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RESUMEN 

1. RESU"'~N 

Los tratamientos que en la actualidad se ofrecen a pacientes con cáncer no 

ofrecen buenas expectativas de vida y debido a esto ocupa el segundo lugar como 

causa de defunción en nuestro pais. El tratamiento actual de la Leucemia Aguda 

consiste esencialmente en un complicado e intensivo régimen de quimioterapia. 

radiación y en la actualidad transplante de médula ósea. Aún con estos esquemas 

de tratamiento el pronóstico de curación para adultos es de tan solo un 20% y la 

mayoría de ellos fallecen. Lo anterior ha llevado a la búsqueda de nuevas 

alternativas de curación entre las que se encuentra la inmunoterapia, la cual tiene 

como objetivo estimular una respuesta inmune en el paciente evitando intolerancia 

a los tratamientos. Para poder llevar a cabo este proceso se requiere de la 

expresión de antígenos tumorales. Los antigenos MAGE tienen una alta frecuencia 

de expresión en neoplasias y están ausentes en tejidos normales, lo que asegura 

una respuesta inmune especifica contra las células tumorales. En el caso de la 

leucemia existen muy pocos reportes sobre la expresión de éstos antígenos 

describiéndose la familia MAGE A y solo un reporte de la familia MAGE-B. En este 

trabajo se encontró expresado el gen MAGE 8-2 en pacientes adultos con 

leucemia aguda en un 9.3%; además se corroboró su ausencia en células normales 

y algunas lineas oncohematológicas. Comparado con reportes en donde su 

frecuencia de expresión es de 1/50 (2%), los resultados se suman a las 

investigaciones hasta ahora realizadas sobre ésta familia y no se descarta que este 

gen o algunos de la familia MAGE puedan ser utilizados como candidatos en 

inmunoterapia. 
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2. INTRODUCCiÓN 

2.1 CÁNCER 

En las células en proliferación. la progresión a través del ciclo está 

controlada por una compleja cascada de señales y de componentes reguladores 

El sufrir alguna alteración a este nivel puede dar como resultado una célula 

maligna (Marshall. 1995). 

La transformación maligna de algún tipo celular tiene como principal 

característica el crecimiento celular anormal. A nivel molecular las alteraciones 

genéticas y sus consecuencias bioquimicas iniciadoras del desarrollo de la 

transformación celular no se han determinado con toda precisíón. Sin embargo. se 

han determinado algunas causas de dichas alteraciones: factores fisicos como 

radiaciones ionizantes. exposición a ciertos compuestos quimicos como el 

benceno o bien factores biológicos dentro de las que podemos mencionar algunas 

infecciones virales, mecanismos hereditarios y alteraciones en el sistema inmune. 

Estos factores son capaces de producir neoplásias malignas al provocar una serie 

de cambios a nivel genético que afectan la estructura o la expresión de oncogenes 

y genes supresores de tumores (Berumen,1999 ; Bech-Hanson, 1996 ). 

En la actualidad el cáncer ocupa el segundo lugar como causa de defunción 

en nuestro pais y al parecer la cifra sigue en aumento. Los tratamientos actuales 

van desde elevadas dosis de quimioterapia, radiaciones y en mayoría de los casos 

llegan a alterar aún mas a las células. Uno de los tratamientos que aún se 
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encuentran en las primeras etapas de investigación y han tenido éXito en algunos 

tipos de tumor es la Inmunoterapia adoptiva, la cual consiste en la estimulación y 

activación del sistema inmune con el fin de destruir a la célula neoplásica. 

2.2 INMUNIDAD CONTRA EL CÁNCER 

Las células neoplásicas expresan moléculas en la superficie celular que 

pueden actuar como antígenos y estimular la respuesta del sistema inmune. A éstas 

moléculas se les ha denominado antígenos tumorales y son derivados de productos 

virales, proteinas celulares mutadas o de sobre-expresión de genes (Boon, 1991; 

Cheever,1995) 

Se ha observado que las células neoplásicas pueden inducir una respuesta 

celular; donde los L TC que reconocen los antígenos tumorales producto de 

cualquier proteína sintetizada dentro de la célula tumoral. La vía de presentación 

de antígenos consiste en la degradación de la proteína por el proteosoma 

(complejo de proteasas multicatalíticas) generando péptidos de 8 a 10 

aminoácidos (Figura 1). Éstos péptidos inmunogénicos son transportados al 

Retículo Endoplásmico donde se unen al Complejo Principal de 

Histocompatibilidad (CPH) clase 1. Normalmente las moléculas HLA clase I y el 

antígeno se exportan a la superficie celular tumoral donde es reconocido por los 

L TC' s activando la secreción de citocinas y la activación de las señales 
( ' • 

coestimuladoras con el fin de aumentar la respuesta inmune (Celis,1994; 

Riker, 1 999). 

J 
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Figura l. Procesamiento y presentación de &nl/genos por medio del complejo pñncipal 
de hislocompalibilidad. 

Sin embargo, las células cancerosas han desarrollado una serie de 

mecanismos para evitar la activaci6n de los L Te's. Estos mecanismos incluyen 

mutaciones o deleciones de los genes de fJ2-mierogobulina, alteraciones que 

conducen a la expresión de moléculas transportadoras TAP-1 y -2 que generan 

moléculas clase I inestables incapaces de ser reconocidas (Stem, 1994). En 

algunos casos se ha observado que la sobl'lMtxpresión de ciertos genes como 

N-mye que influye en la disminuci6n de moléculas de clase I (Weiss, 1994). 

4 
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Se ha detectado la falta de expresión de moléculas del CPH ( HLA ) en las 

células transformadas En muchos casos la baja respuesta puede deberse a la 

falla de expresión de las moléculas coestimuladoras; el caso más relevante está 

dado por las moléculas 87-1 y 87-2 que son el ligando para C028 expresado en 

general en linfocitos T coa· y que permite su activación citotóxica. Asimismo se 

han observado defectos en la maquinaria transcripcional y la ausencia de 67-1 y 

67-2 (Allison ,1995 : Celis ,1994). 

2.3 PÉPTIDOS ANTIGÉNICOS 

En los últimos años, se ha considerado la caracterización de antígenos 

tumorales codificados por genes asociados al tumor con el único objetivo de 

encontrar una terapia para obtener la regresión tumoral y posiblemente la 

respuesta completa (Rosenberg, 1996). Diversos tipos de inmunoterapia están 

basados en el uso de estos péptidos con resultados positivos preliminares 

(Tanzarella, 1997: 1999). La caracterización e identificación de antígenos 

tumorales en diversos tejidos han permitido clasificarlos en las siguientes 

categorias (Tabla 1) 
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TABLA 1. CLASIFICACiÓN DE ANTíGENOS TUMORALES 

1) Antígenos de diláenciad'm celular de melanocítos: Tirosilla. MART·IIMdulI A. 

g(llOlI. g(l ~5 (Kawakami.1994. 1995; Castclli.2000) y mutaciones puntuales en 

mclanoma: ('01;·-1. H·cCllellillu ( Dalcrba.191Jl!; Rivoltini.11J98; Spagnolli.1995) 

2) Antígenos de productos de genes supresores y oncogenes ej. (153. (121 ",-' (Chen 

1998; Gnjatic.1 998: 2000: l.im.2000) 

3) Antígenos de proteínas resultantes de fusión o quiméricas con actividad 

tirosina -cinasa. ej ha·uh! (Lim.1999) 

4) Antígenos virales ej. HI'V. E6.E7 ; EBV. EIJ/l:A·1 (Mims.1996; Smith.1994) 

5) Antígenos testiculares de cáncer (ATC) Expresión en células testiculares y células 

tumorales. ej. JlAGE. BA0E. GAGE. LA0E. NY·ESO J. sep·1 (Castelli.2000; 

jiiger.2000: Gnjatic.1 998; De Bakcr.1 999). 

2.4 FAMILIA MAGE 

Los genes de la Familia MAGE ( Antígeno asociado a mela noma). pertenecen 

a la familia denominada Antígenos Testiculares de Cáncer (ATC) y son de gran 

interés para la inmunoterapia antitumoral pues son estrictamente especlficos en 

tumores. Los antígenos son reconocidos por linfocitos T C08', acoplados al CPH 

e clase l. La ausencia de la expresión en tejidos normales asegura una respuesta 

inmune contra el tumor (Lucas. 1998) . 

6 
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Los primeros avances en inmunoterapia con éstos antlgenos se iniciaron 

en melanoma, donde fueron descritos los genes MAGE. Se ha descrito que por si 

solo el L Te no es capaz de destruir a la célula tumoral posiblemente porque no se 

activen las señales coestimuladoras como 87.1 V 87.2 necesarias para la 

expansión clonal de los L Te. 

La estimulación de los L TC's se ha logrado con la utilización de CPA por 

ejemplo las células dendríticas (Lotze,1997) a las cuales se les utiliza para la 

presentación del antlgeno acoplado al CPH clase I V así aumentar la estimulación 

V activación de señales que permitan al L Te destruir a la célula cancerosa (Figura 

2)(Klein, 2000; Itoh,1997; Mukeherji,1998: Nestle,1997). 

4 

CEWIA 
TUMORAL 

ACTlVACIQN DE LTH Y LTC 

Figura 2. I'ara la activación del sistema inmune los antigenos 
rumora les han sido urili7..ados por las ePAs con el fin de aumentar 
ID cstimulación de los LTe's " destruir a la célula tumoral 

7 
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2.4.1 EXPRESION DEL GEN 

La expresión en testículo se restringe a las células germinales masculinas 

de la fase temprana de la espermatogénesis: espermatogonia y espermatocito I 

(Takahashi,1995) sin embargo aunque estas células expresan el gen, carecen de 

CPH por lo que no son reconocidos por L TC's (Figura 3). La proteína se 

almacena a nivel citoplasmático. La forma en que se regula su expresión es a 

través de un mecanismo de metilación. Se conoce una región promotora lIámada 

B' la cual controla el 90% de la transcripción del gen. Esta región normalmente se 

encuentra metilada sin embargo, en tumores esta región se desmetila por lo que la 

transcripción del gen se enciende (De Smet, 1996). Se han descrito genes 

homólogos en otras especies animales como caninos y roedores (Khatlani, 2000; 

Lee, 2000). 

