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Resumen

II. Resumen

Los antigenos testiculares de cancer (CTA) han sido utilizados como biomarcadores
tumorales. Se ha descrito que pueden estar implicados en la progresion tumoral y que aquellos
pacientes que los expresan tienen una menor sobrevida. Lo anterior ha sido corroborado en
cancer de pulmdn, melanoma, mieloma entre otros, sin embargo, en linfomas no se conoce aun la
relevancia clinica y pronostica. En este trabajo se incluyeron en el estudio 69 muestras de
pacientes con linfoma y se analizd la expresion por qRT-PCR de los genes MAGE-A3/A6, MAGEA4,
MAGE-B2, MAGE-C1/CT7, NY-ESO1, LAGE-1 y GAGE y su correlacién con parametros clinicos y con
la sobrevida. La variedad histolégica de mayor frecuencia correspondié al LDCGB (linfoma difuso
de células grandes B) con un 40.5% del total de linfomas. La frecuencia de expresién de cada CTA
para todos los tipos de linfoma estudiados fueron: el gen MAGE A3 con 44.9% (31/69), seguido de
NY-ESO1 con un 33.3% (23/69); MAGE A4, MAGE B2 y LAGE que mostraron 27%, 21% y 20%
respectivamente. Los genes GAGE, BAGE y MAGE C1 tuvieron frecuencias menores al 20%. La
correlacién clinica-pronostica se realizd con el gen MAGE A3 y NY-ESO1 en la variedad de LDCGB
con 28 pacientes, éstos fueron tratados con ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina y prednisona
(CHOP), ninguno de estos pacientes recibid rituximab. Se encontré una correlacidon entre los
niveles de expresidon del gen a nivel de mRNA y el estadio clinico, niveles de LDH, e IPI. La
sobrevida global a 3 afos fue del 36.4% para pacientes positivos para MAGE-A3 y del 82.4% en
los pacientes negativos. En el caso del gen NY-ESO1 fue del 23.1% para pacientes positivos y de
66.46% en los pacientes negativos, observando significancia estadistica en ambos genes (p<0.05).
La presencia de los genes MAGE A3 y NY-ESO1 confiere al paciente una menor sobrevida. En
LDCGB el 49.98% presentaron coexpresion; de ellos NY-ESO1 se encontrd presente en todos los
casos. En el andlisis de sobrevida se encontrd que los pacientes que no tenian expresion de
ningun CTA presentaron una media de 1175 dias, mientras que los que expresaron 1 gen 977 dias
y los que tuvieron coexpresidon 780 dias (p=0.016). En este estudio se demostro la presencia de los
CTA en linfoma, siendo los genes MAGE A3 y NY-ESO1 los de mayor frecuencia; ademads en LDCGB
ambos genes presentan correlacién con factores clinicos importantes como el IPl (indice
pronostico internacional), estadio clinico y Lactato deshidrogenasa lactica (LDH) corroborando su
importancia en la progresién de la enfermedad y en una menor sobrevida, demostrando que
podrian ser utilizados como marcadores de mal prondstico conjuntamente con otros CTA por la

coexpresién encontrada y por su impacto en la sobrevida en este tipo de neoplasia.

Vi
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Abstract

IIl. Abstract

The cancer/testis antigens (CTA) have been used as tumor markers in different kinds of cancer. In
other works it has been reported that these genes can be involved in tumor progression and that
those patients who express them have a lower survival rate. This has been confirmed in different
types of cancer such as: multiple myeloma, melanoma and lung cancer. However in lymphomas
the clinical and prognostic relevance are unknown. In this work we analyzed the expression of
MAGE-A3/A6, MAGE-A4, MAGE-B2, MAGE-C1/CT7, NY-ESO1, LAGE-1 y GAGE genes by gRT-PCR
and their possible relationship with clinical parameters and survival rate in patients with
lymphoma. In this study 69 samples of patients with this disease were included. The most frequent
histological type was DLBCL (Diffuse Large B-Cell Lymphoma) with 40.5% of all lymphomas. The
expression frequencies of each CTA for all types of lymphomas were: MAGE-A3 gene with 44.9%
(31/69) followed by NY-ESO1 with 33.3% (23/69); MAGE-A4, MAGE-B2 and LAGE genes showed
27%, 21% and 20% respectively. The GAGE, BAGE and MAGE-C1 showed frequencies less than
19.9%, 13% and 7.2% respectively. The clinical/prognostic relationship was done in 28 patients
with DLBCL. They were treated with CHOP (Cyclophosphamide, Doxorubicin, Vincristine, and
Prednisone). However none of these patients received Rituximab therapy. We found a relationship
between the MAGE-A3 gene expression at mRNA level and the clinical stage, LDL levels and IPI.
The overall survival rate at 3 years was 36.4% for positive MAGE-A3 patients and 82.4% for
negative patients. In the case of NY-ESO1 gene was 23.1% for positive patients and 66.46% for
negative patients showing statistical significance in both genes (p<0.005). The presence of MAGE-
A3 and NY-ESO1 genes gives a shorter survival rate to the patients compared with negative
patients. We found genes co-expression in 49.98% of patients with DLBCL. In those patients NY-
ESO1 was present in all cases. In the survival analysis we found that patients without expression of
any CTA showed a mean of 1175 days, while those that expressed one gen (977 days) and those
that showed genes co-expression (780 days) with significant differences (p=0.016). This study
showed the presence of CTA in lymphoma being MAGE-A3 and NY-ESO1 genes those with higher
frequency. In addition, in DLBCL both genes had relationship with important clinical factors, such
as: IPl, disease stage and LDH confirming its importance in disease progression and a lower
survival rate, showing that CTA could be used as poor prognostic markers together with other CTA

considering the co-expression that was found and its impact on the survival rate in this neoplasm

type.
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Abreviaturas

IV.Abreviaturas
CTA Cancer testis antigens
cDNA Acido desoxiribonucléico complementario
CPH Complejo Principal de Histocompatibilidad
CTL Linfocito T citotdxico
DEPC dietilpirocarbonato
dNTP desoxinucleotido trifosfato
EC Estadio clinico
EDTA Acido etildiaminotetracetico
KDa Kilodaltones
LH Linfoma de Hodgkin
LLCP Linfoma de linfocitos pequefios
LDCGB Linfoma difuso de células grandes b
LNH Linfoma no Hodgkin
MAGE Antigenos asociados a melanoma
wy Microgramos
uA Microlitros
uM Micromoles
MRNA Acido ribonucleico mensajero
pb Pares de bases
PBMC Células mononucleares de sangre periférica
PBS Solucién salina amortiguadora de fosfatos
PCR Reaccion en cadena de la Polimerasa
RS Célula de Reed-Sternberg
gRT-PCR Quantitative- Reverse transcription polymerase chain reaction
RT-PCR Reverse transcription polymerase chain reaction
SLE Sobrevida libre de enfermedad
TNF Factor de Necrosis tumoral
VEB Virus de Epstein-Barr
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Introduccion

1. Introduccion

1. Antigenos Testiculares de Cancer (CTA)

El término CTA (cancer testis antigens) fue utilizado por primera vez en 1997, se refiere a
un grupo de genes que codifican para antigenos reconocidos por los linfocitos T citotdxicos (CTL) y
qgue se expresan en diversos tumores de diferentes origenes histoldgicos (1,2). Los CTA estan
ausentes en células somdaticas normales en humanos y se expresan solo en las células germinales
masculinas tales como espermatogonias y espermatocitos asi como en células germinales fetales
femeninas como ovogonias, ovocitos, trofoblastos y placenta éstas células carecen de MHC por lo
gue no son reconocidos por los CTL (3,4). Se sabe también que algunos CTA se expresan en células
“stem cells” humanas del embrién y al diferenciarse su expresién se apaga, lo que sugiere una
gran importancia en el desarrollo embrionario (5,6). Estos genes estan considerados como

moléculas blanco para vacunas contra el cancer (7-10).

Los CTA comprenden 70 familias de genes, entre las que se encuentran MAGE (melanoma
antigen) BAGE (melanoma antigen B), GAGE (antigen G), NY-ESO (melanoma antigen IB), LAGE
(antigen L) etc. Cada una de ellas contiene multiples miembros por ejemplo la familia MAGE
contiene las subfamilias A,B,C y cada una contiene a diversos genes o miembros como Al, A2,A3,
A4,A6,A7,A8, A10, A1l y A12. En total se han reportado 140 transcritos descritos en diferentes

tumores y algunos de ellos son inmunogénicos (11,12).

1.1. Clasificacion de los CTA
De forma general los CTA se dividen en dos grupos los que estan localizados en el
cromosoma X y los que no lo estan, ubicandose en los cromosomas 1,6,22 etc. Alrededor del 50%
de los CTA estan localizados en el cromosoma X y se ha descrito que alrededor del 10% de todos
los genes del cromosoma X corresponden a CTA (Tabla 1). Los CTA que no estan en el cromosoma

X estan distribuidos en todo el genoma (13,14)

Irma Olarte Carrillo 1



Introduccion

Tabla 1. Familias y localizacién cromosdmica de los CTA

Familia Miembros Localizacién cromosomica
CTA-X
MAGE A1-A6
MAGE A MAGEA8-A12 Xq 28
MAGE B MAGE B1-B4 Xp21.3
MAGE B5-B6 Xp22
MAGE C MAGE C1/CT7 Xq26
MAGE C2/CT10 Xq27
GAGE GAGE-1- GAGE-8 Xpll.2-p11.4
PAGE-1-PAGE-4 Xp11.23
XAGE-1-XAGE-3
NY-ESO1 LAGE-1 Xq28
NY-ESO1 Xq28
SSX SSX-1-SSX-5 Xpl1l.2
CTA N-X
BAGE BAGE 21pll.1
SCP-1 SCP-1 1p13
(HOM-TES-14)
PRAME PRAME 22q11.2-q12
HAGE HAGE 6q12-q13

* Old LJ, 2001. Scalan MJ, 2004

1.2.Genes MAGE

Los genes de la familia MAGE fueron los primeros CTA aislados en la linea celular MZ2-
MEL de la que deriva el nombre de MAGE (melanoma antigen). Al igual que los CTA se dividen en
dos grupos, los presentes en el cromosoma X de los cuales se encuentran descritos las familias A,
By Cylos genes de la familia MAGE que no estdn presentes en el cromosoma X que se

encuentran en otros tejidos, pero solo a nivel génico.

1.2.1. Familia MAGE A

La familia MAGE A comparte una identidad del 60-98% en su secuencia codificante, tiene
un tamafio génico de 3.5 Kb, presenta tres exones y los mensajero son de aproximadamente de
1.7Kb, codifican para proteinas de 300 a 370 aminoacidos con un peso molecular de 46 kDa (15).
Se localiza en el cromosoma X (Xg28). Esta familia consta de 12 miembros A1-A12 y en la mayoria
de los tumores solo se ha detectado expresion de MAGE A1, A2, A3, A4, A6 y A12. Se ha
detectado en niveles bajos A11, A10, A5, A8, A9, a excepcion de MAGE A7, que al parecer es un
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pseudogen (16,17). La habilidad para presentar epitopes reconocidos por los linfocitos T
citotoxicos estd descrita para los genes MAGE A1 (17), MAGE A2 (18), MAGE A3 (19-21), MAGE A4
(22), MAGE A6, MAGE A10y MAGE A12 ( 23-26).

1.2.2. Familia MAGE B

En la regiéon Xp21.3 se localiza el segundo grupo o familia MAGE-B que comprende 6
genes (MAGE B1, B2, B3, B4, B5, B6). Esta familia de genes presenta 4 exones y comparte
homologia de alrededor del 65% con el MAGE A (27,28). Las proteinas de esta familia estan
formadas por 313 y 347 aminodcidos con una regién ORF (open reading frame) en el ultimo exdn.
El nivel de expresidon de los genes B3 y B4 no es suficiente para generar péptidos inmunogénicos, a
diferencia de los genes B1, B2, B5, B6 que pueden generar respuestas inmunes. El gen MAGE B2
fue aislado en pacientes con lupus eritematoso y de esta familia es el que tiene alrededor del 30%

en varios tipos de cancer (29).

1.2.3. Familia MAGE C

Los tres miembros de la familia MAGE C se localizan en la regién Xq26-g27, a diferencia de
las familias MAGE A y B que tienen 3 y 4 exones respectivamente, MAGE C1 tiene 14 exonesy 11
de éstos codifican para la proteina MAGE C1 (15,16). En la regidn amino terminal presenta una
region de 867 aminoacidos compuestos por regiones en tdndem y 53% de todos los residuos de
aminodcidos son regiones ricas en serina, prolina y glutamina. Esta regién es de gran importancia

en la inmunoterapia debido a que se generan péptidos que se unen al HLA clase | (29,30).

1.2.4. Proteinas MAGE

Las proteinas MAGE A, B y C presentan 3 dominios: d1 la parte amino terminal, d2 o dominio
central muy conservado que contiene de 176-180 residuos de aminodcidos y tiene una homologia
entre todas las proteinas MAGE en un 60% vy el dominio d3 que esta ubicado en la parte carboxilo
terminal (Figura 1). En las proteinas MAGE A5, A8 el dominio d2 esta truncado en la parte C-
terminal (13).

Se han identificado algunas proteinas con semejanza en la secuencia de la proteina MAGE,
de las cuales se han agrupado en dos familias: la Necdin y MAGE-D. Los genes de la familia de
Necdin estan localizados en el locus 15q11—q12, se han relacionado con el sindrome de Prader—

Willi y se ha reportado que puede funcionar como un supresor de crecimiento neuronal (31). Los
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genes de la familia MAGE D estan codificados en el cromosoma X y se expresan en todos los
tejidos y 6rganos. La estructura de MAGE D2 es significativamente diferente a las estructura de los
genes MAGE A, B y C se ha sugerido que MAGE D2 mantiene la estructura del antecesor de todos
los genes MAGE dando origen a los genes MAGE-A, By C por retrotransposicion del mRNA del gen
ancestral (12,13).

dl d2 d3 d4

MECDIC
MAGE L-2

o1
D2

cl
c2

MAGE -X

* 0ld LJ, 2001. Scalan MJ, 2004

Figura 1. Dominios estructurales de las proteinas MAGE

1.3. Control de la Expresion de los CTA

El control de la expresién de los genes CTA en células normales se realiza mediante el
proceso de metilacién/ desmetilacion de la region promotora (32). La metilacién es un mecanismo
epigenético, tiene un papel importante en el silenciamiento de genes y la inactivaciéon del
cromosoma X. La metilacién es llevada a cabo por la DNA metiltransferasa (DNMT1) que cataliza la
adicion covalente de un grupo metilo de la S-adenocilmetionina a la posicion 5° del dinucledtido

CpG que estdn localizadas frecuentemente en zonas promotoras del gen (33).
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La pérdida de la metilacion gendmica (hipometilacién o desmetilacién) se asocia
frecuentemente con el proceso neoplasico y es proporcional a la progresién de la enfermedad. En
los genes de las células preneopldsicas y cancerosas comparten cambios importantes en los

niveles de metilacién (Figura 2).

La hipometilacion conduce a una inestabilidad gendmica e incrementa los eventos de
recombinacidn por lo que existe sobreexpresidn y alteracidon de las proteinas involucradas en los
procesos de invasion y metdstasis. La hipermetilacion de genes esta implicada con el
silenciamiento de genes, como en los genes supresores de tumor y en la regulacién génica

durante el desarrollo embrionario (34).

En tejidos normales los promotores de los genes MAGE estan hipermetilados

CPG
Espermatogonias

Ovogonias @D
' ?‘-’?TW%W S

Promotor

N—>
* 20090 %0 go 2R 2 LE o i @ *
Normales QN_MI'\ —
& Gowid

En células tumorales estan hipometilados o desmetilados

Células tumorales
’ conaofRR:E 0 g+ g !

Promotor

Figura 2. Control de la expresiéon de los CTA

* Jungbluth AA, 2000

En tejidos normales los promotores de los genes CTA estan hipermetilados, excepto en
tejido testicular donde los genes se expresan en las células que dan origen a la serie
espermatogénica, principalmente la espermatogonia y el espermatocito primario donde se ha
detectado la expresion de las proteinas MAGE (34). Se ha sugerido que durante la embriogénesis
la expresién de los genes MAGE bloquea la apoptosis que no se presenta en las en células
embrionarias testiculares; al llevarse a cabo la diferenciaciéon testicular permanecen encendidos

Unicamente en las células germinales primordiales (CGP) del tejido testicular (35). Los promotores
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del resto de las células son metilados por lo que los genes son silenciados o inactivados. Se ha
observado que el patrén de metilacion de la region promotora de los genes MAGE-A3 es
transmitida de una generacion a otra lo que corrobora la implicacién de un mecanismo de control
epigenético. Otros genes que codifican para CTA tales como MAGE-A1l, A2, GAGE, NY-ESO1

mantienen el mismo patrén de metilacion (35,36).

Los primeros estudios sobre la activacién de los CTA en las células tumorales se realizaron
en lineas celulares de melanoma cuando eran tratadas con el agente desmetilante 5-aza-2-
desoxicitidina (5-AZA-Cdr) y se describié que el promotor de MAGE A1 contiene varias secuencias
con sitios de unidn al factor de transcripcidon ETS, cuando las regiones CpG estan metiladas los
factores de unién ETS no pueden unirse y por lo que la expresion del gen esta inactiva (37-49).
Este mecanismo de desmetilacion de los promotores también se lleva a cabo en otros genes CTA
tales como MAGE-A3, NY-ESO1, LAGE y GAGE (35). Se sabe también que la DNMT1 es la
responsable en mantener metilada la region promotora del gen MAGE-A1; en la linea celular MZ2-
MEL al inhibirla, el promotor se desmetila y el gen se expresa. Actualmente estos mecanismos han
sido corroborados en otros modelos de diferentes tipos de cancer (40). La hipometilacién del DNA
es un proceso que ocurre durante los estadios tempranos de la carcinogénesis y se cabe que existe
una correlacién entre la expresion de MAGE-A1, MAGE-A3 y MAGE-B2 y la desmetilacién en
Cancer pulmoén de células no pequerias (CPCNP). En éste estudio se realizé una comparacion entre
pacientes e individuos fumadores sin cdncer y se observd que la hipometilacién no solo era
detectada en pacientes con cancer sino en aquellos expuestos a un carcindgeno, se sugirié
también que los genes estan implicados en el desarrollo de la carcinogénesis de esta patologia
(41). Se ha descrito una relacién directa entre el grado de tumor y la desmetilacion de los genes
MAGE-A1 y MAGE-A3 en lineas celulares y pacientes con cdncer gastrico, ademas los pacientes
qgue mostraron desmetilacion de ambos genes presentaron menor sobrevida (42). Lo anterior
indica la importancia en el control de los genes por desmetilacidon del promotor y la implicacién de

los genes MAGE para el desarrollo del proceso tumoral.

La via descrita del control de la expresidon de los genes MAGE es a través de la expresion
del gen KIT, (proteina transmembranal que funciona como un receptor con actividad de tirosina
cinasa). En lineas celulares de mastocitos HMC1.1 (KIT y MAGE positivos) se observo que al inhibir

KIT se produce la metilaciéon de la regién promotora de los genes MAGE-A3 y MAGE-C2 y por lo
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tanto no se detecta expresion de los mismos después de la inhibicion. Se ha sugerido que
actividad de KIT funciona como un mecanismo que mantiene las regiones promotoras
hipometiladas por lo que podria contribuir a un control en la expresién de los genes MAGE. Se ha
descrito que las espermatogonias y los espermatocitos primarios expresan KIT al igual que MAGE
durante la meiosis (43). La expresidon de KIT es necesaria para la diferenciacion y proliferaciéon de
las células precursoras de los espermatozoides y la activacién de KIT puede contribuir a la

regulacién normal tejido-especifico de las proteinas MAGE (44,45).

1.4. Funcién de los genes CTA

1.4.1. Funcion de los CTA en células normales

A pesar de la gran cantidad de reportes acerca de la expresiéon de estos genes CTA en
diversos canceres, su funcién en las células normales y tumorales no ha sido determinada con
exactitud. Se sabe que en tejido embrionario expresan en células germinales primordiales (CGP),
gonocitos prenatales y preespermatogonias. En tejido adulto se expresan solo en espermatogonia
y espermatocito primario, los cuales proliferan durante toda la vida para mantener la reserva de
células tallo o se diferencian para producir espermatozoides. Este proceso comprende dos
divisiones meidticas de espermatocitos primarios a espermatocitos secundarios y de éstos a
espermatides que se convierten en espermatozoides (46- 49).

