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ABREVIATURAS

MO — Médula Osea.

HSC- Células Troncales Hematoyeticas.

CFU — Unidades Formadoras de Colonias.

CMP — Progenitor Mieloide Comdn.

IL — Interleucina.

EPO — Eritropoyetina.

G-CSF —Factor estimulante de Colonias de Granulocitos.

M-CSF —Factor Estimulante de Colonias de Monocitos.

GMP — Progenitor Granulocito Macréfago.

MEP — Progenitor Megacariocito Eritrocito.

CLP — Progenitor Linfoide Comun.

CFC- Célula Formadora de Colonias.

GM-CFC-Celula Formadora de Colonias Granulocit6- Macréfago.
SP- Sangre Periférica.

DNA- Acido Desoxirribonucleico.

RNA- Acido Ribonucleico.

LAL- Leucemia Aguda Linfoblastica.

LAM- Leucemia Aguda Mieloblastica.

LLC- Leucemia Linfoide Cronica.

LA- Leucemia(s) Aguda(s).

LC- Leucemia Crénica.

LGC- Leucemia Granulocitica Crénica.

CTAs- Antigenos Testiculares de Cancer

MAGE- Antigeno asociados a Melanoma.

BAGE- Antigenos de Melanoma B.

NY-ESO-Antigeno asociado a carcinoma de células escamosas de Eséfago, de New York.
CD- Grupos de Diferenciacion.

PBS- Solucion Buffer de Fosfatos.

PCR- Reaccion en Cadena de Polimerasa.

RT-PCR- Reaccién en Cadena de Polimerasa en Transcripcién Reversa.
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INTRODUCCION
1. Sistema Hematopoyético

Las células sanguineas maduras presentes en la circulacion, desempefian una gran variedad
de funciones para el organismo, asi de esta forma los eritrocitos transportan el oxigeno, las
plaquetas participan en el control de la coagulacion sanguinea, mientras que los
granulocitos, monocitos y linfocitos intervienen en la defensa inmunitaria contra los
agentes patdgenos, cumplen con su funcién y mueren, por lo que existe la necesidad de una

constante renovacion celular &2,

Cerca de 2 x 10" eritrocitos, 2 x 10" plaquetas, 7 x 10™ granulocitos y 10 x 10'° leucocitos
deben ser reemplazados cada dia para mantener las defensas del cuerpo y una oxigenacién
adecuada en el ser humano. Lo anterior compensa la pérdida diaria de las células de tal
manera que, en condiciones normales, los niveles en circulacion de eritrocitos, leucocitos y

plaquetas se mantienen constantes ¢ 2.

En la figura 1 se observa el proceso de la Hematopoyesis, que se define como la generacion
de células sanguineas en medula 6sea (MO) a partir de la célula troncal hematopoyética

(HSC). La HSC tiene tres caracteristicas principales :

1.- Capacidad de proliferacion; reconstituyen a largo plazo la MO.

2.- Multipotencialidad; generan unidades formadoras de colonias (CFU), que daran origen a
el progenitor mieloide comun (CMP), progenitor granulocito-macrofago (GMP), al
progenitor megacariocito-eritrocito (MEP), y al progenitor linfoide comun (CLP),
originando células sanguineas, mieloide, eritroide y linfoide respectivamente.

3.- Apoptosis; mecanismo de autodestruccién o muerte celular programada © 4.
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FUENTE: Tomado de aurorahealthcare.org, lifeethics.org y modificado.

Figura 1. Cascada de células hematopoyéticas. En MO las células HSC generan; unidades CFU, que
daran origen al CMP; GMP; a los MEP y al CLP. Asi las células logran su diferenciacion hacia un
linaje en la SP.

a) Homeostasis (citocinas)

En la hematopoyesis actlan varias citocinas como las interleucinas (IL-1, IL-2, IL-3, IL-5,
IL-6), eritropoyetina (EPO), factor estimulante de colonias-granulocito (G-CSF), factor
estimulante de colonias-monocito (M-CSF), etc., que controlan la diferenciacion y
proliferacion hacia células sanguineas maduras, las citocinas son sintetizadas por casi todas
las células y también participan en la homeostasis del organismo (mantiene en equilibrio

los mecanismos del organismo en forma constante), en la remodelacién 6sea y en el
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desarrollo embrionario fetal. La administracion o el bloqueo de citocinas se han convertido
en un blanco terapéutico para deficiencias inmunes, hipersensibilidad, autoinmunidad y

céncer, entre otras patologias ©.

2. Cancer

Las células en su proceso de maduracion pueden sufrir ciertas alteraciones modificando su

propio DNA dando lugar al desencadenamiento de enfermedades tales como el cancer ©.

El cancer se considera como una enfermedad genética, producto de la proliferacion
anomala de un clon celular, causado por alteraciones en oncogenes, genes supresores de
tumor y genes con microRNA. A menudo los tumores tienen clones diferentes
citogenéticamente que surgen de la transformacién inicial celular a través de una alteracién

secundaria y terciaria ©.

Los oncogenes pueden ser clasificados en seis grupos: factores de transcripcion (v-myc, v-
myb, v-fos, v-rel, v-ets-1, v-ets-2, v-erbAl, v-erbA2, etc.), reguladores de la cromaétina
(ALLlo MLL), factores de crecimiento (v-sis, int, KS3, HST, etc.), receptores del factor de
crecimiento (EGFR, v-fms, v-KIT, v-ros, MET, TRK, NE, RE,etc.), transductores de sefiales
(SRC, v-yes, v-fgr, v-fes, ABL, K-RAS, N-RAS, Dbl, Vav, v-mos, v-raf, pim-I, v-crk, etc.) y
reguladores de la apoptosis (BCL2, MDM2, etc.) ©.

a) Incidencia

El cancer es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial; se le atribuyen 7.9

millones (13%) de defunciones ).
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En las América la tasa de mortalidad por neoplasias malignas estimada es de 132.5
(100.000 hab.), con la excepcion de los accidentes y/o todas las causas combinadas de
muerte, ademas de las enfermedades cardiacas, el cancer sigue siendo una de las principales
causas de muerte, debido a las diferencias bioldgicas, asi como el grado de exposicion a
factores de riesgo hacen que algunos tipos de cancer se desarrollen de forma diferenciada
entre mujeres y hombres, presentando mayor incidencia de cancer a partir de los 40 a 70

afios en el sexo masculino y en el sexo femenino entre 19 a 39 afios @, ver la tabla 1.

Tabla 1. Principales causas de muerte en América durante el afio 2005.

Rango Causa de muerte Num. de muerte
Todas las causas 2,448,017
1 Enfermedades del corazon 652,091
2 Cancer 550,312
3 Enfermedades cerebrovasculares 143,579
4 Enfermedades respiratorias crénicas 130,933
5 Accidentes 117,809
6 Diabetes miellitus 75,119
7 Enfermedades de Alzheimer 71,599
8 Influencia & neumonia 63,001
9 Nefritis & nefrosis 43,901
10 Septicemia 34,136
11 Suicidios 32,637
12 Enfermedades del riiion cronicas 27,530
13 Hipertension 24,902
14 Enfermedades de Parkinson 19,544
15 Homicidios 18,124
Otras causas 433,800

FUENTE: American Cancer Society, 2005.

La incidencia de mortalidad por sexo en las ultimas dos décadas en los Estados Unidos para
el afio 2005 se encontré en los hombre, que el cancer de pulmon ocupa el primer lugar
(90,141 muertes al afio), seguido del cancer de préstata (28,905 muertes al afio) y en tercer

lugar el cancer de colon (26,783 muertes al afio) ©.
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En las mujeres, el orden es similar, el cancer de pulmén ocupa el primer lugar (69,079 de
muertes por afio), siendo el cancer de mama el segundo (41,116 de muertes al afio), seguido

del cancer de colon (26,224 muertes al afio) @ (Tabla 2).

Tabla 2. Mortalidad en E.U. para el afio 2005.

Diagnéstico Hombres Diagnéstico Mujeres
Cancer de prostata 28,905 Cancer de mama 41,116
Cancer de colon 26,783 Cancer de colon 26,224
Cancer de pulmon 90,141 Cancer de pulmoén 69,079
Otros sitios 290,422 Otros sitios 268,890

FUENTE: American Cancer Society, 2005.

La tasa de mortalidad ajustada por edad aumento entre los 40 y los 70 afios en ambos sexos.
En México, cerca de cada diez defunciones en el 2007 se debieron a tres causas principales:
la diabetes mellitus es la principal causa de muerte (en mujeres representa 16.2% y
hombres 11.7%), le siguen los tumores malignos (14.6% defunciones femeninas y 11.1%
masculinas) y las enfermedades isquémicas del corazon (10.7% muertes de mujeres y 11%

muertes de hombres) 019,

En el Hospital General de México O. D. (HGM) la tasa de mortalidad para el afio 2007 fue
de 4.42 por mil egresos. Dentro de las principales neoplasias, las hematoldgicas ocupan el
6,56 %. Las neoplasias de mayor frecuencia en el servicio de Hematologia reportan a la
Leucemia Aguda Linfoblastica (LAL) y la Leucemia Aguda Mielobléstica (LAM) *2.

El nimero de defunciones en el 2007 por diagnostico en pacientes femeninas se encuentra
en primer lugar en LAL, seguido de la LAM, Mieloma Multiple, Septicemia, Linfoma no

Hodgkin de células pequefias, Mielofibrosis aguda, enfermedad mieloproliferativa crénica
(12)
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En tanto que el niumero de defunciones en pacientes masculinos mostraron los siguientes
datos: en primer lugar se encuentra en LAL, en segundo lugar Linfoma no Hodgkin Mixto,
el Linfoma no Hodgkin de células grandes, seguido de LAM, después la Leucemia Linfoide
Cronica (LLC) y las lesiones en sitios contiguos de los bronquios y de pulmones, otros tipo

de enfermedades de Hodgkin y Linfoma no Hodgkin de células pequefias *? (Tabla 3).