La función de los genes MAGE aún no se conoce con exactitud. Se tiene 

descrito que el gen mage b4 (homólogo en ratón) es una proteína que se localiza 

en el núcleo y en el citoplásma de la espermatogonia y el espermatocito. Durante 

la meiosis la proteína actúa en el proceso de recombinación de los cromosomas 

homólogos en la fase de diploteno y posteriormente el gen se metila (Türeci, 199B; 

Osterlund,2000). 

8 
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A 

B 

Figura. 3. (A) Diagrama de la espennatogenesis. (B) Corte histológico 
de tubos seminlferos en el cual se aprecian las espermatogonias y 
espermatocito l. únicas células en tejido normal donde se expresan los 
genes MAGE. 

9 
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También se ha sugerido que los genes de ésta familia participan en la 

regulación del ciclo celular, especialmente durante el desarrollo de las células 

germinales se ha especulado que al metilarse el gen se detiene el ciclo celular 

(Ohman,2001). Lo anterior esta relacionado con el mecanismo de regulación de la 

transcripción en mamíferos sobre todo durante el desarrollo de éstos (Colum, 

1999). 

2.4.2 LOCALIZACiÓN DE LA FAMILIA 

Los genes de la Familia MAGE fueron descritos por De Plaen en 1991 en 

Melanoma en donde según reportes tiene una frecuencia del 60% para esta 

neoplásia (Lurquin. 1997). Se encuentran localizados en el cromosoma X y 

comprenden seis familias hasta ahora descritas (Figura 4). 

cromosoma K I ...r~" 

.z.. MAOI·O 
;~ 2 
~2..~ 

D 
:t.:1 MAGE'8 
;11-2 ... ae-a2 
:Ol.! J 19.4 u., I MAG~' 
tI.~ IlAGF.-D 
11. t 

11 ,. IUG6:'''3 •• J 
3. I IoIAO&·'" t 

2l .. ..... oe· .. ' 
q .. .. MACE AIO .. 

lAAGEoC 
Z' MAGI!-82 .. MAOE·A Mo\G!-R' 

Figura 4. Localización de los genes de la Familia MAGE 
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2.4.3. DESCRIPCiÓN DE LOS MIEMBROS DE LA FAMILIA MAGE 

Familia MAGE A 

La familia MAGE A se encuentra localizada en la región Xp28 

(Rogner,1995), tiene una alta frecuencia de expresión en la mayoria de los 

cánceres y actualmente éste an!ígeno se ha utilizado en protocolos terapéuticos de 

vacunación -inmunoterapia- en pacientes con melanoma, obteniendo una 

regresión en este tipo de padecimiento sobre todo en estadios con mayor avance 

tumoral; de hecho, es mayor la frecuencia de expresión del gen en fases con gran 

avance tumoral que en pacientes de novo (Dalerba, 1998). 

Recientemente se realizan ensayos utilizando células dendríticas generadas 

in vitro de progenitores hematopoyéticos con la finalidad de estimularlas con 

antígenos específicos para MAGE A (Mackensen,2000; Thurner ,1999, Osento 

2000). Las secuencias codificantes pronostican las mismas características 

estructurales para todas las proteínas MAGE sin embargo, los promotores y el 

primer exon en los 12 genes MAGE muestra una alta variabilidad, lo que sugiere 

su expresi6n bajo controles transcripcionales. Solo MAGE-1 ,2,3,4, 6,12 se expresan 

en diferentes cánceres, MAGE 7 no se transcribe (Oe Plaen 1994). Estos genes 

codifican para proteínas de 309-319 aminoácidos con un peso molecular de 46 kd; 

carecen de secuencias de sei'lales y contienen un pequei'lo dominio 

transmembranal que por su tarnai'lo pequei'lo puede funcionar solo en asociaci6n 

con el dominio de otra proteína. 
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Familia MAGE B 

En la región Xp21.3 se localiza el segundo grupo o familia MAGE-8 

comprende 6 genes MAGE 81,82,83,84,85,86 (Muscatelli, 1995; Lurquin, 1997, 

Lucas, 2000). Los genes MAGE 8 comparten homología de alrededor del 65% con 

el MAGE A, sin embargo, todavía existe muy poca información sobre la expresión 

de estos genes en el humano. Presentan 4 exones cada uno, conteniendo un ORF 

en el último exon. El tamaño de las proteínas esta entre 313 y 347 aminoácidos. 

Existe un patrón de hidrofobicidad de proteínas MAGE-A y 8 sugiriendo una 

conservación en la conformación de la estructura tridimensional y por lo tanto en la 

función de las proteínas (De Plaen, 1994). El nivel de expresión del gen 83 y B4 no 

es suficiente para generar péptidos inmunogénicos, a diferencia de los genes 81, 

82,84,85 que pueden generar respuestas inmunes (Lurquín, 1997). 

McCurdy en 1998 describe el gen MAGE Xp-2 el cual fue aislado de 

pacientes con lupus eritrematoso (Figura 5) y es similar en su estructura a MAGE-

82 (Lurquin, 1997). 

ORF 

Hh I I 
ATG TGA 

~ I 4 I 
97 102 1062 IIí118 

Figura 5. Estruc[ura del gL"Il MAGE B~2 homólogo al gl.'Il MAliE Xp-2. 
I~I marco de Icclura ahiLTlO se cncuL"Ittra L"Il el cxon 4; el gl.."I1 codifica 
para una prlllcina de 319 a.a. 
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Familias MAGE e, D, E 

La Familia MAGE e se compone también de 4 exones y codifica para 

proteínas de - 1000 a.a. esta localizada en Xq26, al igual que las familias 

anteriores se expresan en varios tipos de tumores (Lucas, 2000). 

A diferencia de las familias descritas anteriormente, MAGE D se expresa a 

nivel de mensajero en tejidos normales así como en líneas celulares de diferentes 

orígenes histológícos. Estos genes se localizan en Xp 11.3, constan de 14 exones y 

su proteína es de 606 aminoácidos, es homóloga en la parte COOH-terminal de la 

protelna MAGE A1. Existen además genes homólogos en ratón los cuales se ha 

encontrado expresión en células de Sertoli y de Leyding ( Hennuy,2000; Pold, 

1999). 

Recientemente se reportó el gen MAGE-F1 el cuál se encuentra localizado 

en el cromosoma 3 y expresándose en diversas variedades de tumores y en la 

mayoría de tejidos fetales (Stone 2001). 

2.4.4. EXPRESIÓN DE LA FAMILIA EN NEOPLASIAS 

Se ha observado que varios tipos de tumores presentan al menos uno de los 

genes de la Familia MAGE. Entre los principales se encuentran cáncer de pulmón 

(Traversari, 1997); carcinoma gástrico (Lí,1997; Sadanaga,1999; Kim,2001); 

melanoma (Dalerba,1999; Chen1999); carcinoma de esófago (Toh,1995: 

Nahgashima,2001); carcinoma hepatocelular (LíU,1999; Suzuki,1999; Tahara,1999; 

Kobayashi,2000); cáncer mamario (Fujie, 1997); carcinoma coloreclal 

(Nishimura, 1997); tumores de cuello y cabeza (Lee,1999); tumores cerebrales 
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(Kuramoto, 1997); osteosarcoma (Sudo, 1997) ; cáncer de ovario (Yamada, 1995) y 

mieloma ( Van Baren 1999; Pellat, 2000 ) entre otros. 

En el caso de la leucemia, existe controversia y escaso conocimiento ya que 

solo se cuenta con un reporte en el que se describe la expresión de MAGE A en 

leucemia linfocitica crónica (Shichijo, 1995) mientras que en otro estudio 

(Chambost, 1993) se reportó que MAGE A no se expresaba en ningún tipo de 

neoplásia hematológica. 

2.5. LEUCEMIA 

En 1846 Wirchow introdujo en término de leucemia a un número elevado de 

glóbulos blancos en la sangre. Actualmente se le define como un tipo de cáncer que 

se caracteriza por un descontrol en la proliferación de cualquiera de las estirpes 

celulares del sistema hemapoyético. Este padecimiento se caracteriza por un 

descontrol en los mecanismos normales de proliferación, diferenciación y muerte 

celular que puede ocurrir en cualquiera de las etapas de maduración de las células 

hematopoyéticas . La des regulación de la proliferación ocurre por alteraciones de 

oncogenes, al igual que por la formación de genes quiméricos (Rosas, 1999; 

Miranda, 1997). 

2.5.1. ETIOLOGíA DE LA ENFERMEDAD 

La causa precisa de las leucemias se desconoce. La proliferación clonal por 

meáio de divisiones sucesivas a partir de una célula progenitora constituye el 

origen de las leucemias. La activación de oncogenes MYC, ABL, BCL-2 y RAS al 

igual que la formación de genes quiméricos como BCR-ABL (leucemia aguda 

linfobiástica O rnielocítica crónica) o PML-RAR-alfa (leucemia aguda promielocítica), 
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probablemente son algunos de los factores genéticos que contribuyen a su 

desarrollo (Bleutler, 2001) 

Es posible que la exposición a derivados del benceno desempeñe algún papel en 

desarrollo de la leucemia, así como la exposición a radiaciones ionizantes. Los 

agentes que dañan al ONA, como los alquilantes, pueden causar leucemias. 

Algunos virus entre los que podemos mencionar retrovirus como HTlV-1 y HTLV-II 

asi como los padecimientos en los que hay inestabilidad crornosómica, como el 

Síndrome de Fanconi, pueden culminar con ufla leucemia aguda (Cortes, 1995). 

2.6.2 CLASIFICACiÓN DE LAS LEUCEMIAS 

Las diversas variedades de leucemia que existen se distinguen en linfoide o 

mieloide según la estirpe celular involucrada y en agudas o crónicas dependiendo 

de la evolución clínica (Lee, 1994) 

En 1976 con el fin de unificar el criterio de clasificación de ésta enfermedad 

-~ se crea un sistema denominado FAB (Asociación Franco-Americana-Británica) la 

cual se basa en el diagnóstico morfológico, citoquimico, inmunológico y citogenético 

de los blastos medulares. Esta clasificación divide a las leucemias en: leucemias 

agudas (tres tipos de estirpe linfoide y ocho de estirpe mieloide) y en leucemias 

crónicas (Iinfociticas y mielocíticas o granulocíticas) donde solo se han descrito dos 

tipos (Tabla 2) (Bleutler, 2001). 

