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M. RESUMEN.
El cancer de pulmon (CP) es la principal causa de muerte por cancer en el mundo; el cual

puede entenderse como una alteracion funcional sistémica del organismo. El cancer se
presenta con una enorme variabilidad en los patrones de severidad, estabilidad y duracion
en los ritmos fisiolégicos, que estan asociados a la enfermedad y pueden estar
involucrados en su patogénesis. El estudio del cancer se ha dirigido al campo de la
deteccién temprana y prediccidén del avance de la enfermedad (biomarcadores), debido a

que brindan informacion del curso y consecuencias de la enfermedad.

Se ha demostrado la presencia, importancia y correlacion clinica de diversas citocinas
individuales en CP. Sin embargo, no se han desarrollado modelos que permitan generar
patrones prondsticos o de supervivencia de utilidad clinica que integren los valores de
varias citocinas de manera simultanea. La mineria de datos es una herramienta
estadistica avanzada para el analisis de las grandes bases de datos, generados por el
estudio bioldgico del cancer. Esta herramienta puede ser usada para descubrir patrones
entre los datos, formando distintos grupos de pacientes en base a los distintos parametros
analizados. El analisis por mineria de datos de las citocinas es una fuente altamente
significativa y relevante de datos, que permite la clasificacion y predicciéon de
supervivencia de los pacientes, con el fin de poder discernir el significado de las

diferencias en la variabilidad de los signos bioldgicos en diferentes grupos de pacientes.

El objetivo del proyecto fue cuantificar los valores absolutos de las citocinas (IL-1p, IL-6,
IL-8, IL-12p70; TNF, IL-2, IFN-y, IL-4, IL-10, IL-17a, IL-27, IL-29, IL-31 e IL-33) secretadas
a torrente sanguineo, en 110 pacientes con CPCNP sin tratamiento previo y 25 sujetos
sanos (control), mediante inmunoensayos de deteccion multiple asociados a perlas por
citometria de flujo Cytometric Bead Array (CBA por sus siglas en ingles) y kits de ELISA.
Los resultados se analizaron por mineria de datos con los algoritmos K-means, EM
(Expectation-Maximization) y J48. El analisis arrojé 3 grupos de pacientes definidos por
una serie de reglas, en patrones definidos que correlacionaron con la sobrevida global
(SG) de los pacientes. Los pacientes del cluster 1, no alcanzaron la mediana de
sobrevida, en tanto, los del cluster 2 y 3 presentaron una mediana de 16.9 meses [13.1-
20.6] y 5.1 meses [0.9-9.2 meses] respectivamente con una P=0.0012. Por lo que este
analisis permite por primera vez, proponer un patrén multiple de citocinas que puede ser
estandarizado y utilizado como criterio complementario de diagndstico e inmunoterapia

dirigida en pacientes con CP.
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IV. INTRODUCCION.

El estudio de la biologia se ha basado en multiples ocasiones sobre su metodologia de
estudio en planteamientos reduccionistas; lo cual ha conllevado a diversas consecuencias
que impiden el entendimiento y el correcto estudio de las entidades y procesos biolégicos.
Ahora sabemos que las entidades biolégicas son sistemas complejos, en los cuales el
total no es igual que la suma de sus partes y las propiedades de un sistema son distintas
de las de sus componentes. Aunque de ellas dependen de la integridad del todo, siendo
que las propiedades sistémicas desaparecen cuando el sistema se rompe, como ocurre

con alguna enfermedad [1].

Debemos de entender a las entidades biologicas, como sistemas complejos vivos. Que
estdn compuestos por una serie de elementos que lo integran y que se encuentran
altamente relacionados unos con otros; estableciendo un sistema de conexidén en red.
Dichas relaciones no deben ser entendidas como competencias, ni como cooperaciones,
ya que estos son términos subjetivos, definidos por la propia racionalidad humana. Sino
que deben ser entendidas como simples interconexiones que favorecen y promueven el
correcto funcionamiento global de todos los mdédulos. Obteniéndose asi una de las
propiedades fundamentales. “Los sistemas complejos no son reducibles a las propiedades
iniciales o de las partes integrantes”. Por tanto, el caracter principal del comportamiento

del sistema es de tipo integrador.

Este caracter integrador permite la correcta integracién de todas las partes constitutivas
para conseguir el orden y la estabilidad final del sistema. Posee de hecho, un significado
contrario al que establecemos por la denominacion de caracter competitivo, el cual
promueve las relaciones antagénicas 6 de rivalidad entre las partes. Este tipo de
relaciones son causantes de la pérdida de actividad o funciéon de algunos de los de los
mddulos o elementos modulares constitutivos. Impidiendo asi su correcta integracion y
produciendo la perdida de estabilidad u orden sistémico [1]. Generando la desintegracion
de un sistema multinivel que puede producirse como consecuencia de la desregulacién en

el nivel de comunicacion.
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En base a esto, el crecimiento anormal de las células individuales (cancer) podria ser el
resultado de la pérdida de las cantidades 6ptimas de comunicacién (excesiva, disminucion

e interrupcién) entre los subsistemas en el mismo nivel o en una red celular [2].

La desorganizacion y el desorden en los sistemas biologicos, son manifestaciones de un
fallo general del sistema y se encuentran en la raiz de un traumatismo agudo, las
enfermedades y la senescencia. Esta observacion debe ser entendida en el contexto de
que el trastorno bioldgico es el fin de un trastorno funcional (y a la inversa). Desde el
punto de vista termodinamico, si uno sigue el camino que conduce a la desorganizacion
del sistema, el resultado es inevitable. Se alcanza el estado terminal (muerte) cuando se
rompe o se llega a un desglose critico en la red de sefalizacién y conectividad, la cual
interactua a distintos niveles biolégicos (6rganos, tejidos, y procesos celulares). Por lo que
los cambios en las redes reguladoras comprometen el funcionamiento general del sistema

a tal grado que puede llevar a una muerte [3].

Debido a que las propiedades del sistema son resultado de las conexiones de sus partes
(siendo estas propiedades difieren entre si), cuando las propiedades del sistema son
destruidas por la enfermedad (cuando el sistema es diseccionado en elementos aislados)
el sistema cae. Por tanto, los sistemas complejos no son fragmentables y se caracterizan
por ser irreducibles. Sus relaciones causa-efecto se encuentran ligadas a multiples
variables, es decir, un efecto puede no tener siempre una misma causa y una misma

causa no tiene por qué dar lugar siempre a un mismo efecto [1].

El cancer puede entenderse como una alteracion funcional sistémica del organismo
humano, y se presenta con una enorme variabilidad en los patrones de severidad,
estabilidad y duracion. Los sistemas bioldégicos complejos se caracterizar por presentar
ritmos o ciclos medibles y objetivables. Los ritmos anormales estan asociados a la
enfermedad y pueden estar involucrados en su patogénesis, este fendmeno se denomina
“‘enfermedad dinamica”, y se observa cuando la suma total es superior a la suma de sus
partes [4]. La respuesta que monta el sistema inmune frente a una enfermedad como lo
es el cancer, es una respuesta sistémica biologica altamente compleja, tanto espacial
como temporalmente, cimentada en una red dinamica de proteinas (citocinas)

interconectadas, interdependientes, redundantes y pleiotrépicas [4].
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Se conoce y se reconoce la asociacion de las alteraciones de los ritmos fisioldgicos con la
presencia de enfermedad (cancer), siendo que la medicion de los valores absolutos de los
parametros clinicos (como la medicién de moléculas secretadas al medio intracelular y
torrente sanguineo por las células tumorales y células del sistema inmune), son una
fuente altamente significativa y relevante de datos sobre el estado de los pacientes, y que

nos permiten hacer una prediccion de la sobrevida de los pacientes [4].

Sin embargo, no hay estudios en los cuales evaluen varios analitos de manera
simultdnea en una muestra de sangre en pacientes con cancer de pulmén; ya que la
medicion de la variabilidad de estos datos ofrece una muy valiosa informacién adicional
conjuntandolo con una nueva herramienta estadistica como la mineria de datos. La cual
nos ayuda a identificar y discernir las diferencias en la variabilidad de los signos bioldgicos

en diferentes grupos de pacientes [4].

La identificacion de distintos grupos sobre los pacientes se debe a que los sistemas
bioldgicos estan definidos por una serie de cualidades bien establecidas, debido a su
complejidad y organizacién a multiples escalas y niveles. Cada grupo esta definido por un
conjunto de reglas propias que los diferencian de raiz, cuando se comparan con sistemas
que no poseen cierto atributo. Esto quiere decir que toda entidad biolégica en su
condicion de sistema complejo vivo, expresa una serie de caracteristicas unicas y

diferenciales [1].

Por lo que la definicion y evaluacion de grupos de pacientes en base a un perfil especifico
de proteinas solubles detectables en sangre (citocinas), asociadas con las caracteristicas
clinico-patoldgicas de los pacientes y su asociacion con la sobrevida global. Representa
una importante herramienta para analizar la red de interaccion de citocinas y asi identificar
subgrupos de pacientes con diferente pronédstico y también nuevos biomarcadores
potenciales en las estrategias terapéuticas, en particular en el enfoque de Ia

inmunoterapia.
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V. ANTECEDENTES.

1.1. Pensamiento sistémico.

Hacia la segunda mitad del siglo XIX, surge el pensamiento sistémico. Especialmente
entre los bidlogos, lo que trajo como consecuencia, la reflexion sobre las relaciones entre
las partes que componian un todo y la necesidad de reconocer que éste surgia como la
expresion de esas relaciones y no podia ser explicado desde el entendimiento de sus
partes. El pensamiento sistémico (Figura 1), holistico o integrador, se entiende como una

forma de apreciar la realidad que complementa el enfoque reduccionista tradicional [5].

( PENSAMIENTO SISTEMICO |

esta es una
abarca una

(Orientado a Examinar]

Vision Completa Amplia Variedad
de Multiples

Elementos

Interelacion

de an de
Objetos ’ / \
| . -
sus diversas
70 Interrelaciones
Tienen un Objetivo
Comun

Figura 1. Mapa mental del pensamiento sistémico., El pensamiento sistémico es el que se da en
un sistema de varios subsistemas o elementos interrelacionados. Intenta comprender su
funcionamiento y resolver los problemas que presentan sus propiedades. El pensamiento sistémico
facilita la claridad y modificacién de patrones.

El enfoque reduccionista, constituye una buena estrategia de estudio para hacer frente a
la complejidad de los sistemas, ya que el analisis fraccionado, partido o reducido, permite
transformar nuestro objeto de estudio en algo mas simple y accesible al entendimiento.
Sin embargo, el peligro de este enfoque no esta en la reduccién, si no que se puede
concluir erroneamente que las explicaciones obtenidas corresponden al objeto original;

siendo que lo analizado ya no es igual a lo que teniamos originalmente [5].
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Por otra parte la nocién de un sistema compuesto por elementos interdependientes ha
sido objeto de preocupacion humana y de investigacién durante siglos. EI hombre ha
explorado el sistema solar y las constelaciones desde la antigledad. Nosotros, como
especie, hemos luchado con el complicado conjunto de elementos interconectados que
controlan nuestro mundo interno y externo. Por lo que no es nuevo la aplicacién de los
sistemas de pensamiento y los principios de la ciencia de los sistemas generales a los

problemas en las ciencias de la vida [3].

En 1940 Ludwig von Bertalanffy inicia la construccion de una metadisciplina (teoria de
teorias) que denominé “Teoria General de los Sistemas” (TGS) (Figura 2), una propuesta
donde las matematicas tienen un papel importante para el manejo de la relaciones entre

las partes y las causalidades [5].

(Teoria General de Sistemas]

T se definie
\ como una\

es una es un tiene

=

[ciencia emergente) [estudio interdiciplinario]

|n|c1ado por

que observa que trata de
\ subSIdlarldad complementariedad
totalidades
circulares pervaSIbldad determinismo

LudW|g von Bertalanffy)

I'\

multicausalidad

comunes

l

a los

[ encontrar propiedades ]

Figura 2. “Teoria general de los sistemas” L. V. Bertalanffy.

El estudio transdisciplinario de la organizacién abstracta de los fenémenos,
independientemente de su sustancia,
tipo 6 escala espacio-temporal de su existencia.
La investigacién tanto de los principios comunes
A todas las operaciones de las entidades complejas,
y los modelos matematicos (por lo general)
que se puede utilizar para describirlos.
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Un indicio de la ciencia de sistemas fue anticipado con el “Gestalten fisica”, una visién del
mundo natural, publicado en la década de 1920 por Kdhler. De acuerdo con el gran lider
en el campo de la TGS, Ludwig von Bertalanffy, las ideas de Gestalten fisica fueron los
precursores destinados a la elaboracion de las propiedades mas generales de los
sistemas inorganicos, en comparacién con los sistemas organicos. Comparando los
sistemas cerrados con sistemas inorganicos y a los sistemas reales (abiertos) con los
sistemas organicos (bioldgicos), que se comunican e intercambian energia (informacion)
con el medio ambiente y por lo tanto tienen caracteristicas de auto-organizacion,

aprendizaje y adaptacion [3].

La teoria de sistemas surge como una reaccién a la reclusion de reduccionismo, motivado
por un profundo deseo de restablecer la unidad de la ciencia. Por lo que algunos aspectos

de la tradicidn intelectual y la historia cientifica son dignos de repetirse.

En los afios de 1960, la teoria y la biologia de sistemas atrajeron el interés de muchos
bidlogos, cibernéticos, matematicos e ingenieros. Los nuevos datos cuantitativos
(genoma, proteoma, physioma) incitados por los avances de la biologia molecular y
celular, despertaron el interés y el redescubrimiento de las técnicas formales de
construccion de modelos; una de las multiples perspectivas que se presentaron es la re-
encarnacion de la teoria general de sistemas organicistas que sirvi6 como un impulso
para sugerir que la complejidad organizada puede ser entendida. Debido a que la
capacidad de conocer todos los componentes de un sistema, asi como todas sus

relaciones; nos permite entonces predecir completamente el comportamiento de sistema

[3].

En la introduccion a su obra fundamental, Teoria general del sistema [6], Ludwing von
Bertalanffy, escribié en 1967 que el concepto de sistemas habia permeado en todos los
campos de la ciencia, asi como el pensamiento popular, la jerga, y medios de
comunicacion. Siendo asi que el lenguaje comun contintia incluyendo conceptos como la
adaptacion, el control, la diferenciacion, el comportamiento dinamico, la jerarquia, la

robustez, fiabilidad y sensibilidad.
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1.2. Teoria General de Sistemas: Las leyes del todo integrado.

Von Bertalanffy desarroll6 los principios de la teoria de sistemas a finales de 1920 [6]. La
teoria llamé la atencién sobre una nueva perspectiva 6 método, que €l llamo "la biologia
organicista”, que asigna una dinamica de auto-organizacion a los sistemas bioldgicos.
Para ello desarrolld la teoria cinética de los sistemas abiertos, que se caracteriza por

equifinalidad o el estado de equilibrio [3].

Su principal objetivo era unir el metabolismo, el crecimiento, la morfogénesis y la
fisiologia, en una teoria dinamica de los sistemas abiertos estacionarios; un intento de
explicacion, que nombré de "La Teoria de sistemas del organismo". No fue, sino hasta la
década de 1940 que reconocié que "no existen modelos, principios y leyes que se
apliquen a sistemas generalizados 0 a sus subclases, independientemente de su tipo
particular, la naturaleza de los elementos que lo componen, asi como las relaciones o

"fuerzas" entre ellos [3].

Este concepto de la gran unificacion fue criticada como pseudociencia y fue un primer
intento de conectar las cosas de manera integral. Tales criticas se han disipado con el
reconocimiento de que TGS es mas que una perspectiva o paradigma, y que estos
marcos conceptuales basicos son fundamentales para el desarrollo de la teoria cientifica
exacta y una nueva manera de hacer ciencia. La TGS no estaba destinada a ser una sola
teoria general. Por encima de todo, es un sistema de teorias, se ocupa de los fendmenos,
organismos sistémicos y grupos (por ejemplo, las naciones, las economias, la biosfera,
universo). Se considera a un sistema como un todo integrado de sus componentes
subsidiarios, no un agregado mecanico de piezas en que las relaciones causales son

aislables [7].

La ciencia de los sistemas no se limita a un nivel particular de orden biolégico o conjunto
de relaciones. Esta perspectiva de todo incluido, nos permite mirar a una red de genes o
células como un sistema integrado, conformando un érgano, un organismo, etc. formando

un sistema organizado por jerarquias (Figura 3).
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Las interacciones a multiples niveles de la red de reacciones en los sistemas vivos
dindmicos, son una de las caracteristicas esenciales de los sistemas vivos, cuyos
componentes estan sometidos a crecimiento, desarrollo y diferenciacion; los cuales
demuestran la existencia de una teoria general de sistemas. Que se ocupa de las
caracteristicas formales de los sistemas, los hechos concretos que aparecen como sus

aplicaciones especiales mediante la definicion de las variables y parametros [8].

1.3. Sistemas complejos.

En la dltima década se ha producido, en practicamente todos los campos del quehacer
cientifico, una importante transformacion conceptual y metodolégica intimamente ligada al
estudio de los llamados fendmenos no-lineales cuyo analisis se engloba, parcialmente,
dentro de las llamadas ciencias de la complejidad o de los sistemas complejos. Como
parte de esta nueva visidon, se ha mostrado que diversas propiedades espacio temporales
de los sistemas complejos surgen espontaneamente a partir de interacciones entre los
elementos constituyentes, en escalas de tiempo y longitud considerablemente mayores
que las escalas en las que ocurren dichas interacciones. Estas propiedades, llamadas
propiedades emergentes, han comenzado a ser estudiadas con un conjunto de
herramientas nuevas y conceptos originados en la interaccion interdisciplinaria de varios
campos de la ciencia, desde la fisica, la biologia, la quimica, la economia, la sociologia y

las matematicas, por mencionar algunas [9].

Los sistemas complejos estan formados por un conjunto grande de componentes
individuales que interactuan entre si y que pueden modificar sus estados internos como
producto de tales interacciones. En la naturaleza existe un sinnumero de ejemplos de
sistemas complejos que van desde las reacciones quimicas autocataliticas, hasta los
procesos socioculturales. La naturaleza posee una fuerte tendencia a estructurarse en
forma de entes discretos que interactian y que se organizan en niveles jerarquicos de
creciente complejidad, por ello, los sistemas complejos de ninguna manera casos raros ni
curiosidades, sino que dominan la estructura y funcién del universo. Constituyen y se
manifiestan en la inmensa mayoria de los fendbmenos observables. Sin embargo, una de
las propiedades mas interesantes de la abundancia y diversidad de los sistemas
complejos (sean de tipo fisicos, quimicos, biolégicos, sociales, etc.) es que no implica una

innumerable e inclasificable diversidad de conductas dinamicas diferentes. Si no todo lo
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contrario, los sistemas complejos poseen propiedades genéricas, independientemente de

los detalles especificos de cada sistema o de la base material del mismo [10].

La aportacién fundamental de la ciencia de los sistemas complejos es la tarea de conocer
y transformar nuestra realidad, es identificar los principios y fundamentos generales de la
operacién de dichos sistemas sin importar los detalles particulares de su realizacion
material. En la biologia, al analizar los objetos vivientes (o comportamiento), observamos
que poseen atributos funcionales de los componentes y procesos bioquimicos, estos se
organizan de forma jerarquica para mantener la integridad, el desarrollo y la progresién

del sistema en cuestion [3].