Se ha descrito que en tejidos gonadales humanos GAGE se expresa en CGP, mientras que
MAGE Al y NY-ESO1 en células germinales en testiculo y ovario después de iniciada la
diferenciacion sexual por lo que se ha sugerido que MAGE-A1 y NY-ESO1 podrian estar implicadas
en el control de la proliferacidn de células germinales, mientras que las proteinas GAGE tienen una

funcién mas general en las CGP (48,49).

Se sabe que el gen MAGE-b4 en ratdn interviene en el desarrollo embrionario, este gen es
homdlogo al gen MAGE B en humano. Al parecer en el ratén se detecta en las células que dan

origen a la espermatogénesis al igual que en el humano (50).

Por otra parte, se ha reportado que el gen Necdin aislado de la linea neural P19, forma

parte de la familia MAGE 1l y tiene una homologia del 30% con otras proteinas MAGE. La
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sobreexpresion de este gen detiene al ciclo celular en lineas celulares NIH3T3 y SAOS2, lo que
siguiere que puede tener funciones sobre el ciclo celular. In vivo Necdin puede interactuar con
proteinas del ciclo celular como por ejemplo la proteina SV-40 big-T y el factor de transcripcion
E2F-1 que actiia como un regulador de ciclo celular por la tras-activacién del gen Rb, al unirse con
E2F-1 durante la fase G1 inactiva al gen. Necdin puede unirse a E2F-1 produciendo un cambio
conformacional e inhibiendo el ciclo celular. Se ha observado también que Necdin puede unirse a
p53 que normalmente induce el arresto y la muerte celular (50,51). La proteina Necdin humana se
ha asociado al sindrome Prader-Willi (SPW) los pacientes con este sindrome muestran fallas
generales respiratorias y en la adolescencia disfuncion sexual y obesidad, en estos pacientes se ha
detectado la proteina MAGE L2. En ratones knockout para Necdin se observan sintomas similares
al SPW, por lo que se sugiere que Necdin esta involucrada en el desarrollo de esta enfermedad
(52).

La funcidn de los genes CTA en células normales no es clara sin embargo se relaciona con
el desarrollo embrionario, inhibiendo posiblemente la apoptosis y en el mantenimiento las CGP

masculinas y femeninas.

1.4.2. Funcion de los CTA en células tumorales

En el caso de células tumorales los reportes indican que la funcion biolégica de los genes
MAGE es la inhibicidon de la apoptosis brindandole una ventaja a la célula tumoral por lo que se
relacionan con un mal prondstico en pacientes que los expresan. En lineas celulares se ha
reportado un mecanismo en lineas celulares de melanoma, en donde las proteinas MAGE pueden
actuar como un corepresor de p53 por uniéon de KAP1 y suprimiendo a p53. KAP1 se localiza en
sitios donde el DNA presenta rompimientos, estableciendo una represidn transcripcional y un
reconocimiento del mecanismo de reparacion (Figura 3). Debido a que las proteinas MAGE se
unen a KAP1, éstas interfieren con la respuesta al dailo mediada por p53 otorgando una ventaja a

la célula tumoral (53).
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Lineas celulares de melanoma

Dafio al DNA
~ MDM2

: ps3 —— p21  — > Arrestoen G1
{ ps3

A

Ubiquitinacién T~ MDM2

MAGE A3 KAP-1 x
MDM2 —
Inactivacion de p53
p53 Favorece a la célula tumoral

Figura 3. Participacion del gen MAGE A3 en la inhibicion de la
apoptosis

En estudio in vitro se demostrd que en la linea celular murina C2C12, MAGE A3 se une a la

pro-caspasa-12, con lo que se bloquea la ruta de activacidon de la caspasa 12 y la caspasa 9,

evitando la apoptosis (54). Por el contrario, se ha observado que el gen MAGE-A4 induce apoptosis

in vitro a través de vias dependientes e independientes de p53. En este caso el fragmento

carboxilo-terminal de MAGE-A4 se une al factor de transcripcion Miz-1 y por lo tanto bloquea a

p21 inhibiendo el ciclo celular (55,56) (Figura 4). Ademas, MAGE-A4 puede unirse a la gankirina

(implicada en la carcinogénesis del carcinoma hepatocelular), inhibiendo el desarrollo tumoral

(57).

Se ha observado que otros CTA como por ejemplo GAGE presenta actividad anti-apoptdtica y

resistencia a agentes quimioterapéuticos como el Taxol, también se ha mostrado que la presencia

de este gen se ha relacionado con un mal pronéstico (58).

Irma Olarte Carrillo



Introduccion
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Figura 4. MAGE A4 en la inhibicion de la apoptosis

Existen evidencias de que los genes MAGE A3 y A4 participan en la inhibicidn e induccién
de la apoptosis respectivamente, los dos mecanismos podrian ser posibles en el desarrollo
embrionario y en la diferenciacion de células embrionarias. En el caso de las células tumorales se
ha demostrado que el patron de expresion de éstos genes es heterogéneo y que en los tumores la
presencia del gen MAGE-A3 confiere a la célula tumoral ventajas por lo que los pacientes que lo
expresan generalmente tienen una menor sobrevida, en el caso de MAGE A4 su funcidn asociada a
la respuesta clinica aun no estad clara.

En el caso de las células tumorales se sabe que la presencia de los genes CTA, esta
relacionada con el grado del desarrollo del tumor, curso clinico agresivo y resistencia a agentes
guimioterapéuticos (59,60), generando ventajas a la célula tumoral. En diversos canceres las
frecuencias de coexpresion entre MAGE-A, NY-ESO1 y GAGE estan alrededor de un 40 al 60% su
expresion se asocia a un mal prondstico y sobrevida corta (61,62). Estos datos podrian sugerir la
importancia terapéutica en la expresion de los CTA en diversos tipos de cdncer ya que
posiblemente pueden ser usados en la inmunoterapia como vacunas multiantigenos, generando
respuestas especificas no solo hacia un antigeno sino hacia la amplia variedad de CTA detectados

en el tumor.
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1.5. Importancia clinica de los CTA

Debido a que los genes MAGE se expresan Unicamente en las células tumorales y no en
células normales, su importancia en la clinica ha sido objeto de estudio y el conocimiento su
importancia diagndstica y pronostica en diversos tipos de cancer ha iniciado diversas controversias

(Tabla 2).

La mayoria de éstos estudios sobre la importancia de estos genes en la clinica se han
realizado en cancer de pulmdn en el que la frecuencia de expresién es mayor al 50% tanto en su
variedad de CPCNP como de carcinoma de células escamosas (CCE) (63,64 ,65) y por lo tanto es de
suma importancia la deteccién temprana de estas neoplasias. La relacién en cuanto a la presencia
de los genes MAGE y el estadio clinico se ha realizado en pacientes con CPCNP observandose
mayor frecuencia en la expresién en estadios Il y IV, asociado con los niveles de mRNA y proteina.
Ademas, se han realizado los seguimientos clinicos para valorar la sobrevida en aquellos pacientes
gue expresan alguno de los genes MAGE reportando una menor sobrevida y un prondstico
adverso (66, 67,68). Cabe mencionar que los genes especificos relacionados con la sobrevida
fueron MAGE A3 y MAGE A4. Contrariamente existe un estudio en el que no encuentran

importancia pronostica realizado en pacientes con CCE (69).

Seguido del cancer de pulmén, el melanoma es el tipo de cancer con mayor nimero de
estudios clinicos para este grupo de genes. Se sabe que la frecuencia de expresion de los genes
MAGE A3, MAGE A4, MAGE C1 son 54%, 73%, 61%, respectivamente (70). Sin embargo, los
estudios acerca de valor prondstico de éstos genes son controversiales, ya que en algunos trabajos
se menciona que no existe significado prondstico debido a que no existe correlacién entre la
progresion de la enfermedad (71,72). Otros estudios han comparado la expresion de MAGE a
nivel de proteina con los factores prondstico asi como el tipo histolégico en pacientes con
melanoma y detectan que aproximadamente el 50% de los melanomas primarios cutdneos
expresan alguno de los genes MAGE-A, ademds reportan que la frecuencia en la expresién
aumenta a un 83% en tumores metastasicos, por lo que sugieren que la expresion de MAGE se
asocia a un estado avanzado de la enfermedad (72). También se ha reportado que existe relacién

entre la expresion de los genes MAGE v la infiltracion de linfocitos (73).
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Tabla 2. Los CTA en diversos tipos de canceres

Neoplasia Gen implicado Datos especificos Referencia
Ca Pulmén MAGE A1, AZ, A3, BZ, GAGE  Expresién »50% en CPCNP, solo GAGE fue marcador de Melloni, 2004
sobrevida en CPCNP, (Cancer de pulmén de células no
pequefias)
MAGE A4, NY-ESO 1 Expresion del 28 y 8 % respectivamente, MAGE A4 se Yoshida, 2006
relaciona con una menor sobrevida.
MAGE A3, NY-ESO1 NY-ESO1 Asociado con una menor sobrevida, MAGE A3 Kim, 2009
frecuencia > al 50%, en CCE (Carcinoma de células
escamosas) importancia al diagnostico y posible
terapia.
MAGE A3, NY-ESO1 MAGE A3/A4 y NY-ESO1 asociado con factores de mal Grah, 2008
prondstico para LSCC.
MAGE A3, A4,NY-ESO1, Expresion de los genes >25%. MAGE A4 mayor Shigematsu,2010
frecuencia en estadios clinicos III y 1V, relaciéon con
una menor sobrevida de CPCNP.
MAGE A3 Mal pronostico menor sobrevida en pacientes con Sienel, 2004
CPCNP.
MAGE- A, NY-ESO1 No se encuentra importancia prondstico, solo podrian Sugita, 2002
emplearse en deteccion temprana en CCE.
Melanoma MAGE A4, C1, NY-ESO1 Expresion > 80% el de mayor frecuencia MAGE A4. Prasad, 2004

Mieloma multiple

MAGE A1, A4, NY-ESO1
MAGE A1, A4, NY-ESO1

MAGE A

MAGE C1,A3

MAGE C1,A3
MAGE C1, A3, SSX

MAGE A3, A6, A1,A2BAGE,

GAGE
MAGE C1, MAGE A3

Encontraron una frecuencia menor al 25%.

MAGE A1 Y A4 tuvieron relacion con el estadio de la
enfermedad.

Encontraron relacion entre la expresion de los genes y
la infiltracion de linfocitos.

Frecuencias de Ci1 (77%) y A3 (41%) lo proponen
como marcador diagndstico, solo MAGE CI lo
relacionaron como factor prondstico.

Asociado con mal prondstico y sobrevida.

MAGE ClI indicador de recaida temprana y una
sobrevida reducida.

El 98% expresan al menos un gen, todos tuvieron
relacion con una menor sobrevida

MAGE ClI se incrementa en estadios clinicos avanzados,
A3 se correlacionan con la proliferacion avanzada de

células plasmaticas.

Laftl, 2004
Barrow, 2006

Busam, 2000

Andrade, 2008

Andrade, 2009

Atanackovic, 2009

Condomines, 2007

Jungbluth,2005

Faringe MAGE A, NY-ESO1 Asociados a una sobrevida menor a 5 afios, pero con Pastorcic-Grgic, 2009
correlaciones estadisticamente no significativas.
Tiroides MAGE Relacion con la progresion de la enfermedad Chen, 2009
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Gastrico

Hepatocelular

Ca. Pancreatico

Colon

Ovario

Ca Vulvar

Cérvico Uterino

Ca mama

Ca urotelial

Vejiga

Neuroblastoma

MAGE A1, A3, A4, C1

MAGE A10

MAGE A1, A3, GAGE, BAGE.

MAGE A3

MAGE A3, NY-ESO

MAGE A1, A3, GAGE

MAGE A4, NY-ESO

MAGE A1, A4, NY-ESO 1

MAGE A

MAGE A4, NY-ESO, HER-2
MAGE C1

MAGE 1, A3A4A10, GAGE

NY-ESO1, [AGE-1
MAGE A4, MAGE A9

MAGE A1

Presento valor prondstico con el riesgo de recurrencia
en tumores estromales gastrointestinales.

Fue detectado en mayor frecuencia en pacientes con
metastasis en higado y estadio IV de cancer de
estomago, asociado a una sobrevida reducida.

No hay correlacion entre la expresién de los genes y el
estado de diferenciacion o tamafio en Ca
Hepatocelular.

Expresion> 40% asociado con una menor sobrevida, asi
como con el grado del tumor en cancer pancreatico.
Marcador molecular en céncer de colon.

Usado como marcador molecular.

Expresion >50%

Correlaciéon entre MAGE A4 la sobrevida y el grado de
malignidad.

MAGE A4 se relaciono con nodulos linfoides
metastasicos y en tumores recurrentes.

Se correlaciono con estadios tempranos, con el tamafio
del tumor y con los nédulos linfoides metastasicos.
MAGE A4, se relaciono una mayor sobrevida.
Frecuencia > al 50% de MAGE Cl, correlacion con el
grado del tumor.

El 77% expresan al menos un gen, A0 fue relacionado
con una mayor sobrevida.

Asociados con alto grado de malignidad, MAGE A9
presento un valor predictivo.

Lo proponen como marcador de enfermedad minima

residual.

Perez,2008

Suzuki, 2008

Kobayashi, 2000

Kim, 2006

Scalan MJ, 2002

Hoffman, 2002

Yakirevich,2003

Bellati, 2007

Napoletano, 2008

Bandic,2006
Kruger, 2007

Sharma, 2006

Bergeron , 2009

Grau,2009

En diversos tipos de canceres como faringeo (74), tiroideo (75), gastrico (76,77)

hepatocelular (78) pancreatico (79), colon (80), ovario (81,82) vulvar (83), cérvico uterino (84), de

mama (85,86), urotelial (87), Vejiga (88), neuroblastoma (89) etc., se ha iniciado la relacién de la

presencia de alguno de los CTA y la progresion de la enfermedad, enfermedad minima residual,

grado de malignidad y sobrevida.

1.5.1. Implicacion de los CTA en la hematologia

Otro de los canceres con varios estudios en el area hematolégica es el mieloma multiple;
en el que las frecuencias encontradas en este tipo de neoplasia son mayores para el caso de MAGE
C1 enun 70% (90). Se ha observado también que MAGE C1 se relaciona con estadios avanzados y

el gen MAGE A3 con una correlacién con la proliferacion avanzada de las células plasmaticas.
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(91,92). En relacién a utilizarlo como marcador de mal prondstico y de sobrevida se han realizado
seguimientos, observando que puede ser un indicador de recaida temprana (93). Actualmente se
sabe que los genes MAGE A3 y C1 en lineas celulares de mieloma, tienen un efecto antiapoptético

en células de mieloma promoviendo la sobrevida de las células de mieloma multiple (94).

En leucemias los estudios se han enfocado a la deteccién de los CTA en LAM (leucemia
aguda mieloblastica) y LMC ( leucemia mieloide crénica) incluyendo los genes MAGE A3, PRAME,
ROPN1, SCP-1, SPO11, NY-ESO1 (95); después del uso de agentes desmetilantes DAC (5-azacitidina)
se ha demostrado tanto en células en cultivo en cultivo como en pacientes, un incremento o
sintesis de Novo de los CTA, en especial de PRAME, con una expresion del 30-64%, en LAL
(leucemia aguda linfoblastica), LMC, mieloma y linfoma (96,97); en las LAL se ha utilizado como
marcador de enfermedad minima residual, mientras que en LMC se ha encontrado correlacién con
la sobrevida y con parametros clinicos (97). Por lo que ademas de la relacidn clinica de los CTA (en
especial de PRAME) durante la enfermedad, se ha propuesto la combinacion de DAC y la

inmunoterapia especifica de LTC [linfocitos T citotdxicos] (98,99).

En el caso de linfomas los reportes son escasos y en su mayoria se han realizado en
linfoma de Hodgkin (LH), en linfoma difuso de célula grandes b (LDCGB) y en linfoma de células T
del adulto. Estos estudios han detectado a nivel de mRNA y las de expresion son variables NY-ESO1
(5-25%), MAGE A (4-12%) y PRAME (12-35%), en su mayoria solo se detecta la proteina; en algunos
reportes se determina la respuesta inmune humoral y celular (100,101). En cuanto a su relevancia
clinica Han, 2010 reporta que existe mayor positividad CTA en fase avanzada (28,6%) en
comparacién con la fase inicial (11.8%) en LH, pero esta diferencia no fue estadisticamente
significativa (102). El andlisis de subgrupos clinico-patolégico del LH clasico, incluyendo subtipos
histoldgicos, el estado de EBV (virus de Epstein-Barr) y respuesta al tratamiento no demostré

diferencias estadisticamente significativas en la expresién de la CTA.

Por lo anterior siendo el linfoma uno de los canceres de mayor incidencia en nuestro pais
es necesario conocer la frecuencia de expresion de los CTA, asi como realizar un estudio de
correlacién para determinar su posible asociacién con los factores clinicos prondsticos y la

sobrevida del paciente.
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2. Linfoma

El término linfoma se refiere a un conjunto de neoplasias que se originan en el tejido linfoide
y se caracteriza por la presencia de células malignas en cualquier zona del sistema linfatico en una
etapa especifica de maduracién y diferenciacidn hacia las estirpes Bo T.

El diagndstico clinico se basa en la presencia de fiebre, diaforesis, pérdida de peso,
sindrome infiltrativo (adenopatias, esplenomegalia, hepatomegalia). El 95% de los casos presenta
adenopatias con crecimiento progresivo, indoloras, que pueden ser cervicales, axilares o
inguinales (Figura 5). Puede existir un compromiso primario o secundario de otros o6rganos
extranodales como piel, via aérea alta, amigdalas, tiroides o bien a Sistema Nervioso Central (SNC)
o a Sistema Oseo. En caso de afectacién al SNC pueden existir sintomas neurolégicos o bien datos
clinicos por compresion medular. Debido a la falta de dolor la mayor parte de los pacientes no
acuden a revision médica oportuna por lo que la neoplasia avanza. El tratamiento médico vy la
sobrevida depende de tres consideraciones principales: la clasificacidn, el origen del linfoma y las

condiciones de salud del paciente (103, 104).

Ganglio linfatico I\, Células de linfoma
o, (Céincer)
S Linfoma no Hodgkin en
J f adultos en estadio Il

St

)
o
d

Figura 5. Linfoma en adultos en estadio clinico avanzado

* http://www.cancer.gov/espanol/ y Facultad de Medicina Universidad de Los Andes
Meérida - Venezuela
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2.1. Incidencia del Linfoma a nivel mundial

Con base en el registro de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) Globocan 2002, el
linfoma no-Hodgkin y la leucemia linfoide se ubicaron dentro de las primeras 15 causas de

neoplasias malignas y representaron alrededor del 8% del total de casos nuevos registrados (105).

Males Females

Prostate 186,320 25% Breast 182,460 26%

Lung & bronchus 114,690 15% Lung & bronchus 100,330 14%
Colon & rectum 77,250 10% Colon & rectum 71,560 10%
Urinary bladder 51,230 7% Uterine corpus 40,100 6%
Non=Hodgkin lymphoma 35,450 5% Non-Hodgkin lymphoma 30,670 4%
Melanoma of the skin 34,950 5% Thyroid 28,410 4%
Kidney & renal pelvis 33,130 4% Melanoma of the skin 27,530 4%
Oral cavity & pharynx 25,310 3% Ovary 21,650 3%
Leukemia 25,180 3% Kidney & renal pelvis 21,260 3%

Pancreas 18,770 3% Leukemia 19,090 3%

All Sites 745,180 100% All Sites 692,000 100%

Figura 6. Incidencia de cancer a nivel mundial

*Globocan 2002, International Agency for Research on Cancer, World
Health Organization.

La mortalidad a nivel mundial en las enfermedades hemato-oncolégicas que se presentan
con mayor frecuencia en la poblacién por grupo de edad y tanto en hombres como en mujeres,
fueron las leucemias y el LNH. En el grupo de los menores de 14 aios, independientemente al
género, las leucemias ocuparon el primer lugar dentro de este grupo de enfermedades; en el caso
de las mujeres, dicha posiciéon se mantuvo hasta el grupo de 15 a 44 afios y posteriormente se
ubicaron por debajo del LNH. EI comportamiento fue similar en la poblacién masculina, aunque
cabe aclarar que la inversidn de la frecuencia se observd a partir de los 15 afios, (Figura 7). La
tendencia observada de acuerdo con el grupo de edad fue ascendente, alcanzando la tasa mas alta

en la poblacién de 65 afios (104, 105).
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Figura 7. Mortalidad en neoplasias hematoldgicas por grupos de edad

*Globocan 2002, International Agency for Research on Cancer, World ,
Health Organization.
Tirado y Mohar, Cancerologia 2 (2007): 109-120

2.1.1. Incidencia del linfoma en México

En la actualidad no se cuenta con informacion sobre las tasas de incidencia de estas
enfermedades en México; sin embargo, se cuenta con el nimero de casos nuevos notificados por
los patdlogos y médicos oncélogos incorporados al Registro Histopatoldogico de Neoplasias
Malignas (RHNM) (106-108).