C' 
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TABLA 2. CLASIFICACiÓN DE LA LEUCEMIA 

LEUCEMIAS AGUDAS LEUCEMIAS CRONICAS 

ESTIRPE LlNFOIDE 

LlNFOBlÁSTICAS 
L 1: ünfoblástos pequeños o típicos 
L2: Unfoblástos grandes o atípicos LlNFOCITICAS 
L3: Parecida allínfoma de Burkitt 

ESTIRPE MIELOIDE 
MO: MieIobIástos dWerenciados minimamente 
MI: MieIobIástos inmaduros 
M2: MieIobIástos maduros MIELOCiTICAS 

MIELOBl.Á5TICAS M3: PrOlllielochica hipergranular O 

M4: MieIornonobIástica GRANULOCíTICAS 

M5: Monoblástica pura 
M6: Er~roleucernia 
M7: Megacarioblástica 

2.5.3 INCIDENCIA DE LA LEUCEMIA 

Entre los diversos tipos de cáncer, las leucemias junto con los linfomas 

ocupan el primer lugar de incidencia en los pacientes pediátricos (Mejia,2000; 

Abdullaev, 2000). En adultos de sexo masculino ocupa el tercer lugar y en las 

mujeres adultas ocupan el sexto lugar. En los últimos años la frecuencia de la 

e leucemia se ha triplicado en un 60%. Corno en la mayoria de las alteraciones 

genéticas la frecuencia varia de acuerdo al grupo étnico o raza. En México, las 

leucemias crónicas son menos comunes que de las leucemias agudas, algo muy 
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diferente a lo que ocurre en los países anglosajones donde la leucemia linfocltica 

crónica es más frecuente (Pui,1993) 

Las leucemias crónicas se pueden observar a cualquier edad, pero en ninos 

solo constituye el 3%; su frecuencia aumenta y predomina en adultos jóvenes o 

de edad mediana. Es más frecuente en varones que en mujeres (Pui,1993). La 

evolución natural del padecimiento una vez que se detecta la forma clínica tienen 

una duración de aproximadamente 3 a 4 años en ocasiones más, pero siempre 

lleva al paciente a una fase final llamada blástica muy simik" a la leucemia aguda 

y suele terminar con la vida del enfermo (Bleutler, 2001). 

2,5.4 LEUCEMIA AGUDA 

La leucemia aguda tanto línfoblástica como mieloblástica esta considerada 

como una enfermedad aún mas grave que cualquiera de las leucemias crónicas. 

Se caracteriza por la aparición en sangre periférica o médula ósea de un número 

O""", importante de blastos. Estas células malignas maduran con lentitud y de manera 

incompleta; el tiempo de su ciclo celular es prolongado y la proliferación 

desordenada surge como una falla en los mecanismos de control de cualquiera de 

las células hematopoyéticas. Los mecanismos responsables devastadores de esta 

enfermedad se deben a la infiHración de las células malignas en el resto de los 

órganos (Lee, 1994). 
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2.5.5. FRECUENCIA EN LEUCEMIA AGUDA 

La incidencia de la LAL es mayor en los primeros años de vida disminuyendo 

en los grupos de edades más avanzadas. La frecuencia relativa de los subtipos 

varía con la edad; en el caso de LAL pedíátricos el 70% es L 1.13118% L2 y el 3% 

L3. En adultos el 67% de las LAL es L2 y esta cifra concuerda con la forma más 

agresiva de la enfermedad y un mal pronóstico. 

En el caso de la leucemia aguda mieloblástica las variantes MO, M1 y M2 son 

responsables de cerca del 50% de los casos. la mielomonoblástica M4 y la 

promielocítica M3 del 25%; la monoblástica y eritroleucemia el 10% y la 

megacarioblástica M7 del 3% o menos (Lee,1994). 

2.5.6. CUADRO CLíNICO Y TRATAMIENTOS ACTUALES 

El pronóstico de la enfermedad en un paciente se define con la edad, sexo, 

estado nutricional, raza y alteraciones cromosómicas las cuales son útiles para 

determinar las posibilidades de supervivencia prolongada o curación. Clínicamente 

las variedades de leucemia difieren entre si con respecto al origen celular, 

evolución y respuesta al tratamiento (Lee, 1994). Los cuadros clínicos varian de un 

caso a otro no obstante es frecuente que los primeros sintomas sean la sudoración, 

falta de apetito, fatiga, epistaxis o sangrado de encías, dolores agudos y difusos en 

extremidades, esplenomegalia y crecimiento de los ganglios linfáticos, algunos de 

los signos que se detectan son la leucocitosis. 

Los avances terapéuticos basados en radiaciones, Quimioterapia y 

transplante de médula ósea han permitido que en la actualidad obtengan la curación 
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la mayoría de los niños esto es, una remisión completa sostenida por más de 5 

años (Fatih, 1998; Champlin, 1989). 

El tratamiento actual de la LAL en adultos consiste en un complicado e 

intensivo régimen de quimioterapia (vincristina, prednisona, metotrexate por citar 

algunos) radiaciones y transplantes de médula ósea, sin embargo las cifras de 

curación se encuentran por debajo del 20% y los adultos con LAL aún siguen 

presentando bajos rangos de sobrevida (Larson, 1997; 1998, SObol, 1987). 

En el caso de LAM los tratamientos actuales están acordes al tipo de LAM 

como en el tipo M3 en donde los esquemas terapéuticos están basados en el ácido 

trans-retinoico (ATRA) el cual induce la diferenciación del promielocito, este 

medicamento es capaz de alcanzar la remisión completa en el paciente con 

leucemia promieloblástica. Las combinaciones de quimioterapia incluyen inhibidores 

de la topoisomerasa 11 como etopósido y tenipósido que parecen ser útiles para este 

tipo de leucemia. Aún con estos tratamientos el nivel de sobrevida en los pacientes 

es muy bajo. 

Uno de los tratamientos con los que se han obtenido resultados preliminares 

utilizando antígenos tumorales para activar al sistema inmune es la inmunoterapia 

adoptiva; la cual ha tenido éxito en algunos tipos de cáncer, sin embargo en 

leucemia se tiene poco conocimiento sobre los antígenos tumorales. 

Se conocen algunos resultados preeliminares de inmunoterapia utilizando 

células dendríticas con el antígeno bcr-abl (Choundhury, 1997; Pinilla, 2000) • éste 

ha sido utilizado en la inducción de L TC' s los cuales se ha visto son capaces de 

atacar in vitro a las células LGC (Cardoso, 1997). 
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2.6. JUSTIFICACION 

Los tratamientos con radiación, quimioterapia y transplante de médula ósea 

en la leucemia aguda no ofrecen buenas expectativas de vida en pacientes adultos, 

pues la sobrevida libre de enfermedad no supera el 20%, teniendo en cuenta que 

los tratamientos son intensivos y que en la mayoria de los pacientes se presenta 

intolerancia al tratamiento (Lee,1995) una de las alternativas en la actualidad (no 

solo en leucemia sino en otro tipo de cáncer) es el uso antígenos tumorales; 105 

cuales son utilizados para estimular una respuesta inmune en el paciente. 

Los principales antígenos utilizados para este fin son 105 que pueden ser 

reconocidos por los linfocitos T citotóxicos - como 105 genes de la familia MAGE- y 

están ausentes en tejidos normales lo que asegura una respuesta inmune 

especifica contra las células tumorales. Con el fin de aumentar la respuesta inmune 

algunos ATC, se utilizan CPA y que sean éstas las que presenten los antígenos a 

los L TC's (Brossart,2000). 

Actualmente los genes MAGE se han utilizado para la inmunoterapia en 

melanoma en donde se han inyectado al paciente produciendo una regresión del 

tumor (Meckensen, 2000; Osanto 2000). 

En los estudios realizados en expresión de genes de la Familia MAGE- A a 

nivel de mRNA se ha encontrado que los algunos genes de la familia A se expresan 

() en 17 de 34 (50%) de leucemia de tipo T, 12121 de tipo B y en 0123 leucemia 

mielomonocitica (Shichijo,1995) yen posteriormente éste último autor reporta 1 

paciente positivo en leucemia monocítica. En líneas celulares oncohernatolágicas se 
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ha encontrado expresión en K-562 (Serrano,1995) y HL60 (Chambost, 2000), 

Jurkat, SAL T -3, HEL (Shichijo,1995). 

Sin embargo la Familia B no esta descrita; en leucemia se cuenta 

únicamente con un reporte en donde se encuentra expresado el gen MAGE 8-2 en 

un paciente con esta neoplasia de 50 analizados y no se menciona la variedad de 

leucemia. Tampoco existen reportes en lineas celulares hematológicas para la 

expresión de éste gen (Lurquin ,1997). 

Debido a que el gen MAGE 8-2 esté descrito como el rnés inmunogénico de 

entre los genes B1, B4 Y B5 cabe recordar que B3 y B6 no generan péptidos 

inmunes; nos hemos propuesto conocer si existe expresión del gen MAGE 8-2 en 

pacientes con Leucemia aguda y en líneas celulares hematológicas, así como su 

frecuencia de expresión, con el fin de que pueda ser utilizado como antlgeno 

tumoral en la inmunoterapia contra la leucemia. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GENERAL: 

• Conocer la expresión de MAGE 8-2 en pacientes adultos con diagnóstico 

de Leucemia Aguda del Servicio de Hematología del HGM. 

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES: 

• Confirmar la ausencia de expresión del gen en linfocitos de donadores 

normales. 

-~ • Conocer la expresión del gen MAGE 8-2 en diversas líneas celulares 

J 

oncohematológicas. 

• Conocer la frecuencia de expresión del gen MAGE 8-2 en LAL (leucemia 

aguda linfoblástica). 

• Estudiar la expresión del gen MAGE 8-2 en diversas variedades de LAM 

(leucemia aguda mieloblástica). 
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4. METODOLOGíA 

4.1 INCLUSiÓN DE PACIENTES 

Se incluyeron 43 pacientes adultos con el diagnóstico de Leucemia Aguda. 

con una edad de 17 años en adelante por un periodo de 1 año. El diagnóslico 

estuvo basado en el análisis citomorfológico. inmunológico y citogenético realizado 

en el Servicio de Hematologia del Hospital General de México. 

4.2 SEPARACiÓN DE CÉLULAS MONONUCLEARES DE SANGRE 

PERIFÉRICA (PBMC) 

Se obtuvieron 20 mi de sangre periférica heparinizada de pacientes 

(internos del Hospital General de México) con diagnóstico de Leucemia Aguda aún 

sin tratamiento de quimioterapia para la separación de las PBMC y se captaron los 

datos clínicos al momento de la obtención de la muestra. 

