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RESUMEN

El Linfoma Hodgkin (LH) es una neoplasia que se caracterizada por infiltracion linfatica
de células tumorales (células de Hodgkin y Reed-Sternberg) rodeadas de un infiltrado
celular inflamatorio. La mayoria de subtipos se asocia con el virus de Epstein-Barr.

El estandar de tratamiento incluye el uso de quimioterapia principalmente esquema ABVD
(doxorrubicina, bleomicina, vinblastina y dacarbazina) con o sin radioterapia, reportandose
una supervivencia de hasta un 98%.

Existen pocos marcadores moleculares que puedan identificar poblaciones con riesgo de
falla al tratamiento. Los Antigenos Testiculares de Cancer son moléculas que se expresan
de forma normal en células germinales pero de forma anormal en diversas células
tumorales. Se ha reportado la expresion de estos marcadores en pacientes con linfoma de
Hodgkin avanzado hasta en 28% (Inaoka y col) teniendo MAGE-A y el MAGE-C1/CT7
mayor frecuencia. El investigar la expresion de Antigenos testiculares es de utilidad como
marcador prondstico en diversas neoplasias (pulmon, mama, linfoma, leucemias), siendo un
blanco ideal para inmunoterapia.

En este estudio se determin6 una frecuencia de expresion de los Antigenos Testiculares de
Cancer (MAGE A3) del 37.5% en un total de 24 pacientes atendidos en la clinica de
linfoma Hodgkin en el Hospital general de México. no fue reportado ningun caso positivo
para NYESO-1, Se realizd6 un analisis de correlacion clinica en donde no se encontrd
relacion estadisticamente significativa entre la presencia de los genes MAGE A3 y los
parametros clinicos para esta enfermedad, el continuar con la busqueda de marcadores
moleculares en neoplasias malignas como Linfoma Hodgkin permitird en un futuro
modificaciones tanto pronosticas como terapéuticas asi como el seguimiento a pacientes
como marcadores de progresion y monitoreo de respuesta.

Palabras Clave: Linfoma Hodgkin, Antigenos testiculares, Familia de genes MAGE A,
Expresion de MAGE A-3, RT-PCR.



SUMMARY

Hodgkin lymphoma (HL) is a neoplasm characterized by lymphocytic infiltration of tumor
cells (Hodgkin and Reed-Sternberg) surrounded by an inflammatory cell infiltrate. Most
subtypes is associated with Epstein-Barr virus.

The standard treatment includes the use of chemotherapy scheme primarily ABVD
(doxorubicin, bleomycin, vinblastine, and dacarbazine) with or without radiotherapy,
reporting a survival of up to 98%.

There are few molecular markers that can identify populations at risk of treatment failure.
Testicular Cancer Antigens are molecules of which are expressed in normal cells but
germinal abnormally in various tumor cells. It has been reported the expression of these
markers in patients with advanced Hodgkin lymphoma by up to 28% (Inaoka et al) having
MAGE-A and MAGE-C1 / CT7 more frequently. The testicular investigate the expression
of antigens is useful as a prognostic marker in various cancers (lung, breast, lymphoma,
leukemia), being an ideal target for immunotherapy.

In this study a frequency of expression of testicular cancer antigens (MAGE A3) of 37.5%
was determined in a total of 24 patients seen at the clinic Hodgkin lymphoma in the
General Hospital of Mexico. was not it reported any positive NYESO-1 case, an analysis of
clinical correlation where no statistically significant relationship between the presence of
the MAGE A3 gene and clinical parameters for this disease was found was performed,
continuing the search for molecular markers in malignancies such as Hodgkin lymphoma in
the future will allow both prognostic and therapeutic modifications as well as monitoring
patients as markers of progression and response monitoring.

Keywords: Hodgkin lymphoma, testicular antigens, MAGE A family of genes, expression
of MAGE A-3, RT-PCR.



ANTECEDENTES

Han sido publicados a nivel mundial estudios de deteccion de MAGE en neoplasias
hematoldgicas cabe mencionar el reporte del 2010 del Dr. Han MH y colaboradores su
objetivo fue reportar la deteccion de celulas circulantes de linfoma, en pacientes con
linfoma no hodgkin usando la expresion de genes MAGE A3 en sangre periférica,
considerando que la expresion de genes MAGE A3 deberia utilizarse como marcadores en
celulas circulantes de linfoma, encontrando la expresion en 47.3% (45 de 95 ) de pacientes
estudiados, no estando relacionada con sobrevivencia, siendo esto relativo posterior a 6 a 8
ciclos de quimioterapia hasta un 4.1%, concluyendo que la expresion de MAGE A3 es
frecuente en linfoma no Hodgkin y disminuye después de quimioterapia efectiva, lo que
sugiere que MAGE A3 es un marcador tumoral en Linfoma no Hodgkin , pero no confiere
valor pronostico (!

Se han realizado estudios clinicos fase II en los cuales se ha utilizado inmunoterapia
antigeno especifica para generar una respuesta inmune en contra de MAGE A3, con el fin
de erradicar la expresion de MAGE A3 por el tumor, es de mencionar el realizado en 182
pacientes con carcinoma de pulmén de celulas pequeiias, siendo el objetivo primario la
evaluacion de intervalo libre de enfermedad, con una media de seguimiento de 44 meses ,
observaron que en el 35 % de pacientes que recibieron una vacuna basada en MAGE
recombinante mostraron beneficios clinicos basados en inmunoterapia.

Otro estudio evalta la actividad clinica de inmunoterapia basada en MAGE A3 en
pacientes con melanoma metastasico, utilizado con 2 distintos estimulantes AS02B, AS15,
con buen perfil de seguridad, sin reporte de eventos adversos inmunoldgicos hasta el
momento.

Un estudio realizado en 2011 en la poblacién Brasilefia publicado en el BMC cancer,
estudiaron el patrén de expresion de antigenos testiculares en pacientes con Linfoma de
Hodgkin, considerando la expresion de antigenos asociados a tumor como un blanco para
inmunoterapia, aunque sea conocido la frecuencia de expresion de CT45 es menos
conocido en su poblacion la expresion de antigenos testiculares de céncer tales como
familia MAGE-A, MAGE-C1/CT7, MAGE-C2/CT10, NY-ESO1 y familia GAGE y lo
relacionaron con pronodstico adverso ellos encontraron en 38 pacientes estudiados una
expresion de 21.1%, siendo 18% correspondiente a familia MAGE- A y 13.2 %
MAGE.C1/CT7, asociandolo a estadio avanzado, sin diferencia significativa.

En la unidad de Hematologia del Hospital General de México en 2005 fue realizado y
publicado por Dra. Rozzen Fuller E. un estudio que analizaba la expresion de Gen MAGE
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A y su correlacion pronostica en leucemia aguda linfoblastica, fueron evaluados un total de
47 pacientes no pudiendo integrar en aquella ocasion una relacion pronostica entre dicha
patologia y la presencia de MAGE A 3.

En la unidad de Hematologia del Hospital General de México en 2007 fue realizado y
publicado por Dra. Olarte I y colaboradores un estudio sobre la expresion de MAGE A3
como factor pronostico adverso en pacientes con linfoma de celulas B difuso de células
grandes, fueron evaluados 28 pacientes observando una asociacion estadisticamente
significativa entre la expresion de MAGE A3 con estadios avanzados de la enfermedad,
altos niveles de LDH, pobre respuesta al tratamiento y menor sobrevida. )

Una evaluacion similar fue realizada por I. Mendoza Salas y colaboradores en 2015
quienes estudiaron la frecuencia de los antigenos testiculares de cancer en leucemia
mieloide crénica (LMC), con un total de 10 muestras de individuos sanos y 65 muestras de
medula dsea de pacientes con LMC reportando una presencia de MAGE A3 de 32.3%,
siendo mayor la presencia de MAGE A4 hasta un 63%.