En una revision del afio 2000 al 2005 en el Hospital General de México, los LNH ocuparon
el primer sitio de las neoplasias diagnosticadas en el servicio de Hematologia, con un total de 616;
que corresponde a 32.5% y a 82.6% de todos los linfomas. El promedio es de 102.6 casos nuevos
por afio, con edades en el rango de 15 a 87 afios y una mediana de 48 (109). En relacién a la
variedad histoldgica, el linfoma difuso de células grandes B, (LDCGB) fue el mas frecuente de los
LNH (62.9%), seguido por el de linfocitos pequernios (4%) y los anapldsicos, T periféricos y
foliculares (2% cada uno). El grupo de edad mas afectado fue el de 70 afos y mayores y el de
menor incidencia el de 25 a 29 afios (110). En el 2011, durante el periodo de enero a septiembre,
el LNH fue la segunda causa de atencién en el servicio de hematologia con un total de 669 casos
en este periodo. En cuanto a mortalidad es la tercera causa de defuncidon después de la leucemia

aguda linfoide y mieloide (111).
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2.2. Factores de riesgo de los linfomas

La etiologia de la mayoria de los linfomas es desconocida algunos de los factores de riesgo
asociados al linfoma son la edad y el sexo; de hecho la probabilidad de desarrollar esta

enfermedad aumenta con la edad y es mayor en hombres que en mujeres (112, 127).

Factores ambientales: La exposicién a derivados del benceno como pesticidas, herbicidas,
solventes, pueden estar asociados con un mayor riesgo de linfoma no Hodgkin. Algunos
medicamentos de quimioterapia que se utilizan para tratar otros canceres pudieran aumentar el

riesgo de linfoma no Hodgkin muchos afios después (112, 127).

Enfermedades autoinmunes: La artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico,
enteropatia por sensibilidad al gluten, entre otras, estan asociadas con una tasa aumentada de
LNH. Un sistema inmunoldgico hiperactivo en enfermedades autoinmunes puede causar que los

linfocitos crezcan y se dividan con mas frecuencia de lo normal (113,114).

Agentes infecciosos: El virus del Epstein Barr (VEB), el virus de la hepatitis C, el virus del
leucemia de células T humanas (HTLV-1) , el virus de la inmunodeficiencia adquirida (VIH), asi
como la infeccion con Helicobacter pylori son factores de riesgo importantes que incrementan las

posibilidades de desarrollar linfoma (114).

Exposicion a la radiacion: Los estudios de sobrevivientes de las bombas atédmicas y de los
accidentes de reactores nucleares muestran que tienen un riesgo aumentado de diversos tipos de
cancer, incluyendo leucemia, cdncer de tiroides y LNH. Los pacientes que hayan recibido
radioterapia contra algunos otros canceres, tal como LH, tienen un riesgo ligeramente aumentado
de padecer el LNH en etapas posteriores de sus vidas. Este riesgo es mayor en los pacientes que

reciben tanto radioterapia como quimioterapia (112-114).
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2.3. Origen y diversidades en los linfomas
Los distintos fenotipos de LNH tienen un paralelismo con las diferentes fases del proceso

de maduracién de las células linfoides B normales (linfopoyesis), en la mayoria de las entidades es

posible encontrar una explicaciéon de los hallazgos clinicos, inmunofenotipicos y morfoldgicos.
Determinadas alteraciones citogenéticas como por ejemplo en los linfomas de células B
comparten con frecuencia alteraciones que implican a los genes codificantes para la cadena
pesadas de las inmunoglobulinas. En las células linfoides esta zona esta sujeta de forma
constitutiva a un alto indice de modificaciones de la secuencia genética (reordenamientos y
mutaciones) que conlleva a la obtencién de diferentes grados de afinidad de las moléculas de
anticuerpos por el antigeno. Probablemente su alto nivel de “actividad” confiere un grado
importante de inestabilidad que se traduce en un mayor riesgo de errores, los cuales pueden

derivar en la adquisicién de caracteristicas neoplasias en los linfocitos que lo presentan (103, 104,

124).

Desde los tres meses de vida fetal aparecen en los dérganos linfoides secundarios
acumulaciones de linfocitos pequefios unidos a las células reticulares denominados foliculos
primarios. Estas células se activan en la vida posnatal y por accién de un antigeno estas células se
estimulan a dividirse y se transforman en células linfoides grandes de caracter blastico que se
acumulan en el centro del foliculo. La estructura resultante se denomina foliculo secundario. En
este tipo de foliculos se distingue una zona periférica denominada mantofolicular integrada en su
mayor parte por los linfocitos pequenos que todavia no han sufrido la transformacién blastica, y
una zona central denominada centro germinal caracterizada por la presencia de blastos grandes.
En una etapa posterior, dentro del centro germinal se distinguen una zona clara con células
pequefias y dispersas llamadas centrocitos y una zona obscura integrada por células mas grandes y
apifiadas llamadas centroblastos. En algunos érganos linfoides como en el bazo, los ganglios
mesentéricos y las placas de Peyer puede existir una segunda capa integrada por células linfoides
de tamafo intermedio denominada zona marginal que representa la acumulacion de células de

memoria (103, 104, 124).
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El linfocito pequeno B llega a los foliculos procedente de la medula dsea (su origen es el
linfocito pre-B medular, presenta BCL-2, BCL-6 y Ki67 existen tamafios intermedios como la célula
pequefia no hendida (Figura 8). Al ser activado por el antigeno, entra al centro germinal formando
al centroblasto. Esta célula presenta CD20%, CD79", CD10", BCL6", BCL-2"y Ki67 en altos niveles. Al
diferenciarse se convierte en centrocito también llamada célula pequefa hendida con citoplasma
escaso y una invaginacion profunda con CD20%, CD79low, CD10%, BCL-6%, BCL-2" y Ki67low. La
siguiente célula en este proceso se conoce como célula plasmatica con citoplasma baséfilo y con
alta produccidon de anticuerpos de alta afinidad presenta CD79a*, CD30", BCL-2", BCL-6, Ki67,
CD138" y CD43". Posterior a este proceso existen células de la zona marginal como el

inmunoblasto y la célula plasmocitoide que generalmente suelen ser de memoria (103,124)
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1 2 3 4 5 6
Linfocito Célula Célula bl Centrocito Célulade Célula
pequefioB  del manto pequefia Cemirails lazona plasmatica
no hendida marginal
1 8 9 7
Linfocito Inmunoblasto B Célula Célula
pequefio B plasmocitoide  plasmatica

LLC-B Linfoma Linfoma folicular  Linfoma  Zona
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Figura 8. Linfopoyesis y las variantes de linfoma.

En la parte superior la activacion del linfocito B en los foliculos.
En la pate inferior las variedades del linfoma

*Hematologia Clinica, Sans-Sabrafen , 2006

Irma Olarte Carrillo

21



Introduccion

2.4. Clasificacion de los linfomas

Esta clasificacidon ha sido modificada varias veces. La primera clasificacion fue la de Liag y

Mallory en 1941, siendo modificada por Rappaport en 1966, seguida por la clasificacion de Kiel y

Lukes y Collins. La clasificacion mas reciente es la de la Organizacién Mundial de la Salud en 2008

(OMS), (119) en la cual se incluyen las neoplasias hematoldgicas estratificandolas segun el linaje:

Neoplasias de células maduras B, Ty Linfoma de Hodgkin o Enfermedad de Hodgkin (Tabla3).

Tabla 3. Clasificacidn de las enfermedades neoplasicas maduras de origen linfoide
(OMS, 2008)

Neoplasias de Células B maduras

Linfoma de Hodgkin ( Enfermedad de Hodgkin )

Leucemia linfocitica crénica/Linfoma de linfocitos
pequefios

Leucemia Promielocitica de células B

Linfoma de Zona Marginal Esplénica
Leucemia de células peludas
Macroglobulemia de Waldenstrom
Enfermedad de las cadenas pesadas

Mieloma de células Plasmaticas

Linfoma del centro Folicular Cutaneo Primario
Linfoma de zona Marginal Nodal

Linfoma Folicular Pediatrica

Linfoma de Células del Manto

Linfoma de Burkitt

Linfoma de células B Grandes Intravascular
Linfoma de B Grande ALK+

Linfoma Plasmablastico

Linfoma de Efusion Primaria

Linfoma difuso de Células Grandes B (LDCGB)
Linfoma largo de células B rico en células T
Linfoma de Células Grandes Anaplasico ALK negativo
Linfoma de células B, no clasificable

Linfoma clasico, celularidad mixta

Linfoma Hodgkin Clasico

Linfoma de Hodgkin predominante Linfocitos Nodular
Linfoma de Hodgkin clasico con deplecién de linfocitos
Linfoma de Hodgkin clasico rico en Linfocitos

Linfoma clasico, esclerosis nodular

Linfoma Hodgkin clasico depletado de Linfocitos

Neoplasias de células T maduras

Desordenes linfoproliferativos Postransplante

Linfoma Periférico de células T

Leucemia Promieolocitica de células T

Leucemia Linfocitica Granular Grande

Desordenes Linfoproliferativos Crénicos de células T
Leucemia de Células T agresiva

Enfermedades Linfoproliferativas de células T EVB+
Linfoma de Células T Hepatoesplénico

Sindrome de Sézary

Linfoma de células T delta-gamma cutaneo primario
Linfoma de Células T asociado a enteropatia
Linfoma de Células T periféricas

Linfoma de Células T Angioinmunoblastica

Linfoma de Células Grandes Anapldsicas
Linfoma/leucemia de células T del adulto

Lesiones Temprana Hiperplasia Plasmatica
Mononucleosis Infecciosa semejante a PTLD
Polimorfico, Linfoma de Hodgkin clasico tipo PTLD
Monomorfico PTLD (células tipo T/NK y B)
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2.5. Linfoma No Hodgkin

El hematdlogo en el diagndstico previo al estudio histolégico distingue en general dos
variedades los Linfomas no Hodgkin (LNH) de células B o T y los Linfomas de Hodgkin (LH). En el
Linfoma de Hodgkin (LH), suelen ser afectados los ganglios cervicales o por encima de las
claviculas. Sin embargo, en los no Hodgkin (LNH), son los ganglios por encima y por debajo del
diafragma, ademas de otros tejidos linfoides. En el caso de los LNH se pueden distinguir lesiones
extraganglionares (fuera de los ganglios linfaticos) (120, 121).

Los linfomas no Hodgkin (LNH) constituyen un grupo de neoplasias que se originan en el
tejido linfoide como ganglios linfaticos, bazo y médula ésea, pero pueden iniciarse en cualquier
tejido. Segun el origen de los linfocitos pueden ser B o T y morfolégicamente pequefias,
intermedias o grandes con patrones de crecimiento folicular o difuso. Tienden a diseminarse a
otros drganos y con predileccion a sitios extraganglionares. Los LNH representan
aproximadamente el 10% de las neoplasias de nifios en paises desarrollados y corresponden a la
tercera causa de enfermedades malignas, solo detras de la leucemia linfoblastica aguda y de los
tumores cerebrales. Son mas frecuentes en adultos que en nifios y tienen un incremento gradual
con la edad, sobre todo a partir de los 50 afios. La edad en la que mds se presenta esta
enfermedad es de 45 a 55 afios (120,121).

La clasificacion de los LNH ha sido problematica y confusa debido a la gran variabilidad en
la secuencia de maduracién de los linfocitos, con su correspondiente traduccién morfoldgica e
inmunofenotipica a nivel celular, (Tabla 4). Las caracteristicas de cada tipo de linfoma

dependiendo su evoluciéon indolente, agresivo o muy agresivo (122,123).
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Tabla 4. Clasificacion clinica de LNH

Neoplasias B

Neoplasias T

1. Leucemias/linfomas indolentes

LLC/L Linfocito bien diferenciado
L. Linfoplasmocito
L. de tricoleucocitos
L. de zona marginal esplénica
L. B de la zona marginal:
extragangliolar (MALT)
gangliolar monocitoide
L. Folicular grado Iy Il

Leucemia pro linfocitica B
Mieloma multiple
L. del manto
L. folicular grado Il
L. difuso de célula grande B
L. mediastinico de células B del timo
L. Burkitt like

LLCT
Leucemia de células grandes Ty NK
Micosis fungoide
Leucemia/linfoma crénica T del adulto

Linfomas agresivos
Leucemia prolinfocitica T
L. periférico inespecifico T
L. angioinmunoblastico
L. angiocentrico
L. intestinal T
L. anaplastico de células grandes (tipo Ty nulo)

Ill. Leucemias/linfomas muy agresivos

Leucemia /linfoma de precursores B linfoblasticos

L. Burkitt like
Leucemia de células plasmaticas

Leucemia /linfoma de precursores T linfoblasticos
Leucemia /linfoma T del adulto (HTLV+)
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2.5.1 Variedades histolégicas del LNH

En relacion a la variedad histolégica, en nuestro pais y en la poblacién del Hospital General de

México, el linfoma difuso de células grandes (LDCGB) es el mas frecuente de los LNH (62.9%),

seguido por el de linfocitos pequefios (7%) y los anapldsicos T periféricos y foliculares (2% cada

uno) (Tabla 5, figura 9). El grupo de edad mds afectado son los adultos mayores y el de menor

incidencia el de 25 a 29 afios (107-111,124).

Tabla 5. Algunas variedades del LNH

Variedades Morfologia Epidemiologia Sitios Involucrados Inmunofenotipo Citogenética y
en México Biologia molecular
INDOLENTES
Folicular Folicular, mitosis | 20-35% adultos | Predominio nodal CD10%, BCL-6", CD20%, | t(14,18),
reducidas, Infiltracién en 20% | CD22%,CD79a‘CD10 BCL-2
Centrocitos, sobreexpresado
centroblastos
Linfoma de | Difuso 5% adultos de | Infiltracién a | cD19%, C€D20°, CD22°, | del 13q14
linfocitos pro-linfocito edad avanzada medula ésea y | CD5' CD79a CD23" trisomia 12
pequefios/linfoma | Sin  arquitectura sangre periférica IgM/1gD delllq
linfocitica crénica ganglionar
LNH MALT linfocitos 7 al 8%, adultos | Infiltracidn CD20, CD79a, CD1lc | t(11,;18)(q21,921)
pequeiios, jovenes medular oscila | (débil), CD43, (API2/MLT)
inmunoblastos, 50% de los | entre 2y 20%. CD21, CD35 (asociados a | t(1;14)(p22,932)
centroblastos, linfomas la zona marginal) (BCL10)
con gastricos IgM>IgA>IgG, restriccion t(14;18)(q32,921)
diferenciacién de cadenas ligeras (MALT1)
plasmacitica en t(3,;14)(p14.1,932)
33% (FOXP1)
AGRESIVOS
Linfoma de células | Difuso, 3 al 10%, | Sitios extralinfoides | CD5 *y CD23-, CD43 t(11,14),ciclina D1
del Manto Centrocitos de la | adultos se diagnostican en | IgM, IgD  Restriccion
zona del manto o | mayores estadios clinicos Il | lambda>kappa
folicular. olV. Negativo a CD10 y Bcl-6
Difuso,  mitosis | 30 al  60% | crecimiento CD20", CD20, CD22y t(14;18) (20-30%)
Linfoma difuso de | abundantes adultos jovenes | tumoral rapido a | CD79 del3g27 (30%)
células grandes B Inmunoblastos, nivel nodal o | IgM>IgG>IgA. BCL-6 (60-90%)

centroblastos

extranodal 40%

CD10" (30-60%)

Alteraciones de
BCL-2

MUY AGRESIVOS

Linfoma de Burkitt

crecimiento
extremadamente
rapido,
centroblasto

Meéxico < del 3%
Africa 25 -40%

Infiltracién
extranodal

CD19, CD20, CD79a

t(8;14),myc, puede
coexpresar BCL-6

*Hematologia Clinica, Sans-Sabrafen ,2006
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Linfoma de células del manto

Linfoma MALT gastrico Linfoma de Burkitt.

Figura 9. Variedades del LNH
*Hematology Oncology Clinics of North America 2008
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2.5.2. Clinica del LNH

2.5.2.1. Manifestaciones clinicas
La manifestacién mads importante de este tipo de linfoma es el agrandamiento no doloroso
de los ganglios periféricos (adenomegalias); predominantemente en la region cervical, aun cuando
cada tipo de LNH tiene elementos particulares. Existen LNH con componentes extraganglionares
como Unica manifestacion. El cuadro clinico muestra que el 95% de los casos presenta
adenomegalia sintomatica, asi como en cuello, axila, ingle y mediastino. También se presenta de

fiebre, debilidad, pérdida del apetito, dolor de huesos y sudoraciones nocturnas (123, 124)

2.5.2.2. Diagnostico

El diagnostico se lleva a cabo mediante un estudio histopatolégico de una muestra de
tejido obtenida de forma incisional o escisional y un estudio de inmunofenotipo, ademds de los
examenes de laboratorio tales como biometria hematica completa, quimica sanguinea, pruebas de
funcién hepdtica, deshidrogenasa lactica (LDH), fosfatasa alcalina, B, microglobulina, electrolitos
séricos (124, 125, 126). Se realizan también aspirado de medula dsea y biopsia de hueso, asi como
examenes de gabinete tales como radiografia y tomografia axial computarizada (TAC) de térax,
abdomen, pelvis, y PET. Este ultimo como parametro para evaluar la respuesta al tratamiento. En
caso de sospecha y/o infiltracion de SNC se recomienda realizar puncién lumbar, citoquimico con
LDH, citoldgico y citometria de flujo; ademas tomografia computarizada de craneo y/o resonancia

magnética nuclear (127, 128).

2.5.3. Factores pronostico

El conocimiento de los factores prondstico es de suma importancia ya que de esta manera
se puede realizar un tratamiento individualizado utilizado regimenes atenuados para aquellos
pacientes de bajo riesgo y seleccionando otros mas intensivos o experimentales para los que
presenten caracteristicas de peor prondstico. Frente a esta realidad investigadores y grupos

clinicos han intentado ahondar en los factores o parametros clinicos, histoldgicos, bioldgicos, que
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puedan predecir una recaida o una larga sobrevida. Los factores prondsticos en los pacientes con
LNH proporcionan un método de evaluacién del curso probable de la enfermedad y ayudan a la
toma de decision sobre el tratamiento. Una vez efectuado el diagndstico se debe proceder a
estadificar la neoplasia. Los factores que se utilizan en el linfoma son: el estadio clinico, el estado
funcional (ECOG), indice pronostico internacional (IPl); éste Ultimo agrupa varios factores
importantes, en conjunto el hematélogo estadifica al paciente y determina el tratamiento

(123,128).

2.5.3.1. Estadio clinico

La extension del linfoma se determina por la clasificacion Ann Arbor, se basa en el
concepto de origen unifocal de la enfermedad y en su propagacidn progresiva, es utilizado en el LH

y en el LNH (123,128).

Tabla 6. Estadios clinicos de los Linfomas

Estadio I. Una sola regidn ganglionar o un solo sitio extralinfatico localizado.

Estadio Il. Dos o mas regiones ganglionares del mismo lado del diafragma.

Estadio Ill. Regiones ganglionares a ambos lados del diafragma.

Estadio IV. Infiltracidn difusa o diseminada de uno o mds 6rganos extranodales con o sin involucro de

ganglios linfaticos.

Sintomas
A. Sin sintomas sistémicos
B. Con sintomas sistémicos (fiebre > 38°, diaforesis, pérdida de peso de > 10% en los ultimos 6
meses)
X. Enfermedad voluminosa. Ganglio > 10 cm en el didametro maximo o tumor mediastinal > de una

tercera parte del diametro interno del térax en la radiografia, medido entre T5/T6.
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2.5.3.2. Estado funcional (ECOG)

La Escala ECOG fue desarrollada por el Grupo Cooperativo de Oncdlogos del Este (ECOG es
la abreviacion de este nombre en Inglés) en 1955. El Grupo Cooperativo de Oncdlogos del Este fue
uno de los primeros grupos cooperativos que realizé pruebas clinicas multicéntricas para estudiar
nuevas formas de tratamiento de cancer (Tabla 7). Fue disefiada para mejor evaluacién de eficacia
de tratamiento en pruebas clinicas, basdandose principalmente en la libertad de ejercer actividades

de un paciente después del tratamiento. Es utilizado en todos los tipos de cancer. (123,128).