Un buen ejemplo de la complejidad organizada (la superposiciéon de sistema al sistema)
es el sistema inmune humano, que se compone de cerca de un billén de células y sefales
de los productos quimicos que regulan con exquisita precision los patdégenos
innumerables que recorren el cuerpo. Las partes del sistema inmune actuan sin un
organizador central (aunque las sefiales del cerebro pueden modular su accion) para

controlar el plan de accién detallado [3].

Claramente, los procesos organismicos estan clasificados deliberadamente para
mantener y preservar la integridad del sistema. En contraste, los procesos fisicoquimicos
que ocurren en un organismo que ha sido alterado (por enfermedad, condicién patoldgica)
todavia siguen las leyes convencionales de la fisica pero difieren profundamente en
términos de principios de organizacion relacional y el orden del sistema identificable

normal (sano).

Debido a esto, la informaciéon de un sistema (comportamiento colectivo) es mayor que la
suma de la informacion acerca de las partes, es decir, es el eslabén que falta en el
reduccionismo penetrante que practica hoy en dia. Lo que es especialmente necesario es
un cuadro coherente de como se utiliza esta informacion para llevar a cabo las funciones

biolégicas [3].
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Sistemas Biolégicos Complejos.

Los sistemas vivos estan organizados de tal manera que manifiestan caracteristicas
operativas atribuidas a las estructuras jerarquicas y heterarquicas. La organizacion
funcional es inherentemente de una heterarquia de interrelaciones y, como tal, no tiene
rango obvio o fijo. A diferencia de las maquinas o mecanismos, la jerarquia funcional no

determina el nivel y la importancia de cooperatividad [3].

Las reglas basicas de la cooperacion distribuida (es decir, superposicién de sistema al
sistema) se inspiran en preceptos de holarquia, definidos [11] como una organizacién
jerarquica de entidades auto-reguladas (holones) que funcionan como totalidades
auténomas supra-ordinados de sus partes y como las partes que dependen de la
subordinacion a los controles de los niveles superiores que definen su funcion. Esta
perspectiva de superposicion implica que los sistemas naturales se organizan de tal
manera que cada nivel de sistema (Figura 3) esta limitado por el siguiente nivel
inmediatamente por encima de él y de manera similar por el nivel de apoyo por debajo.

Esta disposicidon, en coordinacién con el entorno local, promueve la estabilidad, robustez,

y la adaptacion [3].

La evolucion parece favorecer el disefio del edificio de orden jerarquico. Las aparentes
ventajas de una piramide de varios niveles (Figura 4), con los sistemas simples en la parte
inferior y los mas complejos en la parte superior, son las interfaces y los vinculos que se
crean por los intermedios. La naturaleza de estos subsistemas es dualista: se comportan
como la integracion de las totalidades a sus respectivas partes y como partes en sus
respectivos conjuntos de alto nivel. El beneficio jerarquico de los sistemas organizado es
inherente a esta modularidad, por lo que la descomposicion del sistema en sus partes
subsidiarias no arruinaria o desequilibraria la totalidad de la organizacién evolutiva.
Herbert Simon [12] demostré matematicamente que los sistemas complejos evolucionan a
partir de los sistemas simples con mayor rapidez si existen formas intermedias estables,
que si no lo hacen. Por lo tanto, la evolucidn mantiene los (sub) sistemas biolégicos
conservados Y vigilados, haciéndolos resistentes a la incertidumbre del entorno local y al

fracaso de los conjuntos de componentes [3].
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Weinberg (11). Representacion conceptual y vision de los sistemas generalizados de la "complejidad organizada".
Teniendo en cuenta la clasificacion y asociacién entre la incertidumbre y la complejidad (11) y su interaccion
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Los sistemas complejos vivos o bioldgicos, debido a su ontologia compleja poseen una

serie de atributos o caracteristicas que los diferencian de cualquier sistema simple 6

meramente complicado (Figura 7). Las propiedades sistémicas, por tanto, son destruidas

cuando el sistema es diseccionado en elementos aislados. Por tanto los sistemas

complejos no son fragmentables y se caracterizan por ser irreducibles. Sus relaciones

causa-efecto se encuentran ligadas a multiples variables, es decir, un efecto puede no

siempre tener una misma causa y una misma causa no tiene por qué dar lugar siempre a

un mismo efecto. A su vez, los sistemas complejos no son computables y no los podemos

fabricar de forma artificial [1].
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Asi, los sistemas bioldgicos vienen definidos por una serie de cualidades bien
establecidas, su complejidad y organizacién a multiples escalas y niveles, cada uno de
ellos marcados por un conjunto de reglas propias, los hace diferentes de raiz frente a
sistemas que no poseen este atributo. Ademas, se distinguen de otros sistemas
complejos fisicos no vivos en sus cualidades de adaptacién, crecimiento y desarrollo,
reproduccion y evolucion. Esto quiere decir que toda entidad biolégica en su condiciéon de
sistema complejo vivo, expresa una serie de caracteristicas unicas y diferenciales. Toda
entidad biologica proviene de otra parental mas o menos semejante de la que desciende,
y ademas es capaz de reproducirse para formar nueva descendencia. A su vez, los
sistemas vivos son capaces de adaptarse a las variaciones que puedan desplazarlos de

su equilibrio, y dan nuevos tipos de organismos mediante la evolucion [1].

Al analizar la emergencia o comportamiento emergente en los sistemas biolégicos, somos
capaces de resaltar una serie de propiedades que los hacen unicos, la principal de ellas
es la vida, es decir, el estar 6 mas bien ser vivos. Estas propiedades emergentes no
corresponden con ninguno de las de sus componentes. La emergencia por tanto es lo que
las partes integrantes del sistema llevan a cabo juntas y que no harian al encontrarse
separadas, es decir, es un comportamiento colectivo, resultante de la interacciéon del
sistema con el ambiente y que no haria por si mismo al no existir esta interaccion (Figura
5). Debido a la emergencia obtenemos los atributos previamente citados que definen a los
sistemas biolégicos, como son la auto-organizacion, el auto-ensamblaje, la auto-

reparacion, y la auto-replicacién o reproduccion [1].
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Figura 5. Las emergencia de los sistemas vivos depende de las conexiones entre sus partes
integrantes, las cuales son dinamicas Yy fluidas, y dependen del momento y entorno, debido a ello
podemos obtener entidades bioldgicas diferentes y diversas al presentar éstas conexiones vy
dinamica de conexion diferentes entre las partes que las forman.

Los sistemas bioldgicos son capaces de mantener su estado y funcion frente a
perturbaciones tanto externas como internas, dependiendo de su condicion de
adaptabilidad. Cuanto mas complejo es un organismo, mas fina es la regulacién de sus

procesos, y por consiguiente son mas robustos, tolerando los pequefios cambios.

La robustez tiene importantes implicaciones evolutivas, ya que es capaz de amortiguar
pequenos cambios en los procesos de evolucién de un organismo. Mediado a través de
cambios bruscos que impliquen una reorganizacién considerable, y no mediante
pequenas mutaciones azarosas y graduales, como tradicionalmente ha sido defendido.
La complejidad viene emparentada con el surgimiento de comportamientos y propiedades
emergentes, lo cual influye a su vez en la robustez al aparecer las propiedades que
permiten al sistema organizarse desde dentro. Todo sistema robusto es a su vez fragil. Si
bien es robusto frente a incertidumbres comunes debido a su disefio y capacidad de
adaptacion. Pero frente a incertidumbres en las que el sistema haya evolucionado, el

sistema es fragil y puede producirse la muerte [1].
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Determinadas conexiones que conforman el sistema poseen un caracter esencial y si son
perturbadas puede generar la disfuncion y posible destruccion del sistema. Este es el
caso de los genes esenciales que suelen constituir entre el 5 0 el 10% de los genes
totales de los organismos vivos, o el nucleo metabdlico celular. Cuando estos elementos
son alterados y si el organismo no muere, puede producirse un cambio evolutivo de

considerable magnitud y relevancia [1].

La robustez en los sistemas bioldgicos se debe a la existencia de redundancia tanto
estructural como funcional, es decir unos elementos o interacciones pueden ser
sustituidos en un momento dado por otros. La robustez es debida también a los
fendmenos de autorregulacion y autobalance de los procesos bioquimicos, apareciendo
procesos del tipo feedback positivo y negativo entre los distintos elementos que disponen
conexiones al relacionarse en una estructura de red. Influyendo de manera determinante
en la robustez los sistemas de prevencion, reduccidn y correccion de errores. Permitiendo
reparar los productos, si no es posible su reparacién o si poseen un caracter téxico para el

organismo, mediante métodos de eliminacién o desintoxicacion [1].

Todo sistema bioldégico ademas de ser robusto y poseer una serie de propiedades
emergentes que los caracterizan, es un sistema autopoyético. Esto implica la posesion de
capacidad auto-organizativa y de auto-catélisis que aportan a los sistemas biolégicos un
orden anti-entrépico. Este orden es propio de los sistemas complejos vivos, deriva de su
estructura interna como materia y se sirve de los procesos de feedback positivo y negativo
que ademas aportan adaptabilidad al sistema. Este orden o patrén surge del propio
sistema y es inherente a él, es una propiedad emergente, y no es impuesto por el entorno.
El patrén alcanzado a nivel sistémico surge de la interaccion de los elementos integrantes
(Figura 6). Asi, las interacciones sencillas y localmente establecidas entre estos
elementos que no poseen informacion sistémica, proporcionan en su conjunto el patrén

global del sistema [1].
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Caracteristicas de los Sistemas Biologicos
Complejos

A través de tipos de Comportamiento emergente

sistemas, atreves de Sistema que no puede ser
« s
escala.s y atreves de Complejo simplemente inferido del
disciplinas

comportamiento de los
componentes

Que tienen
comportamientos
en comun

Emergencia
Jerarquias

Control de
estructuras

Auto-organizacion ]

Dando lugar a un
nimero de niveles
jerarquicos

Tamafo

l'lllll T T Tty T T T TrIT]

Interaccion
dinamica

KeleleleYololo/ofelelole)

Descompensacion
dentro de los
sistemas

ibﬂ.:‘\zw

4= Tipos de (sub) sistemas —

Los sistemas complejos
implican: Sistema simple

Figura 6. Representacion abstracta y sintesis de las caracteristicas de los "sistemas bioldgicos complejos”,
incluyendo sus entidades constitutivas de organizacion jerarquicas (componentes/ elementos) y de
relaciones dindmicas (funcién emergente relacional). Teniendo en cuenta que el orden y comportamiento
comun pueden surgir tanto auto-organizacion y estructuras de control. (Modificado de llustraciones de M.
Clemens).

De este modo podemos explicar un desarrollo generacionista o epigénico, en el cual
mediante el uso de unas moléculas informacionales se crea un patréon de orden capaz de
constituir un organismo complejo a partir de una masa informe. Y si bien el patrén es auto-
organizado influye en él, el contexto en el cual se sucede. La creacién y mantenimiento de

interacciones entre los distintos elementos depende del contexto y de la informacion local.
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Si eliminamos una fuente local de informaciéon no obtenemos el mismo orden final, y si
variamos el contexto en el cual un elemento interacciona se pueden dar lugar a patrones
de orden finales completamente diferentes [1].

En un esfuerzo por comprender los fendmenos bioldégicos complejos, se ha considerado a
la teoria del caos y a la entropia como posibles modelos explicativos subyacentes (Figura
7) [4].

Complejidad y Caos

Comportamientos

= Impredecibles Predecibles
o & Sistema Complejo: | Sistema complicado:
ﬁ o |Larelaciones decausa | Causay efecto estan
5 G y efecto no se repiten v | separados en tiempo vy
~ g son impredecibles espacio, pero pueden
[T} estudiarse
°
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g ® No puede percibirse Larelacion

¥
_g n°_ gque haya relaciones de causalefecto es
Z causa vy efecto repetible v predecible

Caos: Cuan complejos pueden ser los comportamientos de sistemas relativamente
simples. Son sistemas no lineales que dan lugar a comportamientos erraticos.

Complejidad: Se husca encontrar el comportamiento simple de sistemas muy intrincados.
Estan a mitad de camino entre el ordeny el desorden ("en el horde del caos™).

Figura 7. Los sistemas complejos son aquellos con gran cantidad de variables y con
comportamientos impredecibles.

La entropia’ es el grado de desorden y de caos® que existen en la naturaleza. Es el
segundo principio de la termodinamica que puede definirse como el “Proceso para la
destrucciéon” 6 “El desorden inherente a un sistema”. Este principio establece que a cada
instante el universo se hace mas desordenado, donde hay un deterioro general inevitable
hacia el caos. Por lo que el orden y el desorden se necesitan uno al otro, produciéndose
mutuamente; siendo conceptos antagonicos, pero, al mismo tiempo, complementarios

[13].

' Clausis, Rudolf Emmanuel (1865). Introduce la entropia como la formulacion matematica de la segunda ley de la
termodinamica, definida como donde SA es el valor (arbitrario) que asignamos a la entropia del estado de referencia A, T
es la temperatura absoluta y dqgrev es el calor intercambiado en un proceso irreversible ideal. Entropia es una funcién de
estado.

2 De acuerdo con el lenguaje de la termodinamica, el caos resulta de una ausencia de orden. El caos es la nada y

significa la maxima indiferenciacion de un sistema. (Cesarman: 1982). 27



En ciertos casos, un poco de desorden posibilita un orden diferente y, a veces, mas rico.
Asi, por ejemplo, un organismo puede seguir viviendo a causa de la muerte de sus

células; o una organizacion se perpetua gracias a la desvinculacién de sus miembros.

Los sistemas complejos pueden situarse en regimenes criticos caracterizados por la
presencia de fluctuaciones espaciales y temporales en todas las escalas posibles. Esta
situacion de criticalidad puede alcanzarse de manera espontanea y sin la intervencién de
factores o fuerzas externas al sistema, se habla entonces de un proceso auto-organizado
[14].

La auto-organizacion es la forma a través de la cual el sistema recupera el equilibrio,
modificandose y adaptandose al entorno que lo rodea y contiene. En esta clase de
fendmenos es fundamental la idea de niveles. Las interrelaciones entre los elementos de
un nivel originan nuevos tipos de elementos en otro nivel, los cuales se comportan de una

manera muy diferente [15] (Figura 8).
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Figura 8. Sistemas de auto-organizacion de niveles bioldgicos. El sistema auto-organizado se va
construyendo como resultado del incremento en el orden espacio-temporal formando diferentes
niveles, por estratos, uno por encima del otro.
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Los sistemas auto-organizados se mantienen dentro del estrecho dominio que oscila entre
el orden inmutable y el desorden total, entre la constancia rigida y la turbulencia
anarquica. Una condicibn muy especial, con suficiente orden para poder desarrollar
procesos Y evitar la extincion pero con una cierta dosis de desorden como para ser capaz

de adaptarse a situaciones novedosas y evolucionar [16].

Los procesos de auto-organizacién son procesos de interacciones que pueden generar
comportamientos colectivos y globales, es decir, conductas que no se definen en base a
los elementos individuales; pero que emergen como un proceso colectivo y que no
pueden ser reducidas ni explicadas tomando aisladamente a los elementos constituyentes
[10].

Interpretacion y aplicacion clinica.

La adquisicion de datos y métodos de analisis para la integracion del todo en el organismo
sigue siendo una tarea importante de la biologia de sistemas. Es importante destacar que
la comprension cuantitativa de la totalidad de los sistemas subcelulares, celulares o
multicelulares, alteraria radicalmente el enfoque y curso de descubrimiento de farmacos y

la medicina personalizada [3].

En cuanto a las relaciones entre los niveles en la gran jerarquia heterarquia de orden
viviente, los investigadores han expresado su interés en la simulacion de sistemas
biolégicos, es decir, de abajo hacia arriba, comenzando con los genes y moléculas de
proteinas, o de arriba hacia abajo, comenzando con fisioldgica a gran escala.
Modeladores notables abogan por una solucion de compromiso, trabajo en ambas

direcciones desde el centro (enfoque middle-out) [16].

Aunque no es posible analizar matematicamente la evolucién de muchos de estos
sistemas, es posible explorarlos a través de experimentos numeéricos (con sistemas
informaticos) en los cuales se emplean potentes sistemas computacionales en donde se
simulan sus componentes, sus conexiones y sus interacciones, observandose la dinamica

emergente [3].

Para poder analizar estos parametros en términos probabilisticos, se han desarrollado
una serie de férmulas utilizando teoremas ergddicos (estudios matematico del

comportamiento promedio de largo plazo de los sistemas dinamicos), basados en los
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trabajos de Kolmogorov [17], Sinai [18] y Oseledets [19]. Estos analisis requieren de
grandes series de datos que frecuentemente hacen muy dificil sino imposible su calculo
en términos practicos. Pincus [20] quien formuld la teoria y el método para poder hacer
factible el estudio estadistico de la regularidad, relacion6 un indice de generacién de la
informacién con la entropia de Kolmogorov aplicado a pequefias series de datos clinicos
originados de sistemas complejos “ruidosos” para demostrar la existencia o inexistencia
de caos y la no linealidad. Con esta metodologia, cre6 una nueva herramienta para el

analisis estadistico de series de datos denominada entropia aproximada (EnAp) [4].

La EnAp es una herramienta estadistica de regularidad que cuantifica la impredecibilidad
de las fluctuaciones en una serie de datos generada a través del tiempo. Intuitivamente se
podria suponer que la presencia de un patron repetitivo de las fluctuaciones de una serie
la hace mas predecible que otra serie de datos en que ese patrén se encuentra ausente.
La EnAp refleja entonces la probabilidad de que un patrén “similar” de observaciones
puede no ser seguido de observaciones adicionales similares. Una serie que contiene
patrones de variabilidad con valores pequefios de EnAp es mas predecible y menos

caotica que una que arroja valores mayores [21].

La EnAp es una representacion de la tasa de generacion de nueva informaciéon dentro de
un sistema biolégico porque provee una medida del grado de irregularidad o de desorden
dentro de una serie de sefiales. Como tal, debe entonces ser utilizada como una medida
de la complejidad subyacente de cualquier sistema dinamico [22]. El valor clinico del
analisis de la complejidad de las variables fisiolégicas tiene un gran potencial ya que la
presencia de la enfermedad implica siempre una pérdida de complejidad del sistema [4].
La EnAp ha sido utilizada ampliamente en estudios dinamicos de la frecuencia cardiaca.
Su aplicacién ha aportado conocimiento valioso a la deteccion de ciertas patologias como
en la muerte subita en lactantes, en los cuales se ha encontrado la frecuencia cardiaca
disminuida justo antes de que ocurra ésta, cuando se compararon con lactantes normales
[23].

La EnAp puede ser aplicada a series de sefiales ruidosas y poco extensas siendo de
utilidad para medir la variacién de un parametro en donde el muestreo del mismo es dificil,
como por ejemplo cuando es no es posible extraer multiples muestras de sangre o hay

relativamente pocos datos sin posibilidad de aumentar su numero. Este hecho es
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particularmente aparente en la investigacion de la variabilidad de los niveles plasmaticos
de ciertas hormonas [24]. La EnAp también ha sido aplicada con éxito para investigar la
variabilidad de parametros neurolégicos, respiratorios y mas recientemente, en el estudio

de la temperatura corporal en diferentes circunstancias [25, 26, 27].

1.4. Sistema Inmune como sistema biolégico Complejo.

Una de las mayores contribuciones del pensamiento sistémico en la biologia es la
concepcion del cuerpo humano como un sistema complejo (figura 9), en el cual por medio
de la evolucion integra adaptaciones complejas; que puede ser explicada por reglas
simples de cambio en el tiempo. Una de estas adaptaciones complejas es el sistema
inmune. Este sistema es una red de moléculas, células y tejidos que interactuan entre si

para mantener la integridad genética vy fisiolégica de los individuos [28].

