respectivamente (Fig 8).

La prueba de normalidad realizada a los datos demostré que estos no seguian una distribucidn
normal, por lo que para el analisis estadistico se empleo la prueba de Kruskal Wallis, seguida
de la prueba de comparacién multiple de Dunn. El analisis estadistico de estos datos indic6 que
no existen diferencias significativas entre las concentraciones séricas de HMGB1 con respecto

al ciclo de tratamiento, como se muestra en la figura 8.
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No se encontraron diferencias significativas en los niveles séricos de HMGB1 de los pacientes
con cancer con respecto al ciclo de tratamiento.
Por lo que se decidi6 estratificar los valores séricos de HMGB1 en base al diagndstico, es decir

en los adenocarcinoma pulmonares y los mesoteliomas, como se muestra a continuacion:

3.1 Concentracién sérica de HMGB1 a lo largo del tratamiento de los
pacientes con diagndéstico de adenocarcinoma
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Figura 9. Concentracion sérica de HMGB1 a lo largo del tratamiento en pacientes con
diagnostico de adenocarcinoma pulmonar. Se indica la media £ la desviacion estandar. NS=
Valor de p no significativo. s/QT= Tiempo cero, antes de la administracion del 1° ciclo de
quimioterapia.

En los pacientes con diagnostico de adenocarcinoma pulmonar, la concentracion media de la

alarmina HMGB1 al tiempo cero (T0), tercer y sexto ciclo de tratamiento fue de 2.3 + 0.26
ng/mL, 2.2 + 0.41 ng/mL y 2.87 + 0.28 ng/mL, respectivamente. Ver figura 9.
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Estos datos siguen una distribucién normal, por lo que para analizar las concentraciones de
HMGB1 a lo largo de la quimioterapia se procedi6 a realizar un analisis de varianza (ANOVA) y
una prueba de comparacién multiple de Tukey.

El analisis estadistico de los niveles séricos de HMGB1 en base al diagnéstico y ciclo de
tratamiento reveld6 que no existen diferencias significativas entre las concentraciones de

HMGB1 entre los ciclos a lo largo del tratamiento.

3.2 Concentracién sérica de HMGB1 a lo largo del tratamiento de los
pacientes con diagndstico de mesotelioma
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Figura 10. Concentracion sérica de HMGB1 a lo largo del tratamiento en pacientes con
diagnostico de mesotelioma. Se indica la media £ la desviacién estandar. NS= valor de p no
significativo. s/QT= Tiempo cero, antes de la administracion del 1°' ciclo de quimioterapia.

En el caso de los pacientes con diagndstico de mesotelioma, la concentracion media de la
alarmina HMGB1 al tiempo cero (T0), tercer y sexto ciclo de tratamiento fue de 2.19 + 0.36
ng/mL, 2.36 £ 0.29 ng/mL y 2.27 + 0.30 ng/mL, respectivamente. Ver figura 10.
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Estos datos no siguen una distribucién normal, por lo que para analizar las concentraciones a
lo largo de la quimioterapia se procedio a realizar la prueba estadistica de Kruskal Wallis y la

prueba de comparacion multiple de Dunn.

El analisis estadistico de los niveles séricos de HMGB1 en base al diagnéstico y ciclo de
tratamiento revelé que no existen diferencias significativas entre las concentraciones de

HMGB1 entre los ciclos a lo largo del tratamiento.

3.3 Concentracion sérica de HMGB1 a lo largo del tratamiento en base al
tratamiento administrado

Debido a que no se encontraron diferencias entre los niveles séricos de HMGB1 en base al
ciclo de tratamiento y diagnostico de los pacientes, procedimos a estudiar el efecto de la
combinacion quimioterapéutica como primera linea de tratamiento en los pacientes con cancer
pulmonar. Las combinaciones administradas fueron: cisplatino mas paclitaxel, cisplatino mas

pemetrexed y cisplatino mas vinorelbine. Los resultados se muestran en la figura 11.
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Paclitaxel Pemetrexed Vinorelbine
CDDP CDDP CDDP

Figura 11. Concentracion sérica de HMGB1 al inicio y final de la combinacion
quimioterapéutica administrada como primera linea de tratamiento. Se indica la media % la
desviacion estandar. NS= valor de p no significativo.
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La media de los valores séricos de HMGB1 obtenidas al inicio y final del tratamiento fueron:
para la combinacion CDDP vy paclitaxel 1.94 £ 0.25 ng/mL y 2.63 = 0.27 ng/mL,
respectivamente. Para la combinacion con el pemetrexed 1.74 + 0.32 ng/mL y 2.06 + 0.19
ng/mL, respectivamente y para el CDDP con vinorelbine 2.09 + 0.41 ng/mL y 2.52 + 0.45
ng/mL. No existieron diferencias significativas entre los niveles de mostrados por los pacientes

tratados con distintas combinaciones quimioterapéuticas.
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4. Incremento y disminucion en los niveles séricos de HMGB1 al final de Ia
quimioterapia