El campo de la inmunoterapia se ha vuelto muy activo en los tltimos afios, MAGE-A3 se
considera como un antigeno asociado a tumor prometedor para la orientacion selectiva de
las células malignas con la inmunoterapia.

Los antigenos asociados a tumor, antigeno asociado a melanoma MAGE A3 fueron los
primeros antigenos asociados a tumor en ser especificamente reconocidos por los linfocitos
TCDS, estos antigenos no se expresan en tejido normal. @

El gen mage a-3 codifica un antigeno presente en un alto porcentaje de tumores,
principalmente en melanomas, y ha sido uno de los mas importantes blancos inmunoldgicos
en el desarrollo de terapias contra el cancer; este antigeno posee epitopes capaces de ser
presentados por moléculas HLA 1T y HLA 1II.

Existe una vacuna que contiene la proteina recombinante mage a3 unida a la proteina D de
Haemophilus influenzae como acompaiiante de fusion y as02b (monofosforil lipido a-qs21)
como adyuvante; esta vacuna ha demostrado aumentar la sobrevida libre de enfermedad en
pacientes postquirurgicos con melanoma estadio Il y se encuentra actualmente en estudio
clinico fase III.

Se menciona también la utilidad de la inmunoterapia en pacientes con mieloma multiple
posterior a trasplante, utilizando inmunizacion con MAGE A3/Poly-ICLC seguido de
transferencia adoptiva de celulas T autologas de vacunas preparadas y coestimuladas. esto
correspondid a un ensayo clinico fase II , donde combinaba una vacuna multipéptido
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MAGE-A3 (compuesto GL-0817) con poli-ICLC (Hiltonol) , macrofagos y granulocitos
factor estimulante de colonias (GM-CSF) + Montanide. Las infusiones de células T fueron
bien tolerados, reacciones del sitio de inyeccion de la vacuna se produjeron en> 90% de los
pacientes, la supervivencia global a 2 afios fue del 74% [intervalo de confianza del 95%
(IC), el 54% -100%] y 2 anos de supervivencia libre de eventos fue del 56% (IC del 95%,
37% -85%). Se concluyd en este caso una alta frecuencia de respuestas de células T en la
vacuna especifica se generaron después del trasplante mediante la combinacién de células T
autdlogas coestimuladas con una vacuna MAGE-A3-poli ICLC maés factores estimulantes
de crecimiento de granulocitos y macrofagos. @
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MARCO TEORICO

INTRODUCCION

El Linfoma Hodgkin (LH) es una neoplasia caracterizada por la infiltracion linfatica de
células tumorales [células de Hodgkin (CH) y Reed-Sternberg (HRS)] rodeada de un

infiltrado celular inflamatorio compuesto de células plasmaticas, eosinofilos e histiocitos
®)

No estan claramente definidos los factores para desarrollar esta enfermedad y la causa,
continia siendo no conocida, se han observado factores asociados tales como factores
familiares, inmunosupresion y exposicion a virus, en la mayor parte de los subtipos de
Linfoma Hodgkin existe genoma del virus de Epstein-Barr (EBV) ), su relacién es
principalmente influir en la reprogramacion asi como en la regulacion de diferentes vias
de sefalizacion celular implicadas con la activacion del Factor Nuclear-kB. Otras
enfermedades infecciosas en las que podemos mencionar varicela, sarampion, rubeola, tos
ferina, se asocian negativamente con el riesgo de linfoma Hodgkin y son posiblemente de
proteccion. También hay una asociacion con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH)
en que los pacientes infectados por el VIH, tienen un riesgo significativamente mayor de
linfoma Hodgkin en comparacion con la poblacion general, Asociandose el HIV con
estadios avanzados, sitios inusuales de presentacion y pobre tasa de respuesta al
tratamiento.

En cuanto a manifestaciones clinicas la mayoria de pacientes se presenta al diagnostico con
linfadenopatias supra diafragmaticas, estdn comunmente presentes las adenopatias
cervicales, mediastinales anteriores, supraclaviculares y nddulos linfaticos axilares, debe
considerar que es poco frecuente el involucro de adenopatias inguinales. Un tercio de
pacientes presenta sintomas sistémicos tales como fiebre, sudoracion nocturna y pérdida de
peso y muchos pacientes también presentan prurito crénico. A menudo la enfermedad
puede involucrar grupos linfaticos contiguos, puede también afectar tejido extranodal por
invasion directa o por diseminacidon por via hematdgena, los sitios extra nodales, mas
comunmente involucrados son bazo, pulmoén, higado y medula 6sea.

El diagnostico debe realizarse por biopsia excisional del tejido linfatico afectado, esta nos
permitira de forma adecuada evaluar la arquitectura del ganglio linfatico.

La estratificacion de riesgo en estadios de la enfermedad es critica para la seleccion de la
terapia apropiada. El sistema de estadios estd basado en la zona involucrada de nddulos
linfaticos, uno o mas o ambos lados del diafragma , el numero de sitios involucrados, la
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presencia de una masa Bulky, involucro extranodal contiguo, sintomas sistémicos

(sintomas B presentes).

Estadio

II

I

v

Grupos pronésticos

Compromiso en un solo sitio linfatico (es decir, region ganglionar, anillo de
Waldeyer, timo o bazo) (I).

Compromiso localizado de un solo 6rgano extra linfatico o sitio en ausencia de
cualquier compromiso con ganglio linfatico (IE) (poco comin en el linfoma de
Hodgkin).

Compromiso de >2 regiones de ganglios linfaticos del mismo lado del diafragma (II).

Compromiso localizado en un solo drgano o sitio extra linfatico en relacién con un
compromiso de ganglio linfatico regional con compromiso de otras regiones de
ganglios linfaticos del mismo lado del diafragma o sin este (IIE).

El nimero de regiones comprometidas se pueden indicar mediante un nimero arabico,
como por ejemplo, 11s.

Compromiso de regiones de ganglios linfaticos a ambos lados del diafragma (I1I), lo
cual también podria verse acompafiado por una extension extra linfatica en relacion
con un compromiso de ganglio linfatico adyacente (IIIE) o por compromiso del bazo
(I1IS) o ambos (IIIE, S).

El compromiso esplénico se designa mediante la letra S.

El compromiso difuso o diseminado de uno o mas érganos extra linfaticos,
relacionado con compromiso de ganglio linfatico relacionado o sin este.

13



Estadio Grupos prondsticos

Compromiso de 6rgano extra linfatico aislado en ausencia de compromiso con
ganglio linfatico regional adyacente pero en conjuncion con enfermedad en sitio o
sitios distantes.

El estadio IV incluye cualquier compromiso del higado o la médula 6sea, pulmones
(aparte de por extension directa de otro sitio), o liquido cefalorraquideo.

En relacion con la terapia inicial adaptada al riesgo, los principales factores para determinar
la terapia inicial son el tipo histologico (Linfoma Hodgkin clésico, linfoma Hodgkin con
predominio de linfocitos), estadio anatomico de la enfermedad (limitado o enfermedad
avanzada), la presencia de caracteristicas de pobre prondstico, asi como sintomas
constitucionales, y masa Bulky (mayor a 10 cm de diametro). El PET CT juega un roll
importante en la decision de terapia completa o de adicionar u omitir parte de la terapia.
Un estudio positivo después del segundo ciclo de tratamiento puede resultar en
intensificacion de la terapia, un estudio positivo al final del tratamiento puede resultar en la
adicion de radioterapia de consolidaciéon a los sitios positivos, incluso puede ser
considerado hasta repetir la biopsia para confirmar o excluir una enfermedad persistente. (7

En la segunda mitad del siglo pasado la notable mejoria en los resultados generales de la
terapéutica se ha convertido en un ejemplo de los éxitos de la oncologia moderna. A finales
de los afios 50, incluso se reportd la curacion con la radioterapia, la cual fue establecida
para los afios 70 como el tratamiento de la enfermedad localizada.