Tabla 3. Incidencias y Defunciones para el afio 2007 por el servicio de Hematologia del HGM

DIAGNOSTICO TOTAL DIAGNOSTICO TOTAL
FEMENINOS MASCULINOS
LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA 21 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA 12
LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA 3 LINFOMA NO HODGKIN MIXTO 10
MIELOMA MULTIPLE 2 LINFOMA NO HODGKIN DE CELULAS GRANDE 5

SINDROME MIELODISPLASICO
SEPTICEMIA

LINFOMA NO HODGKIN DE CELULAS
PEQUERNAS

LINFOMA NO HODGKIN MIXTO

MIELOFIBROSIS AGUDA

ENFERMEDAD MIELOPROLIFERATIVA
CRONICA

OTROS

TOTAL

7

a1

LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

LEUCEMIA LINFOIDE CRONICA

INSUFICIENCIA RENAL TERMINAL

LESIONES DE SITIOS CONTIGUOS DE LOS BRONQUIOS

Y DE PULMON
OTROSTIPOS DE ENFERMEDADES DE HODGKIN

LINFOMA NO HODGKIN DE CELULAS PEQUERIAS

OTROSTIPOS DE LINFOMA NO HODGKIN FOLICULAR

OTROS

10

49

FUENTE: Tomado del Boletin Estadistico HGM, 2009.

3. Leucemia

Las leucemias como el cancer se caracteriza por el incremento de células mieloides y
linfoides en la medula dsea, lo que ocasiona la acumulacion excesiva de blastos que
carecen de funcion e invaden otros drganos y tejidos del cuerpo presentando insuficiencia

hematopoyética, provocando la muerte por anemia, sangrado o infecciones, entre otras >
14)
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La leucemia se caracteriza por tener una hematopoyesis inusual (Figura 2a), Ilamada
hematopoyesis leucémica; la cual se desarrolla con la HSC, originando a un progenitor de
clones leucémicos y quedando la célula en senescencia (blasto leucémico) (Figura 2b). Al
no completarse la diferenciacion celular y se causa complicaciones en la célula y en el

paciente (Figura 2c) .

CASCADA HEMATOPOYETICA ANORMAL
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FUENTE: Breton T., 2006

Figura 2. Hematopoyesis normal y leucémica. a) Hematopoyesis normal; la HSC reconstituyen a largo plazo; CMP;
MEP y CLP. b) Hematopoyesis en LA; la célula stem leucémica, da origen a un progenitor de clones leucémicos, y
este a una célula indiferenciada, blasto leucémico. c) Pacientes con diagndstico de leucemia.

Las posibles causas de la leucemia pueden ser producidas por infecciones con virus,
oncogenes que se pueden activar por la accion de algunos agentes tdxicos (benceno,
cloranfenicol, fenilbutazona, antineoplésicos del tipo de alquilantes, etc.), por dafio
cromosomico previo (Sindrome de Down, Sindrome de Bloom, anemia tipo Fanconi) y por

inmunodeficiencias, que aparentemente predispone al desarrollo posterior a la leucemia .
7
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a) Clasificacion

Las leucemias para su estudio suelen clasificarse en Aguda y Crénica. La Leucemia Aguda
(LA) es de rapido desarrollo, con una proliferacion autdnoma clonal anormal, incapacidad
para la diferenciacion y maduracion normal, interfieren con el crecimiento de los
precursores hematopoyéticos normales o lo suprimen. En la Leucemia Cronica (LC), hay
células que parecen ser maduras pero no son completamente normales, estas viven

demasiado tiempo y causan una acumulacion de ciertos tipos de glébulos blancos. .

b) Marcadores moleculares de las leucemias agudas

En la actualidad para la deteccidn y/o diagndstico de leucemias se ha recurrido al uso de los
marcadores moleculares especificos. En la LAL se ocupan los transcritos de fusion tel-amll
producto de la t(12; 21), se considera de buen prondstico este reordenamiento, el cual afecta
aproximadamente al 25% de los nifios con leucemia. De prondstico menos favorable se
consideran las alteraciones moleculares e2a-pbxl producto de la t(1;19) y myc-Igh t(8;14).
Dos alteraciones moleculares de muy mal prondstico son bcr-abl y mutaciones en el gen
mll. La primera de ellas producto de la t (9; 22) cromosoma Philadelphia, la cual se observa
en 30% de adultos y 5% nifios. Las translocaciones que abarcan el gen mll se presentan en

5% de nifios y adultos ™.

En LAM se utiliza la identificacion de proteinas de fusion PML-RAR o, AMLI-ETO vy
CBF-B-MYH11. Se han encontrado marcadores moleculares en leucemia, en diferentes
estudios, tal es el caso del analisis del marcador molecular WT1, encontrando su expresion

como de mal pronéstico en diferentes tipos de cancer y en LA @9,
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c) Tratamiento y prondstico

Antes de un tratamiento, la mayoria de los enfermos que tienen LA mueren en los 4 meses

seguidos al diagndstico.

En LAL, en mas del 90% de los pacientes en el primer ciclo de quimioterapia se controla la
enfermedad. EI 50% de los nifios no presenta recidiva después del tratamiento. Los nifios
entre 3 y 7 afios son los que tienen el mejor prondstico; en los mayores de 20 afios no es tan
bueno. Los nifios o adultos cuyos globulos blancos iniciales son inferiores a 25 000 por
microlitro de sangre tienen mejor prondstico que aquellos cuyos glébulos blancos iniciales

son mas elevados 7,

Unas semanas 0 meses después del tratamiento inicial intensivo dirigido a la destruccion de
las células leucémicas, se administra un tratamiento adicional (quimioterapia de
consolidacién) a fin de destruir cualquier célula leucémica residual, el tratamiento puede

durar de 2 a 3 anos.

El trasplante de la MO ofrece mejor oportunidad de recuperacion, pero este procedimiento
solo puede realizarse si es posible obtener la MO de una persona que tenga un tipo de tejido

compatible (HLA-compatible).

En LAM el 50% a 85% mantienen la enfermedad, el 20% a 40 % de las personas no
manifiesta ningun signo de la enfermedad después de 5 afios de tratamiento. El trasplante
de MO incrementa la probabilidad de éxito al 40% a 50 %. Las personas de mas de 50 afios
que contraen LAL después de recibir quimioterapia y radiacion como tratamiento de otras
enfermedades son las que presentan el peor prondstico, responden a menos farmacos que
otros tipos de leucemia y el tratamiento suele empeorar su estado, debido a que el
tratamiento suprime la actividad de la MO.
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Para el tratamiento de la Leucemia Promielocitica Aguda (M3) con la translocacion t (15;
17) y reordenamiento PML-RARa, se utilizan protocolos que incluyen agentes
quimioterapéuticos, como el acido retinoico (ATRA), que actla a traves de la induccion de
la diferenciacion de promielocitos y blastos a células mieloides maduras, facilitando su
apoptosis e induciendo la remision completa en un 80 al 90% de los casos en pacientes de
novo o en recaida. Sin embargo el tratamiento con ATRA cuenta con dos limitaciones: el
desarrollo de resistencias a corto plazo y el Sindrome del ATRA, en el que no se logra
erradicar el clon leucémico; razén por la cual se utiliza junto a quimioterapia. En LAM
todos los pacientes con resultados positivos al gen PML-RARa respondieron al tratamiento
con ATRA, considerandolo de buen prondstico. Por lo que han sido utiles en el diagndstico
rapido y en la deteccion de la enfermedad minima residual durante el tratamiento y

seguimiento de estos pacientes.

En los tratamientos con quimioterapia el primer paso incluye citarabina durante 7 dias y
daunorubicina durante 3 dias. En ambos casos, se prescriben farmacos adicionales como
vincristina y prednisona. Entre otros tratamientos empleados esta la radioterapia, el

transplante de MO, la leucoferesis y la esplenectomia entre otros ®©.

d) Inmunoterapia con antigenos

La continua busqueda de tratamientos convencionales de las enfermedades neoplésicas
junto con el conocimiento sobre el sistema inmunitario ha sido llevada en los ultimos afios
al desarrollo de la inmunoterapia, pretendiendo activarlo e inducirlo a una respuesta
especifica contra los antigenos tumorales. Los antigenos especificos de tumor se expresan
en la membrana celular, tal es el caso los genes de la familia MAGE que se expresan en las
células tumorales. También se han realizado protocolos de vacunacion empleando células
dendriticas pulsadas con péptidos MAGE y una vez en su etapa de maduracion son
introducidas al paciente para activar a los linfocitos T ®).
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4. Antigenos testiculares de cancer
a) Definicion

Los antigenos de tumor se les puede nombrar dependiendo del lugar de expresion, tal es el
caso de los Antigenos Testiculares de Cancer (CTAs por sus siglas en ingles cancer/testis
antigens) cuya expresion se da en células testiculares. Estos genes no son expresados en

tejido normal, excepto en testiculo y en la placenta.

b) Clasificacion de los CTAs

Los CTAs comprenden cerca de 44 distintas familias y 89 miembros son expresados solo

en células de lineas germinales de testiculo en adulto y en diferentes tipos de cancer %,

Los CTAs se localizan en el cromosoma X como se muestran en la Figura 3, cuyos genes
pueden ser agrupados en familias de miembros homdlogos (ej. MAGE, BAGE, GAGE vy
LAGE), los cuales se expresan en la espermatogonia y espermatocito primario, donde un
pequefio numero de CTAs puede ser identificado en el estado de diferenciacion de la

espermatogenesis 7.

¢) Familia MAGE

i. Definicién

Los genes de la familia MAGE llevan este nombre porgue son antigenos que se asocian a

Melanoma, pertenecen a la familia de los CTAs @Y.

11
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ii. Clasificacién

La familia MAGE estad compuesta de 19 miembros, localizados en el cromosoma X. Los 19
genes MAGE son divididos en cuatro subfamilias (A a D), en la ubicacién cromosomica y
tiene similaridad en la codificacion de proteinas. La subfamilia MAGE-A comprende 12
genes donde son fuertemente agrupados dentro de 3.5 Mb en el cromosoma Xg28. Cuatro
genes MAGE-B son localizados en Xp21.3 y un gen MAGE-C1 es localizado en Xq26-27
(Figura 3). Varios genes MAGE-A, dos genes MAGE-B, y el gen MAGE-C1 son expresados
y codificados en proteinas en una gran proporcion de tumores de varios tipos de tejidos
histolégicos “2.