Nuestro cuerpo
actua como un

SISTEMA
COMPLEJO

ENTRADA RESPUESTA

E (exposicion) M (Metabolismo)
N (nutricion)
L (estilo de vida)

Figura 9. El cuerpo humano es un sistema bioldégico complejo, el cual no solo es el genoma que
tenemos; sino que también es influenciado por los alimentos que comemos, todo lo que hacemos y
a los que nos exponemos a lo largo de nuestra vida. Esta heterogeneidad en las caracteristicas de
cada persona es lo que hace que todos tengamos una distinta respuesta a tratamientos.

Por méas de 500 millones de afos de evolucion, los distintos grupos animales han
generado diversas estrategias de reconocimiento, neutralizacion y eliminacién de
patdgenos potenciales, asi como también de mecanismos de reparaciéon y homeostasis
de tejidos y 6rganos. Algunas de estas estrategias han permaneciendo conservadas en la
mayoria de grupos animales. Otras estrategias son innovaciones propias de ciertos linajes

animales cuya fijacion ha respondido a las condiciones ambientales propias [28].
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El sistema inmune adaptativo o linfocitario especificamente en los humanos es un ejemplo
de estas innovaciones y se caracteriza por la presencia de células especializadas
(linfocitos) que expresan receptores con una variabilidad casi ilimitada para reconocer un
amplio universo antigénico en constante cambio. Estos receptores (inmunoglobulinas y
receptores de células T) aparecieron subitamente en el ancestro de los vertebrados
mandibulados como consecuencia de una transferencia horizontal de genes bacterianos
que codifican para una enzima con capacidad de cortar y pegar fragmentos de DNA. La
evolucién del sistema inmune involucra la integracion de nuevos modulos sobre una red

preexistente de médulos que interactuan entre si a varios niveles jerarquicos [28].

El sistema inmune puede considerarse como un sistema auténomo y distribuido que
carece de un mando central, debido a que las interacciones locales entre células
circulantes y residentes en distintos tejidos resultan en la emergencia de propiedades
sistémicas que mantienen la integridad de los tejidos contra amenazas internas o
externas. El sistema inmune humano esta compuesto de aproximadamente un trillén de
células, docenas de tipos celulares y cientos de sefiales de quimicas. El sistema
inmunoldgico juega una variedad de papeles homeostaticos, tales como ayudar a dirigir la
cicatrizacién de heridas, pero su trabajo principal es el control de los innumerables
patégenos que recorren el cuerpo. Los billones de células del sistema inmune no tiene un
punto de control general; las sefales del cerebro modulan la acciéon del sistema

inmunitario hasta cierto punto, pero no controlan su funcionamiento detallado [29].

Uno de los papales mas importantes que desempena el sistema inmune es el de saber
qué es lo que estd pasando en el cuerpo, vigilando y detectando las particulas o
moléculas que no son propias del organismo, al mismo tiempo en distintos lugares; por lo
que el sistema se organiza de tal forma para asignar los recursos disponibles para
satisfacer adecuadamente un abanico cambiante de desafios. La regeneracion del
sistema inmune es una parte esencial para el buen funcionamiento de un sistema, asi
como los flujos de informacion que debe de existir entre las partes que conforman al
sistema y los cambios en la asignacion de recursos para lidiar mejor con las

circunstancias cambiantes [28].

El sistema inmunologico humano controla acciones por medio de decenas o centenares

de moléculas de tipo regulatorio. Todavia no se han identificado todas las moléculas que
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son importantes en la respuesta inmune, pero ellas forman parte de varios receptores de
superficie celulary de la familia de las moléculas solubles como las interleucinas que

pueden transmitir las sefiales entre las células [29].

1.5. Regulacién de sistema inmune sistémico.

La respuesta inmunitaria, al igual que todos los sistemas bioldgicos, esta sujeta a diversos
mecanismos de control que sirven para mantener al sistema inmunitario en un estado de
reposo cuando la respuesta a un determinado antigeno ha dejado de ser necesaria. Las
respuestas inmunitarias eficaces son el resultado final de una serie de interacciones entre
el antigeno y una red de células inmunolégicamente competentes. La naturaleza de la
respuesta, tanto cuantitativa como cualitativamente, esta determinada por muchos
factores, entre ellos la forma y via de administracion del antigeno, la carga genética del
individuo y cualquier antecedente de exposicion previa a ese antigeno 6 a otro que
presente una reaccion inmunoldgica cruzada con él, o incluso la presencia de anticuerpos

frente al antigeno [29].

Requlacidon por Linfocitos.

Las células T ejercen un papel fundamental en la regulacion de la respuesta inmune. Las
células T cooperadoras (Th), a través de su interaccion con las células presentadoras del
antigeno, portadoras de péptidos antigénicos asociados con el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) de clase II, desempenan un papel primordial en la respuesta
inmunitaria. Estas células reconocen determinados epitopos y, de este modo, seleccionan
aquellos que van a actuar como dianas para las funciones efectoras relevantes,
seleccionando y activando las células efectoras apropiadas. Las células T pueden ayudar
a las células B a elaborar anticuerpos y a modular las acciones de otras células efectoras,
entre ellas las células T citotoxicas (Tc), las células Natural Killer (NK), los macréfagos y
los granulocitos. Muchos de estos efectos estan mediados por citocinas producidas por
las células Th como el INF-y, IL-2, aunque también tienen importancia las citocinas

procedentes de otras células especialmente de los macréfagos [28].
Tanto las células T como las B pueden recibir la influencia de las células T. Contribuyendo

a regular el tipo de respuesta inmune, a través de las sub-poblaciones Th1 y Th2. Las

células virgenes que no han sido previamente estimuladas, liberan solamente IL-2. La
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estimulacién de corta duracién conduce al desarrollo de células ThO, que pueden liberar
una amplia gama de citocinas. Tras la estimulacion crénica surgen los tipos celulares
especializados Th1 y Th2. Las células Th1 liberan IL-2 e INF-y, activando a los
macrofagos y favoreciendo la expansion clonal de las células T, y la activacion de las Tc y
NK. Las células Th2 liberan IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 tienden a aumentar la produccién de
eosindfilos y de mastocitos, asi como a favorecer la produccion de anticuerpos, incluida la
Inmunoglobulina tipo E. Estas células responden bien a los antigenos presentados por las
células B. Una vez establecidos estos patrones de respuesta, cada uno de ellos es capaz
de suprimir el otro, ya que el IFN-y procedente de las células Th1 inhibe la proliferacion de

las células Th2, mientras que la IL-10 reduce la secrecion de citocinas (figura 10) [29].
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Figura 10. Funciones efectoras de las subpoblaciones Th1 y Th2. Modificado de Abbas y
colaboradores, 1996.
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Requlacion Genética.

Existen muchas formas por las que los genes de cada individuo pueden influir en la
respuesta inmune, debido a la capacidad de respuesta inmune dependiente de la genética
del individuo. Mediante experimentos de genética molecular se ha determinado la

existencia de genes que condicionan o modulan la respuesta inmune [29].

Mecanismos de regulacion:

* Influencia del MHC: El polimorfismo de secuencias MHC que cada individuo hereda.

* Genes no ligados al MHC: Controlan la capacidad de respuesta global del organismo a
antigenos complejos, como la capacidad del macréfago para procesar Ag o la tasa de

proliferacion de linfocitos B.

Reqgulaciéon neuroendocrina.

El sistema inmune al desempefar un papel importante en el mantenimiento de la
homeostasis corporal, se considera ademas de un sistema complejo, un sistema
regulador como lo son el sistema nervioso y el endocrino. El sistema inmune no trabaja de
forma aislada, de hecho esta conectado con los otros sistemas reguladores del organismo
[30].

Sistema "
"4l Nervioso \\
Autoinmunidaﬂ? Central % Fiebre
S. nervioso Hormonas Hormonas Estrés Syefio
simpatico hipofisarias endocrinas
Sistema Endocrino
Formacion Hormonas
de . Citocinas i
u Anticuerpos endocrinas Esteroides =
IL-1
Anticuerpos
) , TNF
Sistema Inmune
\'\1 IL-6

Figura 11. Red de comunicacion tri-direccional entre el sistema inmune, el sistema nervioso y el
sistema endocrino.
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Actualmente existen evidencias que sugieren la existencia de una compleja red de
comunicacion tri-direccional entre el sistema inmune, el sistema nervioso y el sistema
endocrino (Figura 11). El estrés o una infeccion (inflamacion) pueden activar y modificar el
equilibrio de las citocinas pro-inflamatorias, y activar tanto al eje hipotalamo-hipé&fisis-
adrenal (HPA) como al sistema simpatico-adrenal, produciendo la liberacién de hormonas,
glucocorticoides, y catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) que inducen cambios

cualitativos y cuantitativos en el sistema inmunitario [30].

Se sabe desde hace tiempo que las situaciones de estrés pueden conducir a una
supresion de las funciones inmunitarias, como la respuesta de los linfocitos a los
mitégenos, o la capacidad de recuperacion frente a la infeccion. Sin embargo, es mucho
mas dificil hallar relaciones directas a nivel celular o molecular que expliquen estas

observaciones [30].

1.6. La complejidad del sistema inmune.

Los mecanismos inmunes mantienen la integridad fisiolégica y genética del organismo,
mediante los mecanismos de reconocimiento y respuesta inmune que no se restringen a
la deteccion y eliminacién de microorganismos potencialmente patégenos. El sistema
inmune es un sistema homeostatico que mantiene la integridad de los tejidos a lo largo de
todo el ciclo de vida del organismo. El sistema inmune participa activamente en el
adecuado ensamblaje de tejidos y dérganos durante la ontogenia, asi como también el
mantenimiento de su integridad en etapas adultas mediante la deteccion y eliminacién de
células senescentes o defectuosas. Asi mismo, el sistema inmune mantiene la integridad
genética de organismos coloniales, evitando la fusiéon de individuos no relacionados

genéticamente [28].

El sistema inmune tiene la arquitectura de una red compleja: el comportamiento de la
mayoria de sistemas complejos emerge de la interaccién entre sus componentes. Estas
redes de interaccion describen varios sistemas bioldgicos, como por ejemplo las vias
metabdlicas, la regulacion de la expresion génica y las interacciones proteina-proteina,
que se caracterizan por tener una topologia libre de escala. Estas topologias siguen una
ley de potencias, en donde la gran mayoria de los nodos tienen muy pocos vinculos,
mientras que unos pocos nodos estadn altamente conectados. En el sistema inmune
existen muchas de estas redes de interaccion entre células, entre receptores y sus

ligandos, entre citocinas, entre anticuerpos, etc. [28].
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Las redes inmunes son modularas y jerarquicas: ciertamente, uno de los principios
arquitectonicos de los organismos vivos es la modularidad. Los médulos son conjuntos de
elementos altamente integrados y cuasi independientes de otros moédulos. La arquitectura
modular de los organismos vivos les confiere una mayor robustez ante perturbaciones y
les permite una mayor plasticidad evolutiva, pues los modulos pueden actuar como
unidades de seleccidén natural, proveyendo que estos cumplan la maxima darwiniana de
descendencia con modificacién. Los modulos pueden originarse de otros moddulos
preexistentes mediante adquisicion de nuevas funciones. Por lo que el sistema inmune,
asi como los organismos mismos, tiene una arquitectura modular. Pero estos médulos se

pueden organizar para formar una red jerarquica [28].

1.7. El cancer como un sistema biolégico complejo.

El cancer es una entidad "parasitaria", de crecimiento no controlado, resultante de
alteraciones génicas. Hoy se acepta que no importa cudl sea el agente inductor, el cancer
en ultima instancia es el resultado de cambios en los acidos nucleicos cromosémicos de
la célula afectada, cambios que dan lugar a la organizacién y crecimiento autbnomo de un
nuevo sistema biolégico en el organismo del huésped. La investigacion y el manejo del
cancer han sido tradicionalmente enfocados desde la éptica de las ciencias naturales,
puesto que los problemas del cancer tienen que ver con diferenciacion celular y con

regulacién del crecimiento, a la luz de la genética [31].

Pero el cancer es mas alla de una ciencia natural, es parte de la feoria de caos y de la
ciencia de la complejidad, es un fendmeno aleatorio en un organismo complejo adaptativo
de no-equilibrio. Por lo que el cancer de por si es una estructura disipativa, muy alejada
del equilibrio, un nuevo estado de la materia que depende de flujos continuos de energia y
recursos provenientes del huésped, o sea del organismo humano sobre el cual se
conformd, pero que exhibe una tendencia hacia el crecimiento continuo e ilimitado. Una
manera de controlarlo seria induciendo su equilibrio quimico y bioldgico, o sea deteniendo
sus procesos de auto organizacion y perpetuacion. La célula cancerosa no obedece a los
impulsos regulatorios del organismo. Cualquier cambio, en cualquier lugar, puede influir
en forma devastadora sobre la totalidad del sistema, que es el organismo sobre el cual se

desarrolla la neoplasia [32].
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Los efectos carcinogénicos son irreversibles: las células no pueden recuperarse de la
accién de un agente carcinogénico quimico. La carcinogénesis es un proceso acelerado,
en el cual las dosis del agente cancerigeno se acumulan en forma amplificada (Figura 12).
Su comportamiento, como entidad definida, es cadtico e impredecible por los métodos de
analisis convencionales, y solo puede ser expresado en términos no de certidumbres sino
de probabilidades. Por lo que el cancer establece un nuevo patron de dispersion gracias a
su estado muy alejado del equilibrio y al continuo crecimiento del tejido cancerigeno
mediante la organizacién dependiente del flujo de energia y recursos provenientes del
huésped, el cual es un sistema adaptativo. Cuando la capacidad de adaptacién del
huésped es sobrepasada por el neoplasma, éste adquiere la categoria metabdlica y

estructural de "organismo primario” y el huésped va a la muerte [33].

De forma normal y bajo la perspectiva de la dinamica de los organismos complejos
adaptativos (seres humanos) con el paso del tiempo, el organismo humano va
inexorablemente hacia el deterioro y la muerte debido a la entropia creciente. Por el
contrario, el cancer aparece como un sistema de organizacion y crecimiento "desbocado",
ilimitado y, por consiguiente, es un sistema auténomo de entropia decreciente. La
combinacion del organismo huésped y su tumor es de naturaleza opuesta e implica un

manejo diferente: disminuir la entropia en el paciente y aumentarla en el tumor [34].

Tedricamente, el crecimiento del cancer y su impacto sobre el huésped pueden ser
controlados a la luz de las teorias de caos, complejidad, organismos adaptativos y
estructuras disipativas interrumpiendo la formacién del nuevo orden estructural y funcional
o controlando sus procesos metabdlicos para llevarlos al equilibrio, o sea a la suspension,
o bien estimulando la adaptacién del huésped a la estructura parasitaria de cuya propia

materia se originé (31).

Sindrome disfuncional multisistémico.

Los seres humanos, al igual que otras formas de vida, pueden ser vistos como sistemas
termodindmicamente abiertos que consumen continuamente energia para mantener la
estabilidad en el medio interno. El cuerpo humano no solo debe de mantener la
estabilidad de las células individuales, sino también de todo el organismo en su conjunto.
Con este fin, una gran cantidad de sistemas fisioldgicos evolucionaron para realizar
distintas tareas y son denominados como sistemas. Estos sistemas respiratorio,

circulatorio, digestivo, neuroldgico, etc. Comparten distintas caracteristicas como [35]:
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Los sistemas fisioldgicos estan distribuidos espacialmente (tienen una direccion).

e Los sistemas fisiologicos tienen un espacio y estan estructurados de manera
jerarquica (existe una arquitectura que facilita la funcién anidada: micro-vellosidad
a vellosidades y mucosa intestinal; alveolo a la unidad alveolar para segmentos
bronquiales; capilar para arteriola y a la arteria).

e Los sistemas fisiologicos estan funcionalmente integrados (La ingestion y la
entrega de exceso de liquido en la circulacidon es seguida rapidamente por la
produccion aumentada de orina).

o Los sistemas fisioldgicos tienen ritmos caracteristicamente variables que pierden

su variabilidad en el envejecimiento y la enfermedad [36].

Las tres primeras caracteristicas de los sistemas fisiolégicos tienen consecuencias
médicas. Tanto el envejecimiento y la enfermedad pueden comprometer uno o mas

sistemas fisiologicos.

El sindrome de disfuncion organica multiple generalizada, progresiva y desproporcionada
(MODS) es el cumulo de fallas en los sistemas. Al igual que un automévil viejo con
cojinetes gastados, mangueras rotas, y las valvulas del motor con fugas; todos los seres
humanos a lo largo de la vida van sumando fallas a sus sistemas que van deteriorando a
el conjunto de sistemas y terminan por adquirir una enfermedad severa (cancer) de la que
no pueden responder con éxito, por lo que las personas mueren debido a multiples

organos que no cumplen su funcién apropiada [37,38].

A pesar de una intervenciéon oportuna y apropiada en una falla de los sistemas, la
mortalidad es proporcional al nimero y la profundidad de la disfuncion del sistema [39].
Desafortunadamente, el MODS sigue siendo la principal causa de muerte en la mayoria

de las unidades de cuidados intensivos.
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1.8. Arquitectura de redes bioldgicas.

Un objetivo ambicioso de la investigacion biolégica contemporanea es la dilucidacion de
las estructuras y funciones de las redes que constituyen las células y los organismos. En
los sistemas bioldgicos, las redes aparecen en muchos disfraces diferentes, que van
desde las interacciones de proteinas hasta las redes metabdlicas. La aparicion de estas
redes es impulsada por los procesos de auto-organizacion que se rigen por leyes simples
pero genéricas. Durante el estudio de los sistemas complejos y entendiendo las
relaciones de diferentes unidades que interactian, se ha hecho evidente que la topologia
de las diferentes redes comparten un origen biolégico con las mismas caracteristicas pero

a distintas escalas [40].

La comprensiéon de sistemas complejos a menudo requiere un enfoque de abajo hacia
arriba, rompiendo el sistema en componentes pequefios y elementales y definiendo las
interacciones entre estos componentes. Pero en muchos casos, los componentes de
estas interacciones se caracterizan mejor como redes. Por ejemplo, la sociedad es una
red de personas conectadas por varios enlaces, incluyendo amistades, colaboraciones de

trabajo, o coautorias cientificas [40].

En los sistemas bioldgicos existen muchas redes que van desde la alimentacion por
medio de redes bioquimicas en la biologia molecular. En particular, la amplia gama de
interacciones entre los genes, las proteinas y metabolitos que en una célula estan

representados por diferentes redes complejas.