Con base al estudio de los niveles séricos de la HMGB1 a lo largo del régimen
quimioterapéutico se observd que en algunos pacientes, las concentraciones séricas de la
HMGB1 en algunos pacientes exhiben una tendencia a incrementar al final de la quimioterapia,
en base a lo anterior la concentracion sérica de la HMGB1 fue dividida en dos grupos: el grupo
de pacientes que presentd un incremento en la concentracion de la HMGB1 al final del
tratamiento (Grupo A) y el grupo de pacientes cuya concentracion de la HMGB1 se mantuvo
y/o disminuy¢ al final de la quimioterapia (Grupo B). El analisis realizado y las concentraciones
se muestran en la tabla Ill. Mediante el analisis estadistico realizado (el cual consistiéo en una
prueba de t de Student) se encontré que tanto el incremento como la disminucion de los niveles
séricos de HMGB1 al final del tratamiento presentan una diferencia significativa con respecto al
inicio de la quimioterapia (p <0.0001 y 0.0098, respectivamente).

Tabla Ill. Analisis del incremento (Grupo A) o disminucién (Grupo B) al final del tratamiento en

la concentracion de HMGB1.

Grupo n HMGB1 (ng/mL) + Desv est
Inicio 1.72+0.14
A 25 <0.0001
Final 3.01 £0 .22
Inicio 2.62 +0.29
B 17 0.009
Final 1.85+0.18
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4.1 Sobrevida de los pacientes en base al incremento o descenso en la
concentracién de HMGB1 al final del tratamiento quimioterapéutico

La sobrevida de los pacientes se asocio a los dos grupos propuestos en el punto 4.0: grupo A
presentd un incremento en la concentracion de la HMGB1 al final del tratamiento y grupo B la
concentracion de la HMGB1 se mantuvo y/o disminuyo al final de la quimioterapia. De este
analisis se encontr6 que, un aumento en los niveles séricos de HMGB1 al final de la
quimioterapia se relaciona con un mejor tiempo de sobrevida media (22 meses) para los
pacientes. Contrario a ésto, una disminucidn de dichos niveles al final del tratamiento se
relaciona con menor tiempo de sobrevida media (11 meses) en los pacientes tal y como se
ilustra en la figura 12. El aumento en la sobrevida es significativo (p=0.045) y el 95 por ciento

de intervalo de confianza abarca el 90 por ciento de nuestros resultados.
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Figura 12. Curva de sobrevida en base a un incremento (Grupo A) o descenso (Grupo B)
de los niveles séricos de la alarmina HMGB1 determinada en los pacientes al final de la
quimioterapia.
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Discusion de resultados

En modelos animales con distintos tipos de cancer se ha demostrado que el tratamiento con
radioterapia o distintos compuestos empleados en la quimioterapia, induce la muerte de las
células malignas. Estudios recientes demuestran que durante el proceso de muerte celular, se
re-localizan y liberan una serie de moléculas denominadas DAMP’s. Uno de los DAMP’s mas
estudiados es la molécula HMGB1, la cual en el presente trabajo, se cuantifico a nivel
plasmatico en los pacientes con cancer pulmonar que recibieron quimioterapia paliativa y su

concentracion se correlaciono con la sobrevida de los pacientes.

El grupo de sujetos fumadores presentd un ligero incremento no significativo de HMGB1 con
respecto al grupo de sujetos no fumadores. El grupo de Ferhani y col. ha reportado que en
lavados bronquioloalveolares (LBA) de sujetos fumadores, la HMGB1 se encuentra dos veces
mas elevada con respecto a LBA provenientes de sujetos no fumadores, la inflamacion crénica
causada por el habito tabaquico pudiera ser responsable de dicho incremento. En nuestro
estudio, la HMGB1 detectada a nivel sistémico pudiera provenir de la producida localmente,
que al entrar al torrente sanguineo disminuye su concentracion; lo anterior puede explicar el

aumento de HMGB1 no significativo detectado en los sujetos fumadores.