Cromosoma X
) -
=y M) yacestass
P n3: Figura 3. Localizacion de los CTAs en el
NS ) GAGE cromosoma X. MAGE-A3 y MAGE-A4 (Xq28),
yis l MAGEDTYD2 | \1AGE.B2 (Xp213) y MAGE-CI (Xq26-27);
5 GAGE (Xpl1l.2-11.4); LAGE-1 y NY-ESO-1
. (Xq28). Tomado de Lucas S, 2000 y
« 2 = modificado.
Eas
T | meEaeG
w | MAGEATaAT2
; LAGE
NYE50

iii. Estructura a nivel genético del mensajero y de la proteina, de los CTAs.

Los genes MAGE son activados y la proteina correspondiente es expresada. La activacion
del gen MAGE se relaciona con la desmetilacion del promotor. Los promotores del gen
MAGE-AL contienen varias secuencias cis-reguladoras, localizadas del nucle6tido -792 a
+45. Los dominios B y B’ son criticos para la expresion del gen MAGE. Cada dominio
contiene sitios unidos a los factores de transcripcion Ets, incluyendo a los sitios CpG,
donde estos CpG son metilados, los factores de transcripcion Ets pueden ser unidos a los
dominios B y B’ @)(Figura 4).
12
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La mayoria de las proteinas MAGE tienen una longitud de 309 a 319 aminoacidos. Estas
proteinas son desprovistas de sefial de secuencia, contienen un dominio potencial
transmembranal y puede funcionar solamente en asociacion con el dominio transmembranal
de otra proteina. Los miembros de la familia MAGE (A1-A4) interactlan con las proteinas
nucleares SKIP e histona deacetilasa 1, para inhibir la activacion transcripcion mediada por
Notch-1C @),

Promotor
-792 -55 42 +1 +42
B B’

5

—

Regién ETS

Region ETS

Sitios CpG

Region B'B

Figura 4. Expresidon de MAGE, en las Secuencia cis-reguladoras. Localizacion de los nucleétidos -792 a +42,
los dominios B y B’, con sitios unidos a los factores de transcripcion Ets. Tomado de Xiao J 2004.

Los antigenos de melanoma B (BAGE) son una familia de genes y genes truncados
localizados en las regiones en la heterocromatina en varios cromosomas humanos. En el
loci del gen BAGE son hipermetilado en tejido normal e hipometilados en un 98% en

canceres humanos @,

iv. Deteccién de CTAs en Cancer.

Los CTAs se expresan en melanomas, mieloma en células escamosas de esofago en
carcinomas ®, mieloma @ en carcinoma de cabeza y cuello ®®, en células de carcinoma

13



“Analisis de la expresion de los genes MAGE A3, A4, B2, C1; BAGE-1;
GAGE; LAGE-1y NY-ESO-1 en pacientes con Leucemia Aguda”

de pulmén @, también se expresa en carcinoma de vejiga %, carcinoma gastrico G %239,

de ovario ©¥ carcinoma de endometrio ©®, cancer mamario ©®

seminomas,
neuroblastomas, carcinoma hepatocelular, carcinoma colorectal ¢* 3", osteosarcoma ©® y

se expresa a nivel de RNAm en una proporcién de leucemias humanas ©9.

v. Funcion

Los CTAs juegan un papel biolégico importante durante la embriogénesis y en la apoptosis
principalmente. Sin embargo, la funcion de los CTAs es poco conocida. EI gen MAGE-b4
de ratén, altamente homdlogo con el gen MAGE-B en humano, en un estudio se encontrd
que la proteina MAGE-b4 se localiza en el citoplasma de la célula y no en el ndcleo. Se
encontrd la expresion del gen MAGE-b4 en testiculo y en células germinales (gonocitos), en
continua proliferacion en estadio GO/G1, diferenciandose en células de los cordones
espermaticos, después los gonocitos se diferenciaron a espermatogonias, que a su vez
durante la adolescencia las células de espermas se diferencian en la meiosis. Esto es
razonable por los genes MAGE del subgrupo I, que juega un rol importante en la
embriogénesis y son desactivados por el mecanismo genético de metilacion. En el caso de
las formaciones de tumor, estos genes son reactivados y las proteinas pueden ser

reconocidas por el sistema inmune .

El gen NY-ESO (también CTA), es probablemente el miembro mas inmunogénico del
grupo y también capaz de inducir respuesta humoral en los linfocitos T citotoxicos y células
T CD4". Recientemente se determin6 una alta homologia con LAGE-1 y este es reportado
como inductor en la regulacion especifica CD25/CD4" en tumores de melanoma por
linfocitos infiltrados. NY-ESO-1 se expresa >60 % de mal pronostico en diagnosticos de

mieloma. “9.
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vi. Importancia clinica

La busqueda de antigenos especificos de tumor es una de las mayores lineas de
investigacion en cancer, tal es el caso del cancer de colon, vejiga y ovario, analizando a los

CTAs Yy a las células T CD8" obteniendo alta significancia en prondsticos positivos 3.

Para mejorar el prondstico en carcinoma de pulmon, se han realizado anélisis de los CTAS
MAGE-A4 y NY-ESO-1, encontrando una correlaciéon inversa entre MAGE-A4 y en la
sobrevida del paciente, combinada con la infiltracion de células T CD4" y CD8"

predisponiendo a una mejor sobrevida “°.

Experiencia de pacientes que son sometidos a transplante alogénico de células troncales,
especialmente transplantes no mieloablativos, sugieren que las células tumorales son
susceptibles a efectos de los linfocitos T citotdxicos, por lo tanto proporciona antigenos
blanco en el marco clinico. Siendo los CTAs moléculas apropiadas para vacunas en
enfermedades hematoldgicas, por su alta inmunogenicidad in vivo y la falta de expresién de
los CTAs en tejido normal hace que pueda ser usada para reconocer enfermedades malignas
y recaidas o para monitorear la respuesta al tratamiento y/o determinar la progresion de la
enfermedad, relacionada como mal prondstico en cancer. También puede sinergizarse con
la quimioterapia, con la probabilidad de ser menos téxicos

y mas especificos que la quimioterapia e inducir memoria inmune que pueden prevenir

recaidas de la enfermedad % 4349,
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JUSTIFICACION

Dentro de las principales causas de muerte, la leucemia ocupa el séptimo lugar y de las
neoplasias hematoldgicas, la Leucemia Aguda tiene mayor incidencia. En la actualidad en
muchos casos de pacientes con padecimientos hematoldgicos, existe una limitada eficacia
de las estrategias terapéuticas convencionales (quimioterapia, radioterapia, etc.), ademas de
una toxicidad para el paciente asi como un bajo porcentaje de remision completa en
adultos. Esto ha provocado la bldsqueda de tratamientos alternativos. Tal es el caso de la
inmunoterapia adoptiva, que consiste en la manipulacién, activacion o estimulacion del
sistema inmune para lograr una repuesta inmunoldgica contra las células neoplasias. Se
sabe que los CTAs se expresan en canceres solidos, a nivel de mensajero y de proteina,
pero en padecimientos hematolégicos han sido poco explorado. Por lo que nos lleva a la
siguiente pregunta de investigacion, ¢Los genes MAGE-A3, A4, B2 y C1; BAGE-1; GAGE;
LAGE-1y NY-ESO-1 se expresan en Leucemia Aguda?
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HIPOTESIS
Se espera que los genes MAGE-A3, A4, B2 y C1; BAGE-1; GAGE; LAGE-1 y NY-ESO-1 se

expresen en las células de los pacientes con Leucemia Aguda.

OBJETIVOS

General:

¢ Analizar la expresion a nivel de mRNA de los genes MAGE-A3, A4, B2 y C1;
BAGE-1; GAGE; LAGE-1 y NY-ESO-1 en pacientes con leucemia aguda.

Particulares:

¢ Estudiar la expresion de MAGE-A3 para ampliar el estudio previo de Martinez A.
2003.

¢ Determinar la expresion a nivel de mRNA de los genes MAGE-A4, B2 y C1; BAGE-
1; GAGE; LAGE-1 y NY-ESO-1 en células de pacientes con leucemias agudas.

¢ Conocer la frecuencia de expresion de los CTAs a nivel de mRNA en pacientes con

leucemias agudas.

¢ Conocer la frecuencia de los CTAs segun el tipo de la leucemia aguda mieloblastica

y linfoblastica.

¢ Determinar si existe correlacion entre la expresion de los genes CTAs de mayor
frecuencia y la sobrevida del paciente.

17
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METODOLOGIA

1. Disefio experimental

El presente trabajo tiene un disefio transversal, experimental y prospectivo. Los datos se
analizan por Chi-cuadrada y porcentaje de frecuencia, mediante el paquete estadistico
SPSS.

Tamafio de muestra

Se incluyeron en el estudio 71 pacientes con diagnostico de Leucemias Agudas sin
tratamiento de (Novo), del servicio de Hematologia del Hospital General de México

durante los meses de marzo del 2009 a enero del 2010.

Criterios de Inclusion

Pacientes con diagnostico de Leucemia Aguda Linfoblastica y Mieloblastica, sin
tratamiento, hombres o mujeres, mayores de 18 afios, a quienes se les realizd toma de

muestra de medula dsea, con hoja de conocimiento aprobado del servicio de Hematologia.

Criterios de exclusién

Pacientes sin diagnostico de Leucemia Aguda, subsecuentes, menores de 18 afios y sin hoja

de conocimiento aprobado.

18



“Analisis de la expresion de los genes MAGE A3, A4, B2, C1; BAGE-1;
GAGE; LAGE-1y NY-ESO-1 en pacientes con Leucemia Aguda”

2. Cultivo de lineas celulares

Para este trabajo ademas de tener como control positivo al tejido testicular, se determind

nuestro control positivo en enfermedades Hematolodgicas, utilizando las siguientes lineas

celulares indicadas en la Tabla 4.

Tabla 4. Lineas celulares de enfermedades hematologicas.

Linea celular

DX del paciente

HL-60

LAM M3

REH

LAL, indiferenciada, no T no B

MOLT-4

LAL, linfoblasto T

Jurkat

LAL, linfocito T

K562

LGC, eritroleucemia

U-937

Linfoma no Hodgkin

Raji

Linfoma de Burkitt (B), etnicidad negra

Ramos

Linfoma de Burkitt (B), etnicidad caucésica

Reportado por el ATCC.