Durante la ultima década, la gendmica ha producido una increible cantidad de los datos
de interaccidon molecular, lo que contribuye a los mapas especificos de las redes
celulares. De hecho, extensos mapas de las interacciones de proteina-proteina se han
generado en una variedad de organismos, incluyendo virus [41], procariontes, como H.
pylori [42], y eucariontes, como S. cerevisiae [43] y C. elegans [44]. Mas alla del enfoque
actual sobre el descubrimiento de la estructura de los genomas, proteomas y las
interacciones de diversos organismos, algunos de los mas amplios conjuntos de datos
son los mapas metabdlicos [45], que cataliza un numero creciente de estudios, centrado

en la arquitectura de la metabolismo [46].
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Las redes nos ofrecen una nueva manera de clasificar los sistemas bajo un marco unico.
En este enfoque se han descubierto similitudes inesperadas entre la organizacion de
diversos sistemas complejos, lo que indica que las redes se rigen por los principios y
mecanismos de organizacion genéricos. La comprensién de las fuerzas motrices en el
que invierten diferentes redes con caracteristicas topologicas similares permite a la
biologia de sistemas combinar los numerosos detalles acerca de las interacciones
moleculares en un marco unico, ofreciendo los medios para hacer frente a la estructura de

la célula como un todo [40].
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Figura 12. De lo particular a lo universal. El nivel 1 de la piramide nos muestra una representacion
esquematica de la organizacion funcional de la célula: genoma, transcriptoma, proteoma y
metaboloma. Dentro de la célula la organizacion se puede obtener considerando las conexiones
entre los componentes como relaciones funcionales, como motivos reguladores y vias de
sefalizacion metabdlicas (nivel 2), que son los bloques de construccion de los mddulos
operacionales (nivel 3), los cuales se van anidando y generando una arquitectura heterarquica libre
de escalas (nivel 4). Los componentes individuales son Unicos y las propiedades topoldgicas de
las redes biolégicas, comparten similitudes. Lo que sugiere que el universo esta organizado por
principios que aplican a todos los tipos de redes complejas.
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Es ampliamente aceptado que las diferentes funciones celulares (almacenamiento de
informacién, procesamiento y ejecucién) se llevan a cabo por el genoma, transcriptoma,
proteoma y metaboloma. Aunque la distincion funcional entre estos niveles de
organizacion no siempre es clara. Una manera de visualizar las complejas relaciones
entre estos, es organizarlos en una piramide de complejidad sencilla [47] en el que varios
componentes, genes, ARN, proteinas y metabolitos se organizan en patrones
jerarquicamente recurrentes, tales como las rutas metabodlicas y motivos de regulacion
genética. A su vez, los motivos y las vias se integran a la perfeccion para formar modulos
funcionales que son responsables de las funciones celulares distintas [48]. Estos mddulos
se encajan de forma jerarquica y definen la organizacién a gran escala de la célula (Figura
12) [40].

La aparicion de modos jerarquicamente organizados en redes bioldgicas apoya la
hipétesis de que la evolucion actia en muchos niveles. La acumulacién de cambios
locales, que afectan a los pequefios modulos altamente integrados, poco a poco van
generando impactos de los modulos mas grandes. Por lo tanto, la evolucién podria actuar
copiando y reutilizando los médulos existentes para aumentar aun mas la complejidad del
organismo. Lo que explicaria la explosion de complejidad en el desarrollo de la

unicelularidad hacia los multicelulares por medio del engrosamiento de redes [40].

Nuestro conocimiento actual sobre la arquitectura de las redes bioldgicas hace hincapié
en dos aspectos principales:
e Las funciones celulares discretas estan mediadas con la ayuda de distintos
modulos.
e La integridad de la red esta asegurada por un conjunto de nodos altamente
conectados, por lo que las redes robustas le pueden hacer frente a fallos

aleatorios, pero son extremadamente vulnerable a los ataques dirigidos.
Estas caracteristicas explican la observacion de que muchas mutaciones tienen poco o
ningun efecto fenotipico, debido a que la presencia de genes que fracasan su funcion

puede ser sustituida por otros componentes de la red [49].

La presencia de genes que integran multiples sefiales, pueden desencadenar cambios

generalizados cuando estos fracasan. Demuestra el papel crucial de los genes altamente

42



conectadas. Por ejemplo, el tumor supresor de gen p53 ha sido identificado como un nodo
altamente conectado y por lo tanto fundamental. Una vez que ha mutado, pone en peligro
gravemente la estabilidad del genoma y la integracion de las sefales relacionadas con el
control del ciclo celular y la apoptosis [50]. Haciendo hincapié en su papel crucial, las
proteinas p53 disfuncionales estan involucradas en mas de la mitad de todos los fenotipos

de cancer humano.

Desde un punto de vista biomédico, las proteinas en general estan altamente conectadas
con el fin de mantener la integridad de los mddulos que pueden ser percibidos como
factores de la enfermedad y estos mismos nodos son blancos potenciales para los
medicamentos. Con la creciente capacidad de identificar y recopilar las interacciones
proteina-proteina, la determinacion de modulos y proteinas altamente conectadas se
convertira en un problema importante, para la identificacion rapida y eficaz de los posibles

blancos farmacoldégicos [40].

El progreso reciente en las redes bioldgicas ha descubierto sucesivamente el esqueleto y
la organizacion de redes, ofreciendo puntos de vista importantes sobre el montaje y la
funcionalidad de los componentes y subredes. En el futuro tendremos que ir varios pasos

mas alla, abordando los aspectos dinamicos de las diferentes redes celulares [40].

Redes de interaccién de proteinas.

Las interacciones de proteinas ofrecen una nueva forma de estudiar las redes celulares,
teniendo en cuenta las proteinas como nodos y las interacciones fisicas como enlaces.
Aunque los datos de interaccion de proteinas se obtienen de diferentes fuentes y se
recuperan por diferentes métodos, la aparicion de la propiedad libre de escala parece ser
una caracteristica robusta. Como se menciond anteriormente, las redes libres de escala
son vulnerables a los ataques dirigidos en sus nodos altamente conectados. Por lo tanto,
se espera que las mutaciones de proteinas altamente conservadas sean letales para la
célula. Esta prediccion es apoyada por mediciones explicitas [51]. La figura 5 representa
la red de interaccién de proteinas de levadura, que ilustra la caracteristica basica que los

centros mantienen muchos nodos escasamente conectados entre si.
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Citocinas.
Las citocinas son un grupo heterogéneo de pequefios polipéptidos o glicoproteinas
solubles, que ejercen efectos pleiotrépicos y redundantes que promueven el crecimiento,
la diferenciacion y la activacion de células normales [52]. Las citocinas pueden tener ya
sea la actividad pro o anti inflamatoria, dependiendo del microambiente. Las células
inmunes son la principal fuente de citocinas, pero muchas células humanas son capaces
de producirlas [52, 53] (Tabla 1) y son producidas como un medio de comunicacién entre
células y tejidos.

Tabla 1. Citocinas, inmunidad e inflamacion.

Actividad Citocinas y receptores

IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, IL-11, IL-12,
IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, IL-21, IL-23, TNF-a,
TNF-B, IFN-a, IFN-b, IFN-y

Inmunidad mediada por células

(Pro-Inflamatorias)

Inmunidad humoral IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13,
(Pro-Inflamatorias) IL-15, IL-21, IL-25, TGF-$
Inmunidad Alérgica IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-25, IFN-y,
(Pro-Inflamatorias) GM-CSF, SCF
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-19, IL-20, IL-22,
Anti-Inflamatorias) IL-24, IL-26, TGF-B, IL-1RA, sefalizado por
IL-1RII

Las citocinas v el desarrollo del cancer.

Los estudios clinicos y epidemiolégicos han sugerido una fuerte asociacién entre la
inflamacién local crénica y algunos tipos de cancer [54]. Prehn reporté por primera vez en
1972 que las células inmunes promueven el crecimiento del tumor en un modelo animal
[55], y ahora se establece que el estroma tumoral incluye células inflamatorias, como los
macrofagos M2, células dendriticas y linfocitos T reguladoras [56], que promueven el
desarrollo y la progresion de cancer [56, 57 y 58] (figura 13). El microambiente del tumor
es rico en citocinas y otros mediadores inflamatorios que influyen en la inmunosupresion,
el crecimiento de las células cancerosas, la remodelacion de tejidos y angiogénesis [59,
60, 61].
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Figura 13. Papel que desempefian la mayor parte de las citocinas en el microambiente tumoral. El
cancer coexiste con células del sistema inmune como: Macréfagos asociados a tumores (TAM),
células T- regulatorias (TReg), células dendriticas (DCs) y células mieloides supresoras (MSCs).
Los TAM y Treg son los mayores precursores de citocinas anti-inflamatorias, asi como las células
T cooperadoras 2 (Th2) producen: IL-4, IL-10, IL-13 y TGF-B, la cual suprime la inmunidad anti-
cancerigena. Mediado por las células asesinas naturales (NK), los linfocitos T CD8+ y las citocinas
pro-inflamatorias como: IL-2, IFN-y. En un ambiente de inmunosupresion se producen varias
citocinas generadas por las células de la inmunidad innata y las células que conforman al cancer,
las cuales promueven directamente el crecimiento tumoral.

Cuando se presenta una enfermedad como el cancer, es el reflejo del continud disturbio
en los sistema que alteran la funcién de la redes, evitando que estas realicen su funcién
correctamente. Generando y exacerbando reacciones que benefician al crecimiento
tumoral, como lo es una respuesta inflamatoria. Un ejemplo de esto es que la citocinas
inmunosupresoras IL-10 y TGF-f no parecen realizar su funcion normal, que es inhibir la

respuesta inmune mediada por células contra las células del cancer [62]. Por otra parte, la
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funcién de las células T circulantes a menudo se ve afectada en cancer [63]. Los datos
clinicos muestran una disminuciéon en la proporcion de las células Th1 circulantes a
células Th2 y sus citocinas asociadas en diferentes tipos de cancer y en condiciones

inflamatorias cronicas que estan asociados con un mayor riesgo de cancer [64].

Se han realizado pocos estudios sobre los niveles circulantes de citocinas en las personas
con cancer y en los sobrevivientes de cancer. Datos preliminares de otros estudios
indican que los niveles circulantes de varias citocinas pro y anti inflamatorios y
angiogénicas son sustancialmente mas altos en personas con cancer que en los controles

sanos.

Papel de las citocinas en las respuestas inflamatorias e inmunes.

La inmunidad innata es de corta duracién y es la primera linea no especifica, de la
defensa del huésped que depende de las células de tipo mieloide (por ejemplo,
monocitos, macrofagos, células dendriticas, neutréfilos y mastocitos) y linfoide (por
ejemplo, células NK) [65]. Varias células inmunes innatas y otras expresan receptores de
la linea germinal, incluyendo los receptores de tipo Toll (TLRs); estos receptores
reconocen una variedad de antigenos microbianos exdgenos y enddgenos, que incluyen
acidos nucleicos y proteinas de choque térmico. Cuando se activan, los TLR conducen a
la activacion del factor nuclear kappa B y la produccién de citocinas, que regula la

naturaleza y magnitud de las respuestas inflamatorias adaptativas [66-68].

Las células cancerosas pueden adquirir propiedades caracteristicas de las células de la
inmunidad innata, que no solo producen citocinas, sino también pueden expresar TLR
funcionales [69-71]. Durante una respuesta inmune innata los macréfagos se activan y
forman un continuo entre macrofagos tipo 1 y 2, que producen diferentes citocinas y
receptores de citocinas. Macréfagos tipo 1 estimulan respuestas mediadas por células a
través de la produccion de citocinas pro - inflamatorias como IL-1 , IL-6 , IL-12 , IL-23 y
TNF, mientras que los macréfagos tipo 2 estimulan la respuesta humoral, la remodelacién
tisular y la angiogénesis a través de la produccion de citocinas antiinflamatorias como la
IL-10 y TGF-B [72]. Los macrdéfagos tipo 2 se encuentran comunmente entre las células

huésped que se infiltran en la mayoria de los tumores [56].
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Las células del sistema inmune adaptativo son activadas mas tarde e inducen una
respuesta inmune de larga duracion y especifica mediada por ceélulas T CD4+
cooperadoras, células T CD8+ citotéxicas y células B [73]. Redes complicadas de
citocinas producidas después de la activacion de la respuesta innata del sistema inmune
promueven la diferenciacién de las células CD4 + ThO en subtipos de células: Th1, Th2,
Th17 [85] (Figura 14). Las funciones de las células Th1 y Th2 se refieren a las citocinas
distintivas que producen: en general las citocinas Th1 apoyan las respuestas inmunes
mediadas por células, incluyendo la inmunidad citotoxica contra las células cancerosas,
mientras que las citocinas Th2 apoyan las respuestas: humoral, alérgicas y anti
inflamatorias [74, 75, 76] (Tabla 1). Las citocinas caracteristicas del perfil Th1 (IFN-y) y
citocinas Th2 (IL-4 y IL-10) inhiben la diferenciacion y la funcién del fenotipo reciproco.
Células Th17 son responsables de la patogénesis de muchas enfermedades autoinmunes

[77], pero su papel en el cancer es incierto [78].

Tipo de polarizacion: efectores
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Figura 14. Prehn fue el primero en reportar en 1972 que las células inmunes promueven el
crecimiento del tumor en un modelo animal, y ahora se ha establecido que el estroma tumoral
incluye células inflamatorias, tales como los macréfagos M2, células dendriticas y linfocitos T-
reguladores, que promueven el desarrollo y progresion del cancer. En condiciones normales, una
respuesta inflamatoria esta regulada por mecanismos activos. Citocinas anti-inflamatorias, tales
como la interleucina 10 y TGF-B, son importantes en este proceso, como son receptores solubles
que neutralizan la actividad de citocinas, tales como el receptor de tipo Il de IL1 (IL1R2), y
antagonistas de los receptores de citocinas, tales como IL1RA.
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VI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El cancer se presenta con una enorme variabilidad en los patrones de severidad,
estabilidad y duracion en los ritmos fisiolégicos que estan asociados a la enfermedad y
pueden estar involucrados en su patogénesis. Por lo que, el reconocimiento de la
extraordinaria complejidad del proceso neoplasico y de los constantes fracasos en el
tratamiento de la enfermedad ponen de manifiesto la necesidad por incursionar en nuevas
investigaciones que aporten elementos para la comprensién del proceso tumoral como
una alteracion funcional sistémica del organismo y comprender los niveles de
complejidad, versatilidad y robustez del cancer como un sistema biolégico complejo. Con
el fin de poder entender el verdadero origen de casi todas las relaciones de redes de

genes y proteinas involucradas en el proceso neoplasico.

El cancer pulmonar es un problema de salud publica a nivel mundial en la actualidad. En
general, las tasas de mortalidad debidas a esta enfermedad tienden a aumentar dado que
representa a uno de los tipos de cancer mas invasivo y letal. En México el cancer de
pulmon es uno de los mas frecuentes entre hombres y mujeres. La tendencia indica que
en los préximos afios la incidencia y mortalidad por este tipo de cancer aumentara en

nuestro pais.

A pesar de los intensos programas de concientizacion sobre el consumo del tabaco y de
los constantes intentos por detectarlo en fases tempranas, esta enfermedad se
diagnostica generalmente en estadios avanzados y con un pronéstico pobre. En el
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) y en el Instituto Nacional de
Cancerologia (INCAN) el numero de casos también va en aumento, siendo el

adenocarcinoma el subtipo histopatoldgico mas frecuente.

Se ha demostrado la presencia, importancia y correlacion clinica de diversas citocinas
individuales en CP. Sin embargo, no se han desarrollado modelos que permitan generar
patrones pronosticos o de supervivencia de utilidad clinica que integren los valores de

varias citocinas de manera simultanea.
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VIl. HIPOTESIS.

El analisis por mineria de datos de las multiples ciocinas cuantificadas en plasma
de pacientes con cancer de pulmén en estadios avanzados (11IB y IV) por medio de
ensayos multiparametricos, permitird generar grupos (Clusters) de pacientes de
cancer de pulmén de células no pequefias que se puden asociar con el pronéstico

clinico (sobrevida) de los mismos.
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VIll. OBJETIVOS.

Objetivo General

Cuantificar las citocinas proinflamatorias IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12p70 y TNF; las citocinas de
perfil TH1/Th2/Th17, IL-2, IFN-y, IL-4, IL-10, IL-17a; anti-angiogénicas IL-27, IL-29; pro-
angiogeénicas, IL-31 e IL-33 en plasma de sujetos sanos y pacientes con cancer de
pulmoén correlacionando las caracteristicas clinico-patolégicas con los valores de las

citocinas y analizar su posible asociacion pronéstica.

Objetivo especificos

. Evaluar la utilidad del panel de citocinas analizado por mineria de datos como
potencial biomarcador de la enfermedad.

. Proponer un panel para el grupo de citocinas relevante que resulte del analisis por
mineria de datos de los pacientes estudiados y aplicarlo en un estudio prospectivo y/

longitudinal.
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IX. METODOS.

Disefio del estudio.

Se realizé un estudio de cohorte prospectivo que incluyé a 110 pacientes con cancer
pulmonar de estirpe adenocarcinoma en estadios IIB y IV de la Clinica de Cancer de
Pulmén del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) en colaboracién con el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas y a 25 sujetos sanos. Se
realizé un estudio observacional con muestreo transversal que permitid evaluar si la
expresion de un grupo de citocinas, permite estimar su utilidad como un biomarcador

pronéstico potencial.

< Pacientes
Criterios de inclusion

1. Se incluyeron aquellos pacientes que entendieron y firmaron el consentimiento
informado.

2. Se incluyeron aquellos pacientes que junto con un cuadro clinico-radiolégico compatible
con cancer de pulmon, cumplieron al menos una de las siguientes condiciones y que no
hubieran recibido radioterapia y/o quimioterapia previa a la obtencion de las muestras a
analizar.

a) Citologia positiva para malignidad en esputo, aspirado bronquial, cepillado bronquial,
puncion aspirativa pulmonar, liquido pleural o puncidn de otras localizaciones
metastasicas.

b) Biopsia positiva para malignidad de origen bronquial, transbronquial, pleural, pulmonar
percutanea, pulmonar por toracotomia o de localizaciones metastasicas.

3. Edad 218 afos.

4. Estado general con puntuacién segun ECOG entre 0 y 2 6 con un Karnofski > 60%.

Criterios de exclusion

1. Se excluyeron aquellos sujetos con un tipo histoldgico diferente al adenocarcinoma.

2. Aquellos que hayan recibido tratamiento quirdrgico, radiolégico o de quimioterapia
previo.

3. Sujetos con inflamaciones agudas.

4. Sujetos con infeccién por VIH u otras inmunodeficiencias.

5. Sujetos con infecciones no controladas.
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Los criterios de exclusion 3, 4 y 5, se han indicado con el fin de evitar posibles
interacciones inmunoldgicas sobre los factores estudiados. La subpoblacién de estudio
puede estar incrementada en las patologias descritas, lo que interferiria con la descripcion

de los resultados.

Criterios de eliminacién

1. Retiro del consentimiento informado

s Sujetos sanos
Criterios de inclusién

1. Se incluyeron aquellos sujetos que entendieron y firmado el consentimiento informado.
2. Se incluyeron los que no reportaron habito tabaquico al menos en los ultimos 10 afos.
3. Se incluyeron sujetos sin sintomas de cualquier enfermedad respiratoria en las dos

semanas anteriores a la toma de la muestra.

Criterios de exclusion

1. Personas menores de 45 afios y mayores de 75.

2. Mujeres embarazadas.

3. Sujetos con algun tratamiento dos semanas previas a la toma de muestra, incluyendo
corticosteroides.

4. Aquellos sujetos que tengan antecedentes familiares de cancer de pulmon.

5. Sujetos con otro diagnostico oncogénico.

6. Sujetos con enfermedades autoinmunes (VIH, artritis, lupus, etc.).

7. Pacientes con enfisema pulmonar.

El criterio de exclusiéon 1, se han indicado con el fin de evitar posibles interacciones
inmunoldgicas sobre los factores estudiados y tener poblaciones pareadas por edad con
los pacientes. Y el criterio 3, 4, 5, 6 y 7 debido que la subpoblacion de estudio puede estar
incrementada en las patologias descritas o algun tratamiento interfieran con la descripcion

de los resultados.

Criterios de eliminacion

1. Retiro del consentimiento informado.
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Consideraciones éticas

Este proyecto asi como las cartas de consentimiento informado para sujetos sanos y
pacientes han sido sometidos a los Comités de Bioética de las instituciones participantes
[INCAN (011/018/ICT) (CV/683)] e INER (B06-12).