Tabla 7. Estado de la actividad de los pacientes con cancer de acuerdo a la escala
ECOG

0 Completamente activo, capaz de realizar toda actividad previa a la
enfermedad sin restricciones.

1 Restringido en la actividad fisica enérgica, pero esta en régimen ambulatorio
y es capaz de realizar el trabajo de naturaleza ligera o sedentaria (como
trabajo de la casa ligero, o trabajo de oficina).

2 En régimen ambulatorio y capaz de cuidar de si mismo, pero incapaz de
realizar ninguna actividad de trabajo. Tiene que quedarse encamado
durante < 50% de las horas de vigilia.

3 Capacidad limitada de cuidar de si mismo, confinado a la cama o una silla
durante mas del 50% de las horas de vigilia.

4 Totalmente incapaz. No puede cuidar de si mismo. Totalmente confinado a
la cama o unasilla.

5 Muerto.

2.5.3.3. indice internacional de prondstico (IPI)

El IPI es el indice prondstico para linfomas agresivos. Fue desarrollado a partir 2031
pacientes de todas las edades con LNH agresivo que recibian tratamiento con doxorrubicina. El
estudio identificé 5 caracteristicas clinicas que fueron asociadas con sobrevida: edad, estadio,

numero de lugares extraganglionares, estado funcional (ECOG) y nivel sérico de LDH.
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El riesgo relativo de muerte en los pacientes con cada numero posible de factores
prondsticos adversos se determind y se elaboré un indice de riesgo (128,129). En la tabla 8 se
muestran los factores de riesgo que se incluyen en el IPI y su relacién con el prondstico ya sea
favorable o desfavorable. La sobrevida segun el IPl se realiza tomando el niumero de factores
prondstico que tenga cada paciente, finalmente el prondstico del IPI los agrupa en pacientes con
bajo riesgo, riesgo intermedio-bajo, riesgo intermedio-alto y alto riesgo; la sobrevida para cada

uno de éstos grupos se detalla en la Tabla 9.

Tabla 8. indice Internacional de pronéstico para LNH

Favorable Desfavorable
Edad (afios) <60 >60
Estadio Clinico 162 364
Sitios extranodales <1 >1
Estado funcional (ECOG) 061 >2
LDH (lactato deshidrogenasa) Normal Elevado

Tabla 9. Sobrevida segun el IPI

Prondstico IPI No. de factores Sobrevida a 5 afios (%)
Bajo Riesgo 162 73
Riesgo Intermedio-bajo 2 51
Riesgo intermedio-alto 3 43
Alto riesgo 405 26
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2.6. Linfoma de Hodgkin

El LH se considera actualmente como una proliferacion clonal maligna de células B (OMS,
2008) también es correcto llamarle enfermedad de Hodgkin (EH). Desde su descripcidén ha sido
esta enfermedad ha sido muy controvertida en cuanto a su origen se demostré que se semejaba
mucho a los casos de tuberculosis ganglionar considerandose ésta durante el siglo XIX como la
base de su etiologia, incluyendo las observaciones del médico aleman Sternberg en 1898, quién
describié que la célula gigante que es caracteristica de la patologia. Fue hasta 1902 que la Dra.
Dorothy Reed en EE.UU. realizdé nuevos estudios separandola definitivamente de la tuberculosis y
en la comunidad cientifica se le reconoce como célula de Reed-Sternberg (RS). Sin embargo, hasta
la fecha algunos la consideran como respuesta inflamatoria crénica a algunos agentes patégenos
como los virus, el mas relacionado y estudiado es el virus de Epstein-Barr (VEB). Las personas con
EH tienen titulos mas elevados de Ac contra cl1 VEB y en los estudios histopatoldgicos de las
biopsias ganglionares en el interior de las células de RS se han encontrado proteinas del genoma

del VEB (123, 124).

Figura 10. Linfoma de Hodgkin

*HGM, Servicio de Hematologia
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A la fecha la célula de RS es la célula caracteristica para establecer el diagndstico de esta
neoplasia, mide entre 15 a 45 um de didmetro, citoplasma abundante, ligeramente eosinofilico,
nucleo bi o multilobulado, generalmente presenta 2 nucledlos, eosinofilicos y prominentes dando
la impresidn de una cara de buho (figura 10).

La incidencia de la EH en EE. UU. y paises industrializados incluyendo los latinoamericanos,
se ha encontrado en 6 casos por 100,000 habitantes. En relacién a la edad hay variaciones
importantes en EE.UU. se observa una curva bimodal con un pico en los 20 afos y otra en los 50,
en el Hospital General de México también ha sido bimodal pero los picos estdn a los 8 y a los 20
afios de edad respectivamente. En cuanto al sexo, predomina en los varones adultos 2:1, pero en
los nifios es de 3: 1y en algunos paises latinoamericanos incluyendo el nuestro hasta de 10: 1.

La clasificacion del LH se basa principalmente en la presencia de células RS y la proporcion
de linfocitos y otras células infiltradas. Existen dos categorias de la Enfermedad de Hodgkin (Tabla
10): La EH con predominio linfocitico (EHNPL) y las formas clasicas de la EH que se dividen en
cuatro, de forma general se dividen en el tipo de celularidad , el tipo de sintomatologia y los
estadios clinicos en que se presentan. El tipo de LH con mayor frecuencia en nuestro pais es el de

celularidad mixta en un 61% de los casos (123, 124).

Tabla 10. Clasificacion histopatoldgica de la enfermedad de Hodgkin
(OMS 1997)

I. Nodular de predominio linfocitico

Il. Formas clasicas:
Rico en linfocitos
Esclerosis nodular
Celularidad mixta

Deplecion linfocitaria
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2.6.1. Evolucion clinica del LH

Este tipo de linfoma inicialmente se presenta con un crecimiento ganglionar asintomatico
en mas de 90% de los casos las localizaciones cervicales y supraclaviculares (60%) son las mas
frecuentes, predominan del lado izquierdo en 60 a 70%, axilares 11 %, inguinales 9%,
retroperitoneales 4%. El tiempo de evolucién inicial es lento dura afios 0 meses como lesidn Unica
y posteriormente van apareciendo otras adenomegalias en el mismo sitio formando conglomera-
dos, si el tamafo sobrepasa los 10 cm de didmetro estamos ante la presencia de "masa
voluminosa" de prondstico adverso.
En EH comparada con los LNH su evoluciéon es mas lenta de meses o afios. Dependiendo del
tamafio de las masas y el sitio, pueden dar datos por compresidon, como en el mediastino o el
retroperitoneo. Muy rara vez se rompe la capsula con infiltracidn a tejidos vecinos. La presencia de
masa mediastinal es mas frecuente en la variedad de LH nodular esclerosante.
Cuando la enfermedad deja de ser localizada y empieza a diseminarse van apareciendo los
sintomas generales debido a la liberacidn de diversos factores como Interleucina 2 (IL-2), factor de
necrosis tumoral (TNF), interferon gamma (IFy), etc. El paciente empieza con hiporexia,
adelgazamiento, fiebre sin proceso infeccioso, la cual se presenta caracteristicamente por las
tardes o noches llega a 38 °C o0 mas y es seguida de diaforesis nocturna muy intensa, tanto que los
pacientes refieren dejar mojadas las sabanas, esta viene por periodos variables y después remite
por unos dias y vuelve a aparecer. Finalmente en los casos avanzados por infiltracién a diversos

drganos viene la falla organica multiple y la muerte (130).
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2.7. Tratamiento del Linfoma

Las opciones terapéuticas para un paciente se basan en el tipo de linfoma y en la presencia
o ausencia de factores prondsticos adversos, el grupo de riesgo al que se haya asignado vy las
condiciones especiales del paciente (Tabla 11). Estas opciones van, desde "observar y esperar"

para los linfomas indolentes, hasta las dosis altas de quimioterapia para los mas agresivos.

Tabla 11. Tratamiento farmacolégico en linfoma

Linfomas indolentes

Pacientes con estadios I-ll, sin enfermedad voluminosa y si factores de riesgo, se da
radioterapia localizada o Unicamente observacion.
Pacientes con factores de riesgo se les proporciona quimioterapia mas radioterapia

Pacientes con enfermedad voluminosa o estadios IlI-1V, se administra R-CHOP o R-CVP o FR

Linfomas Agresivos
Pacientes en estadios I-Il sin enfermedad voluminosa y sin otros factores de riesgo:
Induccion R-CHOP x 3 ciclos, mas radioterapia (30-36 Gy)

Pacientes Il y IV + IPI ajustado a edad: R-CHOP 6-8 ciclos o esquemas intensificados

El esquema de poliquimioterapia CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y
prednisona) se ha utilizado por mas de 20 afios para el tratamiento del LNH. El tratamiento de
primera linea por ejemplo en el LDCGB esta relacionado con la extensidn de la enfermedad; los
estadios iniciales | y Il (Rituximab-CHOP 6 ciclos), Ill y IV (R-CHOP 6 a 8 ciclos). En el caso de
tumores voluminosos se utiliza radioterapia. Para el mantenimiento posterior al tratamiento se
utiliza Rituximab 4 dosis cada 6 semanas. En caso de recaida se utiliza 2 ciclos del esquema R-ICE
(rituximab, ifosfamida, carboplatino y etopdsido) o bien 4 ciclos del esquema DEP (dexametasona,
etopdsido y cisplatino) (129, 130, 131). El anticuerpo monoclonal quimérico contra CD20
(rituximab) mostro actividad significativa en pacientes previamente tratados, con respuestas hasta
de 48% y una mediana de tiempo de progresidon de 13 meses, se ha informado de su utilidad como
terapia de mantenimiento y el tiempo de recaida ha sido significativamente mayor en un grupo de

pacientes con terapia de mantenimiento.
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El esquema de tratamiento estandar en el LH, es el ABVD (adriamicina, bleomicina,
vinblastina y dacarbazina) tiene resultados de una sobreviva libre de enfermedad (SLE) a 5 afios
del 70 a 80%, la radioterapia a masas residuales después de quimioterapia se recomienda a dosis

de 15 a 20 Gy aumentan los porcentajes de SLE (130, 131,132).

Habitualmente los estadios iniciales | y Il tienen un buen prondstico, la radioterapia tiene
una SLE a 5 afios de 80 a 90%; en etapas lll a IV los reportes son desfavorables con una SLE no
mayor 2 dos afos (132). Desafortunadamente 30 al 40% de los pacientes con LH y del 60 al 90%
con LNH recaen después del primer tratamiento y posteriormente desarrollan resistencia a los
guimioterapéuticos quedando fuera de las posibilidades de curacién. Si bien, se tiene como
alternativa el trasplante de médula ésea (MO) autdlogo después de dosis altas de quimioterapia,
los resultados obtenidos en algunos centros son remisiones completas en 34% de los casos y SLE a
tres afos entre 30 a 40% (132). Estos datos indican la necesidad de contar con marcadores
moleculares como los CTA que puedan contribuir al diagndstico y prondstico asi como el poder
utilizarlos para encontrar nuevas formas de tratamiento para mejorar la expectativa de curacién

en este padecimiento.
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2. Justificacion

El linfoma es la neoplasia linfoide de mayor incidencia con un 30 al 60% de casos
diagnosticados en el caso de México el mayor numero corresponde a LDCGB. Este tipo de linfoma
muestra un curso clinico agresivo y las cifras de curacidén son de tan solo el 40%. A pesar de los
avances moleculares en el diagndstico y la caracterizacién de esta enfermedad, no se cuenta con
marcadores moleculares que puedan, no solo predecir la sobrevida, sino estar relacionados con
factores clinicos y con la progresidon del tumor. Los CTA son genes que solo se expresan durante
el desarrollo embrionario y se sabe participan en la proliferacién celular e inactivacién de la
apoptosis y en la etapa adulta se encuentran inactivos. En las células tumorales se activan debido
a cambios epigenéticos y participan activamente en la progresidon y desarrollo del proceso
neoplasicos. Se ha descrito que los CTA se expresan en varios tipos de cdncer y que pueden no
solo ser utilizados como marcadores tumorales sino también como factores predictivos en la
sobrevida, sin dejar de lado su uso en inmunoterapias. En el caso de linfoma los trabajos
internacionales son escasos y no existen hasta el momento marcadores moleculares que puedan
ser predictivos y que estén relacionados con factores prondsticos ya conocidos. Es por eso la
necesidad de conocer la frecuencia de los CTA, asi como si pueden ser marcadores moleculares de

prondstico en esta neoplasia.
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3. Hipotesis
Los pacientes con linfoma que expresan alguno de los CTA tendran un prondstico desfavorable

reflejdndose en una menor sobrevida

4. Objetivo

4.1. General
Analizar la expresién de los genes CTA vy su posible correlacién con diferentes pardmetros

clinicosy la sobrevida en pacientes con linfoma.

4.2. Especificos

e Analizar la expresion del mRNA de los genes MAGE-A3 /A6, MAGEA4, MAGE-B2, MAGE -
C1/CT7, NY-ESO1, LAGE-1 y GAGE en pacientes con linfoma

e Determinar la frecuencia en la expresion de los genes CTA analizados

e Realizar una correlacion clinica entre la expresidon de los genes CTA y los parametros
clinicos

e Analizar la sobrevida de los pacientes en relacidén a la presencia o ausencia de los genes
CTA

Irma Olarte Carrillo 37



Disefio experimental

5. Diseio Experimental

Estudio de tipo prospectivo y transversal.

5.1.  Criterios de inclusidn
Pacientes con diagndstico de linfoma, sin tratamiento de quimioterapia, hombres y mujeres,
mayores de 18 afos, que se les haya realizado biopsia de ganglio y que cuenten con carta de

consentimiento informado firmada.

5.2. Criterios de no inclusion

Pacientes sin diagndstico de linfoma, que hayan recibido tratamiento anti-neopldsico, menores de

16 afios, o que no acepten el consentimiento informado.

5.3. Criterios de eliminacion

Aquellos pacientes que abandonen el tratamiento y/o aquellos pacientes que no cuenten con

expediente clinico.

5.4. Variables

Dependiente: La sobrevida del paciente y el prondstico.

Independiente: Presencia o ausencia de la expresion de los genes CTA.

5.5. Tamaino de la muestra.

El tamafio de muestra se determiné utilizando el programa de cdmputo gPLINK desarrollado por
el Broad Institute of Harvard, considerando que la prevalencia del LCBDG es de 0.010
respectivamente, un poder estadistico del 80% y un nivel de significancia (« de 0.05). El tamafio de
la muestra calculada fue de 45 pacientes.
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6. Metodologia

6.1. Material biolégico

6.1.1. Tejido de pacientes con linfoma
A cada paciente con probable diagndstico de linfoma se le realizd una biopsia de nédulo
linfatico para el analisis histopatoldgico e inmunoldgico para su clasificaciéon y procedimiento
terapéutico. Inmediatamente después de la cirugia, el tejido se colecté en Solucién salina
amortiguadora de fosfatos (PBS) con antibidticos, se disgregd y se obtuvieron alicuotas para la

extraccién de mRNA y proteina y se almacenaron a -80°C.

Se incluyeron en el estudio pacientes con diagndstico de linfoma del Servicio de Hematologia del
Hospital General de México durante un periodo de 3 afios a los que se les dio un seguimiento

clinico de 5.5 afios.

6.1.2. Células de donadores sanos

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de donadores sanos para la obtencién de
células mononucleares mediante el método de gradiente de ficoll-hypaque, para ser utilizados como

controles negativos en los ensayos de RT-PCR.

6.1.3. Tejido testicular normal

Se obtuvieron biopsias de tejido testicular normal de pacientes masculinos con diagndstico
de hiperplasia prostatica, como parte del tratamiento de su patologia se les realizé una extirpacion
testicular de la que se obtuvo un fragmento. El procedimiento fue realizado en la unidad de

Urologia del Hospital General de México.
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6.1.4. Lineas celulares

Se uso la linea celular K562 derivada de una paciente con Leucemia Mieloide Crénica (LMC)
como control positivo para valorar la expresion del mRNA de los CTA (Serrano 1995). La linea
celular se cultivo en medio RPMI-1640 (Invitrogen, Life Technologies Carlsbad, CA suplementado con
10% de suero fetal bovino (Invitrogen, Life Technologies Carlsbad, CA) y L- glutamina 2mM, piruvato
de sodio 1mM (Hyclone Laboratories), penicilina/estreptomicina 1% y 2-mercaptoetanol 50M
(Invitrogen, Life Technologies Carlsbad, CA). Las células crecieron en condiciones de CO,al 5%y 37°
C. Adicional a la linea K562, se realizd un andlisis para valorar la expresién de CTA en las lineas
celulares hematopoyéticas REH, (Leucemia Linfocitica Aguda no T, no B), Jurkat (Leucemia Aguda de
Células T), HL60 (Leucemia Promielocitica Aguda), Molt-4 (Leucemia Linfoblastica Aguda -T), U-937

(Leucemia aguda mieloblastica), Raji (Linfoma de Burkitt), Ramos (Linfoma de Burkitt).

6.2. Separacion de células mononucleares

Se colectaron muestras de sangre periférica de donadores sanos, usando una jeringa
previamente heparinizada para evitar la coagulacidén. Las muestras obtenidas se mezclaron a una
proporcién 1:1 suavemente con solucion de fosfatos (PBS 1X). Una vez homogenizada se empleo
Ficoll-Hypaque (Lymphoprep, Nycomed Pharmacia AS Oslo, Norway) utilizando aproximadamente
1/3 del volumen total de sangre. Las muestras se centrifugaron a 1500 g por 30 minutos a una
temperatura de 4°C. Posteriormente se observaron las interfases de sangre, ficoll, mononucleares y
plasma y se separaron las células mononucleares con pipeta Pasteur. Se centrifugaron a 2500 g

durante 10 minutos. Las células fueron almacenadas a -85 °C hasta su uso.

6.3. Extraccion de RNA

6.3.1. Aislamiento del RNA total en células mononucleadas y lineas celulares

El RNA total fue aislado de las células mononucleares obtenidas de los donadores sanos asi
como de las lineas celulares mediante el uso de Trizol® (Invitrogen, Life Technologies Carlsbad, CA)
de acuerdo a las recomendaciones del proveedor. Se homogenizd el paquete celular con 1ml de
Trizol® y se incubd la muestra durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se le adicionaron 0.2

ml de cloroformo y se agité durante 15 segundos centrifugando a 12,000 g durante 15 minutos a
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4° C. Después de la centrifugacion se observaron tres fases: En la parte inferior rojo (Trizol); en la
intermedia blanco (DNA y proteinas) y en la superior (RNA). Se recuperé esta ultima y se procedid
a la precipitacion con isopropanol incubando a -20°C durante 15 minutos, repitiendo las
condiciones de centrifugacidn. El pellet se lavd con etanol al 75% y se resuspendié en agua con

DPEC. Para linealizar el RNA se incubd a 70°C durante 10 minutos.

6.3.2. Aislamiento de RNA total de tejidos

En el caso de las biopsias de los pacientes con linfoma y el tejido testicular normal se
disgregaron (aun congelados) colocandolas en un tubo eppendorf con 1 mL de Trizol por cada 50 a
100 mg de tejido. Ambos tejidos se homogenizaron con ayuda del vortex con el fin de disgregar por
completo el tejido; se incubd a temperatura ambiente por 10 minutos y se centrifugé a 12 000 g
durante 10 minutos a 4°C con la finalidad de eliminar el exceso de grasa, proteinas y otro material
extracelular. El sobrenadante se recuperé y se transfirid a un tubo limpio al que se le adiciond
cloroformo y se centrifugd a 10000 g durante 10 minutos a 4°C. Después de la centrifugacidn se
recuperd la ultima fase, se precipitd con isopropanol incubando a -20°C durante 15 minutos y
repitiendo las condiciones de centrifugacion. El pellet se lavd con etanol, se resuspendié y alined

a 70°C por 10 minutos. La integridad se verificé en la forma descrita anteriormente.