Todas las lineas fueron obtenidas del banco de lineas celulares del Laboratorio de Biologia

Molecular de Hematologia (U-204 del HGM). Se cultivaron en condiciones estériles con
medio RPMI-1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (Gibco BRL, Grand Island, NY), L-glutamina 2uM, piruvato de sodio 1mM

(Hyclone Laboratorios, Logan, UT), adicionando 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL

estreptomocina y 2-mercaptoetanol 50 uM (Gibco BRL, Grand Island, NY) y se

mantuvieron en incubacion a temperatura de 37 °C y a una atmosfera de 5% de CO,.

Manteniendo una densidad entre 1 x 10° y 1 x 10° de células viables por mililitro,

cultivadas cada 48 horas.
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3. Aislamiento de células mononucleares de controles negativos y pacientes.

Se colectaron muestras de SP (sangre periférica) de donadores normales y MO de pacientes
con LA, usando una jeringa previamente heparinizada o con EDTA para evitar la
coagulacién de la sangre. La muestras obtenidas, se diluyeron con PBS 1X en una porcion de
1:1 homogenizado por inversion, después se pipeted cuidadosamente sobre un tercio del
volumen total de la sangre en Ficoll-Hystopaque (Lymphoprep, Nycomed Pharma) a una
densidad de 1.077 g/mL, evitando que la sangre y el Ficoll de separacion se mezclen.
Posteriormente se centrifugd a 1500 rpm por 30 minutos a 4°C, pasado el tiempo se
observaron las interfaces de sangre, Ficoll, células mononucleadas y plasma; se recogid la
fraccién mononuclear y se diluyd con PBS 1X para ser lavada y centrifugada a 2500rpm por
10 minutos a 4°C; se decant6 o aspird el sobrenadante (rico en plaquetas) y finalmente se
resuspendio el pellet (rico en células mononucleadas) en PBS 1X, almacenando las muestras a

-80°C hasta su uso.

4. Extraccién de RNA

Para la extraccion del RNA de las células mononucleadas de donadores sanos asi como de
las lineas celulares (K562, MOLT-4, HL-60, Jurkat, Reh, Raji, U-937 y Ramos) se usaron
los reactivos de Trizol, cloroformo y alcohol isoamilico. Se agregaron 1000 pL de agente
Trizol (Invitrogen, Life Technologies Carlsbad, CA) directamente en el microtubo y se
incubd el homogenizado por 5 minutos a temperatura ambiente. Después se agregaron 200
puL de cloroformo por cada mL de Trizol, se agitd6 vigorosamente por 15 segundos y se
incubé de 2 a 3 minutos. Después se centrifugd a 12,000 rpm por 15 minutos en una
centrifuga (Hettich universal 32 R) a 4°C. Después de centrifugar se observaron tres fases:
la parte inferior (Trizol), la intermedia (DNA vy proteinas) y la superior (RNA). Se colect6

la Gltima fase y se agregaron 500 pL de isopropanol por cada mL de Trizol, para precipitar
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el RNA mezclandose ligeramente y se dejo incubando toda la noche. Luego se centrifugé a
12,000 rpm por 15 minutos a 4°C. Se decantd el sobrenadante y entonces se agregaron

500 pL de etanol al 75 %, se agit6 y se centrifugé a 6,500 rpm durante 6 minutos a 4°C. Se
dejo secar ligeramente a temperatura ambiente por 5 0 10 minutos. Finalmente se disolvid
el RNA en agua ultrapura libre de DNAsas y RNAsa (Gibco USA) de 10 a 40 pL. Para
linearizar el RNA se incub6 a 70°C por 10 minutos. Se cuantifico y se determino su pureza.

Las muestras de RNA se almacenaron a -80°C.

En las células de pacientes con leucemia, se extrajo el RNA por medio de la técnica de
Chomczynski®®. Agregando 500 pl de solucion D (tiocianato de guanidina 4M, citrato de
sodio 25 mM, sarcosyl al 0.5% y 2-mercaptoetanol 0.1 M), mezclando con vortex hasta
homogenizar por periodos cortos no mas de 30 segundos cada uno. Después se adicionaron
100 pL de acetato de sodio 2M, pH 4, directamente en el microtubo, se agitd
vigorosamente 5 segundos dos veces. Luego se agregaron 500 pL de fenol saturado
homogenizado por inversion, posteriormente se adicionaron 100 pL. de una mezcla de
cloroformo: alcohol isoamilico (49:1, v/v) y se agitd vigorosamente hasta homogenizar por
completo. Se dejo incubar a 4°C durante 15 minutos. Después se centrifugé a 12,000 rpm
por 15 minutos a 4°C. Posteriormente se observaron tres fases: la parte inferior (acetato de
sodio y fenol saturado), la intermedia (DNA y proteinas) y la superior (RNA). Se colect6 la
ultima fase y se agregaron 1000 pL de etanol absoluto (99.9%) frio para precipitar el RNA
mezclandose ligeramente por inversién y se coloco a -20°C incubando toda la noche. Luego
se centrifugd a 12,000 rpm por 15 minutos a temperatura de 4°C, se decantd el
sobrenadante y se lavo el precipitado agregando 500 pL de etanol al 75 %, se agito y se
centrifugo a 6,500 rpm durante 6 minutos a 4°C. Se dejé secar ligeramente a temperatura
ambiente por 5 0 10 minutos. Finalmente, se disolvio el RNA en agua inyentable de 10 a 40
uL. Para linearizar el RNA se incubd a 70°C por 10 minutos. Se cuantificd y se determino

su pureza. Las muestras de RNA se almacenaron a -80°C.
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Para la extraccion de RNA de tejido de biopsias de testiculo utilizado como control
positivo, las cuales fueron colectadas del servicio de Urologia (U-105A del HGM), se
colocaron en una solucion de PBS 1X, posteriormente se transfirié a uno tubo falcon de 50
mL con 1 mL de Trizol (Invitrogen, Life Technologies Carlsbad, CA) por cada 50 a 100 mg
de tejido y fueron disgregadas con ayuda del politron (POLYTRON dispersing and mixing,
Technology kinematica, Switzerland), manteniendo las muestras en hielo. Luego se
transfirio a un microtubo y se incub6 a temperatura ambiente por 10 minutos. Después se
agregaron 200 pL de cloroformo por cada mL de Trizol, se agito vigorosamente por 15
segundos y se incubo de 2 a 3 minutos. Después se centrifugd a 12,000 rpm por 15 minutos
en una centrifuga (Hettich universal 32 R) a 4°C (con la finalidad de eliminar el exceso de
grasa, proteinas y otro material extracelular). Se colect6 la Gltima fase (de cloroformo) en
un tubo limpio y se agregaron 1000 pL de etanol absoluto (99.9%) para precipitar el RNA
mezclandose ligeramente y se dejo incubando toda la noche. Después se centrifugd a
12,000 rpm por 15 minutos a temperatura de 4°C, se decant6 el sobrenadante, el pellet se
lavé con500uL de etanol al 75%, se agito y se centrifugd a 6,500 rpm durante 6 minutos a
4°C. Se resuspendié y alined a 70°C por 10 minutos. Se cuantificd, se determind su pureza,

y las muestras de RNA se almacenaron a -80°C.

5. Cuantificacion de RNA.

Posteriormente se cuantifico la cantidad de RNA total por espectrofotometria mediante la
lectura de su absorbancia en un Espectrofotometro (JENWAY 6105) con luz UV vy se leyd
la absorbancia a longitud de onda de 260 y 280 nm, respectivamente, después se calculé la
concentracion (ug/ul de RNA=As X Factor de dilucién x 0.04) y se calculo la pureza

comparando la relacion entre las absorbancias (Azso2s0) del RNA.

22



“Analisis de la expresion de los genes MAGE A3, A4, B2, C1; BAGE-1;
GAGE; LAGE-1y NY-ESO-1 en pacientes con Leucemia Aguda”

6. Electroforesis en gel de agarosa

Para el analisis de la calidad del RNA se corrobord por electroforesis de gel al 1% de
agarosa (GIBCO, BRL) y para el andlisis de productos de PCR se utilizd una concentracion
al 2% de agarosa, tefiido el gel con 0.5 pg/mL de bromuro de etidio (Sigma-Aldrich). Se
utilizé como solucion amortiguadora TAE 1X pH 7.6 (Tris-HCI 40 mM, acido acético y
Na,EDTA 2 mM). Se colocaron en los pozos del gel 2 ug de muestra de RNA y 2 pl de
colorante (Loading Buffer al 1%), efectuando la electroforesis en una cémara
(Electroforetic gel system, VWR) por 35 minutos a 60 volts. Para los productos de PCR se
colocaron 10 pl en el pozo del gel, utilizando 60 volts por 45 minutos. El gel fue
visualizado por transiluminador (Foto/UV21, Fotodyne) y se tom¢ fotografia con camara
Fotodyne 1060 y pelicula polaroid.

7. Sintesis de cDNA (Reverso Transcripcion)

Se utilizaron 5 pg/ul de RNA para la reaccion, se efectud en un volumen final de 20 pl. El
RNA se mezcld con 0.8 ul (0.5 pg/ul) de oligo (dT);5 (PROMEGA, Madison WI, USA),
luego se incubd a 70°C por 10 minutos y se puso en hielo. Se adicionaron 5 pul, de Buffer
5X (50 mM Tris-HCI, 75 mM KCL, 3 mM MgCl; 10 mM DTT) (PROMEGA, Madison
WI, USA), 3 uL de dNTPs 10 uM (INVITROGEN, Canada) y el volumen correspondiente
H.,O inyectable y se incubd a 37°C por 2 minutos, posteriormente se adicioné 1 pl de M-
MLV RT (200 U/ul) (PROMEGA, Madison WI, USA) y se incub6 37°C por 50 minutos.

Se inactivo la enzima incubando a 70°C por 15 minutos.
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8. Amplificacion de CTAs por PCR.

Los primers fueron utilizados para la deteccion de los genes MAGE-A3, B2 y f2-
microglobulina por Martinez A. y cols. en el 2006 y los genes MAGE-A4, MAGE-C1,
BAGE-1, GAGE, LAGE-1 y NY-ESO-1 fueron previamente utilizados por Andrade V. y
cols. en el 2008. La secuencia de cada primer, el tamafio del producto y el exon, se

muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Primers para amplificar los genes de CTAs y el control del gen constitutivo.