Metodologia experimental

Se incluyeron 110 pacientes confirmados con histopatologia de CPCNP sin tratamiento
previo y 25 sujetos sanos. Se realizaron inmunoensayos de cuantificacion multiple de
analitos asociados a perlas mediante citometria de flujo (CBA, Cytometric Bead Array, BD

Biosciences) y kits de ELISA BioLegend Max.

s Obtencion de plasma de muestras de sangre periférica
Las muestras de sangre venosa periférica se colectaron en tubos estériles de 8 ml

recubiertos con EDTA para todos los pacientes y sujetos sanos; dentro de la 1 hora se
centrifugaron las muestras a 1500 rpm durante 5 min; se tomo la primera fraccién que se
forma en el gradiente y se dividié en partes (alicuotas) y se almacenaron a -20°C hasta su

posterior analisis.

% Cuantificacion de las citocinas IL-8, IL-1B, IL-6, IL-10, TNF, IL-12, IL4, IL-17, IFN-g
por ensayo de cuantificacion de analitos solubles (CBA)

La capacidad para cuantificar mediadores solubles involucrados en la regulacion de los
procesos inmunoldgicos ha constituido un foco de atencion importante para los
investigadores biomédicos por mas tres décadas. Los esfuerzos han sido dirigidos a la
medicion de analitos multiples, como citocinas y sus receptores, quimiocinas o factores de

crecimiento involucrados en procesos de regulacién celular in vivo e in vitro.

La importancia de realizar dichas mediciones radica en el hecho de que estas moléculas
constituyen la base de sofisticadas redes de comunicacién celular tanto de procesos

inmunes en estado de salud como de enfermedad.

Como es bien conocido por todos, los inmunoensayos como los son las ELISAs por sus

siglas en inglés (Enzyme-linked immunosorbent assay) permiten cuantificar de manera
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especifica y precisa moléculas como citocinas u otras proteinas de manera individual.
Esta caracteristica hace de estos ensayos una técnica costosa y que requiere de una
inversion de tiempo considerable cuando lo que se pretende es la cuantificacion

simultanea de diversos mediadores involucrados en un proceso determinado.

Ante la necesidad del desarrollo de métodos de deteccion multiple de proteinas, diversas
compandias, han desarrollado un método de detecciéon de analitos multiples basados en
perlas, incorporando plataformas de analisis de datos que permiten obtener una gran
cantidad de informacién cuantificable en tiempos cortos y sobre todo que han permitido la
cuantificacién simultanea en volumenes de muestra muy pequefios utilizando la citometria
de flujo. Esto ha permitido optimizar las muestras bioldgicas que se obtienen, asi como el

tiempo y el costo que se invierte en la realizacion de estos ensayos.

Los ensayos (CBA); estan basados en la utilizaciéon de perlas sintéticas y el uso de la
citometria de flujo como herramienta para la deteccién de citocinas, tanto en humanos y
ratones a partir de sobrenadantes de células, muestras de suero o plasma. Dichas perlas
tienen un diametro aproximado de 4-7.5vom, presenta grupos carboxilos en la superficie, lo
que proporciona una gran capacidad de unidn al anticuerpo del cual se encuentra

recubierta, y una gran area de contacto comparada con una placa convencional de ELISA.

Cada conjunto especifico de perlas estdn marcadas internamente con diferentes
concentraciones de una sonda que emite una sefal fluorescente que es posible medir en
un canal de fluorescencia especifico y discreta que puede ser resuelto por el FL-3 de

canal de un citémetro de flujo.

El proceso en general consiste en la incubacion de las perlas de captura, con la muestra
de interés, se lavan, y después se incuban con un segundo anticuerpo de deteccion
conjugado con PE. De esta manera, una perla que es positiva para una citocina emite
fluorescencia tanto para el canal PE y FL-3, mientras que las perlas que no se le

acoplaron las citocinas solo emite fluorescencia para el canal FL-3.
La ventaja de esta técnica es que nos permite cuantificar multiples proteinas
simultaneamente. El sistema utiliza una amplia y dinamica gama de detectores de

fluorescencia ofrecida para citometria de flujo combinado con perlas revestidas de
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anticuerpo para la captura eficiente de analitos de interés. Cada perla cuenta con una
matriz la cual tiene una intensidad de fluorescencia unica, de tal manera que las perlas se
pueden mezclar y ejecutar de forma simultdnea en un unico tubo. Este método reduce
significativamente los requisitos de la muestra y el tiempo de los resultados en
comparacion con técnicas tradicionales. Ademas de que el ensayo permite incorporar
estandares con concentraciones conocidas de cada proteina que se cuantifica, y el
programa de analisis interpola los valores obtenidos de las muestras en las curvas

estandar, cuantificando de manera simultanea las proteinas presentes en las muestras.

La cuantificacion de las concentraciones de las citocinas proinflamatorias (IL-8, IL-18, IL-
6, IL-10, TNF y IL-12) y citocinas de perfil Th1, Th2, Th17 (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A,
TNF, INF-y) se realizaran por este método utilizando los kits (CBA BD Human
Inflammatory Cytokine Kit y CBA Human Th1, Th2, Th17 Cytokine Kit) en plasma de

pacientes con cancer de pulmoén y sujetos sanos.

%+ Cuantificacion de IL-27, IL-29, IL-31 e IL-33 por ELISA
Para la cuantificacion de estas citocinas se utilizaran kits comerciales de ELISA de

acuerdo a las instrucciones del fabricante (BioLegend Max)
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X. ANALISIS ESTADISTICO.

Diseio estadistico del estudio

s Tamarno de muestra del estudio
Se incluyeron a 110 pacientes con cancer pulmonar en estadios IIB y IV de la Clinica de

Cancer de Pulmon del Instituto Nacional de Cancerologia (INCAN) en colaboracién con el
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas. Debido a que no
existen reportes de la expresién simultanea de las citocinas propuestas en el panel a
evaluar y en base a estudios similares en otros tipos de cancer donde el tamafio de
muestra oscila entre los 50 y 150 pacientes y que arrojan diferencias significativas,
estimamos que el analisis de 110 pacientes nos permitira evaluar las diferencias en la

expresion de las distintas citocinas.

«» Anélisis por mineria de datos
Se aplicaron técnicas de clusterizacion para dividir a los pacientes en grupos naturales de

acuerdo a los valores de 14 citocinas. Los grupos formados son exclusivos, esto es, cada
paciente pertenece a un grupo, o bien, pueden ser probabilisticos, es decir, un paciente
pertenece a un grupo con una cierta probabilidad. Se utilizaron algoritmos diferentes: k-

means, para el primer caso, y EM, para el segundo.

En el algoritmo k-means, el parametro k corresponde al numero de cluster a formar. Se
elige aleatoriamente a un paciente, y el conjunto de sus valores de citocinas son
considerados como el centro inicial del primer cluster. Lo mismo ocurre para el resto de
los clusters. Después, se calcula la distancia euclideana entre los valores de citocinas que
corresponden a los pacientes y los centros de cada cluster, y cada paciente es asignado
al cluster mas cercano. Terminada la asignacion de todos los pacientes, se calcula el
centroide o la media (de aqui el nombre means) de las instancias en cada cluster, y el
valor resultante es considerando como el nuevo centro del cluster. El proceso se repite
con los nuevos valores centrales, y la iteracion continua hasta que los mismos pacientes
son asignados a cada cluster en rondas consecutivas y los centros de los clusters se

estabilizan y dejan de cambiar.
Por su parte, el algoritmo EM (Expectation-Maximization) adopta el procedimiento

utilizado por k-means para calcular el valor de los siguientes parametros: la media y la

desviacion estandar de cada cluster. Iniciando con valores aleatorios (seeds) para estos
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parametros, en un primer paso (Expectation) se calcula para cada paciente la probabilidad
de pertenencia a cada cluster, y en el segundo paso (Maximization) se utilizan tales
probabilidades para reestimar los parametros, esto es, se maximiza la probabilidad de las

distribuciones de los clusters a partir de los datos disponibles.

EM puede decidir el numero de clusters a crear utilizando la técnica cross-validation, la
cual es la mas indicada para evaluar el desempefio de un algoritmo de mineria cuando el
numero de instancias es limitado. Para ello se siguen estos pasos:
1. Se determina el numero de clusters como 1.
2. El conjunto de pacientes se divide aleatoriamente en 10 partes.
EM se ejecuta 10 veces, en la primera se reserva la parte 1 y se ejecuta el
algoritmo sobre las 9 restantes (conjunto de entrenamiento), se calcula la tasa de
error utilizando la parte reservada (conjunto de prueba), se repite el proceso
reservando ahora la parte 2 y ejecutando sobre las 9 restantes, y asi
sucesivamente.
4. Se promedian las tasas de error de las 10 ejecuciones obteniendo el error
estimado total.
5. Si este error crece con respecto a su valor inicial / anterior, el nimero de clusters

se incrementa en 1 y el algoritmo se repite a partir del paso (2).

Posteriormente, se utiliza el algoritmo J48 para inferir las reglas que caracterizan a cada
uno de los clusters formados. Esta técnica genera arboles de decision que permiten
representar la clasificacion de las instancias. Se utiliza una medida de cantidad de
informacién para determinar el atributo (citocina) a colocar en la raiz del arbol, y se
determina el valor de esa citocina que mejor divide a los pacientes en dos grupos (arboles
binarios con atributos numéricos); para cada una de las ramas generadas se repite el
proceso considerando solo al subconjunto de pacientes que fueron incluidos en ella. El
proceso termina en cada rama del arbol cuando todos sus pacientes son de la misma
clase o cuando se alcanza el criterio del minimo numero de pacientes por cada nodo

terminal.
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% Parametros
Se probaron distintas ejecuciones de los algoritmos EM y k-means variando sus

parametros como se indica a continuacion:

Maximo numero de iteraciones: 100
Numero de clusters: 3 (determinado por el algoritmo)

Minimo valor para desviacion estandar:1.0E-6

EM
Valor aleatorio inicial (seed): 100
Medida de Evaluacién: Probabilidad Log (refiere la probabilidad de que los pacientes se
distribuyan en los clusters formados; objetivo: aproximacion a 0)
Numero minimo de pacientes por nodo: 5
J48

Evaluacion: area bajo la curva de ROC (objetivo: aproximacion a 1), matriz de confusion

s Andlisis estadistico.
Con el fin de describir los valores de las variables continuas se emplearon como medidas

de tendencia central, a la media o la mediana y como medidas de dispersion, la
desviacion estandar o los valores minimo y maximo, dependiendo de la distribucion

paramétrica o no de los datos.

La comparacion entre las caracteristicas generales de sujetos sanso y pacientes con
Cancer Pulmonar de Células no Pequefias (CPCNP) de variables continuas se realizé con
la prueba t de Student o con su alternativa no paramétrica U de Man-Whitney cuando esté
indicado de acuerdo a su distribucidon. El analisis de variables nominales u ordinales se
efectud con prueba de ? o prueba exacta de Fisher. Se consideré un valor significativo de

P cuando éste sea < 0.05. No se ajusté por comparaciones multiples.

En el grupo de pacientes se asocio la expresién del panel o grupos de citocinas que arrojo
el analisis de mineria de datos con las variables clinico-patolégicas como edad, género,
histologia y estadio clinico. Y las variables significativas se utilizaron en un analisis
multivariado de regresion logistica. Se analiz6 la sobrevida global de pacientes de
acuerdo a la mediana de la expresion del panel de citocinas con Kaplan-Meier comparado
con Log-Rank. Las variables estadisticamente significativas que presentaron una P
<0.001, fueron incluidas en analisis multivariados utilizando el modelo de Cox. Se utilizo el
programa de analisis estadistico SPSS (V. 20.0; SPSS, Inc., Chicago, IL).
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Xl.  RESULTADOS.

Los pacientes y sujetos de control.

Se incluyeron un total de 110 pacientes y 25 sujetos sanos. La media de edad de los
pacientes fue de 64.5 afos (£ 13.8 afos), el 55,5 % eran mujeres. 21.8% de los pacientes
presentaban metastasis en el sistema nervioso central y el 47.3 % de los pacientes tenian
antecedentes de tabaquismo. Casi dos tercios de los pacientes (63.2 %) tuvieron una
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) puntuacion <1, el 83.6 % tenian histologia
de adenocarcinoma, y el 10 % se encontraban en estadio IlIB clinico. No hubo diferencias
significativas entre los sujetos control y pacientes en el estudio, a excepcion de los
antecedentes de tabaquismo (12 % en el grupo control; P <0,001) (TABLA 1).

Niveles de citocinas en los pacientes y sujetos de control.

En el panel de citocinas pro-inflamatorias, los pacientes con CPCNP tienen valores mas
altos estadisticamente significativos de IL-6 (P<0,001); IL-18 (P<0,001); IL-12p70
(P<0,001); IL-17A (P<0,001) y de IFN-y (P<0,001). En los perfiles de citocinas
angiogénicos y anti-angiogénicos; soélo la I1L-33 (P<0,003) y la IL-29 (P<0,002) fueron
estadisticamente significativas, con respecto a los individuos sanos. No se encontraron

diferencias significativas en el panel de citocinas anti-inflamatorias (TABLA 2 y FIGURA1).

Asociacion de los niveles de citocinas con caracteristicas clinicas y analisis de
laboratorio.

La asociacién entre el andlisis de sangre, caracteristicas clinico-patologicas y los niveles
de citocinas se muestran en la TABLA 3 y TABLA 4. En el perfil de las citocinas pro-
inflamatorias, se observa una asociacion entre un alto nivel de IL -1 con los pacientes no
fumadores y los niveles mas bajos de hemoglobina. Los niveles altos de IL-6 se asociaron
con el sexo masculino, la edad = 60 afnos, el peor estado funcional ECOG, mayor
recuento de neutréfilos y una mayor relacion de plaquetas / linfocitos. Ademas, la IL-6 se
asocia con niveles de hemoglobina bajos e hipo-albuminemia. La IL-8 se asocié con un
mayor recuento absoluto de leucocitos y neutrdfilos, y con menores niveles de

hemoglobina.

Con respecto en el perfil de citocinas anti-inflamatorio y angiogénico, la IL-10 e IL-33 se

asociaron con un menor IMC (< 20). IL-33 también se asocié con los pacientes mas
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jévenes (<60 anos). En las citocinas anti-angiogénicas, soélo encontramos que la

interleucina 29 se asocia con los no fumadores.

Sobrevida Global de la citocinas y las caracteristicas clinico-patolégicas.

La mediana de seguimiento (fecha de diagnoéstico hasta la fecha de ultimo seguimiento o
de defuncion) de los pacientes fue de 9.1 meses con un rango de 0.6 a 37.6 meses. La
mediana de sobrevida global fue de 16.4 meses [IC del 95%: 12.9 - 19.9]. El analisis
univariado demostré que el género masculino, la enfermedad estable o progresion a la
primera linea del tratamiento, asi como el peor estado funcional (ECOG 2-3) fueron los
factores asociados con peor sobrevida (TABLA 5). La unica citocina asociada con una
menor sobrevida global fue la IL-6 (FIGURA 2), los pacientes con niveles bajos de IL-6
(<8.2 pg/ml) tuvieron una mediana de SG de 22 meses [17.2 - 26.9] vs 11.7 meses [8.0 -
15.3, P=0.008] en pacientes con niveles altos (>8.2 pg/ml) (TABLA 6).

Cluster de citocinas mediante el analisis de mineria de datos.

Con respecto a la homogeneidad en la varianza de los niveles séricos de las citocinas, el
analisis de mineria permitié definir 3 grupos (clusters 1, 2, 3 de 16, 80 y 14 pacientes,
respectivamente) con base en las reglas mostradas en la TABLA 7. En la FIGURA 3, se
muestra el arbol arrojado por el algoritmo J48 del analisis de mineria. No existieron
diferencias significativas entre las caracteristicas clinicas y de laboratorio entre los 3
clusters, a excepcién de menores niveles de hemoglobina y albumina en el cluster 3.
(TABLA 8 Y 9).

Sobrevida Global de los Clusters de mineria de datos.

De acuerdo a los grupos definidos por el andlisis de mineria, los pacientes del cluster 1,
no alcanzaron la mediana de sobrevida, en tanto, los del cluster 2 presentaron una
mediana de 16.9 meses [13.1 - 20.6] y en el cluster 3 de 5.1 meses [0.9 - 9.2 meses;
P=0.0012] (FIGURA 3, TABLA 10).

En el andlisis multivariado se asocid a la SG de los paciente (TABLA 11), del ECOG (RR

3.63; [95%CI 1.8 - 7.4], P<0.0001) y los clusters formados por mineria de datos (2.4; [1.4 -
4.1], P=0.005).
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TABLA 1. Caracteristicas generales de pacientes y controles.

Sujetos Sanos Pacientes con CPCNP

Variable P
N (%) N (%)
Edad (afos)
<60 60 (15/25) 40 (44/110) 0.069
>60 40 (10/25) 60 (66/110)
Género
Femenino 60 (15/25) 55.5 (61/110) 0.679
Masculino 40 (10/25) 44.5 (49/110
Tabaquismo
No 88 (22/25) 52.7 (58/110) 0.001
Si 12 (3/25) 47.3 (52/110)
Hipertension
No 84 (21/25) 65.5 (72/110) 0.071
Si 16 (4/25) 34.5 (38/110)
Diabetes Mellitus
No 92 (23/25) 82.7 (91/110) 0.365
Si 8 (2/25) 17.3 (19/110)
Histologia
Epidermoide 16.4 (18/110)
Adenocarcinoma 83.6 (92/110)
Estadio
B 10 (11/110)
v 90 (99/110)
ECOG
0-1 79.1 (87/110)
2 20.9 (23/110)
KPS
<70 13.6 (15/110)
>70 86.4 (95/110)

Metastasis SNC
No
Si

78.2 (86/110)
21.8 (24/110)

Abreviaturas: CPCNP= Cancer De pulmoén de células no pequefias; ECOG= Eastern Cooperative Oncology
Group; KPS= Karnofsky performance score, SNC= Sistema Nervioso Central.

61



TABLE 2. Citocinas circulantes en pacientes con cancer de pulmoén y sujetos sanos.

Sujetos Sanos Pacientes con CPCNP
Citocina Mediana Mediana p
(Rango) pg/ml (Rango) pg/ml
Pro-inflamatorias
IL-1B 0 0 0.691
(0-11.26) (0-12.86)
IL-2 1.26 1.2 0.570
(0-4.89) (0-10-65)
IL-6 4.65 9.74 0.001
(0-23.74 (0-540.92)
IL-8 6.07 18.41 0.000
(0-56.98) (0-307.20)
IL-12p70 0 0.3 0.0047
(0-4.89) (0-9.55)
IL-17A 207.08 253.38 0.334
(0-2291.66) (24.55-972.96)
IFN-y 0 0.31 0.002
(0-1.53) (0-16.99)
TNF 0 0 0.182
(0-34.86) (0-19.13)
Anti-inflamatorias
IL-4 0 0 0.614
(0-2.76) (0-10.26)
IL-10 0 0 0.132
(0-12.17) (0-11.78)
Pro-angiogénicas
IL-31 1.195 1.91 0.830
(0-70.25) (0-113)
IL-33 105.52 24.02 0.000
(5.6-1255.96) (0-1058.4)
Anti-angiogénicas
IL-27 207.08 253.38 0.384
(0-2291.66) (24.55-972.96)
IL-29 38.52 0 0.004
(0-223.01) (0-415.03)

Abreviaturas: CPCNP= Cancer De pulmén de células no pequefas; IL= Interleucina, IFN-y= Interferon gamma;
TNF= tumor necrosis factor.
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FIGURA 1. Citocinas circulantes en pacientes con cancer de pulmén y sujetos sanos.
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Abreviaturas: CPCNP= Cancer De pulmén de células no pequefias; IL= Interleucina, IFN-y= Interferon gamma; TNF= tumor necrosis factor.
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pafmL

FIGURA 1 continuacién. Citocinas circulantes en pacientes con cancer de pulmén y sujetos sanos.
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Abreviaturas: CPCNP= Cancer De pulmén de células no pequeias; IL= Interleucina.
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TABLA 3. Analisis bi-variado de las citocinas.