Las muestras fueron procesadas mediante el método de gradiente de 

densidad (1.077) con Ficoll-Hypaque (Lymphoprep); centrifugando a 1500 rpm 

por 30'. Se obtuvo la fase de PMBC y se realizó un lavado con PBS. Se procedió a 

contar el número de células. asi como la viabilidad con el método de azul de 

tripa no, posteriormente se guardaron disolviendo el paquete celular en Trizol 

(Gibco BRL), se congelaron en Nitrógeno liquido y fueron criopreservadas a -700 

C hasta su utilización. 

Así mismo se obtuvieron PBMC de donadores normales y se les realizó la 

misma metodología que a las células de pacientes. 
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4.3 ENSAYOS DE EXPANSiÓN DE LINEAS CELULARES. 

Las lineas celulares Jurkat (Leucemia Aguda de células T), HL-60 (LAM­

M3), Molt-4 (LAL-T), K-662 (LAM-M6), U-937 (LAM- M5) Y Raji se expandieron 

con RPMI-1640 (GiBCO) suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 15%, en 

una atmósfera de C02 al 5% y a 37OC. La expansión se realizó hasta obtener 

8 x106 millones de cada linea celular, guardándose a-70° C. 

4.4 EXTRACCiÓN DE RNA 

La extracción se realizó mediante la Técnica de Trizol (Gibco-BRL) -

cloroformo, alcohol isoamílico) siguiendo indicaciones del proveedor; para las 

lineas celulares, así como para las PBMC de pacientes con leucemia y para 

células normales. 

A las células en Trizol (Gibco - BRL) se les agregó 200,.11 de cloroformo y 

se centrifugaron a 12,OOOg durante 15 minutos a 4°C. La fase acuosa se recuperó 

y se le adicionó 1 volumen de isopropanol incubando a temperatura ambiente por 

10 min; después de la incubación se centrifugó bajo las condiciones anteriores. El 

pellet de RNA se lavó con elanol al 70%. Una vez obtenido el RNA se 

resuspendió en H20 con y se determinó su pureza y concentración (lectura de la 

absorbancia a 260 y 280 nm) yes almacenando a -7COC. Con una mínima parte 

del RNA se corroboró la presencia e integridad del mismo mediante una 

e: electroforesis en gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio . El gel fue 

visualizado en un transiluminador observándose las bandas 18 y 28 S del RNA 

ribosomal. 
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4.5 SiNTESIS DE cDNA 

Para la sintesis de cONA se realizó una reverso- transcripción en la cual se 

utilizó 1"g de RNA previamente extraldo y cuantificado por espectrometrla el cual 

se incubo con 1,,1 de oligo dT 12-18 (Gibco-BLR) agua destilada estéril a 700C 

durante 10' posteriormente se introdujo en hielo durante 5'. La slntesis de cONA 

se realiLó durante 50' a 37°C en una mezcla que contenla 250mM de Tris-HCI 

pH8.3, 375mM KCI, 15mM MgCI2, 0.1MOTT,10mM dNTP's y 200fll de M-MLV 

(GIBCO). El volumen final fue de 201'1. 

4.6 PCR (Reacción en cadena de la polimerasa ) 

La amplificación de cONA para observar la expresión del gen, se llevo a 

cabo con la técnica de PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) analizando 

células de donadores normales, líneas celulares y muestras de pacientes con LAL 

y LAM. Para corroborar la expresión del gen en células testiculares se obtuvo una 

biopsia de tejido testicular normal obtenida de un paciente con diagnóstico de 

adenoma prostático. Esta biopsia fue congelada en nitrógeno liquido y 

fragmentada para posteriormente extraer RNA y sintetizar cONA. 

Los controles utilizados para la PCR en un inicio fueron las células 

testiculares y posteriormente en nuestros resultados la linea celular K562 

(derivada de una LAM-M6) resulto positiva para MAGE B-2, por lo que en la 

expresión en pacientes fue utilizada corno control positivo. Cabe hacer mención 

que ésta linea fue reportada como positiva para MAGE A (Serrano.1995). 
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Como control negativo se utilizaron células mononucleares de donadores 

normales. El protocolo a seguir fue estandarizado previamente ajustando las 

concentraciones de los reactivos (Tabla 3) y llegando a las siguientes 

condiciones: Buffer de PCR con 20mM Tris-HCI (pH 8) Y 50 mM KCI; 2mM de 

MgCI2, 0.2flM de dNTP's, 30pm de cada primer sentido y antisentido, templado 

de cONA 2fll, Taq ONA polimerasa 3.5 u, H20 destilada estéril 80 fll ,el volumen 

final fue de 100fll. La columna 6 fue la que se utilizó para la amplificación del gen. 

TABLA 3. CONDICIONES DE AMPLIFICACION PARA LA PCR DEL GEN MAGE 8·2 

REACTIVOS PCR 1 2 3 4 5 6 

10x PCR buffer (GIBCO BRL) 8~1 1O~1 10 ~I 10 ~I 1O~1 10 ~I 

200mM Trts-HCI 16mM 20mM 20mM 20mM 20mM 20mM 

500mMKCI 40mM SOrnM SOrnM SOrnM SOrnM SOmM 

MgCI2 (GIBCO BRL) 2.4~1 2.4~1 3~1 3~1 3~1 3 ~I 

50mM l.5mM 1.5mM 2mM 2mM 2mM 2mM 

ONTP's (Perkin Elmer) 1.Sld 1.S~1 1.S~1 2~1 21d 2,,1 

10mM 150~M 150~M lS0~M 2oo~M 2oo~M 2oo~M 

Ollgonucleotldo sentido 0.5 1~1 1~1 1~1 1~1 1,,1 

lSpm 30pm JOpm 30pm JOpm JOpm 

Ollgonucleotldo anlisenlido O.S~I 1~1 1~1 1~1 1~1 lid 

ISpm 30pm JOpm 30pm 30pm 30pm 

Templado cONA 2~1 2~1 2~1 2~1 2~1 2,,1 

Taq ONA polirnerasa (GIBCO O.S~I O.S~I 0.5~1 0.5~1 0.6,,1 0.7,,1 

BRL) 2.5U 2.5U 2.5U 2.5U 3U 3.5U 

Agua destilada 84.6,,1 81.6~1 81~1 80.5~1 80.4,,1 8D.3~1 

VOLUMEN FINAL 100~1 100,,1 loo~1 100,,1 loold 100,,1 

e; 
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4.6.1 CONDICICIONES DE AMPLIFICACiÓN 

Los tubos se colocaron en un termocicladcr a 94°C por 40", 64°C por 30" y 

a 72·C durante 40" durante 35 ciclos. Se incubaron adicionalmente por 10· a 72°e 

y la reacción se mantuvo a 4°C. Los productos se guardaron a -20°C hasta su 

utilización. Los oligonucleótidos utilizados para el gen MAGE B-2 (McCurdy, 1998) 

que amplifican un producto de 230 pb. fueron los siguientes: 

Sentido S' CTG ACT TCC GCT TTG GAG GC 3' 

Antisenlldo S' GCA CCC CCA GAA ACA GAA GAG GAA CA 3' 

Como control interno de integridad del RNAm se amplificó el gen ~2 

microglobulina (397pb) utilizando los siguientes oligonucleótidos: 

Sentido S' ATG TCT CGC TCC GTG GCC TTA GCT 3' 

Antisentido S' CCT CCA TGA TGC TGC TGC TTA CAT GTC 3' 

4.6.2. CONCENTRACiÓN DE OLlGONUCLEÓTIDOS 

La concentración de los oligonucleótidos para el gen MAGE B-2 Y ~2 

microglobulina y su temperatura de alineación se calculó de acuerdo a las 

siguientes fórmulas: 

~----------------------------~ 
Concentración de los oligonucle6tidos: 

Pm= (00)(100) I (A + G)(14) + (T + C) (7) 

Temperatura de alineación: 

TM = (A + T) (2) + (C + G) (4) - 5 
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4.7 ANÁLISIS DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS 

El análisis de productos de PCR se realizó mediante una electroforésis en 

gel de agarosa al 2% tenido con bromuro de etidio, a 100 V durante 1 hora. Los 

geles fueron visualizados en un transiluminador de luz UV tomando fotografías de 

los geles con equipo Polaroid. 

4.8 PURIFICACiÓN DEL GEN MAGE 3-2 

Se realizaron 6 reacciones de amplificación para el gen MAGE B-2 , al 

producto de la reacción se le realizó una electroforésis en gel de agarosa de bajo 

punto de fusión al 1.5% tenido con bromuro de etidio, durante 30' a 60 V. La 

banda fue visualizada en el transiluminador y cortada; posteriormente purificada 

por medio de extracción de fenal - cloroformo guardándose a 4°C. 

4.9 SECUENCIACIÓN DEL GEN 

Los productos amplificados por RT-PCR se secuenciaron con el kit de 

secuencia ABI Prism Dye Terminator Cycle Sequencing. La secuencia fue alineada 

en el programa BLASTN 2.1.3 del GENE· BANK para verificar el gen se estaba 

amplificando. 

4.10 ANÁLISIS ESTADlsTICO 

Se aplicó una prueba de T Student con el fin de conocer si eran significativos 

los datos clínicos entre los pacientes positivos y negativos. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

I Obtención de células mononucleares Expansión de las lineas celulares 
de sangre periférica de pacientes con K562, HL~O, MoH-4, Jurkat , U-937 y 

Leucemia Aguda y donadores Raji 
nonnales 

Separación de células mononucleares por 
gradiente de densidad con Ficoll.ftypaque 

Extracción de RNA por medio 
de Trizol 

Sintesis de cDNA con Oligo dT'2.'. 
Amplificación de ~2 microglobullna 

PCR para el gen MAGE 8-2 
En pacientes y Uneas celulares 

hemato/ógicas 

Análisis de productos amplificados por eleclroforesis 
en gel de agarosa 2'" teilido con bromuro de etidio 

Secuenciación del producto de 
PCR 

ANALlSIS DE RESULTADOS Y 
PERSPECnvAS DE INVESTIGACIÓN 
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6. RESULTADOS 

6.1 ANÁLISIS DE LA EXPRESiÓN DE MAGE 8-2 EN CÉLULAS NORMALES. 

Se obtuvieron siete muestras de sangre periférica de donadores normales, 

de las cuales se separaron los mononucleares por el método de gradiente de 

Ficoll-Hypaque, el promedio de blastos en las ocho muestras fue de 9.3 x 106
. 