6.3.3. Integridad y Cuantificacion del RNA

La concentraciéon y pureza se determind midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm respectivamente
en un espectrofotometro (JENWAY 6105 U.V). La calidad e integridad del RNA se corroboré
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio con 2 g de
RNA de cada muestra, durante 35 minutos a 70 volts. El gel fue visualizado en el transiluminador
Foto/UV21, Fotodyne; observiandose las bandas RNA ribosomal 18 y 28 S. Se almacend a —85° C

hasta su uso.
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6.4. PCR en punto final

El cDNA de los donadores normales, los pacientes con linfoma y los controles se sintetizé a

partir de 2pg de RNA total, el volumen final de cDNA fue de 20 pl. El RNA se mezclé con 1 ul de oligo

dT 12-18 (INVITROGEN, Carlsbad, CA) y 1 pl de dNTPs 10mM (Applied Biosystems, Roche) la mezcla

se incubd a 65°C durante 5 minutos y se colocé en hielo. Se adicionaron 4 pl de Buffer 5X (Tris- HCI

250mM, KCl 375 mM MgCI2 15mM), 2 ul de DTT (0.1M) el volumen correspondiente de H,0 y se

incubé a 37°C durante 2 minutos posteriormente se adicioné 1 pl de M-MLV RT (200U)

(INVITROGEN, Carlsbad, CA) y se incubé a 37°C durante 50 minutos, la enzima se inactivé incubando

a 70°C por 15 minutos.

La amplificacion de los genes CTA se realizd con primers (Anexol)

previamente reportados (90) en un volumen final de 10uL en los que se mezclaron 10 mM Tris-HCl,

50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 100 uM dNTPs, 0.2 U Tag DNA polimerasa, (INVITROGEN, Carlsbad, CA)

0.5uM primer sentido, 0.5 uM primer antisentido y 1 puL de cDNA, en la tabla 11 se detalla el gen,

los exones y las condiciones de amplificacién a continuacion:

Tabla 11. Condiciones de amplificacion de los genes CTA

CTA Fragmento Exones Condiciones de amplificacidn
(pb) amplificados
MAGE A3 725 1Y3
MAGE B2 230 3Y4
94°C5‘,94°C 1, 67°C1’,72°C1’ 35ciclos y 72°C 10’
MAGE C1 631 1Y2
NY-ESO 1 307 2y3
MAGE A4 523 3Y4
94°C5,94°C1‘,62°C1’,72°C 1" 30ciclosy 72°C 10’
GAGE 198 1Y2
BAGE4 294 2Y3 94°C5,94°C1°57°C1’,72°C 1’ 30ciclosy 72°C 10’
LAGE 1 332 2Y3 94°C5‘,94°C1‘,69°C1’,72°C1’ 30ciclos y 72°C 10’
GAPDH 397 3y4 94°C5,94°C1°55°C1’,72°C1’ 30ciclosy 72°C 10’

Irma Olarte Carrillo



Metodologia

6.5. Secuenciacion de los CTA

Los fragmentos 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 del Gene-

Bank por medio de alineamientos de la secuencia problema ya reportada.

6.6. qQRT-PCR

Para la cuantificacidn de los CTA, se utilizo el cDNA a una concentracion de 2 pg/ul, a éste
se le adicionaron 10 pl de SYBR Green PCR Master Mix, (Applied Biosystems, Life Technologies) 0.2
ul de primer forward (10 pM/uL) y 0.2 ul primer reverse (10 pM/uL) en un volumen final de 20 pl.
Las condiciones de amplificaciéon fueron las utilizadas en PCR en punto final y las muestras se
corrieron por triplicado. Se hizo una cuantificacién relativa por medio de AACt en el equipo

StepOne™, (Applied Biosystems® Life Technologies).

6.7. Seguimiento clinico de los pacientes

El seguimiento clinico de los pacientes se realizd en las consultas subsecuentes con el
apoyo del médico de base y con la consulta continua de los expedientes. Se cred una base de
datos con el registro y folio de cada paciente, incluyendo parametros clinicos relevantes tales
como edad, sexo, LDH, exposicién a mielotdxicos, tipo y respuesta al tratamiento, fecha de inicio y

fecha de ultima consulta.

6.8.  Analisis Estadistico

Se realizaron pruebas estadisticas para comprobar la normalidad de los datos con
variables continuas, asi como los estadisticos descriptivos de cada una (media, mediana, rango
etc.). Posterior a esto, se aplicaron pruebas de T para los datos paramétricos y la U- de Mann
Whitney para los no paramétricos. La correlacion entre la expresion de los CTA y los datos clinicos
se realizd con la prueba de Chi- cuadrada y/ o Prueba de Pearson para aquellas con datos menores
de 5. Para el analisis de sobrevida se tomd en cuenta la fecha de inicio y término del estudio para
obtener el tiempo de sobrevida, el estado del paciente (vivo o muerto) y la positividad de cada
gen, se aplicd curva de sobrevida de Kaplan-Meier y de Long-Rank. Se utilizd el programa

estadistico S.P.S.S. versidn 15 (Statistical Package for Social Sciences, SPSS Inc., Chicago, USA).
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6.9. Deteccion de la proteina MAGE

La deteccidn de la proteina se realizé por medio de inmunohistoquimica y Western blot. El
control positivo fue una biopsia de tejido testicular normal de un paciente con alteraciones

prostaticas donado por el Servicio de Urologia del Hospital General de México.

6.9.1. Inmunohistoquimica

El tejido testicular se fijo en paraformaldheido al 4% durante 48 horas, posteriormente se
realizé la deshidratacién del tejido por medio de graduaciones de alcohol desde el 70% hasta el
100% cada uno durante una hora hasta llegar a xilol y parafina. Una vez terminado el proceso de
deshidratacién, el tejido se incluyd en bloques de parafina dejando secar durante toda la noche.
Los cortes realizados fueron de 5 micras comprobando su integridad con una tincidon de
hematoxilina-eosina. Las laminillas fueron desparafinadas y rehidratadas por medio de pasos en
xilol, alcohol del 100% y hasta el 70% cada paso durante 15 min. Una vez hidratado el tejido se
permeabilizé con PBS- Triton durante 30 minutos, se realizaron 3 lavados de 10 min con PBS-

tween 20 al 0.2%.

Para inhibir la peroxidasa enddégena se utilizé una incubacién durante 30 seg con metanol-
H,0, al 3%; Se lavd para quitar el exceso en la forma antes mencionada. Para el bloqueo de sitios
inespecificos se utiliza BSA al 10% durante 1 hora a temperatura ambiente, posteriormente se
incubd con el anticuerpo primario MAGE 6C1 (Zymed)) en una dilucion 1: 200 a 4°C durante toda
la noche. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se realizaron lavados con PBS-tween 20 al
0.2% para quitar el exceso de anticuerpo no unido y se incubd con el segundo anticuerpo anti-
biotina (Zymed) en una dilucién 1:250 durante 1 hora a temperatura ambiente, después de 3
lavados; se adiciond el complejo estreptavidina-peroxidasa incubando durante 30 min,
posteriormente se repitieron los lavados y se realizé el revelado con diaminobencidina (DAB) y se

realizo la contratincién con hematoxilina-eosina.
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6.9.2. Western-blot
Las proteinas fueron extraidas de la linea celular K562 descrita como positiva para el gen
MAGE. Por cada 10 x 10° de células se adicionaron en frio 500 pl de buffer RIPA con NaF 25mM vy
ortovanadato 1mM, 100mg/ml de RIPA e inhibidores de proteasas. Para romper las células se
pasaron por una jeringa 10 veces con aguja calibre 21 o 22, Posteriormente se centrifugaron a
10000 g x 10 min a 4°C. El sobrenadante se recuperd, alicuoté y se procedié a cuantificar. El resto

se almacena a -80°C.

En el caso del tejido se utilizéd una solucion amortiguadora que contenia: Tris-HCL pH 8
50mM, EDTA 5mM, NaCl 150mM, 0.5% NP40, PMSF 1mM; la cantidad utilizada fue de 1mL /
gramo de tejido. Una vez adicionado el buffer se incubd en hielo durante 20 min y se disgregdé
utilizando un homogenizador, para evitar la degradacidn de las proteinas. Cuando la muestra se
observé sin restos de tejido se centrifugd a 10000 rpm x 10 min a 4°C. El sobrenadante se

recuperd y se repitieron las centrifugaciones en las mismas condiciones.

6.9.2.1. Cuantificacion de proteinas

La cuantificaciéon se realizd utilizando un Kit de Bio Rad DC Protein Assay. Una vez
efectuada la lectura en el espectrofotdmetro a 650nm se realizé la curva patrdon y se realizaron

alicuotas a 30 pg.

6.9.2.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida

La electroforesis se realizé en el equipo Miniprotean 3 (Bio-Rad Laboratorios). El gel
separador se prepard a una concentracién al 10% y contenia: 12.5ml H,0, 15 ml de acrilamida al
30%, 9.5 ml Resolving gel buffer (RGB) [Tris-HCI 1.5M, pH 8.8]; 560ul de APS (Persulfato de
amonio) al 10% (Bio-Rad Laboratorios) y 2.5 ul TEMED (GIBCO- BLR). Una vez polimerizado se
procedié a la preparacién del gel concentrador el cual contenia 10ml H,0, 3ml acrilamida al 30%,
4.44ml Stacking gel buffer (SGB) [Tris-HCI 0.5M, pH 6.8 4x], 280ul APS al 10% (Bio-Rad
Laboratorios) y 50ul TEMED (GIBCO- BLR), se utilizé un peine de 10 pozos de 0.75 mm, una vez
polimerizado se retiré el peine vy se adiciond el Running buffer (Tris- base 0.25 M, Glicina 2M,
SDS al 10 % en agua desionizada) a la camara. Se cargaron las muestras previamente hervidas
durante 5 minutos y mezcladas con 2X Sample buffer (Buffer reductor SDS) en una proporcion 1:1.

Se utilizd marcador de peso Precision Plus Protein Standards (Bio- Rad Laboratorios) para
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referencia del peso molecular de las proteinas. Las condiciones de corrida fueron 25 mA durante

40 minutos.

6.9.2.3. Transferencia
Una vez terminada la electroforesis el gel fue equilibrado durante 1 hora con buffer de
transferencia frio, (Tris 20mM, Glicina 0.2M, Metanol al 20% y agua desionizada H20). La
transferencia se realiz6 en una cdmara semi-seca, (Bio- Rad Laboratorios) colocando una capa de
papel filtro, la membrana de nitrocelulosa, el gel y otra capa de papel filtro. Se conectd y se
transfirié a 100 mA durante 45 minutos. La transferencia se verificé tifiiendo la membrana con
rojo de Ponceau y observando el patréon de bandeo. Se destifid con PBS pH7.3 y se dejé

bloqueando con PBS-leche (Svelty) 5% durante 1 hora a temperatura ambiente.

6.9.2.4. Deteccidn de las proteinas
La membrana se incubd con el anticuerpo primario (anti-MAGE o anti-actina) toda la
noche a 4°C, al dia siguiente se realizan 3 lavados con PBS-tween al 0.2% cada uno de 10 min. Se
adiciono el anticuerpo secundario y se incubd durante 1 hora (Tabla 12). Se realizaron lavados
bajo las mismas condiciones mencionadas y se procedid a efectuar el revelado de tipo

cromogénico.

Tabla 12. Condiciones de utilizacion de los anticuerpos

Anticuerpos Dilucién Proteina detectada Peso esperado

MAGE 6C1 (ZYMED), monoclonal 1:500 MAGE 1,2,3,4,6,10,12 45-50 KDa
MAGE 10 72 KDa

MAGE FL-309 (SANTA CRUZ) 1:500 MAGE A 46 KDa

polyclonal

Tubulina (SANTA CRUZ), monoclonal  1:1000 Tubulina 56 KDa

Anti-mouse- HRP (Ambersham) 1: 1000

Anti-rabbit- HRP (Ambersham) 1: 1000
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7. Resultados

7.1. Expresion de CTA a nivel de mRNA en tejido testicular

Se realizod la extraccion de RNA total, sintesis de cDNA y RT-PCR, segun lo descrito en la
metodologia tanto del control positivo (tejido testicular) y negativo (células mononucleares de

donadores sanos) asi como de las muestras de pacientes con linfoma.

La expresion de los CTA se demostré a partir del cDNA del tejido testicular y los productos
amplificados se muestran en la figura 11, se analizaron mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 2% el orden de las muestras fue el siguiente (M) corresponde al marcador de 100pb, en
el carril 1 el gen constitutivo 8, microglobulina (6,M), en el carril 2 el control de reaccidn (CN), del
carril 3 al 9, los genes MAGE A3 (725pb),4, MAGE A4 (523pb); 5, MAGE B2(230pb); 6, MAGE C1
(631); 7, BAGE (294 pb), 8,GAGE ( 198pb)y 9, LAGE (332/561 pb).

M 82M N A3 A4 B2 C1 BAGE GAGE  LAGE

600pb —>
300pb —>
100pb —>

Figura 11. Expresion de genes CTA en tejido testicular

Se muestra la expresion de los CTA en tejido testicular normal. M. Marcador de peso
molecular, B2M; el gen constitutivo 82 microglobulina, CN, control de reaccion

Irma Olarte Carrillo 47



Resultados

7.2. Expresion de los genes CTA a nivel de mRNA en lineas celulares
hematopoyéticas
Se analizaron 8 lineas celulares hematopoyéticas, (Tabla 13), incluyendo el tejido testicular
como control positivo y la linea celular K562 previamente reportada como positiva para los genes
de la familia MAGE (5). Después del analisis con RT-PCR en punto final se encontré que la linea
K562 expreso todo el panel de los CTA. La linea celular HL-60 expresd los genes MAGE B2 y GAGE.
Las lineas celulares Jurkat y U937 solo expresaron el gen GAGE. Se analizaron también la linea REH
(leucemia aguda linfoide no T, no B); MOLT-4 (leucemia aguda linfoide de tipo T) y RAJI (linfoma de

Burkitt) y RAMOS (linfoma de Burkitt) sin embargo, no mostraron expresién para ningtn CTA.

Tabla 13. Expresion de los CTA en lineas celulares

Lineas celulares | MAGE  MAGE  MAGE  MAGE  BAGEl GAGE2  LAGE1 NY
A3 A4 B2 c1 ESO1

Tejido testicular + + + + + + F +

K562
Leucemia mieloide + - + + + + + +
cronica
Reh
Leucemia aguda no T, + - - - - - - -
no B
Jurkat
Leucemia aguda -T
MOLT-4
Leucemia aguda -T
HL-60
Leucemia aguda + - + - - + - -
mieloblastica, M3
uU-937
Leucemia mieloide
Raji
Linfoma de Burkitt
Ramos
Linfoma de Burkitt
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7.3. Expresion de los genes CTA a nivel de mRNA en donadores sanos

Para demostrar que los CTA no se expresan en células normales se amplificaron cada uno
de los genes CTA en un total de 20 donadores sanos; como control positivo se utilizo el tejido
testicular. Como se muestra en la Figura 12, no existe expresién de los genes CTA en ningun
donador sano; lo anterior concuerda con lo reportado previamente ( ) y corrobora la especificidad

de este grupo de genes en la deteccidén de células neopldsicas.

MAGE A3
(725 pb) BAGE
(294 pb)
MAGE A4 ‘GAGE
(523 pb) (198 pb)
MAGE B2 LAGE
{230pb) (332)
MAGE C1 B2 microglobulina
(631pb) (397 pb)

Figura 12. Ausencia de expresién de genes CTA en donadores sanos.

M. Marcador de peso molecular, T control positivo (Tejido testicular),
2-9 control negativo (donadores sanos). Imagen representativa de los 20 donadores

7.4. Caracterizacion de la muestra de estudio

El diagnéstico de los pacientes incluidos en el estudio, fue realizado en el Servicio de
Hematologia del HGM en base a estudios que incluyeron; estudio histoldgico del tumor mediante
biopsia, hemograma, LDH, albumina, fosfatasa alcalina, 8,-microglobulina, rayos X de térax, TAC
de térax, abdomen y pelvis. Los pacientes fueron diagnosticados y estadificados de acuerdo a la
enfermedad localizada (estadio | o Il) o diseminada (estadio Ill o IV) asi como el tipo de riesgo,

posterior a esto se decide el tratamiento por parte del médico especialista.
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A cada paciente se le informd acerca de su participacion en el estudio y se procedié a la
firma del consentimiento informado. Una vez que el diagndstico fue definitivo, se descongelaron

las biopsias (obtenidas al inicio de sus estudios) y se analizé la de expresion de los CTA.

El periodo de seguimiento fue de 5 afios y comprendié de enero del 2005 a diciembre del
2010. Cada uno de los expedientes fue revisado cada tres meses y/o bien en cada consulta
hematoldgica, se obtuvieron los datos clinicos que incluyeron: edad, sexo, estadio clinico,
sintomatologia B, localizacion del tumor, agresividad tumoral, exposicion a mielotdxicos,
neoplasias familiares, ECOG, IPl, LDH, fecha de inicio de tratamiento, tipo de respuesta, estado
clinico de la ultima consulta. Se captaron un total de 136 biopsias de ganglios; cumplieron con los
criterios de inclusion 95 de éstas, fueron eliminadas 26 por no contar con el expediente clinico. Se
incluyeron en el estudio 69 muestras con diagndstico de linfoma que contaban con expediente y
seguimiento clinico. La media de edad fue de 43 con un rango de 16-72 y una mediana de 47; en
relacién al sexo un 53.6% (37) correspondié a masculino, mientras el 46.4% (32) a pacientes

femeninos.

Las muestras de linfoma se clasificaron segiin la OMS 2008 y se agruparon en: Neoplasias
de células B (n= 46) y Neoplasias de células T (n=13); y Linfoma de Hodgkin, (n=10). La tabla 14
muestra las variedades de linfoma obtenidas asi como los subtipos de acuerdo al diagnostico

clinico, morfoldgico e histopatolégico.
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Tabla 14. Pacientes incluidos en el estudio para el andlisis de los genes CTA

*Neoplasias de Tejidos Linfoides n=69 n
Neoplasias de Células B maduras n=46

Leucemia linfocitica crénica/Linfoma de linfocitos pequefios 3
Linfoma del centro Folicular 4
Linfoma difuso de Células Grandes B (LDCGB) 28
Linfoma largo de células B rico en células T 5
Linfoma de Células Grandes Anaplasico ALK negativo 3
Linfoma de células B, no clasificable 1
Neoplasias de células T maduras n=10

Linfoma periférico de células T 4
Linfoma/leucemia de células T del adulto 6
Linfoma de Hodgkin n=13

Linfoma clasico, celularidad mixta 10
Linfoma clasico, esclerosis nodular 3

*Clasificacion World Health Organization, 2008

En estudios previos realizados en diferentes instituciones nacionales (INCAN, IMSS, ISSSTE)
se ha reportado que los LNH ocuparon el primer sitio de las neoplasias hematoldgicas

diagnosticadas siendo la variedad histoldgica mas frecuente el linfoma difuso de células grandes.

Nuestras resultados mostraron un 81.15% en el grupo de Linfoma No Hodgkin, incluidas
las neoplasias de células B con un 66.66% y de neoplasias de células T con un 14.49%. Por otro
lado, se obtuvo un 18.84% de Linfoma de Hodgkin. La variedad histoldgica de mayor frecuencia

correspondio al LDCGB con un 40.57% del total de linfomas.
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7.5. Expresion de los genes CTA a nivel de mRNA en pacientes con linfoma

Los 69 pacientes con linfoma incluidos en el estudio fueron analizados para detectar la
expresion de los genes CTA por medio de RT-PCR. La tabla 15 muestra el resumen de los

resultados de cada gen analizado.

Tabla 15. Expresion de los genes CTA a nivel de mRNA en pacientes con linfoma

CTA analizado Positivo (%) Negativo (%)
MAGE A3 31 (44.9) 38 (55.1)
MAGE A4 19 (27.5) 50 (72.5)
MAGE B2 15 (21.7) 54 (78.3)
MAGE C1 5 (7.2) 64 (92.8)
GAGE 11 (15.9) 58 (84.1)
BAGE 9 (13.0) 60 (87.0)
LAGE 14 (20.3) 55 (79.7)
NY-ESO1 23 (33.3) 46 (66.7)

Las frecuencias de expresion de cada CTA en todos los linfomas, fueron el gen MAGE A3
del 44.9% (31/69), seguido de NY-ESO1 con un 33.3% (23/69); MAGE A4, MAGE B2 y LAGE
mostraron 27%, 21% y 20% respectivamente. Los genes GAGE, BAGE y MAGE C1 tuvieron
frecuencias menores del 20% (15.9%, 13.0% y 7.2%).