Pro-inflamatorias

IL-1B IL-2 IL-6 IL-8 IL-12p70 IL-17A IFN-y TNF
Variable RP RP RP RP RP RP RP RP

(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Género
Femenino 59.23 57.75 49.34 51.39 58.25 53.75 53.94 59.45
Masculino 50.86 52.69 63.16 60.61 52.08 57.68 57.44 50.58
P 0.085 0.395 0.024 0.132 0.283 0.508 0.544 0.061
Edad (afios)
<60 55.15 58.67 47.03 51.64 52.95 62.26 58.39 58.36
> 60 55.73 53.39 61.14 58.08 57.20 50.99 53.58 53.59
P 0.905 0.381 0.023 0.300 0.467 0.062 0.411 0.321
Tabaquismo
No 62.62 54.43 55.63 57.31 59.72 58.97 54.13 58.8
Si 47.56 56.69 55.36 53.48 50.80 52.63 57.03 51.82
P 0.002 0.702 0.964 0.530 0.119 0.359 0.614 0.139
Histologia
Adenocarcinoma 55.77 57.67 55.16 53.62 57.31 56.34 55.13 56.56
Epidermoide 54.11 44.39 57.25 55.11 46.25 51.19 57.42 50.08
P 0.799 0.096 0.799 0.162 0.152 0.519 0.767 0.309
Estadio
B 53.50 72.64 46.64 48.95 58.86 50.82 66.5 52.18
v 55.72 53.60 56.48 56.23 55.13 56.02 54.28 55.87
P 0.582 0.053 0.331 0.473 0.695 0.597 0.201 0.639
Respuesta a tratamiento
Completa/Parcial 56.26 57.88 52.36 55.35 62.85 61.71 51.63 58.09
Estable/Progresion 55.06 57.14 57.29 55.59 51.30 51.95 57.71 54.02
P 0.811 0.543 0.435 0.970 0.052 0.112 0.307 0.407
ECOG
0-1 54.32 54.63 51.11 53.07 56.30 56.10 52.82 57.13
2 59.96 58.80 72.09 64.70 52.46 53.24 65.65 49.33
P 0.342 0.565 0.005 0.120 0.584 0.694 0.069 0.178
KPS
<70 56.43 56.83 71.93 66.83 51.83 54.23 55.97 53.67
>70 55.35 55.29 52.91 53.71 56.08 55.70 55.43 55.79
P 0.878 0.858 0.032 0.139 0.610 0.865 0.948 0.757
IMC (kg/m?)
<20 64.58 56.50 57.42 62.33 57.75 56.58 62.75 66.88
>20 54.39 55.38 55.27 54.66 55.22 55.37 54.61 54.11
P 0.188 0.906 0.825 0.432 0.783 0.898 0.376 0.091
Derrame Pleural
No 55.02 55.83 54.3 57.80 53.33 60.30 52.45 55.37
Si 56.37 54.9 57.69 51.31 59.45 46.77 61.05 55.74
P 0.789 0.880 0.593 0.307 0.305 0.029 0.151 0.939
Metastasis SNC
No 55.10 55.40 55.19 53.89 57.16 53.49 55.41 56.59
Si 56.92 55.85 56.73 61.27 49.56 62.71 55.83 51.60
P 0.756 0.950 0.845 0.316 0.272 0.198 0.951 0.383

Abreviaturas: IL= Interleucina, IFN-y = Interferon gamma; TNF= tumor necrosis factor; RP= Rango Promedio; ECOG= Eastern
Cooperative Oncology Group; SNC=Sistema Nervioso Central; KPS= Karnofsky performance score.
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TABLA 3 continuacién. Analisis bi-variado de las citocinas.

Anti-inflamatorias Pro-angiogénicas Anti-angiogénicas
Variable IL-4 IL-10 IL-31 IL-33 IL-27 IL-29
RP (pg/ml) RP (pg/ml) RP (pg/ml) RP (pg/ml) RP (pg/ml) RP (pg/ml)

Género
Femenino 56.16 56.83 60.89 58.22 53.30 57.89
Masculino 54.67 53.85 48.79 52.11 58.24 52.52
P 0.768 0.587 0.042 0.318 0.419 0.330
Edad (afos)
<60 58.65 59.06 58.57 64.32 50.55 55.42
> 60 53.40 53.13 53.45 49.62 58.80 55.55
P 0.307 0.287 0.397 0.018 0.183 0.981
Tabaquismo
No 58.68 57.03 56.17 58.16 55.84 60.83
Si 51.95 53.80 54.75 52.54 55.12 49.56
P 0.181 0.554 0.810 0.356 0.905 0.040
Histologia
Adenocarcinoma 54.97 56.75 53.33 54.74 55.01 55.19
Epidermoide 58.19 49.11 66.58 59.39 58.00 57.08
P 0.635 0.300 0.097 0.572 0.716 0.798
Estadio
B 83.36 52.86 58.05 59.64 44.18 63.23
v 52.40 55.79 55.22 55.04 56.76 54.64
P 0.000 0.747 0.774 0.650 0.215 0.347
Respuesta a tratamiento
Completa/Parcial 58.93 54.48 51.81 55.05 51.98 56.88
Estable/Progresion 53.54 56.09 57.61 55.76 57.51 54.71
P 0.303 0.776 0.346 0.911 0.381 0.705
ECOG
0-1 52.91 55.17 57.30 54.56 53.05 54.22
2 65.30 56.74 48.70 59.04 64.76 60.35
P 0.045 0.815 0.236 0.549 0.117 0.363
KPS
<70 69.17 54.07 47.47 50.83 73.33 55.83
>70 53.34 55.73 56.77 56.24 52.68 55.45
P 0.031 0.834 0.280 0.542 0.020 0.961
IMC (kg/m?)
<20 48.08 79.04 56.42 78.04 59.04 42.92
>20 56.41 52.62 55.39 52.74 55.07 57.04
P 0.302 0.003 0.914 0.009 0.684 0.108
Derrame Pleural
No 57.06 57.75 54.51 58.47 58.70 51.56
Si 52.65 51.40 57.29 50.09 49.68 62.67
P 0.401 0.265 0.653 0.187 0.156 0.053
Metastasis SNC
No 56.02 54.46 56.80 55.13 51.73 57.39
Si 53.63 59.23 50.85 56.83 69.02 48.73
P 0.694 0.470 0.406 0.817 0.019 0.192

Abreviaturas: IL= Interleucina; RP= Rango Promedio; ECOG= Eastern Cooperative Oncology Group; SNC=Sistema Nervioso Central;
KPS= Karnofsky performance score.
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TABLA 4. Factores clinicos asociados con las citocinas.

Pro-inflamatorias
IL-1B IL-2 IL-6 IL-8 IL-12p70 IL-17A IFN-y TNF
RP RP RP RP RP RP RP RP

(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Leucocitos (miles/mm?®)

Variable

<8.4 56.60 59.56 51.02 48.89 59.75 5572 56.01 59.60
>8.4 53.78 4917 6248 6580 48.88 5516 54.70 49.12
P 0.568 0.086 0.066 0.007 0.063 0.927 0.823 0.030
Linfocitos (miles/mm3)

<1.65 53.76 54.00 56.62 53.49 5831 54.38 5524 56.17
>1.65 58.32 5793 5369 58.76 5095 57.32 5592 5442
P 0.358 0.518 0.640 0.399 0.211 0.628 0.909 0.718
Neutrdfilos (miles/mm?®)

<6.1 56.76 58.34 50.14 5098 59.08 57.67 57.75 57.49
>6.1 53.01 4991 66.07 6442 4843 5122 51.05 51.57
P 0.463 0.178 0.013 0.037 0.078 0.302 0.269 0.235
Plaquetas (miles/mm?®)

<316 5570 59.07 51.63 52.02 5785 57.16 56.81 56.47
>316 55.23 50.71 60.68 60.17 5235 53.28 53.74 54.20
P 0.924 0.162 0.141 0.185 0.341 0.516 0.597 0.634
Hemoglobina (gr/dl)

<14 62.09 53.36 6228 58.75 5299 57.39 5866 54.92
>14 47.78 56.67 4758 5119 57.05 53.86 52.77 56.00
P 0.006 0.412 0.011 0.162 0.563 0.552 0.306 0.820
Albumina (mg/dl)

<3.5 58.74 5092 74.18 63.00 6240 5819 56.00 57.85
>3.5 53.34 5855 43.05 5050 50.90 53.70 5517 53.93
P 0.273 0.206 0.000 0.044 0.049 0.457 0.887 0.415
RPL

<209.44 5447 5954 49.04 55.00 5390 56.96 54.13 55.62
>209.44 56.88 50.09 64.16 56.17 57.65 53.54 57.33 5534
P 0.621 0.113 0.014 0.849 0516 0.567 0.581 0.953
RNL

<4 58.58 56.21 5191 5546 57.01 57.12 5499 5497
>4 4917 54.04 6289 5558 5239 5217 56.56 56.60
P 0.067 0.731 0.090 0.985 0.447 0431 0.797 0.745

Abreviaciones: IL= Interleucina; RP = Rango Promedio; RPL= Relacion Plaquetas Linfocitos; RNL=Relacién Neutrdfilos Linfocitos.



TABLA 4 continuacion. Factores clinicos asociados con las citocinas.

Anti-inflamatorias Pro-angiogénicas Anti-angiogénicas
IL-4 IL-10 IL-31 IL-33 IL-27 IL-29
RP RP RP RP RP RP

(pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml)

Variable

Leucocitos (miles/mm?®)

<8.4 58.93 54.76 56.37 57.41 53.74 55.60
>8.4 50.15 56.65 54.14 52.52 58.24 55.34
P 0.088 0.735 0.712 0.433 0.470 0.962
Linfocitos (miles/mm?®)

<1.65 54.13 54.71 53.04 54.54 57.51 58.40
>1.65 57.71 56.79 59.49 57.06 52.24 50.81
P 0.489 0.711 0.289 0.687 0.399 0.179
Neutrofilos (miles/mm3)

<6.1 57.01 54.01 56.86 58.74 54.89 55.18
>6.1 52.51 58.43 52.82 49.11 56.70 56.14
P 0.398 0.444 0.519 0.135 0.778 0.869
Plaquetas (miles/mm?®)

<316 58.50 54.62 54.73 54.37 54.21 55.59
>316 51.48 56.68 56.53 57.02 57.23 55.38
P 0.167 0.708 0.763 0.666 0.622 0.971
Hemoglobina (gr/dl)

<14 58.77 55.30 53.95 51.57 59.24 56.09
>14 51.16 55.67 56.84 58.9 50.69 53.89
P 0.136 0.947 0.626 0.229 0.175 0.410
Albumina (mg/dI)

<35 52.40 57.49 54.40 53.25 57.94 54.82
>3.5 57.57 54.17 56.23 57.00 53.87 55.95
P 0.314 0.551 0.761 0.546 0.512 0.839
RPL

<209.44 57.01 53.68 55.39 58.87 52.75 57.75
>209.44 53.48 57.94 55.65 50.99 59.18 52.48
P 0.487 0.440 0.965 0.200 0.296 0.341
RNL

<4 56.82 55.57 56.89 58.68 55.74 58.09
>4 52.79 55.35 52.65 48.97 55.00 50.18
P 0.452 0.969 0.502 0.134 0.909 0.176

Abreviaturas: IL= Interleucina; RP = Rango Promedio; RPL= Relacién Plaquetas Linfocitos; RNL=Relacién Neutrd&filos Linfocitos.



TABLA 5. Factores asociados con las sobrevida global de los pacientes.

95% Intervalo de confianza

Variable Mediana P
Limite Inferior Limite Superior

Género
Femenino 18.300 14.347 22.253 0.073
Masculino 12.222 2.443 22.000 '
Edad (afos)
<60 19.088 15.088 23.089

0.208
>60 15.441 9.868 21.015
Tabaquismo
No 15.836 13.648 18.023

0.422
Si 18.300 9.097 27.503
Histologia
Adenocarcinoma 16.854 12.763 20.946 0.692
Epidermoide 15.014 10.545 19.484 '
Estadio
1B 19.088 13.864 24.312

0.698
v 15.836 9.944 21.728
Oligometastasis
No 16.427 5.406 27.448

0.459
Si 16.854 12.909 20.799
Respuesta a tratamiento
Completa/Parcial 25.692 15.303 36.081 0.000
Estable/Progresion 9.429 1.958 16.9 ’
ECOG
1 19.088 14.076 24.101

0.000
2y3 4,797 0.000 12.631
KPS
<70 9.166 0.000 21.638

0.014
>70 18.300 14.926 21.674
Metastasis SNC
No 18.3 14.87 21.73

0.095
Si 9.429 2.137 16.721

Abreviaturas: ECOG= Eastern Cooperative Oncology Group; SNC=Sistema Nervioso Central; KPS= Karnofsky performance score.



TABLA 6. Citocinas asociadas con la sobrevida global de los pacientes.

95% Intervalo de Confianza

Citocina Mediana P
rocl I Limite Inferior Limite Superior

Pro-inflamatorias

IL-1B

<0 15.836 12.194 19.477 0.751

>0 16.885 0.000 35.002

IL-2

<1.2 15.836 14.162 17.509 0.944

>1.2 19.088 9.250 28.926

IL-6

<8.2 22.045 17.188 26.902 0.008

>8.2 11.696 8.048 15.344

IL-8

<5.96 19.088 15.614 22.562 0.166

>5.96 15.014 5.413 24.616 |

IL-12p70

<0 15.836 8.112 23.56

>0 16.427 9.324 23.531 0.672

IL-17A

<10.85 15.014 5.431 24.598 0.221

>10.85 16.427 14.73 18.124 |

IFN-y

<0 9.429 0.000 22.578 0.061

>0 16.854 13.308 20.4 ]

TNF-a

<0 16.427 11.647 21.207 0.872

>0 22.045 0.056 44.035
Anti-inflamatorias

IL-4

<0 18.300 14.266 22.333

>0 15.441 9.575 21.308 0.838

IL-10

<0 15.014 8.367 21.661 0.311

>0 16.854 12.681 21.028
Pro-angiogénicas

IL-31

<1.79 19.088 15.838 22.338 0.772

>1.79 15.014 9.618 20.411 ’

IL-33

<28.39 12.222 6.764 17.679 0.241

>28.39 19.318 14.051 24.585
Anti-angiogénicas

IL-27

<2421 16.854 12.457 21.252 0.861

>242.1 12.222 5.411 19.033 |

IL-29

<0 15.836 11.566 20.106

>0 16.427 7.183 25,671 0.446

Abreviaturas: IL= Interleucina.

70



—— 28.21L-6
100.0- 22.045 (95% CI: 17.1-26.9)
— >8.2 IL-6
1169 (95% CI: 8.0-15.3)
P=0.008

80.0-
X
T 60.0
o
(O]
©
=]
>
2 a0.0-
2 B
[}
(]

20.0+ g 24

0.0

| 1 1 1 1
0 10 20 30 40
Meses

FIGURA 2. Sobrevida Global (SG) en meses, de los pacientes con CPCNP con niveles bajos de IL-6 (<8.2 pg/ml).
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TABLA 7. Clusters de citocinas generados mediante el analisis del algoritmo J48.

Citocina (pg/ml)

Regla 1 Regla 2 Regla 3 Regla 4 Regla 5

Claster 1 n=16

>43.33 <43.33 <43.33

IL-6

IL-29 >132.6 >55.69 <55.69
IL-4 >0.91
IL-2 <2.22

IL-27 >436.11
IL-8

IL-12p70 <1.65
Ndmero de pacientes 1 12 3

Claster 2 n=80

<43.33 <43.33 <43.33 <43.33 <43.33

IL-6
IL-29 >55.69 >55.69 <55.69 <55.69 <55.69
IL-4 <0.91 >0.91 >0.91
IL-2 >2.22 <2.22
IL-27 <436.11 <436.11
IL-8 <15.96 >15.96
IL-12p70 >1.65 >5.18
Numero de pacientes 6 2 63 8 1

Claster 3 n=14

IL-6
IL-29
IL-4

IL-2

IL-27
IL-8

IL-12p70
Numero de pacientes

>43.33 <43.33
<132.6 <55.69
>0.91

<436.11
>15.96
<5.18

11 3

Abreviaturas: IL= Interleucina.
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TABLA 8. Caracteristicas generales de los Cluster de Mineria de Datos.

Cluster 1

Cluster 2

Cluster 3

Variable P
N (%) N (%) N (%)

Edad (afios)
<60 37.5 (6/16) 41.2 (33/80) 35.7 (5/14) 0.904
> 60 62.5 (10/16)  58.8 (47/80) 64.3 (9/14)
Género
Femenino 68.8 (11/16) 55 (44/80) 42.9 (6/14) 0.359
Masculino 31.2 (5/16) 45 (36/80) 57.1 (8/14)
Tabaquismo
No 75 (12/16) 47.5 (38/80) 57.1 (8/14) 0.124
Si 25 (4/16) 52.5 (42/80) 42.9 (6/14)
Hipertension
No 62.5 (10/16) 65 (52/80) 71.4 (10/14) 0.865
Si 37.5 (6/16) 35 (28/80) 28.6 (4/14)
Diabetes Mellitus
No 75 (12/16) 83.3(67/80) 85.7 (12/14) 0.665
Si 25 (4/16) 16.2 (13/80) 14.3 (2/14)
Histologia
Adenocarcinoma 75 (12/16) 85 (68/80) 85.7 (12/14) -
Epidermoide 25 (4/16) 15 (12/80) 14.3 (2/14)
ECOG
1 68.8 (11/16)  82.5(66/80)  71.4 (10/14)
2y3 31.2 (5/16) 17.5 (14/80) 28.6 (4/14) 0351
KPS
<70 18.8 (3/16) 10 (8/80) 28.6 (4/14) 0.142
>70 81.2 (13/16) 90 (72/80) 71.4 (10/14)
Estadio Clinico
B 6.2 (1/16) 11.2 (9/80) 7.1 (1/14) 0.773
v 93.8 (15/16)  88.8 (71/80)  92.9 (13/14)
Oligometastasis
No 12.5(2/16) 16.2 (13/80) 7.1 (1/14) 0.651
Si 87.5(14/16)  83.8 (67/80)  92.9 (13/14)
Metastasis SNC
No 81.2 (13/16) 78.8 (63/80) 71.4(10/14)
Si 18.8 (3/16) 21.2 (17/80) 28.6 (4/14)

Abreviaturas: CPCNP= Cancer De pulmén de células no pequefias; ECOG= Eastern Cooperative Oncology
Group; KPS= Karnofsky performance score, SNC= Sistema Nervioso Central.



TABLA 9. Factores Clinicos asociados con los cluster de Mineria de Datos.