Tamafio de T° de
Gen Secuencia de primer producto (pb) Ex6n | amplificacion

MAGE-A3 5’-TGGAGGACCAGAGGCCCCC-3’(F) 725 2y3 67
5’-GGACGATTATCAGGAGGCCTGC-3’(R)

MAGE-A4 5’-GAGCTGCTCTGTCTGAC-3’(F) 523 5y6 64
5’-AAGGACTCTGCGTCAGGC-3’(R)

MAGE-B2 5’-CTGACTTCCGCTTTGAGGC-3’(F) 230 3y4 67
5’-GCACCCCCAGAAACAGAAGAGGAACA-3’(R)

MAGE-C1 5’-GACGAGGATCGTCTCAGGTCAGC-3’(F) 632 ly4 67
5’-CCTGCCCATCAGGACCATC-3’(R)

BAGE-1 5’-TGGCTCGTCTCACTCTGG-3’(F) 275 6 58
5’-TCCTGTTGAGCTGCCGTCT-3’(R)

GAGE 5’-TATGCGGCCCGAGCAGTT-3’(F) 209 ly4 64
5’-CCTGCCCATCAGGACCATC-3’(R)

NY-ESO-1 5’-CCCCACCGCTTCCCGTC-3°(F) 275 1y3 67
5’-CTGGCCACTCGTGCTGGGA-3’(R)

LAGE-1 5’-CTCCCCACCATCCAACCTCCCCC-3’(F) 332/561 2c 69
5’-GCGCCTCTGCCCTGAGGGAGC-3’(R)

B2-microglobulina 5’-CCTCCATGATGCTGCTTACATGTC-3’(F) 394 2y3 55
5’-ATGTCTCGCTCCGTGGCCTTAGCT-3’(R)

En la amplificacion se usé el 7% de reaccion de la primera hebra (0.35 pg/ 0.7 ul de la
reaccion de cDNA) para la PCR. Adicionando los siguientes reactivos en un microtubo, en

un volumen de reaccion final de 10 ul, como se muestra en la tabla 6.
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Tabla 6. Reactivos para PCR.

Componente Volumen Concentracion
Flexi Buffer Green GoTaq (Tris-HCI 2.5 mM, NaCl 62.5 mM) 2.5ul 1X
(PROMEGA, Madison WI, USA)
MgCl, (PROMEGA, Madison WI, USA) 0.7 ul 1.75 yM
dNTP Mix(INVITROGEN, Canada) 0.7 pl 0.7 uM
primer 5’ (INVITROGEN, Canada) 0.7 ul 0.7 uM
primer 3’ (INVITROGEN, Canada) 0.7 pl 0.7 tM
cDNA 0.7 ul 0.35ug
Taqg Flexi DNA polimerasa (PROMEGA, Madison WI, USA) 0.1l 05U
H.O inyectable 39ul

Para la reaccion se usé el termociclador (Axigen Maxigene), programado a diferentes

temperaturas durante tiempos determinados, indicados en la tabla 7.

Tabla 7. Ciclos de RT-PCR.

Desnaturalizacion, 94°C, 2 minuto 1 ciclo
94°C, 45 segundos

Tm de c/gen, 45 segundos 30 ciclos
72°C, 1 minuto

Elongacion, 72°C, 10 minutos 1 ciclo

Tm=temperatura de amplificacion.

9. Secuenciacion de los CTAs.

Se realizd la amplificacién de los genes por RT-PCR de las muestras con controles
positivos. Posteriormente se efectud la electroforesis en gel de agarosa (GIBCO, BRL) con
bajo punto de fusion al 2%. Después se colectaron los amplificados en microtubos, para ser
purificados y secuenciados con el kit (ABI Prism Dye Terminator Cycle secuencing). La

secuencia fue alineada en el programa BLAST del Gene-Bank.
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RESULTADOS
1. Andlisis de la expresion de los CTAs en individuos sanos.

Con la finalidad de corroborar la ausencia de la expresion de los CTAs en tejido normal, se
obtuvieron células mononucleadas de SP de 8 individuos sanos, se les aislé el RNA vy se
realizd electroforesis en gel de agarosa al 1%. En la figura 5 se observan las bandas del
RNA ribosomal 28S y 18S, lo que nos permitid corroborar la calidad de la muestra (figura
5a), después se sintetizd cDNA, se realizd6 RT-PCR para amplificar el gen de expresion

constitutiva 2-microglobulina, mostrando un fragmento de 394 pb para cada individuo

sano (figura 5b).

a) 1 2 3 4 5 6 7 8 b) 4 2 3 4 B & F 8 9
285

Figura 5. Andlisis de la calidad del RNA obtenido de células mononucleares de SP de 8 individuos
sanos. a) Se observan en los carriles del 1 al 8 a los individuos sanos, mostrando las bandas 28S y 18S. b)
Se muestra el gen control #2-microglobulina, en el carril 1 el marcador de peso y del carril 2 al 9 los
individuos sanos, mostrando una banda de 394 pb.

Comprobada la calidad del RNA mediante p2-microglobulina, se realiz6 RT-PCR
empleando oligonucleétidos previamente reportados @2 *, se utilizé la linea celular K562
como control positivo y se realiz6 electroforesis en gel de agarosa al 1%, como se observa
en la figura 6 la expresion de los CTAs; MAGE-A3 (figura 6a), MAGE-A4 (figura 6b),
MAGE-B2 (figura 6¢), MAGE-C1 (figura 6d), BAGE-1 (figura 6e), GAGE (figura 6f),
LAGE-1 (figura 6g) y NY-ESO-1 (figura 6h), mostrando en la tabla 8 el fragmento
amplificado para cada gen. Se comprobd que en los individuos sanos estid ausente la

expresion de los CTAs, como se reporta en la literatura 9.
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a) MAGE-43 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
725 pb > b) MAGE-44
o 9_
d) MAGE-C1
¢) MAGE-B2 632 pb >
230 pb>
e) BAGE-1
275 pb > 0 GAGE
209 pb |
g) LAGE-1 h) NY-ESO-1
332 pb> 307 pb >

Figura 6. Andlisis de la expresion de los CTAs en individuos sanos. En el carril 1 se muestra el marcador
de peso, en el carril 2 a K562, en el carril 3 el blanco de reaccidn y del carril 4 al 10 los individuos sanos.
a) MAGE-A3 (725 pb), b) MAGE-A4 (445 pb), c) MAGE-B2 (230 pb), d) MAGE-C1 (632 ph), e) BAGE-1
(275 pb), f) GAGE (209 pb), g) LAGE-1 (332 pb) y h) NY-ESO-1 (307 ph).

2. Anélisis de la expresion de los CTAs en tejido testicular.

Se aislo RNA del Tejido testicular, se sintetiz6 cDNA vy se realizé RT-PCR, analizando al
gen constitutivo S2-microglobulina y los genes CTAs, utilizando oligonucleotidos
previamente reportados ®% *®. En la figura 7 se observa la expresion de los CTAs,
mostrando en la tabla 8 el fragmento esperado para cada gen; MAGE-A3, MAGE-A4,
MAGE-B2, MAGE-C1, BAGE-1, GAGE, LAGE-1 y NY-ESO-1, corroborando la expresion

de los CTAs en tejido testicular, previamente reportado en literatura 9.

Tabla 8. Fragmentos esperados de los CTAs.

CTAs Fragmento (pb)
MAGE-A3 725
MAGE-A4 445
MAGE-B2 230
MAGE-C1 632
BAGE-1 275
GAGE 209
LAGE-1 332
NY-ES0-1 307
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600 pb

Figura 7. Analisis de los CTAs en tejido testicular. Se observa en el carril 1 al marcador de peso, en el 2
a f2-microglobulina (394 pb), en el 3 MAGE-A3 (725 pb), en el 4 a MAGE-B2 (230 pb), en el 5 MAGE-
C1 (632 ph), en el 6 a MAGE-A4 (445 pb), en el 7 a BAGE-1 (275 pb), en el 8 GAGE (209 pb), enel 9 a
LAGE-1 (332 pb) y en el 10 a NY-ESO-1 (307 pb).

3. Analisis de la expresion de los CTAs en lineas celulares.

Con el fin de analizar la expresion de los genes CTAs; MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-B2,
MAGE-C1, BAGE-1, GAGE, LAGE-1 y NY-ESO-1 en enfermedades Hematoldgicas, se
utilizaron 8 lineas celulares; HL-60 (LAM), REH (LAL), MOLT-4 (LAL), Jurkat (LAL),
K562 (LGC), U-937 (Linfoma no Hodgkin), Raji (Linfoma de Burkitt) y Ramos (Linfoma
de Burkitt), como se muestra en la figura 8. Se aisl6 el RNA vy se realizé electroforesis en

gel de agarosa al 1%, observandose las bandas del RNA ribosomal 28S y 18S (figura 8a).

Se realizo la sintesis de cDNA amplificando el gen constitutivo £2-microglobulina, dando

un fragmento 394 pb (figura 8b) en cada una de ellas.

Figura 8. Andlisis de la calidad del RNA obtenido de lineas celulares Hematoldgicas. a) Se observa en los
carriles del 1 al 8; HL-60, REH, MOLT-4, Jurkat, K562, U-937, Raji y Ramos, respectivamente,
mostrando las bandas 28S y 18S. b) expresion del gen control 2-microglobulina (394 pb), del carril 2 al 9
las lineas celulares antes mencionadas.
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En la figura 9 se observa el analisis de los genes MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-B2, MAGE-
Cl, BAGE-1, GAGE, LAGE-1 y NY-ESO-1 en lineas celulares de enfermedades
Hematoldgicas: HL-60 (LAM M3), REH (LAL), MOLT-4 (LAL), Jurkat (LAL), K562
(LGC), U-937 (Linfoma no Hodgkin), Raji (Linfoma de Burkitt ) y Ramos (Linfoma de
Burkitt). Para la RT-PCR se emplearon oligonucle6tidos previamente utilizados en tejido
testicular. Se obtuvé para el gen MAGE-A3 una banda de 725 pb, en las lineas HL-60 y
K562 (figura 9a); para MAGE-A4 se obtuvo un tamafio de 445 pb, para las lineas celulares
HL-60, REH, Jurkat, K562, Raji y Ramos (figura 9b); para el gen MAGE-B2 un tamafio de
230 pb en HL-60 y K562 (figura 9c); en MAGE-C1 un tamafio de 632 pb, para K562
(figura 9d); en BAGE-1 un tamafio de banda de 275 pb, para K562 (figura 9e); para el gen
GAGE amplificando un tamafio de 209 pb, en las lineas celulares HL-60 y K562 (figura 9f);
en LAGE-1 dando un tamafio de 332 pb en K562 (figura 9g) y para gen NY-ESO-1
amplificando un tamafio de 307 pb en K562 (figura 9h).