7.6. Expresion de genes CTA las variedades histoldgicas del linfoma

En cuanto a la expresidon de los genes de acuerdo a las variedades histoldgicas, los genes
de mayor frecuencia fueron MAGE A3 Y NY-ESO. El detalle segun el tipo histoldgico de linfoma vy
cada uno de los genes CTA se muestra en la tabla 16. La frecuencia del gen MAGE A3 segun la
clasificacion histoldgica de los linfomas muestra en la variedad de neoplasias de células B un
45.65%, (21/46) subdivido en; Linfoma de linfocitos pequefios 3/46 (6.5%); Linfoma del centro
Folicular (2.1% ) 1 /46, Linfoma difuso de Células Grandes B (LDCGB) 11/46 (23.91%), Linfoma
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largo de células B rico en células T 4/46 (8.6%),

Linfoma de Células Grandes Anaplasico ALK

negativo 2/46 (4.3%) y en Linfoma de células B, no clasificable no existié expresion del gen MAGE

A3. En las neoplasias de células T se obtuvo una frecuencia del 40% (4/10),

tanto el Linfoma

periférico de células T y el Linfoma/leucemia de células T del adulto presentaron la misma

frecuencia 2/10 (20%). En los linfomas de Hodgkin se encontrdé una frecuencia de 46.15% (6/13),

presentado un 30% (4/13) el linfoma clasico de celularidad mixta y un 15.38% (2/13) el linfoma

clasico esclerosis nodular.

Tabla 16. Expresion de los CTA en pacientes con linfoma del HGM

Neoplasias de Tejidos Linfoides n=69 MAGE
A3 A4 B2 C1 GAGE BAGE LAGE NY-ESO
Neoplasias de Células B maduras n=46
Leucemia linfocitica crénica/Linfoma de
linfocitos pequefios 3 0 0 0 1 1 0 0
Linfoma del centro Folicular 1 1 1 1 1 2 1 2
Linfoma difuso de Células Grandes B (LDCGB) 11 8 4 2 5 2 6 13
Linfoma largo de células B rico en células T 4 1 3 0 1 1 0 1
Linfoma de Células Grandes Anaplasico ALK" 2 1 1 0 1 1 1 0
Linfoma de células B, no clasificable 0 0 1 0 1 0 1 1
Neoplasias de células T maduras n=10
Linfoma periférico de células T 2 2 2 0 0 1 2 0
Linfoma/leucemia de células T del adulto 2 2 1 0 1 0 1 0
Linfoma de Hodgkin n=13
Linfoma clasico, celularidad mixta 4 3 2 1 0 1 1 6
Linfoma clasico, esclerosis nodular 2 1 0 1 0 0 1 0
Total 31 19 15 5 11 9 14 23
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En el caso del gen NY-ESO1 las frecuencias en el grupo de neoplasias de células B fue de
17/46 (36.95%), la distribucion en las variedades histoldgicas fue mayor en el Linfoma difuso de
Células Grandes B 28.26% (13/46), seguido del Linfoma del centro Folicular (4.3%) 2/46; el
Linfoma largo de células B rico en células Ty Linfoma de células B no clasificable presentaron la
misma frecuencia del 2.1% (1/46). En las neoplasias de células T no hubo expresion de éstos
genes. La frecuencia en el Linfoma de Hodgkin fue de 6/13 (46.15%) observandose expresion en

los de tipo de celularidad mixta.

Los genes con una frecuencia entre el 30 y 20% fueron MAGE A4, MAGE B2 y LAGE; en el
caso de MAGE A4 su expresion en el grupo de las neoplasias de células B maduras fue del 17.39
(8/46) para el Linfoma difuso de Células Grandes B; del 2.1% (1/46) para tres tipos; Linfoma del
centro Folicular, Linfoma largo de células B rico en células T y Linfoma de Células Grandes

Anaplasico ALK negativo.

En el grupo de neoplasias de células T maduras tuvo la misma frecuencia tanto para el
Linfoma periférico de células T como para el Linfoma/leucemia de células T del adulto 2/10 (20%).
En el Linfoma de Hodgkin la expresién de MAGE A4 fue del 23% (3/13) en LH de celularidad mixta

y del 7.6 % (1/13) para el tipo de esclerosis nodular.

En el detalle de frecuencias en el gen MAGE B2 se encontrd, dentro del grupo de
neoplasias de células B maduras una frecuencia del 21.73% (10/46); dentro de este grupo el
Linfoma difuso de Células Grandes B con 8.6% (4/46), seguido del 65% en Linfoma largo de células
B rico en células T; los linfomas del centro Folicular, de Células Grandes Anaplasico ALK negativo y
de células B, no clasificable compartieron la misma frecuencia del 2.1 % respectivamente (1/46).
En las neoplasias de células T se encontré una frecuencia del 30% (3/10), distribuidos en 20%
(2/10) de Linfoma periférico de células Ty el 10% (1/10) en Linfoma/leucemia de células T del

adulto. En el LH se encontrd un 15.8% (2/13) en el tipo de celularidad mixta.
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En el caso del gen LAGE, las frecuencias se distribuyeron dentro del grupo de Neoplasias
de células B en un 19.56 (9/46); un 13.04% (6/46) del grupo el Linfoma difuso de Células Grandes
B; los subtipos del centro folicular, de Células Grandes Anaplasico ALK negativo y Linfoma de
células B, no clasificable presentaron un 2.17% (1/46) cada uno. En el Linfoma periférico de
células T se encontré un 10% (1/10) y en el Linfoma de Hodgkin de celularidad mixta un 7.6%

(1/13)

Para el gen GAGE se observo una tendencia en el grupo de neoplasias de células B
maduras con una frecuencia del 21.73% (10/46), distribuidos en el 10.86 % (5/46) en el LDCGB y
en las frecuencias restantes distribuidos en 2.17% para cada subtipo restante.

En el Linfoma/leucemia de células T del adulto presento el 10% (1/10) siendo este el Unico grupo

que presento expresion para este gen.

Dentro de las neoplasias de células B, los genes BAGE y MAGE C1 tuvieron una frecuencia
del 15.21% (7/46) y 6.52% (3/46) respectivamente. En los de tipo T solo BAGE se expreso en un
10% (1/10) en el tipo periférico de células T. En el linfoma de Hodgkin se encontraron las mismas
frecuencias para ambos genes 2/13 (15.38%).

Se puede observar que dentro de las neoplasias de células B maduras; el linfoma donde se
encontré mayor expresion de los CTA fue el linfoma difuso de células B. Como se detalla en la
literatura, este tipo de linfoma es el de mayor frecuencia en nuestra poblaciéon (111,124). Se
obtuvo un total de 28 pacientes lo que representa el 40.47% (28/69) del total de nuestras

muestras incluidas en el estudio.

Las variedades y prondsticos en cada linfoma son diversos por lo que se decidid realizar los
estudios de correlacion clinica y de sobrevida en los pacientes con Linfoma de células B grande
difuso, por ser el de mayor frecuencia en nuestra poblacion. El primero en analizarse fue el gen
MAGE A3, se incluyo en el andlisis la expresion de mRNA mediante RT-PCR en punto final y tiempo
real; el analisis de la proteina por medio de inmunohistoquimica y Western Blot, los parametros
clinicos fueron comparados con la expresidn del gen MAGE A3 y se realizd el seguimiento de los

pacientes a 4 afios. El trabajo fue publicado en la Revista Hematology.
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7.7. Expresion del gen MAGE A3 en LDCGB

Se incluyeron 28 pacientes con LDCGB, se encontré una media de edad de 45 afos en un
rango de 18 a 69 afios. Los pacientes fueron tratados con CHOP (ciclofosfamida, doxorubicina,
vincristina y prednisona). Ninguno de estos pacientes recibié rituximab. Los pacientes que
mostraron respuesta parcial fueron tratados con dexametasona, etopdsido, y cisplatino como
guimioterapia de segunda linea a la discrecidon del médico tratante. El andlisis de sobrevida fue a
4.5 anos; la media de sobrevida para los pacientes que no expresaron MAGE A3 fue de 3.5 afios
(77%) mientras para los positivos fue de 1.2 afios, (26.6%) con un IC del 95%.

La expresion del gen a MAGE A3 nivel de mensajero fue analizada por medio de RT-PCR en
punto final y mediante gRT-PCR. En el analisis en punto final se encontré una expresién del 39.28
% 11/28. En la Figura 13, se muestra una imagen representativa de la expresién de los genes

MAGE A3y 8, microglobulina, este ultimo utilizado como control interno.

Células Normales
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o 3
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62-microglubuling
394 pb

Figura 13. Expresion del mRNA de MAGE A3 en pacientes
con LDCGB.

Existe expresion de los CTA en LDCGB. En la parte superior se muestra la
expresion del gen MAGE A3 (725 pb), como control positivo tejido testicular, y
negativo células normales. En los carriles 1-8 , pacientes con LDCGB en diversos
estadios clinicos. El gen 8, microglobulina, (parte inferior) utilizado como control
interno se aprecia en todas las muestras.

Irma Olarte Carrillo 56



Resultados

7.7.1. Analisis cuantitativo del gen MAGE A3
En el analisis cuantitativo de la expresiéon del mRNA del gen MAGE A3 mediante gRT-PCR se
encontrd que el nimero de copias del gen tenia relacidn con el estadio clinico del paciente. Como
se observa en la figura 14, los pacientes en estadios avanzados Ill y IV presentaron niveles de

expresion mayor que en el estadio Il; se encontraron diferencias significativas entre los grupos

p<0.05.

15 - I

0.5

No. Copias MAGE-A3 x X10%
[

Control Il 1l IV

Estadio clinico
p=0.05

Figura 14. Relacion directa entre la expresion del gen MAGE
A3y las etapas de la enfermedad

Los resultados del gRT-PCR muestran que conforme avanza la enfermedad el
nimero de transcritos del gen MAGE A3 aumenta. Se muestra el control positivo
(tejido testicular) y los diferentes estadios clinicos.

7.7.2. Analisis de la proteina MAGE

La deteccion de las proteinas MAGE fue realizada en las biopsias de ganglios de pacientes
con linfoma que fueron positivos a nivel de mRNA utilizando inmunohistoquimica (IHQ) y Western
Blot (WB).

En la deteccion por IHQ el control positivo utilizado fue tejido testicular normal, como
control negativo se obtuvo tejido gangliolar (angina) sin ninguna patologia, asi como controles sin
anticuerpo primario. El anticuerpo utilizado fue mouse anti-MAGE A (Zymed ® Laboratories) (los
detalles se describen en la metodologia). Posteriormente a la deteccién de la proteina se realizd
una contra-tincion con hematoxilina-eosina. La descripciéon histoldgica fue realizada en el Servicio

de Patologia del HGM.
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En la figura 15, se muestra la inmunodeteccion de la proteina MAGE. En A) Tejido linfoide
amigdalar difuso con ndédulos secundarios sin positividad observada en ningin campo. En B) se
muestra de tejido testicular en grado avanzado de maduracion, se observan células de Leyding en
la periferia, tubulos seminiferos irregulares con ausencia de espermatides en la luz del mismo y
positividad para el antigeno MAGE en espermatogonias ubicadas cerca de la membrana basal de
cada tubulo. La deteccidn de las proteinas se aprecia a nivel citoplasmatico y en algunas células a
nivel nuclear. En C) la histologia refiere un LNH con células grandes homogéneas, disgregado y
linfocitos no hendidos. Se observa la deteccién de la proteina MAGE por la tincidn positiva (células
color café), solo en algunas zonas cercanas a la periferia de los foliculos linfoides, la muestra
corresponde a un paciente en estadio Il. En D) se observa tejido linfoide difuso con infiltracién
difusa extensa en nddulos, la positividad es clara en la mayor parte de las células; la muestra

corresponde a un paciente con estadio IV.

Figura 15. Inmunodeteccidon de la proteina MAGE en LNH

Se observa un aumento de la proteina MAGE conforme avanza el estadio clinico. A) Tejido

ganglionar normal. B) Tejido testicular normal. C) LNH estadio Il. D) LNH estadio IV. La
tincion café indica positividad. De izquierda a derecha 20X; 40X ; 100X
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7.7.3. Deteccion de la proteina por Western Blot

Para analizar la presencia de la proteina MAGE se utilizaron para la estandarizacién células
mononucleares de sangre periférica de un donador sano, tejido testicular y biopsia de ganglio de
un paciente positivo. Una vez cuantificados las proteinas, se realizd una electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) y una tincidn con azul de coomasie para observar el patron de las
proteinas. Estas fueron transferidas a la membrana de nitrocelulosa para detectar la proteina B-
actina gen constitutivo y utilizado para corroborar la integridad de las proteinas. Una vez con
verificada la integridad, la deteccién de la proteina MAGE se realizé con el anticuerpo MAGE A (FL
309) rabbit polyclonal IgG (Santa cruz Biotecnology, Santa cruz, CA, USA. Los controles utilizados
se muestran en la Figura 16. Como control negativo se utilizaron células mononucleares de
donador sano; como control positivo se empleo tejido testicular. Se aprecia el control de B-actina
con un peso de 43kDa, como puede apreciarse es positiva en todas las muestras. La intensidad de
la proteina MAGE 46KDa en pacientes esta relacionada con el estadio clinico; el paciente 2
presentd una intensidad menor que el paciente 6, el estadio corresponde a Il y IV

respectivamente.

CONTROLES PACIENTES CON LINFOMA

MAGE —
46Kz

BACTINA 5 e e S A euD- Gl S G Gl

43KDa

Figura 16. Presencia de la proteina MAGE en pacientes con
LDCGB en diferentes estadios clinicos
La intensidad de la proteina es directamente proporcional al estadio clinico de la
enfermedad. A la izquierda los controles normal (N) vy tejido testicular (T). A la derecha
pacientes con linfoma. Se observa ademas en la parte inferior el gen B-actina que
corrobora la integridad de las proteinas.
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7.7.4. Analisis densitométrico de la proteina MAGE

Se realizé una densitometria para poder observar diferencias entre el grado de malignidad
y la expresion de la proteina. El analisis fue realizado con el software Quantity One (Bio Rad
Laboratorios) para la proteina MAGE vy B-actina.
En la figura 17, se puede apreciar el radio de B actina/ proteina MAGE y su relacidn con el estadio
clinico de los pacientes. Se realizd6 una prueba de T para comparar la cada uno de los estadios
clinicos con respecto al control. El analisis estadistico mostro diferencias (p<0.05) entre cada uno

de los estadios clinicos y el tejido testicular (control).
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Figura 17. Aumento en la expresion de la proteina MAGE en los
diversos estadios clinicos de LDCGB

Se muestra que el radio de la proteina MAGE y B-actina tiene una relacion directa con el
al estadio clinico. El analisis estadistico mostro diferencias significativas al comparar
p<0.05 los estadios clinicos con el control (T).

7.7.5. Correlacion entre factores clinico- prondsticosy el gen MAGE A3
Desde la captacion de la muestra, se realizd el seguimiento clinico en cada consulta
hematoldgica de cada paciente. Los datos que analizaron usando SPSS versién 15 (Statistical

Package for Social Sciences, SPSS Inc., Chicago, USA).
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Las variables continuas fueron probadas para la prueba de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov. Los valores de DHL se presentan como media * desviacién estandar. En el caso la edad

que presentd una distribucidon no-normal, se muestra la mediana y el rango.

La comparacion de los porcentajes entre los pacientes positivos y negativos se realizé con
una prueba de Chi- cuadrada y en aquellos datos menores a 5 con una prueba exacta de Pearson.
En la tabla 17 se detalla la comparacion de cada parametro clinico con la expresién del gen MAGE

A3. Del total de 28 pacientes el 39.3 % fue positivo a nivel de mRNA para este gen.

La edad mostré una distribucion no paramétrica, los pacientes positivos mostraron una
mediana de 37 afios y un rango de 19-69, en tanto; los pacientes negativos tuvieron una mediana
de 51 afios un rango de 18-65. Se encontraron 3 pacientes mayores de 60 afios en cada uno de los
grupos. Después del analisis estadistico (Prueba U de Mann-Whitney) no se encontraron

diferencias significativas entre pacientes que expresan el gen y los que no lo expresan.

Tabla 17. Correlacién entre la expresion de MAGE A3 y factores clinico-prondsticos

en LDCGB
LDH: Lactato deshidrogena serica
*Prueba exacta de Fisher
Caracteristicas MAGE-A3 Valor de p
Positivo Negativo
n (%) n(%)
Pacientes (n = 28) 11 (39.3) 17 (60.7)
Edad
Mediana 37 51
Rango 19-69 18-65
Mayores de 60 afios 3(27.3) 3(17.6)
Sexo
Masculino 5(45.5) 8(47.1)
Femenino 6 (54.5) 9(52.9)
Estado funcional 0(0) 0(0)
Nivel LDH en suero> normal 8(72.7) 5(29.4)
0.025*
Sitios extranodales>1 4(36.4) 3(17.6)
10 (90.9) 7 (41.2)
Estadio clinico IlI/IV 0.008*
1Pl Bajo 1(9.1) 7(41.2) 0.004*
Bajo- Intermedio 1(9.1) 7 (41.2)
Intermedio 0(0) 0(0)
Alto 9(81.8) 3(17.6)
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7.7.6. Analisis de sobrevida en relacion al gen MAGE A3

Para el analisis de sobrevida se tomo en cuenta la fecha del diagndstico con la biopsia de
ganglio hasta la muerte del paciente con un tiempo de seguimiento de 4.7 afios. El andlisis de
sobrevida se realizé con una grafica de Kaplan Meier y una prueba de Long- Rank considerandose
significativo un valor de p<0.05 (Figura 18).

La sobrevida a 3 afios fue de 36.4% para pacientes positivos y de 82.4% en los pacientes
negativos. En este periodo se observd que el 63% (7/11) de los pacientes que expresaban MAGE
A3 murieron. En contraste, en el grupo de pacientes negativos murié un 17.6% (3/17). Se encontré

una asociacion estadisticamente significativa (Long-Rank; p=0.001).
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Figura 18. Analisis de supervivencia en relacién a MAGE A3.

La expresion de MAGE A3 es de mal prondstico (p = 0.001). Se realizé un seguimiento a 5.3
afios en donde se observa una menor sobrevida en aquellos pacientes que expresaron el
gen MAGEA3.
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7.8. Expresion de NY-ESO1 en linfoma difuso de células grandes B

Se incluyeron 28 pacientes con LDCGB, se encontrd una media de edad de 45 afios en un
rango de 18 a 69 afos. En el analisis de expresidn en todas las variedades de linfoma se observd
una frecuencia del gen NY-ESO1 del 33.3%. En el LDGCB la expresidn del gen NY-ESO1 fue del 46%
(13/28), a las muestras se les realizd un analisis de qRT-PCR para observar las diferencias en los
niveles de expresién. El control utilizado como muestra de referencia fue el tejido testicular,
ademas se incluyeron dos muestras negativas analizadas previamente por RT-PCR. Los pacientes
fueron tratados con CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona) y ninguno de
estos pacientes recibié rituximab. Los pacientes que mostraron respuesta parcial fueron tratados
con dexametasona, etopdsido y cis-platino como quimioterapia de segunda linea a discrecion del
médico tratante. El analisis de sobrevida fue a 5.3 afos.

En la figura 19 se muestra el nivel promedio de expresion del gen y el estadio clinico, el
tejido testicular se muestra como control. Se encontré una relacién entre el estadio clinico y la

expresion del gen NY-ESO1, |la prueba estadistica fue una prueba de T, con un valor de p= 0.007
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Figura 19. Relacion entre los niveles de expresion de NY-ESO1 vy el
estadio clinico

Los resultados del gRT-PCR muestran que conforme avanza la enfermedad el nimero de
transcritos del gen NY-ESO1 aumenta. Se muestra el control positivo (tejido testicular) y los
diferentes estadios clinicos.
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7.8.1. Correlacion clinica de NY-ESO1 vy factores clinicos en LDCGB

Los factores clinicos comparados con la expresion NY-ESO1 fueron edad, sexo, sitios
extranodales, estado funcional, niveles de LDH, estadio clinico e IPl. Se realizé la prueba de

normalidad de Kolmogorov-Smirnov a los datos con variables continuas.

La edad se muestra con la mediana y el rango, para el caso de los positivos fue de 58 y
para los negativos de 37 con un rango de (18-69 y 19-65) respectivamente; no se encontrd
asociacién de éste pardmetro y la expresidon de este gen. En relacién al sexo de los pacientes
positivos, se encontraron 5 (38.4%) en masculino y en femenino 8 (61.5%), no se encontraron

diferencias significativas con respecto a los negativos (Tabla 18).