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 P
Variable Mediana Mediana Mediana fvs. 2 1vs. 3 2vs 3
(rango) (rango) (rango) ’ ' ’
Leucocitos 815 87 770 0.9999 0.9999  0.9999
(millon/mm?) (3.4/16) (3.3/29.2) (4.5/22.9) ' ' '
Linfocitos, 175 22 175 0.9999 09999 0.9318
(millén/mm”) (0.3/2.9) (0.6/17) (0.5/3.8) ' ' '
Neutrdfilos >7 625 625 0.7762 07762 0.9132
(millon/mm®) (0.8/13.7) (0.4/71.8) (3.2/16.8) ' ' '
Plaquetas, 289 428 3575 07779 0.7371  0.7779
(milldn/mm®) (125/584) (22.1/801) (233/625) ' ' '
Hemoglobina 139 144 1335 0.3681 0.3681 0.0524
(gr/dI) (9.9/18) (10.10/19.9) (9.5/16.2) ' '
Albumina 3.65 35 2.75
0.9999 0.0086 0.0079
(mg/dl) (1.7/4.3) (1.7/4.4) (2.2/3.9)
171.4 202.4 283.2
RPL 0.9999 0.7691 0.4018
(73.53/863.3)  (8.5/773.3) (88.24/580)
3.175 4.025 4.745
RNL 0.9999 0.1797 0.3795
(0.67/24.33)  (0.27/39.71) (1.33/13)
1 1 1
ECOG 0.7564 0.9999 0.9681

(1-2)

(1-3)

(1-3)

Abreviaturas: IL= Interleucina; RPL= Relacién Plaquetas / Linfocitos; RNL= Relacién Neutrdfilos /
Linfocitos; ECOG= Eastern Cooperative Oncology Group.
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FIGURA 3. Sobrevida Global (SG) en meses de los clusters de los pacientes con CPCNP.

TABLA 10. Clusters de Mineria de Datos con la sobrevida global de los pacientes.

95% Intervalo de Confianza

Cluster Mediana P
Limite Inferior Limite Superior
0 0 0
16.854 13.121 20.587 0.012
5.092 0.936 9.249

TABLA 11. Andlisis multivariado de la sobrevida global.

95% Intervalo de Confianza

Limite Inferior Limite Superior

IL-6 1.291 0.682 2.446 0.433
Clusters Mineria de Datos 2.204 1.275 3.811 0.005
Genero 1.094 0.607 1.969 0.766
ECOG 3.598 1.917 6.753 0.0001
Metastasis SNC 1.055 0.512 2174 0.885

Abreviaturas: RR= Riesgo Relativo; ECOG= Eastern Cooperative Oncology Group; SNC= Sistema Nervioso Central



Xill. DISCUSION.

El microambiente tumoral es un sistema dinamico y complejo, donde multiples interacciones tienen lugar.
Estas interacciones favorecen la remodelacién de tejidos y alteraciones metabdlicas. Asi como el
reclutamiento de células inmunes que promueven la liberacion de diferentes moléculas efectoras

inmunomoduladoras [79, 80].

Las citocinas, son secretadas por todas las células, incluyendo a las células malignas, las cuales promueven
respuestas celulares, como la inflamacion, angiogénesis, la proliferacién, migracion, y la hematopoyesis [81,
82, 83]. Ademas de que desarrollan un papel en la manifestacion de sintomas [84], calidad de vida [85] y los
resultados clinicos [86] en pacientes con cancer. Esto se refiere a que, tanto el microambiente tumoral como
el sistema inmune y las redes de proteinas (citocinas), son sistemas complejos que tienen un cierto nivel de

variedad interna, lo que les permite funcionar y adaptarse a su entorno durante la enfermedad.

Las reglas que determinan la dinamica del cancer como un sistema complejo, no suelen ser simples. Sin
embargo, predecir el comportamiento del sistema a largo plazo, resulta casi imposible en la mayoria de las
ocasiones. Es muy complicado obtener resultados tedricos sobre el modelo y que tengan una coherencia y
explicacion biolégica. No obstante, el método de analisis por mineria de datos, proporciona una herramienta

adecuada para el analisis de sistemas complejos [87].

En muchos casos, la simulacién por ordenador es la Unica forma de obtener progreso en la comprension de
un fendmeno, utilizando las herramientas de analisis matematico, como la mineria de datos, para explicar el
modelo por medio de simulacidon mediante un ordenador como una forma de experimentacion. Los datos y
graficas generados por medio de este tipo de analisis, proporcionan claves para entender el problema y
ayudan en la busqueda de resultados teodricos rigurosos. La busqueda de intuiciones y la comprension
cualitativa sobre el sistema pueden servir de guia para encontrar pruebas matematicas sobre el sistema
estudiado. Por lo que la relacién entre simulacidon y analisis es un punto a resaltar. Siendo la teoria,
experimentacion y simulacion, los tres pilares fundamentales en el entendimiento del cancer como sistema

biolégico complejo.

En este estudio, nuestro objetivo fue desarrollar un perfil basado en un inmunoensayo multiple de amplio
espectro para describir el equilibrio entre el microambiente tumoral entre mensajeros angiogénicos e
inflamatorios. Por lo tanto, evaluamos los niveles en plasma de 14 citocinas. Las citocinas cuantificadas fueron
elegidas bajo la correlacion que existe con ambas actividades biolégicas (angiogénesis, inflamacion). De esta

manera, mediante la descripcion de microambiente tumoral bajo este enfoque, podriamos profundizar en el
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conocimiento de una mejor comprension del desarrollo de CPCNP y para sefialar nuevos posibles

desencadenantes clave en su progresion, especialmente para las etapas lll y IV de la enfermedad.

Usando el algoritmo EM, encontramos una asociacion significativa entre 7 citocinas y los resultados clinicos
en pacientes con CPCNP avanzado. Estas citocinas, fueron: IL-6, 1L29, IL-4, IL-2, IL-27, IL-8 e IL-12p70, que
mas tarde, se definen en tres grupos de pacientes, que fueron asociados con diferentes resultados clinicos y

el prondstico de acuerdo con un arbol de decision.

Ademas, basado en el analisis de mineria de datos nuestros resultados sugieren una correlacion dependiente
de la dosis entre el rendimiento citocinas. Por lo tanto, estas normas pueden resaltar diferentes umbrales que

regulan sus actividades biologicas.

De hecho, estudios previos han demostrado que diferentes concentraciones de IL-6 pueden tener diferentes
efectos debidos a la existencia de conformaciones del receptor de alta afinidad [88]. Nuestros resultados
mostraron que la IL-6 fue la Unica citocina asociada con una peor SG. Segun otros estudios los niveles séricos
elevados de IL-6 se asocia a un mal ECOG, la malnutricion y la disminucion de la albumina y la transferrina
[89, 90, 91, 92]. Del mismo modo, se encontré que los pacientes con altos niveles de IL-6 se asociaron con los
varones, la edad avanzada, baja hemoglobina y albumina. Del mismo modo, la interleucina-6 juega un papel
en la regulacion de IFN-y, respuesta inmune y la reaccion de fase aguda [89, 93]. Ademas, la IL-6 estimular la
formacion de hepcidina, un péptido hormonal que inhibe el flujo de hierro a partir de los enterocitos,
hepatocitos y macréfagos al plasma, conllevando a la inhibicién de la eritropoyesis [93]. Esto explica nuestra

asociacion entre IL-6 y la anemia.

IL-29 ha sido recientemente identificada y definida dentro de la familia de receptores de citocinas clase Il (IL-
10, tipo | de IFN) [94, 95]. El efecto anti-proliferativo de IL-29 en el CPNM es crucial debido a su papel en la
regulacién de la expresion de p21 y la induccion la apoptosis [96]. Zitzmann et al [97] han informado que la IL-
29 induce la fosforilacion de STAT1, STAT2 y STAT3 disminuyendo la proliferacién celular, y promoviendo la
induccién de la apoptosis. Un ejemplo de la interaccion entre IL-6 e IL-29 se observa claramente en nuestro
arbol de decisiones. Sabemos que los pacientes con altos niveles de IL-6 tenian un prondstico pobre, sin
embargo, un subgrupo de pacientes con niveles altos de IL-6 y niveles altos de IL-29 se define el cluster 1,

que tiene un mejor prondstico a pesar de sus altos niveles de IL-6.

IL-2 aumenta el comportamiento de las células NK mediante la estimulacion de las células LAK (células
asesinas activadas por linfocinas), que inhiben el crecimiento del tumor. Esto puede explicar por qué los
niveles mas altos de IL-2 (> 2,22 pg / ml), en relacion con los niveles mas altos de IL-29 (> 55.69 pg / ml) y

menores niveles de IL-6 (< 43,33) favorecen una respuesta anti-angiogénica y una efectiva respuesta pro-
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inflamatoria del huésped hacia el desarrollo tumoral. Esto luego de subrayar, qué los pacientes definidos

dentro del cluster 2 tenian una mejor supervivencia global en comparacién con el cluster 3.

Los resultados muestran que los niveles séricos de IL-4 (> 0,91 pg / ml) asociado con niveles mas elevados
de IL-27, que es conocida por su actividad anti-angiogénica, a pesar de tener niveles mas bajos de IL-29, se
asocia con cluster 1 de mejor pronéstico. También se sabe que la IL-4 inhibe a la IL-6 [98], como esta ultima
inhibe la interleucina 2. Por lo tanto, la inhibicion a priori de IL-6 por IL-4 aumenta la sintesis de IL-27. Por lo
tanto, la accion combinada de la IL-4 e |IL-27 promueve un equilibrio de citocinas anti-inflamatorias y anti-
angiogénicas, favoreciendo una mayor supervivencia en los pacientes en el cluster 1, como se muestra en la
Figura 1. Del mismo modo, se ha descrito que la IL-27 junto con la IL-12 estimula la sintesis de IFN-y por
linfocitos, que tiene efecto antitumoral [99, 100]. En todos los pacientes la IL-12 no tuvo ningun efecto sobre la
supervivencia global, sin embargo de acuerdo a nuestro arbol de decision podria definir el buen y el mal
pronostico. Los pacientes con niveles mas bajos de IL-12 junto con niveles altos de IL-8, niveles mas bajos de
IL-27, niveles mas altos de IL-4 y niveles bajos de la IL-29 e IL-6 tenian un peor pronéstico. Sin embargo, los
pacientes con altos niveles de IL-12, niveles bajos de IL-2, niveles altos de IL-29 y niveles bajos de IL-6
pertenecen a un grupo de buen prondstico. Esto refleja la importancia y la complejidad de las interacciones de

diferentes niveles de citocinas que resultan en efectos paraddjicos.

Este es el primer estudio con un enfoque de sistema complejo que evalia la interaccion de citocinas
circulantes mediante analisis de mineria de datos, en pacientes con CPCNP avanzado y que se obtienen
subgrupos de pacientes. Los resultados obtenidos fueron publicados en la revista Annals of Oncology
(doi:10.1093/annonc/mdub49) (Anexo 1).

El analisis de mineria de datos fue altamente eficiente debido a su nivel de correlacion y ningun paciente fue
excluido de cualquiera de los tres grupos. Esto sugiere que es muy probable que el algoritmo pueda ser
validado en cohortes futuras. El estudio tiene limitaciones; primero, se incluyeron pacientes con histologia
escamosa y no escamosa que ahora, sabemos que tiene diferente perfil molecular, diferentes resultados
clinicos y el posiblemente diferente comportamiento inmunoldgico. El tamafo de la muestra no es lo
suficientemente grande como para el analisis de la mineria de datos; sin embargo, este informe justifica la

realizaciéon de un estudio mas amplio para cada subtipo histolégico para confirmar los subgrupos identificados.

La evaluacion clinica dentro de un enfoque basado en un perfil multiple de citocinas realza varias fortalezas.
En primer lugar, se puede traducir faciimente a otros contextos clinicos oncoldgicos (es decir, la anemia
relacionada con el cancer, melanoma, cancer renal y leucemia). Por otra parte, con base en un perfil multiple
de citocinas, podriamos definir pacientes de alto riesgo con mayor precision para discriminar de manera mas

eficiente a los pacientes que se pueden beneficiar de una terapia especifica.
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Xlll. CONCLUSIONES.

El cancer como sistema biolégico complejo, representa un complejo conjunto de acciones en un ambiente
activo y dinamico. Este complejo de acciones es a la vez sincrénico, diacrénico y recursivo. Se describe por su
organizacion proyectiva en niveles; cada nivel asegura la conjuncion de las funciones de transformacién
recursivas de auto-produccion, de auto-mantencién y de auto-relacion. Esta organizacién de sistema complejo

del cancer se articula por la conjuncion de sefiales propias y del hospedero.

El abordaje de temas de salud como los son las enfermedades desde la complejidad; es el desafio que
debemos asumir, en que el pensamiento complejizador y las herramientas de modelizacién sistémica deberan

mostrar toda su potencialidad.

En suma, el cancer de pulmén es la principal causa de muerte prematura y evitable. Ya sea que se promueva
la deteccion temprana como un objetivo de salud publica, aun carecemos de un método de tamizaje. Los
datos emergentes sugieren que las terapias dirigidas son lo mas utilizado en el contexto molecular. A pesar de
esto, la mayoria de los ensayos aleatorizados en fase Ill contindan siendo disefiados para poblaciones de
pacientes no seleccionados. Por lo que la incorporacién de biomarcadores validados cientificamente y
disefiados racionalmente en los ensayos clinicos, que comprueben o apoyen un diagndstico y una terapia

dirigida, ofrecen una manera prometedora de avanzar en la inmunoterapia con éxito.

Por medio de ensayos de deteccién multiple de analitos solubles (Citocinas) por citometria de flujo y ELISA,
se realizé la deteccién y cuantificacion de 14 citocinas en plasma de pacientes con CPCNP. Los datos de las

cuantificaciones se correlacionaron con las caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes.

Por medio del analisis por mineria de datos se logré clasificar a los pacientes en distintos clusters de acuerdo
a los patrones de secrecion de citocinas de los pacientes; lo cual nos permitié observar y evaluar asociaciones

pronosticas de sobrevida en los distintos clusters formados.

En conclusion, existe una red compleja de moléculas (citocinas) inflamatorias, anti-inflamatorias, angiogénicas
y anti-angiogénicas que pueden resultar en efectos paraddjicos en pacientes con CPCNP. En los cuales
diferentes perfiles de citocinas pueden definir el prondstico de los pacientes y pueden representar

biomarcadores potenciales.
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Background: Immunoregulatory cytokines may play a fundamental role in tumor growth and metastases. Their effects are mediated through
complex regulatory networks. Human cytokine profiles could define patient subgroups and represent new potential biomarkers. The aim of this
study was to associate a cytokine profile obtained through data mining with the clinical characteristics of patients with advanced non-small-cell
lung cancer (NSCLC).

Patients and methods: We conducted a prospective study of the plasma levels of 14 immunoregulatory cytokines by ELISA and a cytometric
bead array assay in 110 NSCLC patients before chemotherapy and 25 control subjects. Cytokine levels and data-mining profiles were
associated with clinical, quality of life and pathological outcomes.

Results: NSCLC patients had higher levels of interleukin (IL)-6, IL-8, IL-12p70, IL-17a and interferon (IFN)-y, and lower levels of IL-33 and IL-
29 compared with controls. The pro-inflammatory cytokines IL-1b, IL-6 and IL-8 were associated with lower hemoglobin levels, worse functional
performance status (Eastern Cooperative Oncology Group, ECOG), fatigue and hyporexia. The anti-inflammatory cytokines IL-4, IL-10 and IL-
33 were associated with anorexia and lower body mass index. We identified three clusters of patients according to data-mining analysis with
different overall survival (OS; 25.4, 16.8 and 5.09 months, respectively, P = 0.0012). Multivariate analysis showed that ECOG performance
status and data-mining clusters were significantly associated with OS (RR 3.59, [95% CI 1.9-6.7], P < 0.001 and 2.2, [1.2-3.8], P = 0.005).

Conclusion: Our results provide evidence that complex cytokine networks may be used to identify patient subgroups with different prognoses
in advanced NSCLC. These cytokines may represent potential biomarkers, particularly in the immunotherapy era in cancer research.

Key words: non-small-cell lung cancer, cytokines, data-mining analysis, prognosis, biomarkers

Introduction

Moreover, the interplay between inflammation and
angiogenesis is also mediated largely by growth factors and
cytokines, particularly interleukins (ILs) [7]. Thus, because
the control of cytokine production is highly complex and
multifactorial, their effects are mediated through multiple
regulatory networks. This complexity suggests that only
integral knowledge of the role of different cytokines may
help to describe the pathogenesis of cancer instead of a
single cytokine assessment [8]. There is accumulating
evidence that chronic inflammation is involved in the
development and progression of cancer [6]. Recent
evidence has shown that circulating inflammatory cytokines
are associated with survival in early-stage lung cancer [9].
However, to our knowledge, this is the first study that
describes a cytokine profile and its relationship with clinical
characteristics in patients with

NSCLC.

Lung cancer continues to be the leading cause of cancer-
related mortality both worldwide and in the USA [1]. In
Mexico, lung cancer was the leading cause of cancer-
related deaths in 2012, accounting for 7608 deaths. The
maijority of patients present with advanced-stage disease at
the time of diagnosis [2].

The inflammatory response is regulated by cytokines,

which exert pleiotropic and redundant effects on growth
promotion, differentiation and activation in normal cells as
well as in chronic diseases such as cancer [3].
Depending on the microenvironment, cytokines have either
pro-inflammatory activity (mainly cytokines secreted by Th-
1 helper cells [4, 5]) or anti-inflammatory activity (cytokines
secreted by Th-2 helper cells [6]).

*Correspondence to: Dr. Oscar Arrieta, Thoracic Oncology Unit, National Institute of
Cancer, San Fernando 22 Seccién XVI, Tlalpan, Mexico City 14080, Mexico. Tel: +52- . . . L. . .
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discover correlations between new research data and
related diseases. For these reasons, many relational
databases have implemented techniques for data mining,
defined as ‘the non-trivial extraction of implicit previously
unknown and potentially useful information about data’ [10].
The aim of this study was to associate the plasma levels
of several cytokines with clinical characteristics and
prognosis in patients with advanced NSCLC. Our assays
measured  pro-inflammatory,  anti-inflammatory,  anti-
angiogenic and angiogenic cytokines.

Methods

study population

We carried out a prospective study of NSCLC patients (N =
110) enrolled from May 2011 to November 2012. The
inclusion criteria were: adult patients (>18 years), disease
stage 1lIB/IV, histopathological confirmation of NSCLC,
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) status of 0—
2, no prior cytotoxic platinum-based chemotherapy and
eligible to receive chemotherapy (supplementary Methods
S1, available at Annals of Oncology online). All subjects
signed a written informed consent form. This study was
approved by the Institutional Review Board and Ethics
Committee [INCAN (011/018/ICI-CV/683)] from the National
Cancer Institute. Health-related quality of life was assessed
by the EORTC QLQC30 and QLQ-LC13 validated in their
Mexican—Spanish versions [2]. Blood samples of healthy
subjects (N = 25) were obtained from the Blood Transfusion
Center bank, and information concerning age, gender,
smoking history and comorbidities was recorded.

materials

Cytokine analysis. Plasma levels of the cytokines IL-31, IL-
33, IL-27 and IL-29 were quantified by the ELISA technique
(Biolegend, San Diego, CA, USA). The cytokines IL-1b, IL-
2, IL-6, IL-8, IL-12p70, IL-17A, interferon (IFN)-y, tumor
necrosis factor (TNF), IL-4 and IL-10 were quantified using
a cytometric bead array assay (BD, San Jose, CA, USA)
according to the manufacturer’s instructions. Samples were
acquired using a FACS Aria Il Flow Cytometer (BD,
Biosciences, Mexico) and analyzed with the FCAP Array
software V. 3.0 (Soft Flow, Pecs, Hungary).

data analysis

Statistical analysis. Baseline characteristics of patients,
response rates and cytokine levels were compared using a
t or Mann—-Whitney U-test and the x2 test. Overall survival
(OS) curves were estimated and compared with the
Kaplan—Meier method, and the log-rank or Breslow tests,
respectively. Significance and borderline P-values <0.1
were included in the multivariate analysis. Statistical
significance was determined as P < 0.05 with a two-sided
test. All data were analyzed using the SPSS software
package version 20 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).