Para corroborar la ausencia de expresión en tejidos normales se utilizó una 

muestra de biopsia testicular, el tejido fue congelado con nitrógeno líquido y 

fragmentado. 

Posteriormente se aisló el RNA (de células normales y testiculares) y se 

midió la concentración y pureza de cada muestra en un espectrofotórnetro de luz 

UV (Tabla 4). El promedio total de la pureza fue de 1.76 estando dentro de los 

valores normales del RNA. En cuanto a la concentración promedio esta fue de 

.~ 0.74 ¡rg/¡d suficiente para llevar a cabo el análisis de RT-PCR. El RNA fue 

visualizado mediante electroforésis en gel de agarosa al 1 % teñido con bromuro 

de elidio durante 30 minutos a 100 Volts. Las dos bandas representativas del RNA 

28S y 18S fueron visualizadas en un transiluminador de luz UV (Figura 6). 
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TABLA 4. DATOS DE CONCENTRACiÓN Y PUREZA DEL RNA 
DE DONADORES NORMALES 

ItESlILTAOOS 

Donador No. De Células en , 260nm ¡ 280nm ! Pureza ; ConcentraciOn , Vol. (Id) 
20ml de sangre ¡ , 260 /280 ! 119/1I1 ¡ para 1 

J106). .--- .I.~~- _____ L ... ---l .. --!'J!--
1 10 .. i .014 .011 1.2: 0.28 . 3.6 
~=-J¡.5. -"í .057 .028 '-2-__ 1' - 1.14 -1_-.1.-__ -

. ... .. _. ___ ..13.2 .027 .013 2 --Í---__ O,?'! _ .. -4 2 
4 .~__ 6 i .012 .008 1.5: 0.2:4_~t--4~ 
5 .. ___ -ª·L .. __ j .060 .036 1.6 .;--l:;G.-1-9J--
6. _ Jl ... -ª-. __ ... .1 .018 .011 .!.&....--+. __ -º,ªEl_ __L._=-,3~-I 
7.~_ 11 . 1 .092 .042 2 I 1.84 : 0.54 
B' 8 i .057 .028 2 I 1.24 1.17 

Cel. Test. 2 3 4 5 6 7 8 

Figura 6. En la parte iZAjuierda se muestra el RNA de las 
células testiculares, a la derecha los RNAs de donadores 
normales (carriles I a 8) visualizados en un gel de agarosa 
al 1% teñido con bromuro de etidio, se puede apreciar la 
banda y 18 S Y 28 S del RNA ribosoma!. 

28 s 

18 s 

Para comprobar la integridad del RNA, se amplificó el gen de la {f2 microglobulina 

(gen de expresión constitutiva) mediante la técnica de RT-PCR (Figura 7). 

6110 pb 
500 pb 
.11111 pb 

M 2 3 4 s 6 7 8 9 

....... 397pb 

Figura 7. Expresión de 1~2 microglobulina células testiculares 
(carril 1) Y en células de donadores normales (carriles 2-9) . 
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Una vez comprobada la integridad del RNA, se realizó la búsqueda de 

expresión del gen MAGE B-2, en los donadores normales y testiculares utilizando 

un par de oligonucleotidos (LQ1F como sentido y LQR1 como antisentido), que 

amplifican un fragmento de 230 pb. Los productos fueron visualizados en geles de 

agarosa al 2% teñidos con bromuro de elidio (Figura 8). La expresión del gen es 

ausente, con excepción de las células testiculares. 

400pb 
300 pb 
200pb 

IOOpb 

M 2 3 4 5 6 7 8 e 

---. ---. 230 pb ---. 
---. 
Figura 8. Análisis de la expresión de MAGE B-2 en donadores nonnales. 
carril M, marcador de peso molecular; carril 1, células testiculares: 
carriles 2 al 8 linfocitos nonnales; carril e, conlTol sin cDNA. 

Las muestras de paCientes con leucemia fueron tratadas como ya se 

describió aislando RNA y comprobando su integridad para posteriormente realizar 

la PCR (Figura 9). 

- ...... --.. -'. '-
", ... ... 

--
---~ ...... -----

Figura 9. En la parte superior se muestran las bandas 18 S 
Y 28 S de los RNAs de pacientes con leucemia. En la parte 
inferior se observa la expresión de P-2 microglobulinu de 
los pacientes. 

...- 18s 

...- 397pb 
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RESULTADOS 

5.2 CARACTERIZACiÓN DE PACIENTES CON LEUCEMIA AGUDA. 

Se obtuvieron un total de 43 muestras de pacientes diagnosticados con 

Leucemia Aguda (32 LAL, 11 LAM). También se recolectaíOn los datos clínicos 

(tipo de leucemia aguda según la FAS, edad, número de blastos • leucocitos, 

hematocrito, hemoglobina y plaquetas) para evaluar alguna posible correlación. 

Aunque el estudio estuvo dirigido a Leucemia Aguda, también se incluyeron 5 

muestras de Leucemia Crónica (4 LGC y 1 LLC) (Figura 10). 

Figura lO. Porcentaje de pacientes incluidos en el estudio 
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Como puede apreciarse la mayoría de la muestra pertenece al tipo LAL 

(66%). Este grupo incluye 2 muestras de tipo L 1. 29 de tipo L2 y 1 de L3 (Figura 

11a). En el caso de LAM (24%) se incluyen 1 de M1; 4 de M2; 3 de M3; 1 de M4 y 

1 de M5 (Figura 11 b). 

Figura 11. Distribución de los pacientes con Leucemia Aguda. 
(a) Pacientes con LAI.. (b) Pacientes con LAM. 

Encontramos mayor frecuencia de LA en pacientes de entre 20 y 40 años 

es decir en adultos jóvenes; por encíma de ésta edad la frecuencia disminuye. Lo 

anterior se ha observado en estudios anteriores para Leucemia Aguda (Figura 12). 

Figura 12. Distribución de las edades en pacientes con LA 
mediante intervalos de clase. 
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El porcentaje de pacientes del sexo femenino fue del 53% y del 

masculino 46%. La media de edad de la poblaci6n fue de 33 años y la mayoría de 

los pacientes presentaban mal del 80% de blastos en sangre periférica 

caracteristica de lasleucemlal agudal (Apéndice B). 

5.3 EXPRESrON DEL GEN AfAGE 8-, EN LEUCEMIA AGUDA 

Para el calO de LAL a.pretlln MAGE B-2 1/29 del tipo L2. En el resto de 

los pacientes (L1 V L3) no .. observó expresión alguna. Por lo tanto se puede 

decir que elle gen .. ellPr ... a una frecuencia del 3.12% en Leucemia Aguda de 

estirpe linfolde (Figura 13). Los datos de expresión y frecuencia se observan en la 

Tabla 5, 

TABLA l. FRECUENCIA EN LA EXPRESION DEL GEN MAGE B-2 EN LEUCEMIA 

Agudas VarlNad Casos Frecuencia a 
1'lIsÍlivlls 

l.inli,ilk /.1 0/2 
1.2 1129 1132 
J.J 011 (3.12%) 

MI 0/1 
M2 2/4 3/11 

Miclnidc Ml 113 (27.27 %) 
M4 011 
M~ 0/2 

<.'rúnicas l.<iC 115 115 
(20 %) 

l.I.e ("1 0% 

a. I '"" .. ,,,,i. ,,,Ir. " .. Iil"" "d4' ..... "Ú. Aguda (I.AI .. IAM) 

h. ru,,\,,,,, ... ilH'ft4H.' I A:ul,'\,niu "W1tIa."i y CróniCB.'i 

Frecuencia h Frecuencia 
e 

4/43 
( 9.3%) 

5149 

(10.20 %) 

1/6 
(16.6%) 
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400pb-+ 
300pb -+ 
200pb-+ 

IOOpb -+ 

600pb -+ 
400pb -+ 
300pb -+ 

M 23456789 

+- 230ph 

. . 
< • -----_ .. ,--. - . . +-397ph 

_ '. 7 

Figura 13. Análisis de la expresión de MAGE B-2 en pacientes con leucemia 
aguda linfoblástica, carril M marcador de peso molecular, carril I línea celular 
K562 que amplifica un fragmento de 230pb, carriles 2 al 9, muestras de LAL 
en la parte inferior la amplificación gen fJ2 microglobulina. 

Dentro de las variedades de leucemias agudas mieloblásticas los 

resultados fueron los siguientes: 0/1 de M1; 214 de M2; 1/3 de M3; 0/1 de M4 y 0/1 

del tipo M5 (Figura 14) . Aunque la muestra no es estadísticamente representativa 

se obtuvieron 3/11 pacientes positivos con LAM (un 27.27%, Tabla 5). 

Alternativamente se analizaron 5 leucemias crónicas, observándose expresión en 

1/4 LGC y 0/1 LLC, aunque la muestra no es muy amplia se obtuvo una 

frecuencia del 20% (Figura 14). 
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(,00 pb ----. 
400 pb 
300 pb ----. ----. 
200 pb _ 

100 pb ----. 

6OOpb----' 
400 pb ----. 
300 pb ----. 
200 pb ----. 

M 23456789 

230 pb 

397 pb 

Figura 14. En la parte superior se muestra el análisis de la expresión de 
MAGE 8-2 en variedades de LAM y LC. Carril M marcador de peso 
molecular; carril 1 control positivo; carril 2, MI, carril 3, M2; carril 4, 
M3, carril 5. M4; carril 6 M5; carril 7, LGC; carril 8, LLC; carril 9 
control sin cDNA. En la parte inferior amplificación de gen fJ2 
microg/obulillu que amplifica un fragmento de 397pb. 

RESULTADOS 
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5.4 ANÁLISIS ESTADISTICO DE PACIENTES POSITIVOS Y NEGATIVOS 

En cuanto al análisis estadístico se utilizó la prueba de distribución t 

(t student) donde se determinó una diferencia significativa entre los pacientes 

positivos y negativos en cuanto a edad. Como puede apreciarse en la tabla 6 las 

medias analizadas para los pacientes positivos son de 26 años y en los negativos 

35 años y según el valor encontrado de t para 42 grados de libertad existe una 

diferencia significativa. Para el caso de carga tumoral en blastos y leucos no 

existió diferencia significatíva entre los casos positivos y los negativos. A pesar de 

los resultados estadisticos con esta prueba no debemos descartar errores debido 

al tipo de estudio realizado y por el bajo número de pacientes positivos. Aún 

aunque en edad existen diferencias significativas podemos decir que no existe 

una correlación entre la presencia del gen MAGE B-2 Y los datos clínicos 

...... (Apéndice BJ. 