La presencia de sitios extranodales mostré un 61.5% (8/13) en positivos y un 33.3% (5/15)
en negativos, ninguno de estos dos parametros se encontraron diferencias significativas. El andlisis
estadistico mostro valores significativos con los parametros de LDH, estadio clinico e IPI. (p<0.05).
Los niveles altos de LDH representan el 84.6% en positivos contra el 20% en negativos (p=0.001);
en el estadio clinico Il o IV, el 92.3%se asocia con la expresién del gen y un 33.3 % en los que no lo
expresan (p=0.001); los pacientes que mostraron un IPl alto fueron los positivos en un 62.2%

mientras los negativos en un 2% (p= 0.019)

Irma Olarte Carrillo 64



Resultados

Tabla 18. Correlacion entre la expresion del gen NY-ESO1 y factores clinico-
prondsticos en pacientes con LDCGB

Caracteristicas NY-ESO1 Valor de p
Positivo Negativo
n (%) n (%)
Pacientes n(28) 13 (46.4) 15(53.5)
Edad
Mediana 58 37
Rango 18-69 19 -65
Mayores de 60 6 4
afos
Sexo Masculino 5(38.4) 8(53.3)
Femenino 8(61.5) 7(46.6)
Sitios Si 8(61.5) 5(33.3)
extranodales>1
No 5(38.4) 10(66.6)
Estado Funcional 0 0 1(6.6)
1 7(53.8) 12(80.0)
2 6(46.1) 2(1.3)
3 0 0
4 0 0
Nivelesde LDH >  Si 11(84.6) 3(20)
normal
No 2(15.3) 12(80)
0.001*
IPI Bajo 1(7.6) 7(46.6)
Bajo- Intermedio 3(23.1) 5(33.3)
Intermedio 0 0
Alto 9(69.2) 3(2.0)
0.019*
Estadio clinico I-11 1(7.6) 10(66.6)
"-1v 12(92.3) 5(33.3)
0.001*

LDH: Lactato deshidrogena serica
*Prueba exacta de Fisher
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7.8.2. Analisis de sobrevida en LDCGB vy la expresion de NY-ESO1

El estudio se realizé durante 5.3 afios, 13 pacientes fueron positivos y 15 negativos para el
gen NY-ESO1. El andlisis de sobrevida se realizd con una gréfica de Kaplan Meier y una prueba de
Long- Rank considerandose significativo un valor de p< 0,05, figura 20. La media de sobrevida fue

de 4.7 anos para los negativos, mientras que en los positivos fue de 2.5 afos

La sobrevida a 3 afios fue de 23.1% para pacientes positivos y de 66.46% en los pacientes
negativos (figura 20). En este periodo se observd que el 76.9% (10/13) de los pacientes que
expresaban NY-ESO1 murieron. En contraste en el grupo de pacientes negativos murié un 33.3% (5

/15). En el andlisis estadistico se encontré un valor de Log Rank de 0.002
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Figura 20. Analisis de sobrevida en relaciéon NY-ESO1
La expresion de NY-ESO1 es de mal prondstico (p = 0.001). Se realizé un seguimiento a
5.3 afios en donde se observa una menor sobrevida en aquellos pacientes que

expresaron el gen NY-ESO1.
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7.9. Frecuencia de coexpresion de los CTA en linfoma

Posterior al analisis de frecuencias de cada gen se determind la co-expresion de los genes
CTA analizados en los 69 pacientes con linfoma. El 27.53% expresan al menos un gen (19/69); el
23.18% co-expresan dos genes (16/69); el 24.63% expresan tres genes (17/69); el 7.24% expresan
cuatro genes y solo un paciente expreso cinco de los ocho genes analizados representando el 1.4%

(Tabla 19, Figura 21.)

Tabla 19. Frecuencia de coexpresion de CTA en Linfoma

Genes Frecuencia
Co-expresados n (%)
0 11 15.94
1 19 27.53
2 16 23.18
3 17 24.63
4 5 7.24
5 1 1.44

30 4 27.53%

24.63%
25 | 23.18% ?

20 -
15 -

10 7.24%

Numero de pacientes

1.44%

1 2 3 4 5

Mumerode genes CTA expresados

Figura 21. Porcentaje de genes CTA co-expresados en linfoma.

Se observa el porcentaje de genes que se co-expresan en linfoma, el 27.53% expresa al menos
un gen CTA.
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Posteriormente se analizd la coexpresion de los genes CTA en 28 pacientes con LDCGB; en
el analisis se encontré el 85.7% de los pacientes con LDCGB expresan algin gen CTA, siendo que el
35.71% expresaron solo un gen; el 17.85% coexpresaron dos genes; el 21.42% tres genes; el 7.14%

cuatro genes y el 3.57% expresaron 5 genes (figura 22, tabla 20).
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3571%
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21.42%
6 17.85%

7.14%
24 3.57%

Mimearo depaciantas

Mimero de genes CTA expresados

Figura 22. Porcentanje de co-expresién de los CTA en LDCGB.

Se observa el porcentaje de genes que se co-expresan en linfoma, el 35.71% expresa al
menos un gen CTA.

Tabla 20. Frecuencia de coexpresion de CTA en LDCGB

Genes Frecuencia
coexpresados n (%)
0 4 14.28
1 10 35.71
2 5 17.85
3 6 21.42
4 2 7.14
5 1 3.57
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7.9.1. Frecuencia Coexpresion de los CTA en LDCGB
Los genes MAGE A3-NY-ESO1 se encontraron co-expresados en 7 pacientes; NY-ESO1-

MAGE A4 en 5 pacientes y NY-ESO1-LAGE en 4 pacientes. En la tabla 21 se describe la asociacién
entre CTA asociados que se observaron en los pacientes analizados. Como se aprecia no existio

una asociacién especifica de 3 genes, aunque se observa la presencia de NY-ESO1 la mayor parte

de los casos.
Tabla 21. Asociacion los genes CTA en LDCGB
Numero de genes Paciente Coexpresion de genes CTA
2 7 NY-ESO1, LAGE
20 MAGEA3, NY-ESO1
24 MAGEA4, MAGEB2
49 NY-ESO1, MAGEA4
54 NY-ESO1, LAGE
3 6 MAGEA3, NY-ESO1, GAGE
MAGEC1, NY-ESO1, LAGE
18 MAGEC1, NY-ESO1, BAGE
21 MAGEA4, MAGEC1, GAGE
41 MAGEA3, NY-ESO1, MAGEB2
43 MAGEA3, NY-ESO1, MAGEA4
4 23 MAGEA3,MAGE A4, NY-ESO1, GAGE
25 MAGEA4,MAGE B2, NY-ESO1, GAGE
5 45 MAGE A3, MAGEA4,MAGE B2, NY-ESO1, LAGE

7.9.2. Relacidn de la expresion de CTA y la sobrevida en pacientes con LDCGB

Se incluyeron 28 pacientes que fueron tratados con CHOP; se tomo en cuenta la fecha del
diagndstico con la biopsia de ganglio hasta la muerte del paciente con un tiempo de seguimiento
de 4.5 afios (figura 23 y 24). El andlisis de sobrevida se realizé con una grafica de Kaplan Meier y
una prueba de Long- Rank considerandose significativo un valor de p< 0,05. En el andlisis de
sobrevida de cada gen CTA se aprecia que no todos tuvieron relacién con la sobrevida, los genes
gue mostraron significancia estadistica fueron MAGE A3 (p=0.001), MAGE A4 (p=0.027), MAGE B2
(p=0.008) y GAGE (p=0.021) y NY-ESO 1 (p=0.005).
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Figura 23. Andlisis de sobrevida de los genes MAGE en pacientes
con LDCGB
Se muestran las graficas de sobrevida de los genes MAGE A3, MAGE A4, MAGE B2 y MAGE
C1. Solo el gen MAGE C1 no mostré significancia estadistica.
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Figura 24. Analisis de sobrevida de los genes CTA en pacientes

LDCGB

Se muestran las graficas de sobrevida de los genes BAGE, GAGE, LAGE, NY-ESO1. Los genes
NY-ESO1 y GAGE mostraron significancia estadistica p< 0,05.
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7.9.3. Correlacion clinica de los CTA y factores clinicos en LDCGB

Se realizd la correlacion clinica solo en los genes con relacién con la sobrevida; los

pardmetros utilizados fueron edad, sexo, sitios extranodales, ECOG, LDH, IPl y estadio clinico, se

aplicé un analisis de Chi- cuadrada y un ajuste de Pearson en aquellos datos que fueron menores

de 5. Se tomaron como significativos aquellos que fueron p< 0,05. Los genes CTA con correlacion

con parametros clinicos fueron solo MAGE-A3 y NY-ESO1 (Previamente detallado). Los genes

MAGE A4, MAGE B2 y GAGE (Tabla 22), no presentaron correlacidn estadisticamente significativa

con ningun parametro clinico analizado.

Tabla 22. Correlacidn clinica entre MAGE A4, MAGE B2 y GAGE

Parametros clinicos MAGE A4 MAGE B2 GAGE
Positivo  Negativo | Positivo  Negativo | Positivo Negativo
Edad Media 41 45 39 45 49 43
Mediana 41 49 37 49 52 45
Rango 18-62 18-69 18-63 18-69 36-69 18-69
Mayores 60 afios 3 7 2 8 3 7
Sexo masculino 3 10 1 12 1 12
femenino 5 10 3 12 4 11
Sitios extranodales >1 Si 5 8 2 11 4 9
No 3 12 2 13 1 14
Estado funcional 0 0 1 0 1 0 1
1 6 13 3 16 5 14
2 2 6 1 7 0 8
3 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
Niveles > LDH Si 4 10 3 11 3 11
No 4 10 1 13 2 12
IPI Bajo 3 5 1 2
Bajo- Intermedio 1 7 1 7 1 7
Intermedio 0 0 0 0 0 0
Alto 4 8 2 10 2 10
Estadio clinico -l 2 9 0 11 2 9
n-1v 6 11 4 13 3 14
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7.9.4. Co-expresion de los CTA y su impacto en la sobrevida en LDCGB

Con el fin de conocer el impacto en la sobrevida de los genes CTA en esta variedad
histoldgica de linfoma se considero el nimero de genes que se expresaban por paciente y se
agruparon en pacientes sin expresién (negativos), con expresion de 1 gen y pacientes que co-
expresaron es decir mas de un gen.

En el andlisis se encontré que los pacientes que no tenian expresidn de ningun CTA
presentaron una media de 1175 dias, los que expresaron 1 gen 977 dias y los que tuvieron

coexpresion 780 dias. Se obtuvo un valor de Log-Rank de 0.016.
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Figura 25. Presencia de CTA como factor de mal prondstico

Se observa una menor sobrevida en aquellos pacientes que co-expresaron los genes CTA
en LDCGB.
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8. Discusion

Los antigenos testiculares de cdncer (CTA) han sido utilizados como biomarcadores
tumorales, ya que se ha descrito que pueden estan implicados en la progresion tumoral y que
aquellos pacientes que los expresan tienen una menor sobrevida. Dentro de los CTA, uno de los
mas estudiados y analizado son los genes de la familia MAGE. Su expresion se ha reportado en
cancer de pulmén (64), carcinoma gastrico (133),carcinoma hepatocelular (134), cancer mamario
(135), carcinoma colorectal (136), tumores de cabeza y cuello (137), osteosarcoma (138), cerebral
(139), cancer cérvico uterino (140). En la actualidad no existe una neoplasia que no exprese al

menos un CTA.

Los primeros estudios de los CTA en leucemias se realizaron con la deteccion de los genes
MAGE. Chambost y cols., en 1993 (142) realizaron un estudio en la poblacién francesa con 27
muestras de pacientes con leucemia aguda (16 LAM y 11 LAL), 12 de leucemia mieloide crénicay 6
LLC, no hubo expresion del gen MAGE-1 a nivel de mRNA, Unicamente se presentd en las lineas

celulares mieloides (K562, HEL y HL-60).

En 1995 Shichijo y cols, (141) reportaron que la expresion en leucemias fue del 1.2%
(2/154) y que MAGE-A no se expresa en este tipo de cancer, realizaron el estudio en 63 muestras
de pacientes con leucemia (34 leucemia de células T; 16 casos de leucemia de células B y 23
leucemia mielomonocitica), analizando los genes MAGE (MAGE-1, 2, 3, 4 y 6). Reportd una
frecuencia del 38% (24/63) (17 de leucemia de células T, 7 de leucemias de células B) en este
grupo de genes. En el 2001 Chambost y cols, aumentaron el panel de pacientes para el estudio
(170), incluyendo 154 muestras (22 de LMC, 72 de LAM, 7 de leucemia aguda bifenotipica, 27 de
LALy 10 de LLC. En contraste en el 2002 Adams y cols. (143) encontraron los genes CTA en una
frecuencia de expresidn en general del 48.5% (33/68) (9 de LAL y 24 de LMC), analizaron los genes
MAGE-A3, BAGE-1, GAGE y NY-ESO1, en 68 muestras de pacientes (26 de LAM y 42 de LMC).
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En la poblacién mexicana el primer estudio sobre este grupo de genes fue realizado por
Martinez A. y cols; (144) en el 2007, se analizaron 115 muestras de leucemias (34 de LAM, 76 de
LAL de células B y 5 de LMC) para los genes MAGE-A1, MAGE-A3 y MAGE-B2. La expresion
encontrada para MAGE A3 fue del 32.17% (37 /115) (14 de LAM, 23 en LAL de células B, 1 en LGC)

y MAGE B-2 en un 16%, este trabajo confirmd la presencia del gen MAGE en este tipo de cancer.

Nuestros resultados mostraron que existe expresién de los genes CTA en pacientes con
linfoma en la poblacién mexicana encontrando una frecuencia del gen MAGE A3 de 44.9%,
seguido de NY-ESO1 con un 33.3%; MAGE A4, MAGE B2 y LAGE mostraron 27%, 21% y 20%
respectivamente. Los genes GAGE, BAGE y MAGE C1 tuvieron frecuencias menores del 20%
(15.9%, 13.0% y 7.2%). En el linfoma difuso de células grandes se encontraron frecuencias para los
genes MAGE A3 del 39.28% y NY-ESO1 del 46.42%. En el caso del linfoma de Hodgkin se encontré
una frecuencia del gen MAGE A3 del 30% el linfoma clasico de celularidad mixta y un 15.38% el
linfoma clasico esclerosis nodular. En la bibliografia internacional no existen trabajos en donde se
muestre la expresion de los CTA en los distintos tipos histolégicos de linfoma ya que solo
describen alguna variedad de ésta enfermedad, por lo tanto nuestro trabajo es de gran
importancia ya que estan representados los linfomas de mayor frecuencia en la poblacidon

mexicana.

En el linfoma de Hodgkin, en dos trabajos analizan la frecuencia de los genes CTA, en el
primero Inaoka y cols, (141) en el 2011 reportan que en linfoma de Hodgkin cldsico en pacientes
brasilefios de todo el grupo de genes CTA (MAGE, GAGE; NY-ESO), solo los genes MAGE A 7/38
(18.4%) y MAGE-C1/CT7 5/38 (13.2%) se expresaron. Se describe que el 28.6% se encontraba en
fase avanzada de la enfermedad en comparacién con un 11.8% en estadios iniciales, sin embargo
no tuvieron significancia estadistica. El segundo reporte en LH es el de Chambost y cols., (146) en
el 2000, donde se detecta la expresion del gen MAGE A-4 a nivel de mRNA y de proteina en 5/18
(27.8%) en células Reed Sternberg. La frecuencia encontrada en nuestro estudio fue similar a los
dos trabajos mencionados; del 30% en linfoma de celularidad mixta y 15% del tipo esclerosis
nodular, aunque no se detalla el tipo de LH en ninguno de los dos trabajos, existe expresidon de los
CTA principalmente de los genes MAGE. Es necesario realizar un seguimiento y correlacionar con

los factores clinicos prondsticos en este tipo de linfoma.
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En el caso de los linfomas no Hodgkin también son escasos los reportes; Xie y cols.,(143)
en el 2003 realizaron la determinacidon de antigenos testiculares en 93 pacientes con LNH; se
incluyen muestras con las variedades histoldgicas de LDCGB, folicular, analizando el grupo de
genes MAGE-3, MAGE-4, CT-7, HOM-MEL-40/S5X-2, SSX-1, SSX-4, HOM-TES-14/SCP-1y HOM-TES-
85; los resultados demostraron que el LDCGB fue el que mayormente expresaba los CTA
encontrando un 25% (7/28) del HOM-TES-14/SCP-1 y del SSX-1 17.8% (5/28). En los linfomas de
linaje T, los periféricos mostraron un 6% y en el tipo linfoma-leucemia de células T, solo el 2% de
expresion para HOM-TES-14/SCP-1. De los genes de la familia MAGE se analizo el MAGE A3 y A4,
sin embargo, la expresion fue de tan solo el 6% en linfoma periférico de células T; el gen NY-ESO1
no mostrd expresién en ningun tipo de linfoma. Eichmuller y cols, (148,149) en el 2002 y 2003 han
se realizé el andlisis de expresion en linfomas de células T cutaneos (Extranodal) y encontraron

una frecuencia en MAGE-A9 27%y de GAGE del 35% en 20 pacientes.

En los pacientes analizados en este trabajo el LDCGB vy el linfoma folicular se expresaron
todos los genes del panel de los genes CTA (MAGE, BAGE, GAGE, NY-ESO, LAGE). Los genes
MAGE A3 y NY-ESO1 en LDCGB mostraron una frecuencia del 39.2% y del 46.42% respectivamente;
en el caso del linfoma folicular se presenté con una frecuencia del 9% y del 18%, para éstos genes.
En comparacion con el estudio de Xie y cols, (143) en los linfomas de linaje T la frecuencia de
MAGE fue del 6%; nosotros obtuvimos en Linfoma periférico de células T y en Linfoma/leucemia
de células T del adulto el 20%, estas diferencias podrian ser por el nimero de muestras analizadas,
seria necesario aumentar la n para realizar una comparacién en cuanto a la expresién de CTA en
leucemias de linaje T. Si bien es claro que los genes de la familia MAGE presentan frecuencias de
expresion en un rango del 20% al 43% son escasos los estudios de los CTA en linfoma por lo que
nuestros resultados son de gran importancia ya que se describe mayor informacién sobre la
frecuencia y la relacién que pudieran tener con el prondstico y sobrevida de esta neoplasia.
Debido a los resultados encontrados a nivel de mRNA del gen MAGE A3, se realizo la deteccidn a
nivel de proteina y una correlacidon clinica con factores clinico- prondsticos, asi como el

seguimiento determinando la implicacidn de éste gen en la sobrevida de los pacientes con LDCGB.
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El LDCGB es el tipo mas comun de linfoma no Hodgkin y representa el 30% y el 40% de los
nuevos diagndsticos. Como se sabe a pesar de modernos agentes de quimioterapia y terapia con
anticuerpos monoclonales, el prondstico de muchos pacientes con neoplasias hematoldgicas,
especialmente aquellos con enfermedades agresivas como el LDCGB, el linfoma de células del
manto (LCM) y el mieloma multiple (MM), sigue siendo pobre. Ni el IPI, ni el R-IPI identifican un

grupo de riesgo con menos de un 50% de probabilidades de sobrevida.

A pesar de los avances existen pocos marcadores moleculares que puedan identificar
poblaciones con riesgo de falla al tratamiento y o mal prondstico (127, 128). El gen MAGE-A3 esta
implicado en predecir una evolucidon desfavorable en pacientes con cancer de pulmdn (83,84),
melanoma (89,90), el mieloma multiple (93,94), cancer de cuello uterino (108) y el carcinoma de la
vejiga urinaria (112). En cancer de pulmén tiene una frecuencia en la expresion mayor al 50%
tanto en su variedad de NSCLC como de carcinoma de células escamosas (SqCC) (85) y por lo tanto
su importancia en la deteccién temprana de éstas neoplasias. La relacidon en cuanto a la presencia
de los genes MAGE y el estadio clinico se ha realizado en pacientes con CNPCP (83) observandose
mayor frecuencia en la expresién en estadios lll y IV, la relacidon encontrada no es solo a nivel de
MRNA sino de proteina. Ademas, se han realizado los seguimientos clinicos para valorar sobrevida
y se reporta que aquellos pacientes que expresan alguno de los genes MAGE tienen una menor
sobrevida y mal pronéstico (66, 68, 72,73); cabe mencionar que los genes especificos con relacion
con la sobrevida fueron MAGE A3 y MAGE A4. En melanoma reportan que la frecuencia en la
expresion aumenta de un estadio inicial del 45% a un 83% en tumores con metastasis, por lo que
sugieren que la expresién de MAGE se asocia a un estado avanzado de la enfermedad y se ha
encontrado relacidn con la expresion de genes vy la infiltracidon de linfocitos (82,83). En mieloma
multiple; las frecuencias reportadas son mayores para el caso de MAGE C1 en un 70% (93). Se ha
observado que MAGE C1 se relaciona con estadios avanzados y en el gen MAGE A3 observaron
una correlacion con la proliferacion avanzada de las células plasmaticas (97). En relacion a
utilizarlo como marcador de mal prondstico y de sobrevida se han realizado seguimientos

observando que puede ser un indicador de recaida temprana (95,96).