Durante la década de los 60 se demostr6 que la utilizacion de varios agentes
quimioterapéuticos (mecloretamina, vincristina, procarbacina, prednisona) combinados en
un esquema (MOPP) era posible la erradicacion de la enfermedad diseminada.

En los afios 70 se consolido la utilizacion del MOPP; se realizaron diversas modificaciones
a este esquema con el objetivo de mantener su eficacia y reducir los efectos toxicos, y se
introdujo la combinaciéon AVBD (adriamicina, bleomicina, vinblastina, dacarbazina) como
un esquema de rescate, ya en los afios 80 este esquema se utiliza como tratamiento de
primera linea, objetivo aplicar muchas drogas en un corto periodo de tiempo y asi reducir el
desarrollo de la resistencia tumoral.
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Una nueva era ha estado marcado por la ultima generacion de los regimenes de multiples
farmacos intensificados como Stanford V, ChIVPP / EVA (clorambucil, vinblastina,
procarbazina y prednisona / etop6sido, vincristina y doxorrubicina), MEC (meclorethamine,
CCNU, vindesina, Alkeran , prednisona, epidoxorrubicina, vincristina, procarbazina,
vinblastina y bleomicina), @y BEACOPP (bleomicina, etopdsido, doxorrubicina,
ciclofosfamida, vincristina, procarbazina y prednisona) que fueron introducidos para el
tratamiento de Linfoma Hodgkin en estadio avanzado en la década del 90.

El estandar de tratamiento actual incluye el uso de quimioterapia basadas principalmente
en el esquema ABVD (doxorrubicina, bleomicina, vinblastina y dacarbazina) con o sin
radioterapia (RT) 20 — 30 Gy, consiguiendo tasas de supervivencia del 98%. Otros
esquemas (BEACOPP) han mostrado resultados semejantes al esquema AVBD-RT, pero
mostrando una mayor toxicidad ®

Existe una desventaja importante que pone en riesgo los logros clinicos: la toxicidad tardia
resultante de la terapia. Al parecer, después de 20 o 30 afios, los pacientes tienen un mayor
riesgo de morir a causa de la toxicidad mas que del linfoma Hodgkin. Las principales
toxicidades finales asociadas al tratamiento son las neoplasias malignas secundarias
(especialmente céncer sdlido, tal como cancer de pulmoén y cancer de mama, leucemia
mieloide y el sindrome mielodisplasico) y las enfermedades -cardiovasculares
(especialmente insuficiencia del ventriculo izquierdo y la enfermedad de las arterias
coronarias).

La supervivencia global de los pacientes tratados es buena, lo que demuestra que incluso
los pacientes con estadios avanzados de la enfermedad se pueden curar en un alto
porcentaje. Incluso para el caso de una recaida, los pacientes con linfoma Hodgkin se
pueden recuperar mediante la quimioterapia de alta dosis y transplante autologo de
progenitores hematopoyéticos.

Se han utilizado pardmetros de laboratorio que reflejen la carga tumoral en linfoma de
Hodgkin la lactato deshidrogenasa, es el pardmetro de laboratorio que refleja la carga
tumoral mas fielmente, teniendo una relacion lineal, a mayor valor, mayor tamafio del
linfoma.

Diversas variables se han utilizado para predecir el prondstico e identificar de forma
temprana poblaciones con riesgo de falla terapéutica, Hasenclever y colaboradores
disefiaron un indice pronostico el cual utilizaba diversos parametros clinicos y
bioquimicos (albumina< 4g/dL, estadio IV, edad> de 45 anos, hemoglobina < 10.5g/dl,
leucocitos > 15 x 10*/ul y linfopenia, género masculino) estratificando el prondstico acorde
al nimero de factores implicados (supervivencia libre de progresion a 5 afios de acuerdo
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con el nimero de factores de riesgo: 0 factor: 84%, 1 factor: 77% , 2 factores: 67% , 3
factores: 60% , 4 factores: 51% , 5 factores: 42%.

Estudios de imagen como la tomografia por emision de positrones (PET-CT) es
actualmente la mejor herramienta tanto para evaluar la respuesta como el monitoreo del
tratamiento ©

En cuanto a respuesta al tratamiento, se considera Remision completa (RC) en pacientes
con linfoma de Hodgkin aquellos pacientes que cuentan con 1) Ausencia de cualquier
evidencia clinica de enfermedad o sintomas relacionados posterior al tratamiento , 2)
Presencia de un PET-scan negativo al término del tratamiento, 3) En aquellos pacientes
con un PET-scan negativo previo al tratamiento la presencia de crecimientos ganglionares
los cuales hayan regresado a la normalidad (< 1.5 cm en su eje transverso para aquellos
ganglios linfaticos con > de 1.5cm previo al inicio de tratamiento). 4) Bazo o Higado no
palpables y con estudios de imagen negativos (Tomografia Axial Computada) posterior al
tratamiento.

Se define como Remision Parcial (RP) a la reduccion del més del 50% de la tumoracion
inicial sin aumento de los ganglios afectados y un PET-scan positivo al final de
tratamiento. La enfermedad estable se considera en aquellos pacientes sin RC o RP, pero
sin la aparicion de nuevos ganglios linfaticos. La progresion o recaida se considera en
aquellos casos que cursan con nuevas lesiones o que aumentaron> 1.5 veces su tamafio en
cualquier eje con un PET-scan positivo.

A pesar de los avances en los estudios de imagen existen pocos marcadores moleculares
que puedan identificar poblaciones con riesgo de falla al tratamiento.

CELULAS CIRCULANTES DE TUMOR

El evento de aparicion de enfermedad metastatica en los tumores solidos es el responsable
del 90% de las muertes relacionadas con los canceres. El cuerpo de conocimiento actual
respecto al proceso de diseminacion hematdgena tumoral sugiere que los clones de células
cancerosas que atraviesan el endotelio circulan por el torrente circulatorio hasta que, o son
eliminadas por los mecanismos de respuesta inmune, o encuentran en un microambiente
apropiado en el que residir en un estado latente y eventualmente adquirir la capacitacion
para proliferar en un momento posterior. Por tanto, implicito al concepto de metéstasis se
integra el proceso de generacion de cé€lulas tumorales circulantes (CTC) que atraviesan la
circulacion y colonizan los 6rganos distantes. Esta capacidad de metastasis de los tumores
solidos a un sitio distante ha sido muy bien descrita en los linfomas'
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Las celulas circulantes de tumor deberan superar varias fases antes de producir colonias de
metastasis:
1. extravasarse de la circulacion a los érganos diana.
2. proliferar.
3. Evadir la respuesta inmunologica tisular.
4. Superar las dificultades metabolicas.
De hecho, se estima que s6lo una de cada 10.000 CTC esta capacitada para formar una
metastasis.

Se considera la utilidad clinica de las celulas circulantes de tumor ya que estas se
encuentran facilmente disponibles en sangre periférica.

La determinacion de CTC ayudaria extraordinariamente a estudiar aspectos fundamentales
en lo referente al diagndstico como a la estadificacion y al prondstico.

La determinacion de CTC en los laboratorios clinicos es un anhelo insatisfecho durante
muchisimo tiempo, la complejidad en su deteccion se debe a su escasa presencia en el
torrente sanguineo, los métodos de deteccion de CTC basados en el ADN libre circulante,
RT-PCR, o mejor RT-PCR cuantitativa, muestran una mayor sensibilidad que los basados
en la citometria.