Data-mining analysis. We applied clustering techniques to
divide patients into natural groups (clusters) according to
the values of several cytokines. The groups formed may be
unique (each patient belonging to one group) or
probabilistic (each patient belonging to one group with a
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certain probability). We explored the latter option by using
the Expectation— Maximization (EM) algorithm [11].
Therefore, we begin with random values (seeds) to
estimate two parameters: the mean and SD for each
cluster. Subsequently, we applied the J48 algorithm to infer
rules that characterize 115each of the clusters formed and
generate decision trees [11]. Weighted measures of the
attributes (cytokines) were placed in the root of the tree
according to the cytokine value that best divides patients
into two groups. For each branch, the process was
repeated by considering only the subset of patients who
were included in it, until all patients are from the same
class, or when the minimum number threshold of patients
for each terminal node was reached (supplementary
Methods S2, available at Annals of Oncology online).

Results

patients and control subjects

A total of 110 patients were included, their mean age was
58.5 years (+16.4 years) and 57.5% were female. Central
nervous system metastases were present in 12.5% of the
patients, and 42.5% of the patients had smoking history;
85% had an ECOG score of <1, 87.5% had
adenocarcinoma histology and 12.5% were in clinical stage
IlIB. There were no significant differences between control
subjects and patients at baseline, except for smoking
history (P < 0.010; supplementary Table S1, available at
Annals of Oncology online).

cytokine levels in patients and control subjects

Among the pro-inflammatory cytokine panel, NSCLC
patients had statistically significant higher values for IL-6 (P
< 0.001), IL-8 (P < 0.001), IL-12p70 (P < 0.001), IL- 17A (P
< 0.001) and IFN-y (P < 0.001). Among angiogenic and
anti-angiogenic cytokine profiles, only IL-33 (P = 0.003) and
IL-29 (P = 0.002) were significantly lower. No significant
differences were found among the anti-inflammatory
cytokines (Table 1; supplementary Figure S1a and b,
available at Annals of Oncology online).

association of cytokine levels with clinical
characteristics, laboratory tests and quality of life

The association of clinical-pathological characteristics,
blood tests and quality of life with cytokine levels is shown
in Table 2 as well as supplementary Table S2 and Table
S3, available at Annals of Oncology online. Among the pro-
inflammatory cytokines, higher levels of IL-1b were found to
be associated with non-smokers, lower hemoglobin levels
and a higher tendency toward fatigue. High plasma IL-6
levels were associated with male gender, age >60 years,
worse ECOG performance status, higher neutrophil counts
and a higher platelet/lymphocyte ratio. In addition, IL-6 was
associated with low hemoglobin levels, hypoalbuminemia
and hyporexia. IL-8 was associated with higher absolute
counts of leucocytes and neutrophils and lower levels of
hemoglobin. We found an association between higher IL-8
levels and fatigue. With regard to the anti-inflammatory
cytokines, IL-4 was associated with a worse performance
status and hyporexia. IL-10 and IL-33 were associated with
a lower body mass index (<20).
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Table 1. Circulating cytokines in lung cancer patients and control subjects

Cytokine Control subjects
Median (range) pg/ml

NSCLC patients P value
Median (range) pg/ml

Pro-inflammatory

IL-1b 0 (0-11.26)
IL-2 1.26 (0-4.89)
IL-6 4.65 (0-23.74)
IL-8 6.07 (0-56.98)
IL-12p70 0 (0-4.89)
IL-17A 207.08 (0-2291.66)
IFN-y 0 (0-1.53)
TNF 0 (0-34.86)
Anti-inflammatory
IL-4 0 (0-2.76)
IL-10 0 (0-12.17)
Pro-angiogenic
IL-31 1.195 (0-70.25)
IL-33 105.52 (5.6-1255.96)
Anti-angiogenic
IL-27 207.08 (0-2291.66)
IL-29 38.52 (0-223.01)

0 (0-12.86) 0.689
1.2 (0-10-65) 0.568
9.74 (0-540.92) 0.001
18.41 (0-307.20) 0.000
0.3 (0-9.55) 0.005
253.38 (24.55-972.96) 0.033
0.31 (0-16.99) 0.002

0 (0-19.13) 0.181

0 (0-10.26) 0.612

0 (0-11.78) 0.132

1.91 (0-113) 0.828
24.02 (0-1058.4) 0.000
253.38 (24.55-972.96) 0.383
0 (0-415.03) 0.004

NSCLC= Non-small cell lung cancer; IL= interleukin; IFN-g= interferon gamma; TNF= tumor necrosis factor.

cytokine clusters by clinical data mining

By employing a 10-fold cross-validation technique, the EM
algorithm separated patients into three clusters based on their
plasma levels of cytokines: cluster 1 with 16 patients, cluster 2
with 80 patients and cluster 3 with 14 patients.

According to the J48 algorithm, the set of rules that
characterize each of the clusters formed was inferred as a
decision tree, which is illustrated in Figure 1. Regarding cluster
1, for example, patients may fit into one of three rules: (i)
patients with high levels of IL-6 and high levels of IL-29, (ii)
patients with low levels of IL-6, high levels of IL-29 and low
levels of IL-2 and IL-12, (iii) patients with low levels of IL-6 and
IL-29, but high levels of IL-4 and IL-27. Supplementary Table
S4, available at Annals of Oncology online summarizes all the
different rules characterizing the three clusters and the
corresponding cytokine level values.

No significant differences were found for the clinical and
laboratory characteristics between the three clusters, except
for lower levels of hemoglobin and albumin in patients
belonging to cluster 3 (supplementary Table S5 S7, available
at Annals of Oncology online).

overall survival

The median follow-up of patients was 9.1 months, with a
range between 0.6 and 37.6 months. The median OS was
16.4 months [95% CI 12.9-19.9]. Male gender, no objective
response to firstline treatment and a worse performance
status (ECOG 2-3) were associated with a lower OS
(supplementary Table S8, available at Annals of Oncology
online). IL-6 was the only cytokine associated with a lower
0S: 22 months [17.2-26.9] versus 11.7 months [8.0-15.3,
P = 0.008] in patients with higher levels of IL-6 (>8.2 pg/ml;
supplementary Table S9, available at Annals of Oncology

online and Figure 2A). According to the data-mining group
definition, patients in cluster 1 did not reach the median
survival, while those in cluster 2 demonstrated a median
survival of 16.8 months [13.1-20.5] and those in cluster 3
had a median survival of 5.09 months [0.9-9.2 months; P =
0.0012; Figure 2B]. In multivariate analysis, only ECOG and
data-mining cluster groups were associated with poor
prognosis (RR 3.59, [95% CI 1.9-6.7], P < 0.001 and 2.2,
[1.2 3.8], P = 0.005; supplementary Table S10, available at
Annals of Oncology online).

Discussion

There is evidence for the association of pro- and anti-
inflammatory cytokines with lung cancer risk independent of
histologic type or smoking status [5]. We found higher
levels of pro-inflammatory cytokines (IL- 6, IL-8, IL-12, IL-17
and IFN-y) in NSCLC patients compared with the control
group and lower levels of pro- and anti-angiogenic
cytokines (IL-33 and IL-29). Several studies have shown
the association of these cytokines with symptoms, quality of
life and clinical outcomes in NSCLC patients [2, 12, 13].
This chronic inflammation could mediate a critical role in the
suppression of apoptosis, angiogenesis, proliferation,
invasion and metastases [14, 15]. The tumor
microenvironment is a dynamic and complex system where
multiple interactions take place. These interactions enhance
tissue remodeling and metabolic alterations and affect both
the recruitment of immune cells and the release of different
immunomodulatory effectors [6, 16]. Thus, data-mining
analysis methods provide a suitable tool for the analysis of
this complex system [17]. In this study, we described the
balance  between  angiogenic and inflammatory
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circulatory cytokines. These cytokines were chosen based on
previously reported correlations with both angiogenesis and
inflammations. After a 10-fold run of the EM algorithm, we found a
signinificant relevant association betwwenn seven cytokines and
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clinical outcomes in advanced NSCLC patients . These cytokines were
1I-6, 1L-29, IL-4, IL-2, IL-27, IL-8 and IL-12p70, which later defined
three clusters of patients and were associated with prognosis
according to a decision tree.

Table 2. Bivariate analysis of cytokine levels

Anti-
angiogenic

IL-1b IL-2 IL-6 IL-8 p- IL-177A° IFN-g  TNF IL-4 IL-10  IL-31 IL-33 IL-27 IL-29

AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/mi)

Pro-inflammatory Anti-inflammatory Pro-angiogenic

AR
AR (pg/ml) (pg/ml) AR (pg/ml)

Gender
Female 59.23 57.75 49.34 5139 5825 5375 5394 5945 56.16 56.83 60.89 58.22 53.30 57.89
Male 50.86 52.69 63.16 60.61 52.08 57.68 57.44 50.58 54.67 53.85 48.79 52.11 58.24 52.52
P value 0.085 0.395 0.024 0.132 0.283 0.508 0.544 0.061 0.768 0.587 0.042 0.318 0.419 0.330
Age (years)
<60 55.15 58.67 47.03 5164 5295 6226 5839 5836 58.65 59.06 5857 64.32 50.55 55.42
> 60 55.73 53.39 61.14 58.08 57.20 5099 5358 5359 5340 53.13 5345 49.62 58.80 55.55
P value 0.905 0.381 0.023 0.300 0.467 0.062 0411 0.321 0.307 0.287 0.397 0.018 0.183 0.981
Smoking history
Negative 62.62 5443 5563 57.31 59.72 5897 5413 588 58.68 57.03 56.17 58.16 55.84 60.83
Positive 4756 56.69 5536 5348 5080 5263 57.03 5182 5195 53.80 54.75 52.54 55.12 49.56
P value 0.002 0.702 0.964 0.530 0.119 0.359 0614 0.139 0.181 0.554 0.810 0.356 0.905 0.040
Histology
Adenocarcinoma 55.77 57.67 5516 53.62 57.31 56.34 5513 56.56 5497 56.75 53.33 54.74 55.01 55.19
Others 5411 4439 5725 5511 46.25 5119 5742 50.08 5819 49.11 66.58 59.39 58.00 57.08
0.799 0.096 0.799 0.162 0.152 0.519 0.767 0.309 0.635 0.300 0.097 0.572 0.716 0.798

535 7264 4664 4895 5886 5082 665 52.18 83.36 52.86 58.05 59.64 44.18 63.23
55.72 536 56.48 56.23 5513 56.02 5428 5587 5240 5579 55.22 55.04 56.76 54.64

P value 0.582 0.053 0.331 0.473 0.695 0.597 0.201 0.639 0.000 0.747 0.774 0.65 0.215 0.347
Tumor response evaluation

Complete/Partial 56.26 57.88 52.36 55.35 62.85 61.71 51.63 58.09 5893 5448 51.81 55.05 51.98 56.88

Stable/Progressive 55.06 57.14 5729 5559 5130 5195 57.71 54.02 5354 56.09 57.61 55.76 57.51 54.71

P value 0.811 0.543 0.435 0.970 0.052 0.112 0.307 0.407 0.303 0.776 0.346 0.911 0.381 0.705
ECOG

0-1 5432 5463 5111 53.07 56.30 56.10 52.82 57.13 5291 5517 57.30 54.56 53.05 54.22

2 59.96 5880 7209 64.70 5246 53.24 6565 49.33 6530 56.74 487 59.04 64.76 60.35

P value 0.342 0.565 0.005 0.120 0.584 0.694 0.069 0.178 0.045 0.815 0.236 0.549 0.117 0.363
KPS

<70 56.43 56.83 7193 66.83 5183 5423 5597 53.67 69.17 54.07 4747 50.83 73.33 55.83

>70 55.35 5529 5291 5371 56.08 5570 5543 5579 5334 5573 56.77 56.24 52.68 55.45

P value 0.878 0.858 0.032 0.139 0.610 0.865 0.948 0.757 0.031 0.834 0.280 0.542 0.020 0.961
Body mass index (kg/m?)

<20 6458 56.5 5742 6233 57.75 56.58 62.75 66.88 48.08 79.04 56.42 78.04 59.04 42.92

>20 5439 5538 5527 5466 5522 5537 5461 5411 56.41 5262 5539 52.74 55.07 57.04

P value 0.188 0.906 0.825 0.432 0.783 0.898 0.376 0.091 0.302 0.003 0.914 0.009 0.684 0.108
Pleural effusion

Negative 55.02 5583 54.30 57.80 53.33 60.30 5245 5537 57.06 57.75 54.51 58.47 58.7 51.56

Positive 56.37 5490 57.69 5131 5945 46.77 61.05 5574 5265 5140 57.29 50.09 49.68 62.67

P value 0.789 0.88 0.593 0.307 0.305 0.029 0.151 0.939 0401 0.265 0.653 0.187 0.156 0.053
CNS mets

Negative 5510 5540 5519 53.89 57.16 53.49 5541 56.59 56.02 5446 56.80 55.13 51.73 57.39

Positive 56.92 5585 56.73 61.27 4956 62.71 5583 51.60 53.63 59.23 50.85 56.83 69.02 48.73

P value 0.756 0.950 0.845 0.316 0.272 0.198 0.951 0.383 0.694 0.470 0.406 0.817 0.019 0.192

IL, interleukin; AR, average rank obtained by the Mann-Whitney test; IFN-y, interferon gamma; TNF, tumor necrosis factor; ECOG, Eastern Cooperative
Oncology Group; CNS mets, central nervous system metastases; KPS, Karnofsky performance score.
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Figure 1. Decision tree for patients with non-small-cell lung cancer (NSCLC) generated by the J48 algorithm. Rules that characterize each of the
clusters formed were inferred as a decision tree. This technique generates decision trees that can represent the classification of instances. A measure of
amount of information to determine the attribute (cytokine) to be placed in the root of the tree is used, and the value of this cytokine that best divides
patients into two groups (binary trees with numerical attributes) is determined; for each of the branches, the process generated by considering only the
subset of patients who were included into it is repeated. The process ends in each branch of the tree when all patients are of the same class or when the
criterion of the minimum number of patients for each terminal node is reached.

In addition, based on the data-mining analysis, our results

suggest a dose-dependent correlation among cytokine
performance. Therefore, these rules may highlight different
thresholds regulating the biological activities of cytokines. In
fact, previous studies have shown that different
concentrations of IL-6 could have different effects due to
the existence of high-affinity receptor conformations [18].
Our results showed that IL-6 was the only cytokine
associated with a lower OS. According to other studies,
high serum IL-6 levels are associated with a poor ECOG
score, malnutrition and decreased albumin and transferrin
[13, 19, 20]. Similarly, we found that patients with high
levels of IL-6 were associated with lower hemoglobin and
albumin levels.
Likewise, IL-6 plays a role in the regulation of IFN-y,
immune response and acute-phase reaction [13, 20]. In
addition, IL-6 stimulates the formation of hepcidin, a
hormonal peptide that inhibits iron efflux from enterocytes,
hepatocytes and macrophages to plasma, driving inhibition
of erythropoiesis [20].

IL29 has been recently identified and defined within the
class Il cytokine receptor ligand family [21]. The anti-
proliferative effect of IL-29 in NSCLC is crucial due to its
role in the upregulation of p21 and induction of apoptosis
[22]. Zitzmann et al. [23] have reported that IL-29 induces
phosphorylation of STAT thereby decreasing cell
proliferation and inducing apoptosis. An example of the
interaction between IL-6 and IL-29 is clearly observed in our
decision tree. We know that patients with high levels of IL-6

had a poor prognosis. However, a patient subgroup with
higher levels of IL-6 and high levels of IL-29 defines cluster
1, and members of this cluster have a better prognosis
despite their high levels of IL-6.

IL-2 boosts the natural killer compartment by stimulating
lymphokine-activated killer cells (LAK cells), which inhibit
tumor growth. This may explain why higher levels of IL-2
(>2.22 pg/ml) in conjunction with higher levels of IL-29
(>55.69 pg/ml) and lower levels of IL-6 (<43.33) favored an
anti-angiogenic and an effective pro-inflammatory host
response toward tumor development. These data
underscore why patients defined within cluster 2 had a
better OS compared with those in cluster 3.

Our results show that serum levels of IL-4 >0.91 pg/mi
were associated with higher levels of IL-27, which is known
for its anti-angiogenic activity, and despite having lower
levels of IL-29, members of cluster 1 tend to have a better
prognosis. Additionally, it is known that IL-4 inhibits IL-6
[24], which is capable of inhibiting IL-27. Therefore, a priori
inhibition of IL-6 by IL-4 will increase the synthesis of IL-27.
Thus, the combined action of IL-4 and IL-27 promotes an
anti-inflammatory and anti-angiogenic-circulating cytokine
balance favoring longer survival in patients in cluster 1, as
shown in Figure 1. Likewise, it has been described that IL-
27 and IL-12 function together to stimulate the synthesis of
IFN-y by lymphocytes, which has an anti-tumor effect [25].
In all patients, IL-12 had no effect on OS.
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Figure 2. Kaplan—Meier overall survival (OS, in months) curve for interleukin (IL)-6. This cytokine was associated with a lower OS: 22 months [17.2—
26.9] versus 11.7 months [8.0-15.3, P = 0.008] in patients with higher levels of IL-6 (>8.2 pg/ml). (A) Kaplan—Meier OS (in months) curve for patients
with NSCLC clustered by the J48 algorithm. Cluster 1 did not reach the median survival, cluster 2 had 16.8 [13.1-20.5] months and cluster 3 had 5.09

months [0.9-9.2 months;

However, according to our decision tree, IL-12 could define
good and worse prognosis. Patients with lower levels of IL-
12 together with high levels of IL-8, lower levels of IL-27,
higher levels of IL-4, lower levels of IL-29 and lower levels
of IL-6 had a worse prognosis. However, patients with high
levels of IL-12, lower levels of IL-2, high levels of IL-29 and

lower levels of IL-6 belong to a good prognosis group. This

Montes-Servin et al.

P 0.0012] (B).

reflects the relevance and the complexity of the interactions
of different cytokine levels resulting in paradoxical effects.
To our knowledge, this is the first study to assess the
interaction of circulating cytokines via data-mining analysis
in advanced NSCLC patients and obtain patient subgroups.
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Our data-mining analysis was highly efficient due to its
correlation level, and no patient was excluded from any of
the three groups. This suggests that it is highly probable
that our algorithm may be validated in future cohorts.
However, our study has limitations. First, we included
patients with squamous and non-squamous histology that
we now know have different molecular profiles, clinical
outcomes and possible immunological behavior. Also, in
order to address the applicability of our method, we may
need further independent validation datasets to apply the
same methods. Nonetheless, a clinical assessment within
an approach based on a multicytokine profile has several
strengths. It can be easily translated to other clinical—
oncological settings (e.g. melanoma and renal cancer).
Moreover, based on a multicytokine profile, we might define
high-risk patients more accurately to more efficiently
discriminate patients who may benefit from a specific
therapy.

Conclusion

In conclusion, a complex network exists between
inflammatory, anti-inflammatory, angiogenic and anti-
angiogenic cytokines that may result in paradoxical effects
in patients with NSCLC. Different cytokine profiles may
define patient prognosis and may represent potential
biomarkers, particularly in the immunotherapy era in cancer
research.
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KEY MESSAGE

Human cytokine profiles could define patient subgroups and
represent new potential biomarkers. The aim of this study
was to associate a cytokine profile obtained through data
mining with the clinical characteristics of patients with
advanced non-small cell lung cancer (NSCLC). Our results
provide evidence that complex cytokine networks may be
used to identify patient subgroups with different prognoses
in advanced NSCLC.
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