a) MAGE-43 b) MAGE-44
725 ph 445 pb
d) MAGE-C1
2
¢) MAGE-B2 632 pb
230 ph
¢) BAGE-1 f) GAGE
175 phb 209 ph
g)LAGE-1 h)NF-ESO-1
332 pb 307 ph

Figura 9. Anlisis de la expresion de los CTAs en lineas celulares. Se muestra en el primer carril al marcador
de peso, en el segundo al blanco de reaccion, del carril 3 al 10 las lineas celulares; HL-60, REH, MOLT-4,
Jurkat, K562, U-937, Raji y Ramos, respectivamente. a) MAGE-A3 (725 pb), b) MAGE-A4 (445 pb), c)
MAGE-B2 (230 pb), d) MAGE-C1 (632 pb), €) BAGE-1 (275 pb), f) GAGE (209 pb), g) LAGE-1 (332 pb), h)
NY-ESO-1(307 pb).
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En resumen, la tabla 9 muestra las lineas celulares de enfermedades hematoldgicas, donde
se puede observar en K562 las expresion de los 8 genes CTAs; seguida de la linea celular
HL-60 siendo positiva en MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-B2 y GAGE; en las lineas
celulares REH, JURKAT, Raji y Ramos, se expresaron Gnicamente en el gen MAGE-A4;

por Gltimo las lineas celulares MOLT-4 y U-937 fueron negativas para los genes CTAs.

Tabla 9. Expresion de CTAs en lineas celulares de enfermedades hematoldgicas.

LINEAS/CTAs MAGE-A3 MAGE-A4 MAGE-B2 MAGE-C1 BAGE-1 GAGE LAGE-1 NY-ESO-1

HL-60(LAM) + + + - - +

REH (LAL) - +

MOLT-4{LAL)

JURKAT (LAL) - +

K562(LMC) + + + + + + + +
U-937I(Lno H)

RAJI(LB) - +

RAMOS(LB) - +

Linfoma no Hodgkin (L no B), Linfoma de Burkitt (LB), positivo (+) y negativo (-).

4. Analisis de la expresion de los CTAs en pacientes con Leucemia Aguda.

4.1 Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio.

Se colectaron un total de 71 pacientes con diagnostico de LA sin tratamiento, que
ingresaron al servicio de Hematologia del Hospital General de México. La frecuencia de los
pacientes con leucemia de origen mieloide fue de 49.3% (35/71), de los cuales para la
leucemia de tipo MO (indiferenciada) la frecuencia es de 1/71 (1.4%), para M1 (mieloide
muy poco diferenciada) fue de 1/71 (1.4%), en la M2 (mieloide) fue de 11/71 (15.5%), para
la leucemia de tipo M3 (promielocitica) la frecuencia es de 13/71 (16.9%), para M4
(mielomonocitica) fue de 8/71 (11.3%), en la M5 (monocitica) fue de 1/71 (1.4%) y en el
tipo M6 (eritroide) fue de 1/71 (1.4%). Los pacientes con leucemia de origen linfoide
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tuvieron una frecuencia de 50.7% (36/71), de los cuales para la leucemia de tipo L1
(microlinfoblasto) fue de 2/71(2.8%) y en el tipo L2 (poblacion heterogénea) fue de 34/71
(47.9%) de estos pacientes (tabla 10).

Tabla 10. Pacientes con Leucemia Aguda de las diferentes estirpes

Diagndstico Frecuencia Porcentaje (%)
MO 1/71 1.4
M1 1/71 1.4
M2 11/75 15.5
M3 12/71 16.9
M4 8/71 11.3
M5 1/71 11.3
M6 1/71 1.4
L1 2/71 2.8
L2 34/71 47.9

Indiferenciada (M0), Mieloide muy poco diferenciada (M1), Mieloide (M2), Promielocitica (M3), Mielomonocitica (M4),
Monocitica (M5),Eritroide (M6), Microlinfoblastica (L1) y Poblacién heterogénea (L2).

En la figura 10, se analizé la frecuencia de los pacientes por sexo y edad, mostrando para el
sexo masculino una frecuencia de 59.2% (42/71) y para el sexo femenino un 40.8%
(29/71), siendo mayor en el género masculino. En la figura 11 se muestra el rango de edad
acumulada de la poblacion, de 18 a 40 afios el 67.6% (48/71), de 41 a 60 afios el 19.71%
(14/71) y de 61 a 100 afios solo 12.67% (9/71), con una mayor tendencia en la poblacion de
edad joven.
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Figura 10. Frecuencia de pacientes con
LA reclutados por sexo. Se muestran el
sexo @ un 40.8% (29/71) y el sexo & un
59.2% (42/71).

4.2 Integridad de RNA en pacientes

Figura 11. Frecuencia de pacientes con LA reclutados
por edad. Se muestra un rango de 18-40 afios (67.6%),
de 41-60 afios (19.71%) y de 61-100 (12.67%). Siendo
mayor la frecuencia en el sexo & y en un rango de
edad de 18-40 afios.

En la figura 12 se observa la calidad de las muestras de pacientes con leucemia, obtenidas

de M.O., fueron aisladas las células mononucleares, se extrajo el RNA por medio de la

técnica de Chomczynski (tiocianato de guanidina-fenol-cloroformo) y se realizé

electroforesis en gel de agarosa al 1%, observando para cada uno de los pacientes las dos

bandas de RNA ribosomal 18S y 28S (figura 12a). Se determino el gen constitutivo £2-

microglobulina, amplificado un fragmento de 394 pb en todos los pacientes (figura 12b).
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Figura 12. Andlisis de la integridad del RNA en pacientes con leucemia aguda. a) Se observan en los
carriles del 1 al 20 pacientes con LAM* y LAL**, mostrando las bandas 28S y 18S. b) el gen control
S2-microglobulina (394 pb), se muestra en el primer carril el marcador de peso, en el segundo carril
K562, en el tercer carril al individuo sano, en el cuarto carril blanco de reaccion y del carril 5 al 14 los
pacientes, en ambas columnas.

4.3 Analisis de expresion de los CTAs en pacientes

El estudio se realizo por medio de RT-PCR, utilizando oligonucleotidos previamente
utilizados en tejido testicular. En la figura 13 se observa el andlisis de expresion de los
CTAs; MAGE-A3 (figura 13a), MAGE-A4 (figura 13b), MAGE-B2 (figura 13c), MAGE-C1
(figura 13d), BAGE-1 (figura 13e), GAGE (figura 13f), LAGE-1 (figura 13g) y NY-ESO-1
(figura 13h), mostrando en la tabla 11 la frecuencia de expresion para cada gen. Se obtuvo

en los pacientes con LA la expresién en mas de un gen de los CTAs.
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1 2 3 4 B 6> 7= 8% 0FE J0F 11S 128 13%% 14>
a) MAGE-A3

725 pb

b) MAGE-A4
445 pb

¢) MAGE-B2
230 pb

d) MAGE-CI
632 pb

) GAGE
209 pb

g) LAGE-1
332 pb

h) NY-ESO-1
307 pb

Figura 13. Analisis de la expresion de los CTAs en pacientes con L.A. Se muestra en el primer carril al
marcador de peso, en el segundo a K562, en el tercer carril individuo sano, en el cuarto carril el blanco de
reaccion y del carril 5 al 14 pacientes con LAM* y LAL**. a) MAGE-A3 (725 pb), b) MAGE-A4 (445
pb), ¢) MAGE-B2 (230 pb), d) MAGE-C1 (632 pb), €) BAGE-1 (275 pb), f) GAGE (209 pb), g) LAGE-1
(332 pb) y h) NY-ESO-1 (307 pb).

La tabla 11 resume la frecuencia de expresion de los CTAs en LAM y el LAL. Mostrando
para el gen MAGE-A3 en LAM que fueron positivos 2/35 (5.7%) y en LAL fueron positivos
3/36 (8.3%) pacientes. La frecuencia total de expresion en la LA fue de 7% (5/71) de los

pacientes.

En el gen MAGE-A4 en LAM fueron positivos 6/35 (17.1%) pacientes analizados, en el
caso de LAL fueron positivos 6/36 (27.7%.) pacientes. Se analizé la frecuencia total en LA

siendo positivos el 22.5% (16/71) de los pacientes.
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Para el gen MAGE-B2, en LAM fueron positivos 4/35 (11.4%.) pacientes analizados y en
LAL fueron positivos 5/36 (13.8%.) pacientes. Se analizé la frecuencia total en LA siendo
positivos el 12.7% (9/71).

El analisis del gen MAGE-Clen LAM fue Unicamente positivo 1/35(2.8%) pacientes
analizados. Para LAL fue positivo 1/36 (2.7%.) pacientes. Se analiz6 la frecuencia total en
LA siendo positivos el 12.8%(2/7).

En el caso de los genes BAGE-1 en LAM fueron positivos 2/35 (5.7%.) pacientes
analizados y en LAL los 36 fueron positivos 2/36 (2.7%). La frecuencia total en LA de los

pacientes positivos fueron el 5.5% (2/71).

En el gen GAGE en LAM fueron positivos 5/35 (14.3%) pacientes analizados y en LAL
fueron positivos 2/36 (5.5%) pacientes. La frecuencia de expresion en LA es del 9.9%

(7/71) de los pacientes.

Para los genes LAGE-len LAM fue positivo 1/35 (2.8%) pacientes y en el caso LAL
ningun paciente fue positivo 0/36. Se analizo la frecuencia total en LA, resultando positivo
el 1.4% (1/71) de los pacientes.

En el andlisis de la expresion del gen NY-ESO-1 en LAM fueron positivos 8/35 (22.8%)
pacientes. Para LAL fueron positivos 8/36 (1.4%) pacientes. La frecuencia total de

expresion en LA fue del 22.5% (16/71) de los pacientes.

La frecuencia de expresion de los CTAs en Leucemias Agudas se encontré de 54.9%
(39/71).
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La frecuencia de expresion de los genes, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-B2, MAGE-C1,
BAGE-1, GAGE, LAGE-1y NY-ESO-1 en LAM y LAL, fue mayor al 10% en MAGE (A4 y
B2), GAGE y NY-ESO-1, fue menor al 10% en MAGE (A3 y C1), BAGE-1y LAGE.