ANTIGENOS TESTICULARES DE CANCER

Los Antigenos Testiculares de Céancer (CTAs) son moléculas que se expresan de forma
normal en células germinales pero de forma anormal se expresan en diversas células
tumorales 19" Los antigenos MAGE- A fueron identificados inicialmente en melanoma,
los genes de esta familia, se encontraron en una variedad de canceres a pesar de que su
expresion estaba limitada a celulas germinales de testiculo, ovario y placenta.

Todos los genes de la familia MAGE-A tienen una proteina codificada por un solo exén
precedidos por varios exones no codificantes, estos genes estan codificados en el
cromosoma X y pertenecen al denominado grupo MAGE clase I, debido a lo anterior se
les han atribuido funciones similares.

Muchos de ellos como MAGE-C2/CT10 se han implicado en la recurrencia y falla al
tratamiento. Recientemente Inaoka y colaboradores reportaron en 38 muestras de
Linfoma Hodgkin la expresion de diversos antigenos testiculares presentando una
mayor expresion en aquellos pacientes con enfermedad avanzada (28.6%). La expresion
de los genes de la familia MAGE-A y el MAGE-C1/CT7 fueron los que se expresaron con
mayor frecuencia 2,
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En las ultimas décadas se ha demostrado ampliamente que las células cancerosas pueden
ser reconocidos (y en circunstancias seleccionadas incluso eliminado) por el sistema
inmune del huésped. El antigeno asociado a tumor (TAA) de la familia antigeno de
melanoma A3 (MAGE-A3) fue el primer antigeno asociado a tumor humano encontrado
para ser reconocido especificamente por las células T CD8 +. MAGE-A3, acoplados al
CPH clase I. La ausencia de la expresion en tejidos normales asegura una respuesta inmune
contra el tumor, la expresion en tejidos normales, asegura una respuesta inmune contra el
tumor, la expresion en tejidos normales esta restringida a celulas germinales masculinas de
la fase temprana de la espermatogénesis, especificamente en espermatogonia y
espermatocito primario.

Existen méas de 100 antigenos testiculares de cancer reportados en la literatura mundial,
pero las funciones bioldgicas de la mayoria son desconocidas, recientes estudios proveen
alguna evidencia de que tienen propiedades antiapoptoticas, en lugar de la regulacion de la
proliferacién celular o la adherencia en el cancer y podria explicar la persistencia de la
enfermedad residual minima en algunos tumores malignos incluso en el linfoma Hodgkin
donde la cura potencial es muy alta.

Estos antigenos testiculares de céncer estdn clasificadas de acuerdo con el nivel de
conservacion de la secuencia central de aminoacidos en dos tipos: mage tipo I, al que
pertenecen los subgrupos mage-a, mage-b y mage-c, que se expresan en células tumorales
de pulmon, cabeza, cuello, vejiga, mama, cancer gastrico y colorrectal, entre otros; y mage
tipo II, al que pertenecen los subgrupos mage-d, mage-e, mage-f, mage-g, mage-h, mage-12
y Necdin, que son codificadas por genes presentes en los cromosomas X, 3 y 15 y que se
expresan en algunos tejidos normales y su funcion estd relacionada con procesos de
ubiquitinacion de proteinas.

La frecuencia de expresion es altamente variable en diferentes tipos de tumor, son
consideramos tumores con alta expresion de los antigenos por ejemplo el melanoma, cancer
de ovario, cancer pulmonar, mientras algunas malignidades hematopoyéticas, rifion, colon
y cancer de pancreas son considerados tumores con baja frecuencia de expresion de dichos
antigenos.

Ha sido reportada en relacion con las malignidades hematologicas alguna excepcion, por
ejemplo en el mieloma multiple donde la expresion del antigeno CT7/MAGE-CI es alta, y
en linfoma Hodgkin la expresion de CT45.

Otros antigenos testiculares de cancer son los genes BAGE, GAGE, LAGE y NY-ESO-1,
estos junto con el MAGE codifican para los antigenos que son reconocidos en diversas
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células transformadas neoplasicamente por linfocitos T CD8 (+) autélogos, citoliticos. de

los antigenos testiculares se ha demostrado la presencia de BAGE en pacientes con cirrosis
(293339

El antigeno testicular de cancer el NY-ESO-1, es considerado como uno de los antigenos
mas inmunogénicos aislado, induce respuestas inmunes espontaneas del huésped en el 50%
de los pacientes con neoplasias que lo expresan. 343

NY-ESO-1 es otro de los antigenos asociados a tumor considerado importante candidato
para inmuno-terapia; su expresion ha sido evidenciada por RT-PCR de mRNA en el 30 %
de los canceres de pulmon, vejiga y melanomas, 42 % de tumores de mama y 65 % de
carcinomas medulares de tiroides, entre otros.

La frecuencia de anticuerpos anti-NY-ESO-1 en sueros de pacientes con tumores que
expresan este gen es del 25 al 50 % y se ha observado una relacion directa entre la
evolucién del tumor y el titulo de estos anticuerpos. La presencia de anticuerpos en sueros
de pacientes con tumores NY-ESO-1 positivos demuestra la capacidad de este antigeno
para inducir una respuesta inmunologica mediada por linfocitos CD4* y CD8". ¢1:32)

El antigeno NY-ESO-1 ha sido utilizado en diversas inmunoterapias contra el céancer.
Observandose una importante reaccion humoral y celular en pacientes con melanoma
maligno a quienes se inyecté intradérmicamente la proteina recombinante NY-ESO-1 %

Su inmunogenicidad excepcional, junto con su amplia distribucion entre muchos tipos de
cancer lo hace un muy buen candidato a vacuna, con el potencial de ser utilizado en las
vacunas contra muchos tipos de tumores malignos. % 3539

Las funciones de estos genes aln no estan del todo descifradas pero en investigaciones
realizadas se ha demostrado su relacion con ciclos de proliferacion y apoptosis en las
células tumorales.

REGULACION DE LA EXPRESION DEL GEN MAGE

La forma en la que se regula su expresion es a través de un mecanismo de metilacion, este
fue descrito en la linea celular de melanoma MZ2 MEL que expresa MAGE A1 (12

La expresion de las proteinas mage tipo I, al igual que la de otros antigenos testiculares de
cancer, estd inhibida en el tejido normal por mecanismos epigenéticos de represion
transcripcional por hipermetilacion del gen promotor; diversos autores han demostrado que
la acetilacion a nivel de las histonas y la desmetilacion del DNA juegan un papel
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importante en la expresion de estas proteinas en las células tumorales. A nivel funcional
mage-Actia como inhibidor de p53, al interferir con su funcion de regulador
transcripcional de genes relacionados con la reparacion o eliminacion apoptotica de células
dafiadas, favoreciendo la formacion del tumor.

LOCALIZACION DEL GEN MAGE

Los genes de la familia MAGE fueron descritos por De Plaen y cols en 1991 en melanoma
en donde segin sus reportes tienen una frecuencia del 60% para esta neoplasia, Se
encuentran localizados en el cromosoma X en la region 28 (genes MAGE A), p21.3
(MAGE B), 26 (MAGE-C), y p11 (MAGE-D). ¥

Los antigenos testiculares de cancer mas frecuentemente expresados en tumores son mage
al, mage a3, ny-eso-1, ssx-2 y ssx-4.