Edad 

Blastos 
G .. 

Leucos 

TABLA 6. ANÁLISIS ESTADíSTICO ENTRE PACIENTES 
POSITIVOS Y NEGATIVOS PARA MAGE 8-2 

" s Valor 
de distribución t p =0.005 

positivos 26 + 7.07 Con diferencia 
negativos 35.23 + \6.5\ 11.\0 significativa 
positivos 75.5 + \3.32 No significativo 
negativos 82.\5 + 17.52 -0.93 

I positivos 1665 + 116 No significativo 
negativos \8885.38 + 2957 -0.58 
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5.5 EXPRESiÓN DEL GEN MAGE 8·2 EN LINEAS CELULARES 

ONCOHEMATOLÓGICAS 

En trabajos anteriores se habla reportado expresión del gen MAGE A en las 

lineas celulares K562 (derivada de LGC en crisis blástica) y HL-60 (derivada de 

leucemia promielocítica LAM-M3). Sin embargo, en el caso del gen MAGE B·2, no 

observamos expresión alguna en HL-60. En contraste, la línea K562 lo expresa y 

no se observó expresión en la líneas Jurkat, Molt-4, U937 y Raji. (Figura 15) 

600 pb-+ 

200 pb-+ 
100 pb-+ 

600 pb 
400 pb 
200 pb 

-+ 
-+ 

-+ 

M 2 3 4 6 

...... 230pb 

.. _----- ...... 397pb 

Figura 15. Expresión del gen MAGE B-2 en líneas celulares derivadas de 
padecimientos hematológicos. carril M • marcador de peso molecular, carril 
I expresión del gen en la línea celular K562, del carril 2 al 6 ausencia de la 
expresión en Jurkat, MolI, HL-60 • U937 y Raji. En la parte inferior la 
amplificación del control de fl2 microblobulina que amplifica un fragmento 
de 397pb. 
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5.6 ANÁLISIS DE LA SECUENCIA DEL GEN 

Con la secuencia del producto amplificado (Figura 16) se procedió a 

comparar a que gen pertenecla. Lo anterior se realizo en el programa 

BLASTN 2.1.3 1h!!p:l!www.ncbi.nnn.mn.aov!b!as!lb!as!.oml los resultados muestran que la 

secuencia corresponde al gen Horno sapians antlgeno de melanoma, familia B,2 

(MAGE B-2) en un 1191124 (95.96%) de identidades (Figura 17) además el gen 

presenta homologia con otros genes MAGE aunque en menor porcentaje de 

identidad, dentro de estos genes se encuentran MAGE Xp-2 1181124 (95.16%); 

MAGE Xp22 72179(91.13%); MAGE B1 47153 (88.67%). Como se puede apreciar 

la homologia del gen MAGE B-2 es muy alta con respecto a los de la Familia B de 

la cual forma parte. Además tiene una homologia menor al 70% con otros genes 

como DAM10, MAGE B3. 
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Figura 16, Secuenciación del gen MAGE B,2 

Horno sapiens. MAGE. Familia B. 2 

1 atcctgactt ccgctttgga ggcgaggacc cgagcgagtg tagggggtgc ggcgtctggt 
61 cagccagggg tgaattctca ggactggtcg gcagtcaagc catcatgcct cgtggtcaga 

121 agagtaagct ccgtgcccgt gagaaacgcc gcaaggcccg agatgagacc cggggtctca 
181 atgttcctca ggtcactgaa gcagaggaag aagaggcccc ctgctgttcc tcttctgttt 
241 ctgggggtgc tgcttcaagc tctcctgctg ctggcattcc ccaggagcct caga agccc 
301 caaccactgc cgctgctgcg gctgcgggtg tttcatccac aaaatctaaa aaaggtgcca 
361 agagccacca aggtgagaaa aatgcaagtt cctcccaggc ctcaacatcc actaagagcc 
421 caagcgaaga tcctctaacc aggaagtcag ggtcgttggt gcagttcctg ttgtacaagt 
481 ataaaataaa aaagtccgtt acaaagggag aaatgctgaa aattgttggc aaaaggttca 
541 gggagcactt ccctgagatc ctcaagaaag cctctgaggg cctcagtgtt gtctttggcc 
601 ttgagctgaa taaagtcaac cccaacggcc acacttacac cttcatcgac aaggtagacc 
661 tcactgatga ggaatccctg ctcagttcct gggactttcc caggagaaag cttctgatgc 

Figura 17. Localización del fragmento amplificado que corresponde al gen MAGE B·2. 
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6. DISCUSION 

El tratamiento de la Leucemia Aguda consiste esencialmente de un 

complicado e intensivo régimen de quimioterapia. Aún con los mejores esquemas 

de tratamiento las cifras de curación en adultos van de tan solo del 10 al 20 %. Es 

por eso la necesidad de buscar tratamientos alternativos que puedan brindar una 

mayor sobrevida en estos pacientes. La inmunoterapia es uno de los tratamientos 

basados en la activación del sistema inmune. los linfocitos T citotóxicos se 

encargan de reconocer células tumorales para su posterior destrucción (Champlin, 

1989; Choudhury, 1997), este tratamiento se ha empleado en algunos 

padecimientos oncológicos. En melanoma el empleo de estos tratamientos en las 

fases terminales de la enfermedad han logrado una regresión del tumor de un 40 a 

un 60 % (Tanzarella, 1999). 

Es necesario para realizar estos tipos de tratamientos la expresión de 

antígenos tumorales los cuales deben ser procesados y presentados en la 

superficie celular de la célula tumoral por las moléculas HLA clase I del complejo 

principal de histocompatibilidad para su posterior reconocimiento por los L TCs 

(Celis, 1994). 
e .' 
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Los genes de la familia MAGE son de los más empleados en la 

inmunoterapia ya que solo se expresan en tumores y es ausente su expresión en 

tejidos normales (Castelli, 2000). 

En cáncer de melanoma estos genes se encuentran expresados en un 

60 % Y en la actualidad en un 50 % en diferentes tumores desconociendo su 

expresión en Leucemia. A pesar de la importancia de la familia como antígeno 

tumoral aún no se conoce con exactitud la función de éste gen; pero se cree esta 

involucrado en la diferenciación de las células germinales metilándose en los 

sitios CpG dentro de promotores, mecanismo efectivo para silenciar genes (De 

Smeet 1996, 1999). 

En éste trabajo se analizó la expresión del gen MAGE 8-2 en pacientes 

con leucemia Aguda, líneas celulares hematológicas y en células normales. 

Mediante la técnica de RT-PCR se encontró expresión del gen MAGE 8-2 

en un 9.3% en Leucemia Aguda y con mayor frecuencia en la leucemia de origen 

mieloide. Según Lurquin, 1997 existe expresión del gen en un 2% (1/50) de las 

leucemias analizadas sin embargo en su reporte no muestra una clasificación 

detallada de la FAB por lo que no es posible hacer una correlación entre el tipo de 

leucemia y su frecuencia de expresión. 
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La frecuencia detectada mediante RT-PCR para el caso de LAL fue de tan 

solo 3.12% comparando con LAM cuyo porcentaje fue del 27.27% se observa una 

clara diferencia; es interesante el hecho de que fue mayor el número de pacientes 

analizados con LAL (32) dentro de los que solo resultó uno positivo; a diferencia 

de la LAM en donde se obtuvieron pacientes positivos de 11. Según 

investigaciones recientes el antígeno MAGE A tiende a presentarse en leucemias 

de origen mieloide (Martlnez. A, 2001), es claro que debemos aumentar el número 

de pacientes para este tipo de leucemia. 

En el caso de LAL solo existió un paciente positivo y con esto podemos 

decir que existe una relación entre la presencia del antígeno y el linaje (Iinfoide o 

mieloide) hematopoyético de la célula. 

En frecuencia general se obtuvo un 9.3 % que corresponde a 4/43 

pacientes que expresaron el gen MAGE 8-2 en leucemia aguda (linfoide y 

mieloide). Esta expresión fue confirmada por secuenciación. 

Como mencionamos en un inicio se incluyeron como algo alternativo 6 

muestras de tipo crónico dentro de las que solo 1/5 fue positiva (LGC), aunque en 

la actualidad ya existen antigenos y terapias aplicadas a este tipo de leucemia no 

se descarta la posibilidad de que esta familia de genes MAGE pueda ser utilizada 

para inmunoterapia. 
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Los pacientes incluidos en el protocolo se captaron al diagnóstico para 

evitar alteraciones que pueda sufrir la expresión del gen después del tratamiento 

de quimioterapia. Es posible que durante el desarrollo de la neoplasia el gen 

modifique o aumente su nivel expresión; de hecho en algunas terapias de 

mela noma en donde se ha utilizado como antigeno los pacientes presentan un 

incremento en la respuesta de inmunoterapia sobre todo en aquellos que se 

encuentran con gran avance de metástasis (Tipo 111 ó IV) que en los que presentan 

un cáncer no invasivo. (Dalerba, 1998) y en pacientes de novo es muy baja la 

expresión (Osanto, 2000; Riker,1999). 

Estudios previos sobre el gen MAGE A encontraron expresión en pacientes 

con leucemia linfocitica crónica y en leucemia de células T (Shichijo,1995) y 

aunque no muestran detalles sobre la clasificación es claro que la expresión se ve 

relacionada con el nivel de diferenciación en la que se encuentre la célula 

transformada: de tal forma que es bajo el nivel de expresión que se detecta en 

las células que inician la hematopoyesis o células progenitoras que en las células 

sanguíneas mayor grado diferenciación. Lo anterior tiene relación con la 

expresión del gen MAGE 8-2 en LAM donde encontramos pacientes positivos M2 

donde la célula transformada se encuentra en el estadio de mieloblasto y también 

M3 donde la transformación maligna es a nivel de promielocito, es decir son 

células con un mayor grado de diferenciación. 
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DISCUSIÓN 

En cuanto a la expresión del antígeno en donadores normales confirmamos 

que el gen MAGE 8-2 no se expresa en las células de los mismos y que la 

ausencia de expresión de éste gen en tejidos normales asegura una estricta 

respuesta inmune específica contra las células tumorales. 