En el caso de LDCGB, Han y cols. (102) analizaron a 69 pacientes con este padecimiento en
sangre periférica y encuentran una frecuencia de expresién de MAGE A3 del 42.9%, evaluaron las
caracteristicas clinicas, el linaje de células y los indices prondsticos internacionales, incluyendo la

edad, rendimiento, LDH, y la participacion extra-nodales, y no encontraron correlacidon con ningin
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parametro clinico. Con respecto al seguimiento solo 6 pacientes (7.5%) fueron positivos después
de 3 y 4 ciclos de quimioterapiay 3 (4.1%) después de 6-8 ciclos de quimioterapia. El descenso de
la expresidn del gen después de la quimioterapia sugiere la utilidad de este gen como marcador

tumoral de células circulantes en linfoma.

Nuestros resultados muestran el uso del gen MAGE-A3 como un marcador prondstico en
pacientes con LDCGB. Se encontré que la expresidon de este gen se asocia con mal prondstico en
estos pacientes. Nuestros datos difieren de los resultados publicados previamente por Han y cols.,
(102), quien informdé que la expresion de MAGE-A3 no se asocidé con caracteristicas clinicas o el
prondstico en pacientes con LDCGB; posiblemente se debe a que el régimen de tratamiento fue
diferente y a que la deteccién en nuestro estudio fue realizado en el tejido tumoral al diagndstico
de la enfermedad; mientras que en el estudio de Han y cols.,(102) se realizd en sangre periférica,

sin embargo, la frecuencia en la expresidén de este gen es similar.

En nuestro estudio, se observd una correlacién significativa entre la expresion de mRNA de
MAGE-A3 y las etapas avanzadas de la enfermedad, los niveles séricos de LDH, el IPI, la respuesta
al tratamiento y la sobrevida global. En los andlisis previos de un niumero relativamente pequeio
de pacientes con esta enfermedad, una variedad de caracteristicas clinicas se asociaron
consistentemente con el estadio-enfermedad y el resultado: la concentracién sérica de LDH, el
numero de ganglios y sitios extranodales de la enfermedad, el tamafio del tumor, y la distincién
entre enfermedad localizada (Ann Arbor etapas | o Il) y enfermedad avanzada (estadios Ill o IV)
(102). Nuestros resultados muestran que los pacientes en estadio Ill y IV LDCGB expresan mayor
numero de transcritos del gen MAGE-A3 que los de las fases | y Il. Lo anterior corrobora lo que se
ha publicado sobre el incremento de los CTA conforme aumenta la malignidad. Hemos observado
que la expresion de MAGE-A3 se asocia con una menor sobrevida global. La cuantificacion de los
transcritos del gen MAGE-A3 puede predecir la sobrevida en el LDCGB. Existen reportes de altos
niveles de expresion de CTA que correlacionan a un peor prondstico en el mieloma multiple y en
cancer de pulmdn de células no pequefias (84,93). Los reportes parecen indicar que la funcién
bioldgica de los genes MAGE, es la inhibicidn de la apoptosis brindandole una ventaja a la célula

tumoral y de ahi su relacién con un mal prondstico en pacientes que los expresan (53,54).
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Es clara la implicacion del gen MAGE A3 en relacidon a una menor sobrevida en el caso de
LDCGB, es de gran importancia encontrar marcadores moleculares predictivos en pacientes con
esta neoplasia, tratados con CHOP y R-CHOP, las cuales son las primeras lineas terapéuticas.
Diversos estudios muestran que aun no existe algin marcador molecular en esta patologia
(131,132). Se sabe que las mutaciones o deleciones de p53 en pacientes con LDCGB tienen un
impacto negativo en la sobrevida del paciente, sobre todo en los que son tratados con R-CHOP.
MYC también se ha considerado como marcador de menor sobrevida con R-CHOP en LDCGB no
clasificables. La expresion de BCL-6, se ha asociado con un prondstico favorable en pacientes
tratados con CHOP; sin embargo, al utilizar R-CHOP en los pacientes BL6 positivos se no encontré
alguna asociacion, lo mismo sucede con BCL-2 en linfomas foliculares (150,151). En nuestros
resultados MAGE A3 puede ser un marcador de menor sobrevida en pacientes tratados con CHOP,
pero no en aquellos tratados con R-CHOP (152,153). Serd interesante evaluar la relacién dela
expresion de MAGE-A3 y la respuesta al tratamiento o el prondstico en los pacientes tratados con
rituximab y CHOP, asi como la co-expresion de genes como BCL-6, p53, como un panel de

marcadores para esta enfermedad.

Otro de los genes CTA de gran valor pronostico es el gen NY-ESO1 conocido como CTAG1B
(cancer/testis antigen 1B) fue aislado en la ciudad de New York de una paciente femenina de 58
afios con carcinoma de células escamosas de esdfago se localiza en la regién cromosdmica Xq24-
Xq28, zona en donde se encuentran genes como MAGE-A, MAGE C, NY-ESO1. Este se conoce como
el antigeno con mayor inmunogenicidad, por lo ha sido utilizado en esquemas de vacunacion en
muchos tipos de cancer (154). El gen codifica para una proteina de 19 kDa con 180 aminoacidos.
La expresiéon de estos genes parece estar relacionada con la desmetilacion de las regiones
promotoras, al igual que los demdas miembros CTA; se ha identificado en tejidos normales a nivel
citoplasmatico y nuclear de las espermatogonias. Su funcidn aun no estd descrita, se sabe que en
células stem cell se ha detectado solo a nivel nuclear lo que ha sugerido su posible relacién con
promover en las células algunas caracteristicas como la inmortalidad, la auto renovacién, la

capacidad migratoria y capacidad de invasion (154).

La expresién en tejidos malignos se ha realizado por métodos como la RT-PCR y por
inmunohistoquimica y son escasos los estudios en donde se realiza la cuantificaciéon o bien la
secuenciacién del gen amplificado. Las frecuencias reportadas varian segun el tipo de cancer; en

cancer de pulmoén de células no pequeiias (63-67), melanoma (70-72) prdéstata (155 ), carcinoma
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hepatocelular (134) y carcinoma de células escamosas de eséfago (156), gastrico (157), la
expresion se encuentra entre un 25% a 45%; en CA mama(85) y vejiga (158), de un 10% a un 35%;

en el caso de ovario (82) y colon (80) las frecuencias son menores al 15%.

En el caso de canceres hematolégicos se ha descrito que en mielomas su frecuencia es
mayor del 50%; el caso contrario se describe en leucemias; Lim y cols. (159) analizan muestras de
LAM, LAL, LMC y Mieloma Multiple y no detecta expresién de NY-ESO1. Niemeyer y cols. (160); no
detecta expresidon en LAM, solo en un 15% en el caso de LAL. Adams, 2002 (143) analiza muestras
de LMC en fase crdnica, blastica y acelerada sin encontrar expresion de este gen, encuentra solo
un 4% en LAM. En el caso de los linfomas los reportes son escasos. Inaoka y cols (145) en linfomas
de Hodgkin analizando 38 pacientes con ausencia de expresiéon del gen NY-ESO1 por
inmunohistoquimica. Por otra parte, Nishikawa y cols, (161) demostraron expresién del gen NY-
ESO 1 en el 61% en linfoma/leucemia de células T adulto. Se ha demostrado que existe correlacion
entre la expresion de los genes NY-ESO1 y el grado de metastasis en el carcinoma de células

escamosas (162).

La relacion entre la expresion del gen y el grado del tumor en diversos canceres no es
clara; en el caso de urotelial, existe una clara asociacién entre la expresién de mRNA y de grado
de tumor, ya que existe un aumento progresivo del 2% en tumores de grado 1; al 44% en tumores
grado 4 (162). En cambio en cancer de prostata se observo una relaciéon de NY-ESO1 (detectado
con IHQ) con PSA (Antigeno especifico prostatico) pero no con el Score de Gleason que es usado
para la estatificacion del tumor e incluyendo invasividad y poder metastasico (155). Su utilidad
como marcador prondstico se ha observado en canceres como melanoma (163), mieloma (164)
cancer de pulmodn de células no pequenas (165,166); en linfoma no existen datos sobre su relacidn
pronostica. Nuestros resultados confirman que la expresién del gen NY-ESO1 se asocia con el
estadio avanzado de la enfermedad, niveles de LDH, IPI y la respuesta al tratamiento. En LDCGB no
existe ningun reporte en la literatura internacional que asocie la expresién de NY-ESO1 con los

parametros clinicos.

Los niveles de expresion del gen NY-ESO1 fueron evaluados por medio de qRT-PCR, los
resultados demuestran un mayor nimero de transcritos en los estadios Ill y IV en los pacientes
con LDGBC que en los estadios | y Il, p= 0.007. Dyrskjot y cols (158) relaciona los niveles de

expresion por medio de gRT-PCR con sobrevida libre de progresién p= 0.040 en carcinoma
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urotelial y es el Unico trabajo que miden niveles de expresion NY-ESO1. Nosotros observamos que
la expresion del gen NY-ESO1 estd asociado con una menor sobrevida, (p=0.002). Por lo que la
expresién del gen NY-ESO1 en los pacientes con LDCGB es de gran relevancia ya que podria ser un

marcador molecular con valor prondstico.

Los reportes sobre la coexpresidon son limitados, se conoce que los genes que se expresan
asociados son MAGE-A (A3, A4, C1) NY-ESO1 y GAGE en un 40 al 60% de diversos cdnceres;
ademads se sabe que pacientes que coexpresan estos genes presentan un mal prondstico y
sobrevida corta la mayor parte de estos estudios se ha realizado a nivel de proteina por medio de
inmunohistoquimica (162-164). En el analisis de sobrevida encontramos que los genes fueron
MAGE A3, MAGE A4, MAGE B2, GAGE y NY-ESO 1 que pudieran ser utilizados como marcadores
de mal prondstico, pues cada uno de ellos confiere una menor sobrevida. En la coexpresion se
observé que los genes MAGE A3-NY-ESO1 y NY-ESO1-MAGE A4 son los que se expresan en LDCGB
con mayor frecuencia, y que existe una relacidn entre el nimero de genes CTA que pueda expresar
un paciente con esta neoplasia y una menor sobrevida.

En mieloma multiple se ha observado que la coexpresién entre MAGE C1 y MAGE-A3
aumenta conforme los estadios clinicos (164); en el caso de NSCLC se ha observado que MAGE A3
y NY-ESO1, son marcadores de mal prondstico independientemente de las variables clinicas. (65,
165,166). En cancer colorectal expresion de NY-ESO1 puede servir como un marcador para la
metdstasis local y la enfermedad avanzada, mientras que la expresién de MAGE A4 esta
significativamente asociado con ndédulos linfaticos metastasicos (167), esta asociacion de mal
prondstico también se ha descrito en Ca de ovario (168). Cho y cols, (169) confirmaron la
interaccion de MAGE-C1 con NY-ESO1 y la localizacién citoplasmdatica de ambas proteinas en lineas
celulares de cancer de diferentes origenes, asi como en tumores primarios de mieloma multiple y

CA de pulmédn de células no pequefias.

La co-expresion de los CTA en tumores, podria sugerir que estos genes pueden ser
activados por un mecanismo comun y debido a que la activacién es por mecanismos epigenéticos,
seria importante conocer los patrones de metilacidon en los pacientes y asociarlos con los niveles
expresion de mRNA. Nuestros resultados muestran la importancia en la expresion de los CTA, ya

que pueden ser como marcadores moleculares prondstico en LDCGB.
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9. Conclusiones

Los pacientes con linfoma que expresaron los genes CTA mostraron un prondstico desfavorable

y una menor sobrevida

Existe expresion de los CTA en linfoma

La frecuencia de expresion encontrada en todas las variedades de linfoma fue del 44.9%,
para gen MAGE A3, seguido de NY-ESO1 con un 33.3%. Los genes GAGE, BAGE y
MAGE C1 tuvieron frecuencias menores a 20% (15.9%, 13.0% y 7.2%).

En el LDCGB, los genes de mayor expresion fueron NY-ESO1 y MAGEA3 con 46.4% vy
39.2% respectivamente.

Los niveles de expresién de mRNA de los genes NY-ESO1 y MAGEA3 correlacionan con el
estadio clinico de la enfermedad en LDCGB.

En LDCGB se determino una relacion directa entre los niveles de la proteina MAGE A3 y el
estadio clinico.

Existe una asociacion entre los genes NY-ESO1 y MAGEA3 estadisticamente significativa y
entre el IPI, estadio clinicoy LDH en LDCGB.

Los genes NY-ESO1 y MAGEA3 estan relacionados con una menor sobrevida en los
pacientes con LDCGB tratados con CHOP.

Existe coexpresion de los CTA en linfoma, donde predominan NY-ESO1 -MAGE A3y NY-
ESO1- MAGE AA4.

La coexpresion de los CTA esta asociada a una menor sobrevida del paciente con LDCGB
tratados con CHOP

Los genes CTA pueden ser utilizados como marcadores clinico-prondstico en pacientes con
LDCGB tratados con CHOP.
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10. Perspectivas

e Evaluar la asociacién clinico-prondstico de los CTA en las diferentes variedades
histoldgicas.

e Conocer los patrones de metilaciéon de los CTA en las diversas variedades histoldgicas y
asociarlos con parametros clinicos y sobrevida.

e Conocer si existe asociacién de otros genes como BCL-6, BLC-2 vy los CTA y su impacto
clinico.

e Realizar un seguimiento clinico de la expresion de los CTA en células circulantes de
linfoma y valorar su uso como marcador de enfermedad minima residual.

e Asociar el valor prondstico de los CTA en pacientes tratados con R-CHOP.
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Secuencias de primers

MAGE A3-F TGGAGGACCAGAGGCCCCC

MAGE A3-R GGACGATTATCAGGAGGCCTGC

MAGE A4-F GCGAGCTGCTCTGTCTGAC
MAGE A4-R AAGGACTCTGCGTCAGGC
MAGE C1-F GACGAGGATCGTCTCAGGTCAGC
MAGE CI-R ACATCCTCACCCTCAGGAGGG
MAGE B2-F CTGACTTCCGCTTTGAGGC
MAGE B2-R GCACCCCCAGAAACAGAAGAGG
GAGE2-F TATGCGGCCCGAGCAGTT
GAGE2-R GGAGCCGTAGTCCTCGTAG
BAGE4-F TGGCTCGTCTCACTCTGG
BAGE4-R AGGACAACTCGACGACAGA
LAGE 1-F CTGCGCAGGATGGAAGGTGCCCC
LAGE 1-R GCGCCTCTGCCCTGAGGGAGC
NY-ESO1-F CCCCACCGCCTCCCGTG
NY-ESO1-R CTGGCCACTCGTGCTGGGA
B2m-F CCTCCATGATGCTGCTTACATGTC**

B2m-R ATGTCTCGCTCCGTGGCCTTAGCT**

Andrade VC y cols. Cancer Immunity 2008, (1); 8:2

**Martinez A y cols. Leukemia Research 2007 (31):33-37
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Anexo

Electroferograma de los CTA

Apphed MAGEA4_AF_GO7_AC_2NOV10_C_86_2010-12-02.ab1 K812 KBbep
Blosystems keapAd_AF_ KB_3730_POP7_BDTv3.mob
Signal: G:213 A149 110 C:171 AvgSig: 160 CH51 W-GT Plate Name:AS0491VX TS:52 CRL385 QV20+:379

e _BRRRRRR R RRRRRREa R RR R RN nnnnnnnniinnl
AAGACT GCCTGTGGGTCCCCAT TGCCCAGCTTTTGCCTGCACTCTTGCCTGCT

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 900 950

TR el R R R i RN e e nnnnnnn
CCCTGACCAGAGTCATCATGTCTTCTGAGCAGAAGAGTCAGCACTGCAAGCCTGAGGAAGGCGT TGAGGCCCAAGAAGAGGCCC

|8 9 e 100 15 10 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165
) Apphed MAGE_C1A_MAGE_F_C1_A09_MIXTA_19FEB1...10-02-19.ab1 KB1.2 KBbep
Blosystems MAGE_C1A_MAGE_F_C1 KB_3730_POP7_BDTv3.mob

Signal: G:41 A:37 T:28 C:30 AvgSig: 34 C#79 W:AS Plate Name:A20494D4 TS:25 CRL:247 QV20+:256

sn 10 _snawnmnalon D00 0ans nuas
GAGTTNAAGACCTGGGTGTGAGGGACACA

1000

Liaaalias

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950
sapsn OnBnnnllounnune a0 UnununNn NN Nann 0NN NOR
TNCN TCCTAAAAGCACCACAGCAGAGGAGGCCCNGGCAGTGCCAGGAGTCAAGGTTCCCAGAAGACAAACCCCCTAGG AAGACA

90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 185 160 185

Apphed BAGE_TESTIS_BF_G04_AC_2NOV10_C_86_2010-12-02.ab1 KB12 KBbep

Blosystems keapBT_BF_ KB_3730_POP7_BDTv3.mob
Signal: G:221 A:153 T:71 C:103 AvgSig: 137 C#20 W:G4 Plate Name:A90491VX TS:41 CRL:145 QV20+:144

B0 o nalm wn DuaBRR DRl D au BB wuun Bl adbaua Bad iR an MR nuntalnns
GGGG ANCAGCAACTCAACGTCAGGATCCTGCAGCTGCTCAGGAGGGAGAGGAT GAGGGAG

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

1500 —
1000—
500—¢/

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950

pnl D a D wwn FRRRRR D nn R Rna RRR R R R Dl an ban D Rnnnn Il nlan 0 naa Bunl _nulallunlantnnlalanns
KATCTGCAGGTCAAGGGCCGAAGCCTGAAGCTNATAGCCAGGAACAGGGTCACCCACAGACTGNGTGTGAGT GT GAAGATGEGTCC

80 85 90 95 100 105 10 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160
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Anexo

/ Applied GAGE3_F_H09_MIXTA_24SEP09_C_55_2009-09-24.ab1 KB12 KBhep
; Blosystems GAGE3_F KB_3730_POP7_BDTv3mob
Signal: G:158 A:148 T:74 C:116 AvgSig: 124 C#:65 W:HS Plate Name:A90494XC TS:48 CRL:148 QV20+:156

o on o Doma0 DanB B0 Duud D aa RRRD Dun RRR DR RuaDua B0 anunuanlalnill
GGG ACCAGCAACTCAACGTCAGGATCCTGCAGCTGCTCAGGAGGGAGAGGAT GAGGGAGC

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

200 250 300 350 400 450 500 750 800 850 900

Tl il inl i 1 (LARRIRRLARINE]]
CAAGGGCCGAAGCCTGAAGCTNATAGCCAGGAACAGGGTCACCCACAGACTGGGTGTGAGTGTGAAGATGGTCC

95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160

Applled LAGE1_F_F08_MIXTA_24SEP09_C_55_2009-09-24.ab1 KB12 KBE
J Blosystems LAGE1_F KB_3730_POP7_BDTva.r
Signal: G:227 A:163 T:158 C:276 AvgSig: 206 C#:38 W:F6 Plate Name:AS0494XC TS:51 CRL:274 QV20+:2

Blow o Damuuna DOR R RaB RN RRRRRRR RN IR0 o BRRD R uul B 0Ly
GCTTCAN TTGCACATCACGATGCCTTTCTCGTCGCCCATGG AAGCGGAGCTGGTCCH

BB an RRRR RRRRRRR R RRRRERRRRRERRuRRRRRERRINI [RRRIRRIARRIRNRRIn]
CAGGATCCTGTCCCGGGATGCCGCACCTCTCCCCCGACCAGGGGCGGTTCTGAAGGACTTCACCGTGTCCGGCAACCTACTG

85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160

pplled NY-ESO_NR_H08_AC_2NOV10_C_86_2010-12-02.ab1 KB 1.2 KB.bcp
Blﬁsystems keapN_NR KB_3730_POP7_BDT3.mob
Signal: G:404 A:283 T:225 C:372 AvgSig: 321 C#50 W:H8 Plate Name:A90491VX TS:50 CRL:252 QV20+:251
Tan nall. TIRRRa ROR RRR R o n RRRRRRRNRR RRRDORD R O]
CTGATGGAGAGCTGCAGTTGGCGGTGGTCTGCAGCAG TCAGTCGGAT
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
2000—
1500
1000—
500—,

50 150 200 300 350 600 650 700

AERRRRRRn R R b w00 0 NNNRNN [RIIRRERIINNE]
AGTCAGTATGTTGCCGGACACAG TGAACTCCTTCAGAAGCACCCC TG GCACGGGAAGCGGTGGGGCATCCTGGGCCAGGCT

80 85 0 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155
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