FAMILIA MAGE A

Comprende 12 genes que comparten una identidad de 60 a 98% en su secuencia
codificante, localizados enteramente en el ultimo exon, codifican proteinas de 300 a 370
aminodacidos, con un peso molecular de 46 KDa, siete genes MAGE A se encontraron
expresados en una gran porcion de tumores de varios origenes histologicos (MAGE Al,
A2, A3, A4, A6, A10, A12). Se ha reportado la identificacién del gen MAGE A-3 a nivel
citoplasmatico y a nivel nuclear. !>

Entre los principales tumores en los que se ha reportado la expresion de Gen MAGE se
encuentran cancer de pulmodn, carcinoma gastrico, carcinoma de es6fago, carcinoma
hepatocelular, cancer mamario, carcinoma colorectal, cancer de ovario, linfoma, mieloma
entre otros. (1¢
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México se espera para 2020 un total de 1837 nuevos casos de Linfoma Hodgkin, la
sobrevida esperada a cinco afios para estos pacientes es mayor al 80%; el estadio clinico al
diagnéstico, la edad del paciente, la respuesta al tratamiento, la recaida tras la primera linea,
la toxicidad de los farmacos, la aparicion a largo plazo de segundas neoplasias, son puntos
en consideracion al evaluar el pronostico de estos pacientes.

Actualmente el mayor entendimiento de la inmunogenicidad del tumor y la dindmica de sus
relaciones con el sistema inmunologico ha permitido el desarrollo de terapias contra el
cancer basadas en el uso de anticuerpos o en el disefio de vacunas, en las que el
descubrimiento y detallado conocimiento de los antigenos asociados a tumor juega un papel
fundamental. Sin embargo, en la mayoria de estas terapias solo ha sido posible un aumento
en la sobrevida de los pacientes.

En blsqueda de Antigenos Asociados a tumor han sido evaluados marcadores en diferentes
neoplasias, muy pocos de estos marcadores moleculares han demostrado identificar
poblaciones con riesgo de falla al tratamiento, dentro de este grupo de marcadores los
antigenos testiculares de cancer son moléculas que se expresan de forma normal en células
germinales pero de forma anormal en diversas células tumorales, siendo reportada la
expresion de estos en melanoma, cancer de pulmén , mama, leucemias y linfomas. La
identificacion de varios antigenos asociados a tumor ha permitido el desarrollo de modernas
vacunas antitumorales, las que se encuentran en etapa de experimentacion.

No se conoce la expresion de este marcador molecular en nuestra poblacion y si es de
utilidad pronostica, nos hemos planteado el identificar al mismo y evaluar su utilidad en
nuestra poblacion , nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion ;Cudl es la
expresion de antigenos testiculares de cancer (MAGE A3) en pacientes con Linfoma
Hodgkin y su correlacion clinica en pacientes atendidos en el servicio de hematologia en el
periodo comprendido entre Diciembre del 2000 a Diciembre 2015 en el Hospital General
de México Dr. Eduardo Liceaga?
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JUSTIFICACION

Diversas variables se han utilizado para predecir el prondstico e identificar de forma
temprana poblaciones con riesgo de falla terapéutica en pacientes con linfoma de Hodgkin,
Hasenclever y colaboradores disefiaron un indice prondstico el cual utiliza diversos
parametros clinicos y bioquimicos, estratificando el pronostico acorde al ntiimero de
factores implicados. Estudios de imagen como la tomografia por emision de positrones
(PET-CT) es actualmente la mejor herramienta tanto para evaluar la respuesta como el
monitoreo del tratamiento. A pesar de los avances en los estudios de imagen existen pocos
marcadores moleculares que puedan identificar poblaciones con riesgo de falla al
tratamiento o recaida.

Se han descrito los antigenos asociados a tumor de estos los antigenos testiculares del
cancer son los que se han reportado con mayor frecuencia mencionando cifras de expresion
de hasta un 28%, la familia de Genes MAGE son los mas frecuentes, estos marcadores
moleculares han sido demostrados a nivel internacional como marcadores prondsticos y de
evolucion en enfermedades malignas tales como cancer de pulmén , cancer de mama,
leucemias y linfomas, sin embargo ain se desconoce la frecuencia y la relacion que
pudieran tener estos genes en la poblacidon Mexicana en pacientes con enfermedad de
Hodgkin, pretendemos con este estudio, conocer la expresion de este Gen (MAGE A3) en
nuestra poblacion de pacientes con Linfoma Hodgkin, teniendo en cuenta la utilidad
pronostica de la expresion de estos antigenos testiculares en este grupo de pacientes.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de expresion de los antigenos testiculares de céncer y su
correlacion con la clinica en pacientes con linfoma Hodgkin diagnosticados en la clinica de
linfoma Hodgkin del Hospital General de México Dr. Eduardo Liceaga

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Describir caracteristicas demograficas del grupo de estudio (edad, género)

2. Describir caracteristicas clinicas de valor pronostico en el grupo de estudio (estadio
clinico, tratamiento recibido, escala de Hansenclever, PET final de tratamiento,
inmuno histoquimica).

3. Identificar la presencia de MAGE A3 y NY-ESO 1 en el grupo de pacientes
incluidos en este estudio.

4. Correlacionar presencia de MAGE A3 y NY-ESO 1 factores prondsticos de
pacientes con linfoma Hodgkin.
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HIPOTESIS

Han sido publicados a nivel mundial estudios de deteccion de MAGE y NY-ESOI en
neoplasias hematologicas siendo la expresion de estos, cifras desde 20% hasta 47%, en
linfoma no Hodgkin por ejemplo se han reportado cifras mas altas, considerado la utilidad
de estos marcadores en celulas circulantes, de forma semejante se has reportado la
expresion de estos marcadores en diferentes neoplasias solidas como el sarcoma, tumor de
mama y pulmon.

En linfoma Hodgkin la frecuencia de expresion del antigeno testicular de cancer (MAGE
A3) es alrededor del 21% y se ha asociado a estadios avanzados y peor prondstico. En la
Unidad de Hematologia del Hospital General de México se realizan desde el 2005 analisis
de la expresion de los genes MAGE A 3y NY-ESOI, en diferentes neoplasias mencionando
leucemia mieloide crénica, linfoma no Hodgkin, Leucemia linfoblastica aguda, no
conocemos aun la expresion de dichos marcadores en Linfoma Hodgkin , es objetivo de
este estudio el determinar la frecuencia de los mismos en nuestra poblacion , siendo nuestra
hipdtesis : Si encontramos la expresion de los antigenos testiculares de cancer (MAGE
A3, NY-ESO1) en pacientes con linfoma Hodgkin entonces podria estar relacionado con
recaidas y falla al tratamiento a corto tiempo de seguimiento.
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MATERIAL Y METODOS

TIPO DE DISENO

Se realiz6 un estudio de tipo Analitico, Experimental, Ambispectivo y Transversal
VARIABLES

Variables independientes: Expresion de MAGE A3 y NY-ESO1

Variable dependiente: Variables de pronostico clinico (Estadio clinico, respuesta a
tratamiento, recaida)

CRITERIOS DE INCLUSION
1. Pacientes mayores de 16 afos.
2. Con diagndstico de Linfoma Hodgkin basado en estudio histopatologico del ganglio
linfatico, corroborado mediante inmuno- histoquimica (marcadores Cd15, Cd30, Cd
45, Cd20 y EBV) en el periodo sefialado.
3. Pacientes que acepten toma de muestra de sangre periférica para el estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION
1. Pacientes diagnosticados con linfoma Hodgkin que no se hayan dado seguimiento
en nuestro centro.

CRITERIOS DE ELIMINACION
1. Material insuficiente para la expresion del genes

CONTROLES POSITIVOS

Tejido Testicular
Se obtuvieron biopsias de tejido testicular normal de pacientes masculinos con diagnostico
de hiperplasia prostatica, como parte del tratamiento de su patologia se les realiz6 una
extirpacion testicular de la que se obtuvo un fragmento. El procedimiento fue realizado en

la unidad de Urologia del Hospital General de México.