En el análisis de expresión en líneas celulares oncohematológicas se 

encontró positiva la línea K562. En reportes previos se encontraron positivas para 

el gen MAGE A, la línea HL60 (Chambost,2000), Jurkat, (Shichijo,1995) y K562 

(Serrano,1995) siendo ésta última positiva para los genes MAGE A Y B. 

Sin embargo el hecho de que la línea HL-60 sea negativa no concuerda con 

los resultados en cuanto a los pacientes LAM-M3 que expresan MAGE 8-2, 

posiblemente se deba a que dentro de la Leucemia promielocitica existan variantes. 

Es necesario que se realice un seguimiento de los pacientes durante el 

desarrollo de su enfermedad para observar la relación que pueda existir entre el 

antígeno. Cabe la posibilidad de que MAGE pueda actuar como un marcador 

pronostico en el desarrollo de la enfermedad, ya que como se ha descrito, 

pacientes que presentan el antígeno en estadios avanzados tengan mejor respuesta 

al tratamiento de inmunoterapia. 
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DISCUSiÓN 

Nuestros resultados se suman a las investigaciones hasta ahora realizadas 

sobre ésta familia de antígenos tumorales con el fin de utilizarlos en diversas 

terapias contra el cáncer. Aunque la frecuencia en la expresión del gen MAGE 8-2 

es muy baja para que pueda ser utilizado en la inmunoterapia, el estar presente en 

pacientes con leucemia abre nuevas opciones de investigación como el realizar un 

seguimiento en el paciente; pues cabe la posibilidad de que el gen MAGE 8-2 

pueda servir como un marcador durante la evolución de la enfermedad. 

Además la descripción realizada en este trabajo sobre lineas celulares, da 

como resultado el que se pueda contar con una linea celular positiva (K562) para 

utilizarla como en control en la expresión del gen MAGE 8-2 en investigaciones 

posteriores. 
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U)NCUJSIONES 

7. CONCLUSIONES 

• Con este estudio se comprueba la expresión del gen MAGE 8-2 en 

Leucemia Aguda y en sus variedades según la FAB, pues como se sabe 

existía un solo estudio para esta neoplasia. 

• La ausencia de este antígeno en células mononucleares de donadores 

normales indica su expresión exclusiva en procesos tumorales. 

• Se aportaron datos sobre la expresión en líneas celulares ya que no se 

contaba con ningún reporte para este gen, determinando como positiva la línea 

celular K562. 

• Dentro de los pacientes adultos con LAL la frecuencia en la expresión del 

gen MAGE 8-2 es baja, lo cual índica que posiblemente no sea buen 

candidato para la Inmunoterapia adoptiva en éste tipo de Leucemia. 

• La frecuencia en la expresión de este gen en Leucemia Aguda Mieloide 

(M2 y M3) y Leucemia Granunocítica Crónica (LGC) es mayor que la de LAL 

por lo que en la estirpe mieloide podría ser un candidato para utilizarlo en 

inmunoterapia. 

• Es necesario ampliar el número de muestras de LAM y Leucemias 

Crónicas, pues en actualidad se desconoce un marcador antigénico para 

éstas. 
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8. PERSPECTIVAS . 

• ,. Lo resultados abren expectativas en cuanto al análisis de nuevos 

Anligenos Testiculares de Cáncer para la Leucemia Aguda Linfoblástica 

debido a su baja frecuencia de expresión . 

• :. Es necesario aumentar el número de muestras de tipo LAM y Leucemias 

Crónicas para buscar la expresión del gen MAGE B-2 Y pueda ser utilizado 

corno anlfgeno en un futuro en la inmunoterapia adoptiva . 

• :. Realizar el seguimiento de los pacientes durante el desarrollo de su 

enfermedad para observar su relación que pueda existir entre la expresión 

del antígeno y el avance de la neoplasia. 

49 



e • 

9. APÉNDICE A 

PREPARACiÓN DE SOLUCIONES 

SEPARAC/ÓN DE PBMC 

flCOI.L- HYI' AQUE 

9.8 g de Ficoll 
60 mi medio de contraste 
Ajustar a dcndidad de 1.077-1.078 
Aforar a 100ml con agua destilada. esterilizar y guardar a 4°C 

AZUL DE TRIPANO 
Azul de tripano ............................ O.3mg 
Agua destilada ............................. SOml 
Filtrar y alicuotar. guardar a temperatura ambiente 

PBS (Buffer de fosfatos salino) 
NaCI ..................................... 2.74M 
KCI .......................................... S3.6M 
MgCl2... .................................. IM 
Na2HP04 ................................ 166mM 
KU2P04 .................................. 29.4mM 
Aforar a I litro en agua destilada, esterilizar y guardar a 4"C 

EXTRACCiÓN DE RNA POR ISIOTICIONATO DE GUAN/D/NA / FENOL 

Isioticionato de guanidina ............. 4.2 M 
Citrato de Sodio ............................ 0.025 M, pH 7 
Sarkosyl.. ....................................... 0.1 M 

Aforar a 50 mI. esterilizar y add 5oo,.iI de l3-mereaptoetanol 

Fenol saturado a pH 8 
Isopropanol 
Etanol 80% 
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ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 

BUFFER DE CORRIDA PARA TBE IOX pH=8.3 (Tris 890mM. Boratos 890mM. EDTA 
20mM) 

EDTA (Sigma) ............... 7.4g 
Tris Base (Sigma) ........... 108g 
Ácido Bórico(Sigma) ....... 55g 
Ajustar el pH= 8.3 Y aforar a 1000ml con agua destilada y esterilizar 

SOI.lJCIÓN DE CORRIDA PARA ELECTROFORÉSIS 
Para 10ml: 

Azul de bromofenol (Sigma) ..... 0.025g 
Xylene cyanole (Biorad) ............. O.025g 
Glicerol (Merck) ......................... .3.0 mi 
Agua destilada ...................... 10 mi 
Mezclar bien y filtrar utilizando membrana de 0.45/lm, conservar a 4"C 

PURIFICACIÓN DE PRODUCTOS DE PCR 

TE (Tris IOmM, EDTA ImM, pH= 8.0) 

Mezclar los siguientes volúmenes: 
Tris 1M, pH= 8.0 .................. I.Oml 
EDTA 0.5M.pH=8.0 .......... O.2ml 

Aforar a IOOml con agua destilada y esterilizar 

ACET ATO DE AMONIO 4M 
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10. APÉNDICE B 
DATOS CLíNICOS 

DATOS DE CONCENTRACIÓN Y PUREZA DE MUESTRAS DE PACIENTES CON LEUCEMIA 

NOMBRE DEL PACIENTE 260nm 280nm pureza Concenlraci6n I I 
~g/~I I para 1 ~g 

1 Diana LOpez Hernandez 0.077 0.038 2 1.5 0.66 

2 Fabian Flores Anguiano 0.037 0.027 1.7 0.94 1.2 

3 Adela Rosas 1.18 0.011 1.8 0.36 3 

4 Alberto Méndez Méndez 0.021 0.011 2 0.42 2.3 

5 Alejandro Villa Moreno 0.015 0.007 2 0.3 3.3 

6 Anastasia Rojas Luna 0.106 0.042 2.5 2.12 0.5 

7 Andrés Cruz Villalba 0.007 0.004 1.6 0.14 7 

8 Antonio Pérez Clemente 0.033 0.017 1.9 1.3 0.75 

9 Arturo Hernández castillo 0.01 0.006 1.6 0.2 5 
10 Conslantina Pérez Medina 0.104 0.056 1.85 2.08 0.5 

11 Consuelo Pérez LeOn 0.007 0.003 2 0.14 7 

12 Daniel Granados Pérez 0.02 0.01 2 0.04 2.5 

13 Gregolia BenHez Mata 0.005 0.002 1.8 0.1 10 

14 Guadalupe LOpez Montes 0.217 0.112 1.93 4.34 0.13 

15 Inés Alonso Téllez 0.04 0.02 2 0.8 1.25 

16 Jonatllan Ayala Lepéz 0.008 0.011 0.8 0.16 6.3 

17 Jorge Castro Mejla 0.005 0.002 1.8 0.1 10 

18 Juan Carlos Rosales Escamilla 0.008 0.011 0.8 0.16 6.3 
19 Juan Hernández Hernandez 0.048 0.037 1.3 0.96 1 
20 Juana Chávez Rogel 0.104 0.056 1.85 2.08 0.5 
21 Juana Gaytán Garcla 0.057 0.028 2 1.14 1 
22 Letida Luis Pérez 0.005 0.002 1.7 0.1 10 

23 Ligolio Vargas Hilario 0.014 0.011 1.2 0.28 3.6 

24 Lourdes Rodrlguez 0.033 0.017 1.9 1.3 0.75 

25 Noe Coronel Olivares 0.073 0.04 1.8 1.46 1 
26 Oscar Negrete Chavez 0.048 0.037 1.3 0.96 1 
27 Patriaa Garcia Cruz 0.012 0.008 1.15 0.24 4.2 
28 Rafael Vázquez 0.021 0.011 1.8 0.42 2.38 

29 Raúl Zuftiga Cordero 0.021 0.011 2 0.42 2.3 

30 Rosa Ma. Pastor German 0.096 0.052 1.8 1.92 0.5 

31 Sandra AlarCOn Mata 0.007 0.003 1.8 0.14 7 

32 Ana De la Cruz Jiménez 0.04 0.018 2.2 0.8 1.25 

33 Marcos Aguilar Avila 0.037 0.027 1.7 0.94 1.2 
34 Consuelo G6mez Andón 0.027 0.13 2 0.54 2 

35 Laura Morales Pérez 0.03 0.015 2 0.6 1.6 

c • 36 Margarita Rocha Hernández 0.271 0.157 1.7 5.42 0.2 

37 Vlctor Manuel Garcla Aguilar 0.024 0.012 2 0.048 2.08 

38 Ana Maña Zavala Conlreras 0.021 0.011 2 0.42 2.3 

39 Claudia Rubalcava Vázquez 0.06 0.036 1.6 1.32 0.8 
40 Sergio Rodriguez VildJis 0.037 0.027 1.7 0.94 1.2 
41 Teodolfo Goméz lechuga 0.065 0.032 1.9 1.3 0.76 
42 Elvia Plata Hernández 0.01 0.006 1.6 9.2 5 
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43 M5 0.006 0.003 1.9 0.12 8 