Tabla 11. Frecuencia de expresion de los CTAs en LAM y LAL.

CTAs SANOS LAM LAL Total de
expresion en LA
MAGE-A3 0(0/8)  5.7(2/35) 8.3(3/36) 7(5/71)

MAGE-A4 0(0/8)  17.1(6/35) 27.7(10/36) 22.5(16/71})

MAGE-B2  0(0/8) 11.4(4/35) 13.8(5/36) 12.7(9/71)

MAGE-C1 0(0/8) 2.8(1/35)  2.7(1/36) 12.8(2/7)
BAGE-1 0(0/8) 5.7(2/35)  5.5(2/36) 5.5(2/71)
GAGE 0(0/8) 14.3(5/35) 5.5(2/36) 9.9(7/71)
LAGE-1 0(0/8) 2.8(1/35)  0(0/36) 1.4(1/17)

NY-ESO-1 0(0/8)  22.8(8/35) 22.2(8/36) 22.5(16/71)

TOTAL 0(0/8) 60(21/35)  50(18/36) 54.9(39/71)

4.4 Secuenciacion de genes de los CTAs

Con el fin de corroborar la identidad de los genes CTAs en las muestras de pacientes
analizadas, se secuenciaron las muestras de pacientes para cada gen, y se alinearon para
determinar la identidad con las secuencias reportadas para cada CTAs.

En la figura 14 se observan los fragmentos de los genes CTAs que fueron secuenciados y se
alinearon en el banco de datos GENE-BANK usado el programa BLASTN. Encontrando
para el gen MAGE-A3 un 98% de identidad (figura 14a), para MAGE-B2 un 95.96% de
identidad (figura 14b), para GAGE se encontrod el 99% de identidad (figura 14c)
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encontrado un 99% de identidad con la secuencia reportada para este gen (figura 14d).
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Figura 14. Secuenciacion de los CTAs. a) MAGE-A3; b) MAGE-B2, ¢) GAGE y d) LAGE-1. Se muestra
en 1 la secuencia del producto amplificado y en 2 el alineamiento con la secuencia reportada, ubicando el

fragmento del gen en color para cada

nucleétido.
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Para los deméas genes para MAGE-A4, MAGE-C1, BAGE-1 y NY-ESO-1 se realizé la
secuenciacion 'y un alineamiento en el programa BLASTN del GENE-BANK,

corroborando la identidad del gen de interés (datos no mostrados).

4.5 Frecuencia de los CTAs en LALy LAM

La frecuencia encontrada en LAM fue de 21/35 (60%), en el caso de LAL fue de 18/36
(50%). Debido a la variedad en cada uno de los tipos de leucemia se realiz6 la
determinacion de la frecuencia por linaje.

En la figura 15 se muestran las frecuencias de los CTAs en LAM; encontrando en MO 0/1,
para M1 1/1 (100%), M2 7/11 (63.6%), M3 7/10 (59.3%), M4 5/8 (62.5%), M5 1/1 (100%) y M6
0/1. En la figura 16 se observan las frecuencias de expresion en LAL; L1 1/2 (50%) y L2
17/34 (50%).

Expresion de los CTAs por tipo de LAM Expresion de los CTAs por tipo de LAL
me MO M1 1
M5 o 0 11 1/2

1/1
(100)

(100) (50)
P G 4

M4 HHHHDN
5/8 ¢ b PPPODP\ M2
(62.5) bbby 7/11
$4_(63.6)

M3 L2

7/12 17/34

(59.3) (50)
Figura 15. Frecuencia de expresion de los CTAs Figura 16. Frecuencia de expresion de los CTAs
por tipo de LAM. Se observan las frecuencias por tipo de LAL; Se observan las frecuencia de

para MO 0/1, M1 1/1 (100%), M2 7/11 (63.6%),
M3 7/10 (59.3%), M4 5/8 (62.5%), M5 1/1
(100%) y M6 0/1

los genes en L1 1/2 (50%) y L2 17/34 (50%).
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En detalle la expresion encontrada de cada uno de los CTAs por tipo de Leucemia se

muestra en la tabla 12.

El gen MAGE-A3 se expresa en la M2 en un 9.1% (1/11), en la M3 8.3% (1/12) y L2 8.8%
(3/34).

El gen MAGE-A4 se expresa en M1 (1/1) (100%), en la M2 (9.1%) (1/11), M3 (8.3%)
(1/12), M4 (37.5%) (3/8) y L2 (32.3%) (11/34).

El gen MAGE-B2 se expresa en la M1 (100%) (1/1), M3 (8.3%) (1/12), M4 (25%) (2/8), L1
(50%) (1/2) y L2 (5.8%) (2/34).

MAGE-C1 se expresa en M3 (8.3%) (1/12) y L2 (5.8%) (2/34).

El gen BAGE-1 se expresa en M3 (16.6%) (2/12), en la M4 (12.5%) (1/8), M5 (100%) (1/1)
y L2 (5.8%) (2/34).

GAGE se expresa en M2 (27.3%) (3/11) y L2 (5.8%) (2/34).

El gen LAGE-1 se expresa en M3 (8.3%) (1/12).

Por ultimo NY-ESO-1 se expresa en M2 (27.3%) (3/11), M3 (16.6%) (2/12), M4 (37.5%)
(3/8), L1 (50%) (1/2) y L2 (20.6%) (7/34).

Cabe destacar que los CTAs no se encontraron expresados para las Leucemias de tipo MO y
M6.
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Tabla 12. Frecuencia de expresion los CTAs por tipo de LAM y LAL

DX MAGE-A3 MAGE-A4 MAGE-B2 MAGE-C1 BAGE-1 GAGE  LAGE-1 NY-ESO-1
M1

n= - 1 1 = < - - -
% - 100 100 - - - - -
M2

n=11 1 1 - - - 3 - 3
% 9.1 9.1 - - - 27.3 - 27.3
M3

n=12 1 1 1 1 - 2 1 2
% 8.3 8.3 8.3 8.3 - 16.7 8.3 16.7
M4

n= - 3 2 - 1 - - 3
% - 37.5 25 - 12.5 - - 37.5
M5

n= - - - - 1 - - -
% - - - - 100 - - -
L1

n=2 - - 1 - - - - 1
% - - 50 - - - - 50
L2

n=34 3 10 4 1 2 2 - 7
% 8.8 29.4 1.7 2.9 5.9 5.9 - 20.6

4.6 Andlisis de la sobrevida en LAM y LAL de los genes MAGE-A4 y NY-ESO-1.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se analizo la sobrevida por medio de Kaplan Maier
en los pacientes con LAL, en los genes MAGE-A4 y NY-ESO-1 por ser los de mayor
frecuencia de expresion; Se encontré que aquellos pacientes que expresaron MAGE-A4

tuvieron menor tiempo de vida (figura 17).
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Figura 17. Andlisis de sobrevida de pacientes con LAL en genes con mayor frecuencia de expresion. a)
MAGE-A4 con una p=0.040 y en b) NY-ESO-1 con una p=0.931.

En LAM se encontré que al igual que en LAL el gen MAGE-A4 tiene relacion con una

menor sobrevida en los pacientes, siendo estadisticamente significativo y teniendo una
p<0.007 (figura 18).
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Figura 18. Analisis de sobrevida de pacientes con LAM en genes con mayor frecuencia de
expresion. a) MAGE-A4 con una p=0.007 y en b) NY-ESO-1 con una p=0.196.
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DISCUSION

Los primeros estudios de los CTAs en leucemias se realizaron con el analisis de la familia
MAGE. En 1993 por Chambost y cols., se realizo el estudio de MAGE en la poblacion
francesa con 27 muestras de pacientes con LA (16 LAM y 11 LAL), 12 de LGC y 6 de otro
tipo, en el cual se incluyeron 10 lineas celulares derivadas de blastos leucémicos. Report6
que todas las muestras fueron negativas en la expresion de RNAm del gen MAGE-1,
excepto 3 lineas celulares de linaje mieloide (K562, HEL y HL-60). Concluyendo que no

existe expresion del gen MAGE en tejido hematopoyético.

Por otro lado, en 1995 Shichijo y cols., realizaron el estudio en 63 muestras de pacientes
con leucemia (34 muestras de leucemia de células T, en 16 casos de leucemia de células B,
en 23 leucemia mielomonocitica), en el cual se examiné la expresion de varios de los genes
de la familia MAGE (MAGE-1, -2, -3, -4 y -6). Report6 que 24 muestras (17 muestras de
leucemia de células T, 7 de leucemias de células B) expresaron los genes de la familia

MAGE en pacientes con leucemia.

En el 2001 Chambost y cols., incluyd 154 muestras (22 de LGC, 72 de LAM, 7 de leucemia
aguda bifenotipica, 27 de LAL y 10 de LLC). Reportando que la expresion fue baja (2/154).
Concluyendo que MAGE-A no se expresa en leucemias. Debido a que durante el tiempo de

amplificacion y la cantidad de oligonucle6tidos para el gen, no fueron adecuadas.

Los estudios anteriores solo muestran el analisis de familia MAGE, posteriormente en el
2002 Adams y cols., incrementan su lista de CTAs y el nimero de pacientes con leucemia,
realizando el estudio en 68 muestras de pacientes (26 de LAM y 42 de LGC), analizando a
los genes MAGE-A3, BAGE-1, GAGE y NY-ESO-1. Reportando la expresion en 33
pacientes con leucemia (9 de LAL y 24 de LGC). Ellos concluyen que si existe expresion
de MAGE-A3,-A6, BAGE, HAGE y NY-ESO-1 en muestras de pacientes con leucemia

mieloide.
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Posteriormente en el 2007 Martinez y cols., realizaron un estudio en la poblacion mexicana
con el fin de aclarar la controversia de la expresion de los genes de la familia MAGE
analizando a 115 muestra de pacientes con leucemias (34 de LAM, 76 de LAL de células B
y 5 de LGC), los genes MAGE-Al, MAGE-A3 y MAGE-B2. Se encontrd expresion en 37
pacientes con leucemia (14 de LAM, 23 en LAL de células B, 1 en LGC). Concluyeron con
este trabajo que la familia MAGE si se expresa en Leucemias humanas, en contraste con lo
encontrado por Chambost. También reportaron que K562 es positivo para el gen MAGE-
A3, corroborando con anteriores estudios. Se describié que hay correlacion con el nimero

de blastos y el numero de copias para el gen MAGE-A3.