Linea Celular

Se usé la linea celular K562 derivada de una paciente con Leucemia Mieloide Croénica
(LMC)

Como control positivo para valorar la expresion del mRNA de los CTA (Serrano 1995). La
linea celular se cultivdo 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 ImM (Hyclone Laboratories),
penicilina/estreptomicina 1% y 2-mercaptoetanol 50M (Invitrogen, Life Technologies
Carlsbad, CA). Las células crecieron en condiciones de CO2 al 5% y 37°C.

25



CONTROL NEGATIVO

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de donadores sanos para la obtencion de
células mononucleares mediante el método de gradiente de Ficoll-Hypaque, para ser
utilizados como controles negativos en los ensayos de RT-PCR.

POBLACION DE ESTUDIO
El universo correspondi6é a un total de 70 pacientes atendidos en la clinica de Linfoma
Hodgkin del Hospital General de México Dr. Eduardo Liceaga en el periodo de Diciembre

del afno 2000 a Diciembre del ano 2015, la muestra fue elegida por conveniencia, siendo
incluidos un total de 24 pacientes, a los cuales se les tomo muestra de sangre periférica
previo consentimiento informado.

El procedimiento de separacion de células mononucleares, aislamiento de mRNA
integridad, pureza y cuantificacion del RNA, deteccion de los antigenos testiculares de
cancer mediante reaccion en cadena de la polimerasa, fue realizado por expertos en
biologia molecular del area de laboratorio de biologia molecular del Hospital General de
México. A continuacion se detalla la técnica utilizada:

SEPARACION DE CELULAS MONONUCLEARES

Fundamento: Es una técnica de centrifugacion por gradiente de densidad para separar las
celulas mononucleares (linfocitos, monocitos, blastos, etc.) de otras células de la sangre.
Durante la centrifugacion se van formando varias capas, el sedimento que estd formado
principalmente por granulocitos y eritrocitos ha migrado a través del gradiente de densidad
que es mayor al del ficoll, la parte superior estd constituida por ficoll, le continua una capa

en la interfase que corresponde a las células mononucleares (linfocitos, monocitos, blastos)
y finalmente la capa del plasma.

La separacion de celulas se realiza utilizando el reactivo Ficoll el cual tiene una densidad
de 1.077 g/cm3 este separa las células en fases plasma, celulas mononucleares, ficoll,
eritrocitos respectivamente.

Las muestras de sangre periférica de pacientes con linfoma Hodgkin se trataron con el
siguiente procedimiento:

En un tubo de 15,0 mL se realizé una diluciéon 1:2 de la sangre total con PBS 1X
(Phosphate Buffer Solution). En otro tubo limpio se agregaron 3,0 mL de ficoll y se virtio
lentamente la dilucién de sangre procurando no mezclar las fases. Se centrifugd a 140 g
durante 30 min. Se separ6 la capa de las células mononucleares y se pasaron a un tubo
nuevo de 15 mL el cual contenia PBS 1X. Se lavaron las células a 250 g durante 7 min. Se
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decant6 el sobrenadante y las células se resuspendieron nuevamente con PBS 1X. Se
transfirieron las células a tubos eppendorf de 1,5 mL. Una vez aisladas y lavadas las células
mononucleares se almacenaron a -80°C hasta el momento del analisis por RT-PCR.

AISLAMIENTO DE mRNA

El RNA aislado se obtuvo por lisis alcalina utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen).
FUNDAMENTO: Las células son lisadas con el reactivo Trizol el cual contiene fenol e
isotiocianato de guanidina los cuales solubilizan las celulas, lisan la membrana plasmatica y
las proteinas pasan de su estado nativo a desnaturalizado conduciendo a un acido nucleico
1ntacto.

El procedimiento fue el siguiente:

Se adicion6é 1,0 mL del reactivo Trizol a la muestra. Se lisaron las células mediante
agitacion constante. Se incubaron durante 10 min en hielo. Una vez lisadas las células se
adicionaron 200ulL de cloroformo y se agité hasta mezclar las fases. Se dejo reposar
durante 5 min en hielo. Nuevamente se mezcld y se centrifugé a 9000 g durante 15 min. Se
recuperd la fase acuosa y se transfiri6 a un tubo eppendorf nuevo de 1,5 mL.
Posteriormente se adicionaron 500uL de etanol absoluto y se mezcld por inversion. Se dejé
incubando toda la noche a -20°C., al terminar la incubacién se centrifugd a 9000 g durante
15 min. Se decant6 el sobrenadante, se observo un “pellet” blanco el cual corresponde al
RNA. Se adicion¢ etanol al 75% y se mezcl6 por inversion 5 veces para después centrifugar
a 2600 g durante 6 min. Se decant6 el sobrenadante y se dejo secar el remanente de etanol
colocando el eppendorf boca abajo y procurando que el “pellet” no quede totalmente seco.
Se adicionaron de 10-40 pL de agua inyectable seglin el tamafio del “pellet” y se aline6 el
RNA a 70°C. Una vez alineado se guardo a -80°C.

INTEGRIDAD, PUREZA Y CUANTIFICACION DEL RNA

INTEGRIDAD

Para observar la integridad del RNA se prepara un gel de agarosa al 2%. Se toma como
referencia las subunidades 18s y 28s del RNA ribosomal.

Procedimiento:

Se pesaron 0,3 grs de agarosa. Se disolvieron en 30 mL de TAE 1X. se calent6 hasta
completa disolucion. Se dejé enfriar un poco y se adicionaron 5 pL de bromuro de etidio.
Se vaci6 el contenido en el molde para gel y se dejo solidificar.

La camara de electroforesis se llen6 con TAE 1X. Para cargar las muestras en los pozos del
gel se tomaron 2 pL. de RNA y se diluyeron con 2 pL de Loadding Buffer.

Una vez cargadas las muestras en cada pozo se conectd la camara a la fuente de poder
aplicando una corriente de 70V. Se dej6 correr de 20-60 min. Se retira el gel de la camara y
se observa a luz UV.
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CUANTIFICACION Y PUREZA

FUNDAMENTO: Los 4acidos nucleicos absorben eficientemente luz ultravioleta debido a la
presencia de bases aromaticas nitrogenadas a lo largo de las cadenas de DNA. La absorcion
de UV de DNA es una caracteristica de la molécula, que es usada eficientemente para
determinar su concentracion. Cada una de las bases tiene su propio y Unico espectro de
absorcion y por lo tanto contribuye de manera diferente a la propiedad total de absorcion de
UV de una molécula de DNA.

Las absorbancias utilizadas son 260 nm y 280 nm. A 260 nm los 4cidos nucleicos alcanzan
la absorcion maxima de luz. Las proteinas tienen un maximo de absorcion a A280
(principalmente por residuos de triptofano) las lecturas a esta longitud pueden mostrar si
existe contaminacion proteica.

El célculo de la relacion A260 /A280 es una manera comun para expresar la pureza del
material genético. Dependiendo de la composicion nucleica, un valor de 1.65 a 1.9 indican
una muestra pura.

Tomar 2 pl. de RNA y diluirlo en 998 puL de agua inyectable (dil 1:500). Leer a 260 y 280
nm. Una vez obtenidas las absorbancias a cada una de las longitudes de onda, realizar los
calculos para pureza y cantidad de RNA respectivamente.

Pureza = A260nm/ A280nm

pg/pL de RNA = (A260nm)(dilucion)(0.04*%*)

**] unidad de absorbancia corresponde a 40 pg/mL de RNA

DETECCION DE LOS ANTIGENOS TESTICULARES DE CANCER MEDIANTE
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA.