Cuando se compararon los niveles plasmaticos de HMGB1 de los pacientes con cancer
pulmonar previos al tratamiento con los grupos control (sujetos sanos fumadores y no
fumadores) no se encontraron diferencias significativas. A pesar de que los pacientes con
diagnostico de cancer pulmonar tenian una historia de fumadores pesados la concentracion
plasmatica de HMGB1 fue similar a la del grupo no fumador. Lo anterior puede deberse a la
actividad pro-tumoral de HMGB1. En este sentido HMGBH1, liberada por el tumor o por las
células del estroma, puede unirse al receptor RAGE expresado por las células tumorales para
favorecer su proliferacion y progresion. Lo anterior, llevaria a que se encontrara una
disminucion de HMGB1 a nivel sistémico comparado con el grupo de sujetos fumadores.
Naumnik y col. encuentra concentraciones séricas de HMGB1 muy similares entre los sujetos
no fumadores y los pacientes con NSCLC previo al tratamiento; sin embargo, su estudio carece
de un grupo de sujetos fumadores’”.
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A nivel sanguineo se ha determinado la concentracion de HMGB1 en cancer hepatocelular,
mesotelioma y de cabeza y cuello encontrando que estas correlacionan positivamente con un

mal prondstico de la enfermedad® ">,

Los pacientes con cancer pulmonar reclutados en este trabajo se encontraban en estadios
avanzados de la enfermedad. En estas etapas, el tratamiento es la quimioterapia a base de
cisplatino en combinacion con otro farmaco, como el paclitaxel, el vinorelbine o el pemetrexed.
Dicha combinacion de farmacos se administra por un periodo de seis ciclos (un ciclo cada 3
semanas). Durante este lapso, se cuantifico la HMGB1. Las concentraciones plasmaticas de
HMGB1 al inicio del tratamiento (Ty), antes del tercer ciclo (T1) y antes del sexto ciclo (T3) no
presentaron diferencias significativas. Naumnik y cols. no encuentran cambios en la HMGB1 al

comparar su concentracion sérica de manera previa y posterior al tratamiento’”.

En nuestro estudio, el farmaco asociado al cisplatino, no incidid en la concentracion de
HMGB1, a pesar de detectarse un incremento no significativo al final del tratamiento con

cualquier combinacién.

Al relacionar la sobrevida total de los pacientes con la concentracién plasmatica de HMGB1, se
observo que los pacientes con mayor sobrevida correlacionaban con incremento plasmatico de
HMGB1. En contraste, los pacientes con menor sobrevida presentaron una disminucion de
HMGB1. El cambio en la concentracion de HMGB1, en ambos casos, mostré diferencias

significativas.

Aunque es necesario realizar otra serie de estudios clinicos de gabinete (tomografia) asi como
determinaciones inmunoldgicas, estos resultados sugieren que el tratamiento elimina a una
parte de las células tumorales. También sabemos por estudios hechos en nuestro grupo de
trabajo’®, que la molécula HMGB1 se localiza en el citoplasma y nucleo de células tumorales de
adenocarcinoma pulmonar antes del tratamiento. Estas células al morir liberan HMGB1 lo que
se refleja como un incremento de HMGB1 al final del tratamiento. En consecuencia, la

disminucién de la masa tumoral incrementa la sobrevida del paciente. De manera contraria, si
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el tratamiento no induce la muerte de las células tumorales, no se liberara HMGB1 y por lo

tanto la sobrevida del paciente disminuira.
A pesar de que se requieren un mayor numero de estudios, los resultados iniciales nos

permiten proponer a la proteina HMGB1 como un marcador asociado a la respuesta al

tratamiento.
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Conclusiones

Se logré cuantificar los niveles séricos de la proteina HMGB1 en una poblacién de pacientes
con cancer pulmonar antes y a lo largo de la administracion de un tratamiento
quimioterapéutico para conocer los cambios a nivel sérico de esta proteina a consecuencia de

la quimioterapia.

Nuestra poblaciéon de pacientes con cancer pulmonar presentd niveles séricos de HMGB1
similares antes y a lo largo de todo el tratamiento quimioterapéutico, sin embargo se observo
que en todos los analisis realizados se presenta una tendencia a incrementar en los niveles

séricos de HMGB1 a lo largo de la quimioterapia.

Al realizar una estratificacion de los niveles séricos de HMGB1 en base a un incremento o un
descenso a lo largo del tratamiento quimioterapéutico y correlacionar estos cambios con la
sobrevida de los pacientes, se encontré que el incremento en la concentracién sérica de
HMGB1 a lo largo del tratamiento se correlaciona directamente con un incremento en la
sobrevida de los pacientes, mientras el descenso en la concentracion sérica de HMGB1

durante el tratamiento se correlacioné con un menor tiempo de sobrevida.

Este trabajo sugiere que la cuantificacion de los niveles séricos de la proteina HMGB1
proporciona informacién acerca de la efectividad del tratamiento.
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Perspectivas

Ya que se observa un incremento de HMGB1 es necesario evaluar si éste se asocia con un
incremento en la respuesta inmune antitumoral. Lo anterior tiene como base los reportes que
indican que HMGB1 activa la respuesta inmune innata, actuando principalmente en las células
dendriticas para estimular la respuesta inmune antitumoral adaptativa.
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