44 Jorge Garela Izquierdo 0.015 0.007 2 0.3 3.3 

45 Guadalupe Pedroza Jimenéz 0.006 0.003 1.9 0.12 8 

46 Vicente 8arrientos 0.015 0.007 2 0.3 3.3 

47 Felipa Zepeda Ballinas 0.024 0.012 2 0.048 2.08 

48 Miguel Espinoza 0.021 0.011 2 0.42 2.3 

49 Carlos Chacón Villanueva 0.037 0.027 1.7 0.94 1.2 

PROMED!O 0.066 0.025 1.8 0.85 3.10 

DATOS DE CONCENTRACIÓN Y PUREZA DEL RNA DE LINEAS CELULARES 

'-' CeI. en 20ml de 260nm 280nm pureza Concentración [ 1 
sangre ~g1~1 para 1 ~g 

K562 10 x 10 0.342 0.171 2 6.84 0.2 

Jurkal 8 x 10 0.279 0.014 1.9 5.58 0.2 

Mol! 7.5 x 10 0.325 0.162 2 6.5 0.2 

HL-60 6 x 10 0.029 0.017 1.7 0.58 1.7 

U937 8 x 10' 0.015 0.008 1.8 0.3 3.5 

RAJI 6 x 10' 0.037 0.027 1.7 0.94 1.2 

DATOS CUN/COS DE PACIENTES CAPTADOS CON LEUCEMIA 
NOMBRE EDAD Dx Blaslos Leuc05 Hlo Hb Plaquetas 

1 Diana López Hernandez 29 LAL-Ll 90 15000 6.9 28.3 26000 

2 Fabian Flores Anguiano 39 LAL-Ll el 5300 5.5 16.6 60000 
3 Adela Rosas 25 LAL-L2 90 6500 6.5 18.6 3000 
4 Alberto Méndez Méndez 17 LAL-L2 82 35000 4.3 18.9 3500 

5 Alejandro Villa Moreno 17 LAL-L2 93 8500 9.5 28.6 6000 
6 Anastasia Rojas Luna 65 LAL-L2 92 3000 5.1 32.5 1500 

7 Andrés Cruz Villalba 52 LAL-L2 80 1300 5.5 16.3 74,000 

8 Antonio Pérez Clemente 67 LAL-L2 60 8600 6.5 11.2 8500 

9 Arturo Hernoodez castillo 37 LAL-L2 38 4800 11 32.5 55300 
10 Constantina Pérez Medina 17 LAL-L2 30 65000 10 18.3 7000 

11 Consuelo Pérez León 24 LAL-L2 92 1300 5.5 16.3 74,000 

12 Daniel Granados Pérez 25 LAL-L2 90 3000 5.1 15.3 70,000 

13 Gregoria Ben~ez Mata 71 LAL-L2 96 6000 6.4 8.6 6000 
14 Guadalupe L6pez Montes 36 LAL-L2 100 87000 4.5 35.8 2500 

15 Inés Alonso Téllez 43 LAL-L2 62 2800 7.6 21.4 9000 
16 Jonathan Ayala Lopéz 16 LAL-L2 90 14,600 5.9 38.8 55000 

17 Jorge Castro Mejla 54 LAL-L2 91 10,000 6.9 34.9 95,000 

18 Juan Rosales Escamilla 36 LAL-L2 92 1500 4.6 16 6000 
, 19 Juan Hernéndez Hernandez 40 LAL-L2 92 6900 9 16.3 75000 

20 Juana CMvez Rogel 30 LAL-L2 90 12300 2.4 11.2 56300 

21 Juana GaytAn Garela 41 LAL-L2 60 3600 6.5 26.5 5000 
22 Leticia Luis Pérez 19 LAL-L2 95 55600 3.6 15.6 11,500 
23 Ugorio Vargas Hilario 34 LAL-L2 90 2500 7.6 29.6 84000 
24 Lourdes Rodriguez 24 LAL-L2 93 5000 5.6 9.6 9500 
25 Noe Coronel Olivares 35 LAL-L2 77 56.300 3.7 11.2 11,200 
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26 Osear Negrete CMvez 32 LAL-l2 62 3900 6.6 22.3 56000 

27 Patricia Gareta Cruz 20 LAL-l2 64 4500 5.6 17.6 65000 

26 Rafael Vázquez 19 LAL-l2 92 121,000 11 30 3000 

29 Ralil lunlga Cordero 26 LAL-L2 95 1100 3.2 29.4 3000 

30 Rosa Ma. Pastor German 26 LAL-l2 95 1200 3.1 6.9 65000 

31 Sandra Alarcón Mata 20 LAL-l2 90 1200 9.2 35.6 63000 

32 Ana De la Cruz Jiménez 33 LAL-L3 63 7400 9.5 14 39,000 

33 Marcos Aguilar Avila 26 LAM-Ml 65 3360 4.5 13.3 56,000 

34 Consuelo GOmez Andón 45 LAL-M2 60 600 7.5 21.3 7000 

35 !¡:aura Morales Pérez 19 LAL-M2 70 1400 2.4 8 13,000 

38 Margarita Rocha Hernéi'ldez 65 LAL-M2 87 700 3.2 9.5 12,000 

37 Vlctor Manuel Garcla Aguilar 22 LAL-M2 65 3380 4.5 13.3 56,000 

38 Ana Maria lavala Contreras 35 LAM-M3 72 700 3.5 16.3 32,000 

a9 Claudia Rubalcava Vázquez 24 LAM-M3 60 1400 12 37 16,000 

40 Sergio Rodrlguez Vilchis 26 LAM-M3 92 61,100 11.6 34 47,000 

41 T eodolfo Goméz Lechuga 56 LAM·M4 83 90000 6.2 32,4 9000 
42 Elvia Plala Hernández 15 LAM-M5 72 9200 5.3 28.6 7500 

43 m5 72 LAM-M5 93 8500 8.7 11.7 11000 

44 Jorge Garela Izquierdo 40 LGC 97 10000 6.6 16.3 70000 

45 Guadalupe Pedroza Jimenéz 23 LGC 95 8200 3.6 15.2 2500 

46 Vicente Barrientos 24 LGC 90 7500 8.5 12.2 46000 

47 Felipa lepeda Ballinas 26 LGC 66 5300 6.9 32.4 35000 

46 Miguel Espinoza 65 LGC 95 3400 6.4 11.5 6000 

49 Carlos ChacOn Villanueva 72 LLC 96 38,100 10.9 35.1 92,000 

EDAD EN INTERVALOS DE CLASE DE PACIENTES CON lEUCEMIA AGUDA 

EDAD TIPO DE LEUCEMIA 

L1 l2 L3 MI M2 M3 M4 M5 
15-19 O 6 O O 1 O O 1 

20-29 1 8 O 1 1 2 O O 
30-39 1 7 1 O O 1 O O 
40-49 O 3 O O 1 O O O 
50-59 O 2 O O O O 1 O 
60-69 O 2 O O 1 O O O 
70-79 O 1 O O O O O 1 

TOTAL 2 29 1 1 4 3 1 2 
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INTERVALOS DE CLASE POR SEXO 
HOMBRES MWERES 

EDADES PACIENTES EDADES PACIENTES 
15-19 4 15-19 4 
20-29 5 20-29 8 
30-39 6 30-39 4 
40-49 1 40-49 3 
50-59 3 50-59 o 
60-69 1 60-69 2 
70-80 o 70-80 2 

TOTAL 20 TOTAL 23 

DATOS ESTADISTlCOS 

PARAMETROS ESTAOIST/COS DE PACIENTES CON LEUCEMIA AGUDA 

Pacientes Positivos Edad Blastos Leucos Hb Hto plaquetas 
X media 26 75.5 1665 3.375 11.125 41,500 
Mediana 25 71 1300 3.3 10.65 44.000 
Rango 19-35 65-95 700-3360 2.4-4.5 6.9-16.3 13,000-65000 
AmplHud 16 30 2660 2.1 9.4 52000 
Desviación Estandar 7.07 13.32 1167.71 0.87 4_43 23558.43798 
Varianza 50 177.66 1363566.6 0.76 19.70 555000000 

Pacientes negativos 

X media 35.23076 82.15384 18855.38462 6.6615 22.14358 31007.69231 
" . 

Mediana 32 90 6000 6.4 18.9 11500 
Rango 15-72 2~100 600-121000 2.4-12 8.~36 1500-95000 
AmplHud 57 74 120400 9.6 27.4 93500 
Desviación Estandar 16.51866 17.52222 29576.3748 2.459 9.133 29566.55 
Varianza 272.6663 307.0263 874761946.6 6.0487 83.42620 874299149.8 
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i\Pi,NDICE Il 

DlSTRIBUCION t (1 STUDENT) 

x 

Edad oositivos 26 + 
n""ativos 35.23+ 

Dlastos OOSitivos 75.5 + 
n""ativos 82.15+ 

Leucos Dositivos 1665+ 
negativos 1888538 + 

g.l42 
prueba bi lateral (2 colas) 

Ho = X Negativos = ~ positivos 
Ha = X Negativos '# X positivos 

s Valor p - 0.005 
de distribución 1 

7.07 -1 LlO Con diferencia 
1651 significativa 
13.32 -0.93 No significativa 
17.52 
116 -0.58 No significativa 
2957 

Aswa" Rechazo ~ 

"'-a" A<:.ptlu:l.ón I I 

Nivel de significancia: Para lodo valor de probabilidad igualo menor a 0.05 se acepta Ho y se 
rechaza Ha. 
Zona de rechazo: Para lodo valor de probabilidad mayor a 0.05 se acepta Ha y se rechaza Ho. 

Edad. El valor calculado t= -11.10 cae dentro de la zona de rechazo para Ho por lo tanto 
podemos decir que hay una diferencia significativa entre la edad de 105 pacientes 
negativos y positivos. 

Blastos Según el valor calculado t= -0.93 se encuentra en la zona de aceptación de Ho 
es decir, no hay diferencia significativa entre 105 blastos de pacientes que expresan 
MAGE 8-2 Y los que no lo expresan. 

Leucos Al igual que en los blastos el valor de t= -0,58 cae en la zona de aceptación de 
Ho por lo que no se encontraron diferencias significativas entre positivos y negativos. 
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