Sintesis de cDNA

El cDNA de los donadores sanos, los pacientes con linfoma y los controles se sintetiz6 a
partir de 2pg de RNA total, el volumen final de cDNA fue de 20 pl. E1 RNA se mezclé con
1 ul de oligo dT 12-18 (INVITROGEN, Carlsbad, CA) y 1 pl de ANTPs 10mM (Applied
Biosystems, Roche) la mezcla se incubo a 65°C durante 5 minutos y se coloco en hielo. Se
adicionaron 4 pl de Buffer 5X (Tris- HCI 250mM, KCI1 375 mM MgCI2 15mM), 2 ul de
DTT (0.1M) el volumen correspondiente de H20 y se incub6 a 37°C durante 2 minutos
posteriormente se adicion6 1 pul de M-MLV RT (200U) (INVITROGEN, Carlsbad, CA) y
se incubd a 37°C durante 50 minutos, la enzima se inactivd incubando a 70°C por 15

minutos.
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Para la PCR se utilizé un volumen final de 10uL en los que se mezclaron 10 mM Tris-HCI,
50 mM KCI, 1.5 mM MgCI2, 100 uM dNTPs, 0.2 U Taq DNA polimerasa,
(INVITROGEN, Carlsbad, CA) 0.5uM primer sentido, 0.5 uM primer antisentido y 1 puL de
cDNA.

Los primers para los genes MAGE-A3 y NY-ESO fueron descritos en Olarte , 2012. La
misma secuencia de primers se utilizd para amplificar las muestras de los pacientes del
HGM. Como control se utilizo el gen constitutivo GAPDH. La secuencia de los primers
utilizados asi como la longitud esperada del producto de PCR se muestra en la Tabla 1

La estandarizacion se llevo a cabo utilizando diversas concentraciones de primer, asi como
de temperaturas de alineacion, dicha estandarizacion se llevo a cabo con tejido testicular, y
la linea celular K562 los cuales son los controles positivos.

La misma amplificaciéon se corrobord en los donadores sanos en donde no existid
amplificacion de los genes.

Tabla 1. Secuencia de Primers

A3 FORWARD TGGAGGACCAGAGGCCCC
MAGE A3
A3 REVERSE GGACGATTATCAGGAGGCCTGC

Longitud 725 pares de bases.

Condiciones: 96 °C - 1 min.
60 °C - 45 segundos.
72°C - 1 min.
30 ciclos.
NYESO-1 NY-ESO 1 FORWARD CCCCACCGCCcTCCcaTa

NY-ESO 1 REVERSE CTGGCCACTCGTGCTGGGA

Longitud 307 pares de bases
Condiciones: 96 °C - 1 min.
67°C - 45 segundos.
72°C - 1 min.
30 ciclos.
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DEFINICION OPERACIONAL DE LAS VARIABLES

VARIABLE DEFINICION TIPO DE | ESCALA DE | VALORES
OPERACIONAL VARIABLE MEDICION
Genero Conjunto de | Cualitativa Nominal Femenino
peculiaridades  que (dicotomica) Masculino
caracterizan los
individuos de una
especie
dividiéndolos en
masculino 0
femenino
Edad Tiempo que ha | cuantitativa continua Menor de 28
vivido el paciente 28-48
desde el nacimiento Mayor de 48 afios
hasta el momento
del diagnostico
Clasificacion del linfoma | Clasificacion Cualitativa politdmica 1. Nodular con
Hodgkin (estirpe) histologica, del predominio linfocitario
linfoma Hodgkin, en 2. Clasico:
base a la Esclerosis nodular,
modificacion de la Celularidad mixta,
OMS. Rico en linfocitos
Deplecion linfocitaria
Inmuno histoquimica de | Procedimiento Cualitativa politémica CD30
Linfoma Hodgkin histopatologico que CD15
permite  identificar CD45
antigenos presentes CD20
en las celulas, para VEB
identificar a que
tejido pertenece, en
este caso a que
variedad de linfoma
Hodgkin
corresponde.
Estadio clinico Caracteristicas que Cualitativa Ordinal Temprano I-11

permiten definir la
localizacion del
tumor y describir el
grado de
diseminacion del
mismo en numeros
romanos del uno al
cuatro (I, IL, IIT o
Iv).

Avanzado III-1V
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Escala de Hasenclever

Sistema
internacional
pronostico para
grupos de riesgo con
enfermedad
avanzada, incluye
variables con
impacto prondstico
adverso y permite
calcular la
supervivencia libre
de progresion a 5
afios.

cuantitativa

Ordinal

Factores de riesgo 0-2
Factores de riesgo 3-5

Niveles de  Lactato
deshidrogenasa en sangre

Prueba que permite
la cuantificacion de
la enzima Lactato
deshidrogenasa,

enzima presente en
practicamente todas
las  células  del
organismo y se
libera de  estas
células hacia la
sangre cuando existe
lesiéon o destruccion
celular o tisular.

Cuantitativa

Ordinal

Menor a 250
Mayor a 250

Esquema de tratamiento

Tratamiento contra
la enfermedad de
Hodgkin indicado

Cualitativa

politdbmica

ABVD

BEACOP
RADIOTERAPIA
OTRO

Respuesta al tratamiento
segun pet ct final

Respuesta
metabodlica al
tratamiento

indicado para
linfoma  Hodgkin,
evaluado en base a
PET-CT mediante
disminucién en las
cifras de captacion
de la  fluoro-2-
desoxi-D-glucosa en
una region del PET
CT en base a valor
de captacion
estandar (SUVs).

Cualitativa

politémica

Respuesta completa
Respuesta parcial
Enfermedad estable
Progresion

MAGE A-3 por RT-PCR

Expresion del Gen
MAGE a-3 y NY-
ESO 1 en pacientes
con linfoma
Hodgkin a través de
RT- PCR.

Cualitativa

Nominal
(dicotomica)

Expresion
No Expresion

31




NY-ESOI por RT-PCR Expresion del Gen | Cualitativa Nominal Expresion
NY-ESO 1 en (dicotoémica) No expresion
pacientes con
linfoma Hodgkin a
través de RT- PCR.

Recaida Nueva aparicion del | Cualitativa Nominal Presente
linfoma Hodgkin en (dicotomica ) Ausente
pacientes que
alcanzaron una

respuesta completa a
primera linea de
tratamiento.

CONSIDERACIONES ETICAS
Este estudio se ajusta a las normas éticas institucionales y a la Ley General de Salud en
materia de experimentacion en seres humanos, y asi como a la declaracion de Helsinki, con

modificacion en el congreso de Tokio, Japén en
1983.

ANALISIS ESTADISTICO

El anélisis estadistico fue basado en el software SPSS version 20. De forma inicial se
realiz6 estadistica descriptiva para establecer medias, medianas y rangos. El andlisis de
correlacion de Pearson se establecid entre las variables cualitativas (lactato deshidrogenasa
y RQ-PCR para MAGE-A3 y NY-ESO 1 etc.). Para el contraste de hipdtesis entre la
expresion de MAGE-A3 y NY-ESO 1 Ila respuesta al tratamiento se utilizo el test chi-
cuadrado, considerandose significativo a un valor menor o igual a 0.05 (95%, IC).
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RESULTADOS

Caracterizacion de la muestra de estudio

Se incluyeron un total de 24 pacientes con diagnostico de linfoma Hodgkin atendidos en la
clinica de Linfoma Hodgkin en el servicio de Hematologia del Hospital General de México
Dr. Eduardo Liceaga.

La confirmacion diagndstica fue basada en datos histologicos e inmunologicos
incorporados en el expediente clinico.

De los 24 pacientes, 16 pacientes (67%) correspondieron al sexo masculino y 8 pacientes
(33%) al sexo femenino. Grafico 1
GENERO PACIENTES CON LINFOMA HODGKIN
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Grafico 1.
Fuente expediente clinico.