En ambos estudios, asi como en un trabajo de Serrano y cols., se confirmd la ausencia de
expresion de los CTAs en individuos sanos y la expresion de todos los CTAs en la linea
celular K562. Adicionalmente se corrobord la expresion en tejido testicular tal y como lo

reporté Scalan M. en el 2004.

En el presente trabajo se encontrd la expresion de los CTAs en lineas celulares de
enfermedades hematoldgicas; la linea celular K562 expres6 8 genes (MAGE-A3, MAGE-
A4, MAGE-B2, MAGE-C1, BAGE-1, GAGE, LAGE-1 y NY-ESO-1), debido a sus bajos
niveles de diferenciacion, en el caso de las otras linea celulares, se expresaron los CTAS
dependiendo del tipo: HL60 expreso 4 genes (MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-B2 y GAGE);
las lineas celulares REH, Jurkat, Raji y Ramos, amplificaron un gen (MAGE-A4); en tanto
las demas lineas celulares MOLT-4 y U-937 no expresan los CTAs. Con estos resultados se
muestra que los CTAs se expresan en lineas celulares hematoldgicas, principalmente a que
en Leucemias los CTAs se expresan en el tipo de células menos diferenciadas “%. La
ausencia de expresion de los CTAs en las lineas celulares MOLT-4 (LAL, lifoblasto T) y
U937 (Linfoma no Hodgkin, monocito), se explica porque se encuentran comprometidas
hacia un linaje, dando un grado de diferenciacion por lo que la ausencia de estas moléculas

es frecuente en Leucemia.
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En cuanto a las caracteristicas de pacientes incluidos en el estudio, para las LAM se
encontré mayor frecuencia en la M3, seguida de la M2. En las LAL sobresalio la frecuencia
en la L2 con respecto a la L1. En LA (Leucemia Aguda) fué mayor la frecuencia en el sexo
masculino, con un rango de edad de 18 a 40 afios. La frecuencia encontrada se corrobora de
acuerdo al Boletin estadistico de ingreso anual de pacientes en el servicio de Hematologia
en el HGM. @2,

En el anélisis de la expresion de los CTAs en pacientes con LA, se obtuvo una frecuencia
de expresion del 54.9% (39/71), de los cuales en LAM se expresé el 60% (21/35) de los
pacientes y en LAL la frecuencia de expresion fue del 50% (18/36) de los pacientes,

presentandose una tendencia hacia el linaje mieloide.

En nuestro estudio la expresion de MAGE-A3 en LAL fue del 8.3% (3/36), para MAGE-A4
fue de 27.7% (10/36), en MAGE-B2 fue el 13.8% (5/36), en MAGE-C1 fue de 2.7% (1/36),
para BAGE-1 el 5.5% (2/36), en GAGE fue de 5.5% (2/36), para LAGE-1 fue ausente la
expresion en los pacientes y el gen NY-ESO-1 fue de 22.2% (8/36) de los pacientes
analizados. Comparado el estudio de Martinez y cols., ®®, analizando al gen MAGE-A3 en
53 pacientes con LAL, encontrando la expresion de 37.7 % (20/53) pacientes. Cabe
mencionar que a excepcion del trabajo anterior, en el estudio de los CTAS en pacientes con
LAL, nuestro equipo es el primero en aportan datos en este tipo de Leucemia.

La frecuencia de expresion de los CTAs en pacientes de LAM obtenida para el gen MAGE-
A3 fue de 5.7% (2/35), de acuerdo con lo reportado por Adams, y cols. ", la expresion del
gen MAGE-A3 fue del 3.8% (1/26) corroborando una baja expresion independiente del
numero de pacientes analizados. Comparado con el estudio realizado en MAGE-A3 por
Martinez y cols., ¥ analizando 32 pacientes, encontrando la expresion de 31.3% (10/32)
pacientes. Adams y cols., “” encuentran para MAGE-A la expresion del 3.8% (1/26)

pacientes. Comparando nuestro estudio con el de Adams y cols. se encuentra la misma
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frecuencia de expresion, a diferencia de Martinez y cols. donde encuentra mayor expresion

de este gen, el cual puede ser explicado por el tamafio de muestras analizadas.

La expresion del gen MAGE-A4 encontrada fue del 17.1% (6/35) para los pacientes de
LAM vy para los pacientes con LAL la frecuencia encontrada fue del 27.7% (10/36). El
analisis de este gen en este trabajo aporta los primeros datos realizados en pacientes con
LAM y LAL, siendo relevante por tener una alta frecuencia de expresion en ambos tipos de

Leucemia.

Para el gen MAGE-B2 encontramos en LAM una frecuencia del 11.4% (4/35) y para LAL
se obtuvo una frecuencia del 13.8% (5/36) en los pacientes analizados. Martinez y cols.
analizaron al gen MAGE-B2, encontrando una expresion del 25% (3/12) en pacientes con
LAM vy para los pacientes de LAL un 3.1% (1/32). En nuestro estudio no se encontraron
altos porcentaje de expresion del gen por tipo de leucemia, en contraste con Martinez y
cols. que obtuvieron mayor expresion del gen en pacientes con LAM que con LAL.

En analisis del gen MAGE-CL1 se encontrd una frecuencia de expresion para LAL del 2.8%
(1/35) y para LAM fue de 2.7% (1/36) de los pacientes. Siendo nuestro trabajo el Gnico
estudio realizado con el gen MAGE-C1 en pacientes con LAL y LAM.

Se encontro para BAGE-1 una expresion de 5.7% (2/35) y lo reportado por Adams y cols.
“7) para este gen no tiene expresion (0/26), lo cual contrasta con lo obtenido en nuestro

estudio en el cual si encontramos expresion.

Para el gen GAGE encontramos una frecuencia de 14.3% (5/35) en pacientes con LAL,
Adams no encontro expresion para este gen BAGE-1 y GAGE (0/26) en los pacientes.
Para LAGE-1 se encontré una expresion de 2.8% (1/35) en LAL, en donde Adams no

reporta expresion.
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El gen NY-ESO-1 tiene una frecuencia de 22.8% (8/35). Adams y cols. reportaron una
expresion de 4% (1/26), expresién menor a la nuestra, pero corroborando su expresion en
LAM.

En el caso de los CTAs en LAM se observa mayor expresion en NY-ESO-1, seguido de
MAGE-A4, GAGE y MAGE-B2 mayores al 10% de frecuencia. En LAL se observa mayor
expresion en MAGE-A4, NY-ESO-1 y MAGE-B2 mayor al 10% de frecuencia. Aunque en
base a estos resultados no podemos establecer una relacion entre la presencia del antigeno y
el linaje celular, si es posible asegurar que el RNAmM de MAGE-A4, MAGE-B2 y NY-ESO-1
se expresan preferencialmente al de los demas antigenos MAGE-C1, BAGE-1, GAGE y

LAGE-1 en leucemia aguda linfoblastica y mieloblastica.

La expresion de los CTAs se ha relacionado con el pronéstico del paciente, tal es el caso de
carcinoma de pulmén, encontrando que entre la expresion de MAGE-A4 y la sobrevida del
paciente en correlacién inversa fue encontrada en fase avanzada del cancer. En el caso de
Leucemias seria importante determinar la presencia de estos genes y la relacion con el

prondstico del paciente.

En el anélisis de sobrevida en LAM y LAL de los genes encontrados con mayor frecuencia
de expresion MAGE-A4 y NY-ESO-1, se encontr6 en MAGE-A4 una p=0.04,
estadisticamente significativo, debido a que este gen es altamente determinante en la
sobrevida de los pacientes con LAM. En el gen NY-ESO-1 la prueba arrojo una p=0.931,
siendo no relevante en la sobrevida del paciente. En el andlisis de los pacientes con LAL y
los genes con mayor expresion, se comporta de manera semejante a lo anterior. En el gen
MAGE-A4 se obtuvo un valor significativo de p=0.007, siendo determinante en la sobrevida
del paciente. Para NY-ESO-1 con p=0.195 no teniendo significancia en la sobrevida del

paciente.
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Debido a la relevancia en la expresion que tienen los CTAS, nuestros resultados se suman a
las investigaciones hasta ahora realizadas sobre esta familia de antigenos tumorales que

pueden ser utilizados como blanco para la inmunoterapia adoptiva “®.

Se encontro que en leucemia el porcentaje de expresion de los CTAs es de 54.9%, los genes
de mayor frecuencia fueron el gen MAGE-A4 el 22.5% (16/71) y NY-ESO-1 el 22.5%
(16/71) tanto en LAM como en LAL. Actualmente los CTAs son utilizados en terapia y el
hecho de que los pacientes presenten al menos uno de los CTAs les brinda una alternativa
de tratamiento y la posibilidad de aplicarse en la inmunoterapia ya sea postransplante o bien

en alguna de las fases de la enfermedad.

En relacién a la sobrevida, se sabe en otros canceres que la expresion de los CTAs se
relaciona con una sobrevida corta, en leucemia no existen estudios en relacién a esto, por lo
qgue hemos encontrado a cerca de la relacion entre MAGE-A4 y la corta sobrevida del
paciente, debe ser objeto de un futuro estudio donde se amplié el nimero de pacientes y

quiz4 analizar la sobrevida en diferentes tiempos.

CONCLUSION

Los genes MAGE-A3, A4, B2 y C; BAGE-1; GAGE; LAGE-1 y NY-ESO-1se expresan en

pacientes con Leucemia Aguda.

Los genes MAGE-A4 y NY-ESO-1 tienen mayor frecuencia de expresion, afectando la

sobrevida del paciente con Leucemia Aguda.
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PERSPECTIVAS

El presente trabajo realizado con un nimero significativo de pacientes analizados y la
identificacion de una amplia gama de CTAs, se propone continuar con trabajos enfocados
en los genes obtenidos con mayor frecuencia de expresion, en tres importantes parametros

clinicos:

i Pronostico: Correlacion de la expresion de los CTAs y los parametros

clinicos de los pacientes con alto o bajo riesgo de Leucemia.

ii. Diagnostico: Evaluar la participacién de los CTAs como marcador

molecular.

iii. Tratamiento: Posible uso de los CTAs en inmunoterapia adoptiva.
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