La mediana de edad fue de 28 afios, siendo la edad minima de 16 afios y la maxima 48
afos. Grafico 2

EDAD PACIENTES CON LINFOMA HODGKIN
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Grafico 2
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Fuente expediente clinico

En la poblacion estudiada predomino el linfoma Hodgkin de tipo celularidad Mixta en
66.7% (16 pacientes), seguido en frecuencia de esclerosis nodular 29.1% (7 pacientes ) y
menos frecuente rico en linfocitos en 4.17% (1 paciente). Grafico 3

ESTIRPE HISTOLOGICA PACIENTES CON LINFOMA HODGKIN
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Grafico 3
Fuente expediente clinico

En cuanto a inmunohistoquimica se evalu6 la presencia de Cd15, Cd 30 y Cd 20, el de
mayor frecuencia fue Cd 30 en 71 % de pacientes , seguido de Cd 15 en 62% y Cd 20 fue
positivo en un 37% de pacientes.

La presencia de Virus de Epstein Bar fue de 50%.
En referencia a estadios clinicos de los 24 pacientes con linfoma Hodgkin el 34%

correspondio a estadios tempranos (I y II) y el 66% restante estadios avanzados (III y IV).
Grafico 4
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ESTADIOS CLINICOS DE PACIENTES CON LINFOMA HODGKIN
66%

34%

Estadio I-ll Estadio IlI-IV

Grafico 4
Fuente expediente clinico.

Se utilizo el escore pronostico de Hasenclever , para fines de estudio, dividimos el escore
de 0a2y3a5, encontramos en nuestro grupo de pacientes que el 33% (8 pacientes) ,
tendra un pronostico adverso con una sobrevida calculada de menos del 60%.

Evaluamos la cifra de LDH al diagnostico del total de pacientes , la mediana encontrada fue
de 246 mg/dl, siendo el valor minimo encontrado de 80 y un maximo de 672 mg /dl , con
un valor reportado extremo en 2058 mg/dl , el 54% de pacientes presento cifras de LDH
alta (mayor de 250 mg/dl ). Grafico 5

CATEGORIA LDH
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Grafico 5
Fuente expediente clinico

El 92 % (22 Pacientes) Iniciaron esquema de quimioterapia ABVD en primera linea , un
8% (2 pacientes) no inicio ningun tratamiento y 4% (1 paciente ) Recibio esquema inicial
con MOPP.
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De los pacientes que iniciaron tratamiento el 50 % (11 pacientes) presento respuesta
completa a primera linea al evaluar el Pet ct final de tratamiento, 18% (4 pacientes)
respuesta parcial , 18% (4 pacientes) enfermedad estable y 13% (3 pacientes) mostraron
datos de progresion . Solo 6 pacientes del total que recibieron tratamiento (22 pacientes)
presentaron recaida, correspondiendo al 27%.

En cuanto a si recibieron o no radioterapia 11 pacientes (50%) si recibieron radioterapia.

Expresion de los Antigenos Testiculares de Cancer

Se realiz6 la extraccion de RNA segtn la metodologia descrita, tanto en controles como en
pacientes con linfoma. El la figura 1 se muestra una imagen representativa de la extraccion
de RNA. Figura 1

Figura 1. Verificacion de la integridad del RNA en 5 pacientes con LH. 18s: Banda
perteneciente a TRNA de la subunidad 18s. 28s: Banda perteneciente a rRNA de la
subunidad 28s. Gel de agarosa al 1.5% en buffer TAE.

En el andlisis de antigenos testiculares mediante PCR no se encontr6 expresion en ningun
paciente para el gen NY-ESOI. La expresion de MAGE A3 fue de 37.5% (9 pacientes ).
En la Figura 2 (A) se muestra la amplificacion del gen MAGE A3 en el control positivo y

36



en algunos pacientes representativos. En la figura 2 (B) pacientes representativos carrilles
2, 3y 5 positivos para MAGE A3.

B
Figura 2. Amplificacion del gen MAGE-A3. A. Se muestra MPM: Marcador de peso molecular. H20
control de reaccién. Control positivo en tejido testicular y carril 1 K562. Carriles 3 y 4 pacientes
positivos. B MPM: Marcador de peso molecular , Pacientes representativos carrilles 2,3 y 5
positivos. Gel de agarosa al 1.5% en buffer TAE.
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Frecuencias de expresion y Correlacion clinica del gen MAGE A3 v factores clinicos

Tabla 2. Frecuencias de expresién y correlacion clinica del
gen MAGE A3 y factores clinicos

MAGEA3
Negativo Positivo
% del N % del N
Recuento de la tabla Recuento de la tabla
Edad menores 28 8 33.33 4 16.67
28-48 6 25.00 4 16.67
mayor 48 1 4.17 1 4.17
Sexo masculino 10 41.67 6 25.00
femenino 5 20.83 3 12.50
CD15 ausente 16.67 5 20.83
presente 11 45.83 4 16.67
CD30 ausente 5 20.83 2 8.33
presente 10 41.67 7 29.17
CD20 ausente 9 37.50 6 25.00
presente 6 25.00 3 12.50
EBV ausente 6 25.00 6 25.00
presente 9 37.50 3 12.50
DHLcat menor 250 7 29.17 4 16.67
mayor 250 8 33.33 5 20.83

fuente expediente clinico

No se encontro ningun paciente positivo para NY-ESO 1 en los pacientes analizados, en el
caso del gen MAGE A3 se encontro una frecuencia de 37.5% (9/24). Como se puede
apreciar en la tabla 2 , 8 de los 9 pacientes se encontraron en rangos de edad menores a 28 y
de 28 a 48 afos. La mayor parte de los pacientes positivos fueron del sexo masculino, en 7
pacientes se encontro presente el CD30.

38



Posterior al andlisis estadistico no se encontrd una correlacion significativa entre la

expresion de MAGE A3, y las principales variables clinicas pronosticas, al contrastar
MAGE A 3 con respuesta al tratamiento no presento una diferencia significativa (p=0.224,
95% IC), al contrastar el puntaje pronostico segin escala de Hasenclever (> 2 o < 2

valores)

ocurrid al contrastar con estadios clinico y recaida. Tabla 2
De los casos positivos para MAGE A3 un 66% fue positivo para Epstein Bar y un 44%
presento cifras de LDH altos.

tampoco se mostrd un contraste significativo (p=0.371,95% IC). Lo mismo

Del total de pacientes, 12% (3 pacientes) fallecieron en el periodo de seguimiento, de estos
8.33% fueron también positivos a MAGE A3. (p=0.264, 95% IC),

MAGEA3
NEGATIVO POSITIVO Chi cuadrada de
Pearson
% del N % del N Grado de libertad
VARIABLES Recuento dela tabla  Recuento de la tabla Significancia

Estirpe Celularidad Mixta 11 45.83 5 20.83 2.01904762
Esclerosis nodular 3 12.50 4 16.67 2
Rico en linfocitos 1 4.17 0 0.00 0.36439246
RT Sin RT 8 33.33 5 20.83 0.01118881
1
Con RT 7 29.17 4 16.67 0.91575915
Respuesta remisién completa 7 29.17 4 16.67 5.67272727
remision parcial 3 12.50 1 4.17 4
progresién 3 12.50 0 0.00 0.22495865

enfermedad estable 2 8.33 2 8.33

sin tratamiento 0 0.00 2 8.33
EC2 1 4.17 0 0.00 0.74248366
I-11 4 16.67 2 8.33 2
-1V 10 41.67 7 29.17 0.68987709
HPS menor de 2 11 45.83 5 20.83 0.8
1
mayor a 2 4 16.67 4 16.67 0.37109337
Recaida no 11 45.83 29.17 0.05925926
1
si 4 16.67 8.33 0.80767056
Estado vivo 14 58.33 29.17 1.24444444
1
muerto 1 4.17 2 8.33 0.26461622

Fuente expediente clinico.
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DISCUSION DE RESULTADOQOS

Se analizaron 24 pacientes con diagnostico de linfoma Hodgkin atendidos en la clinica de
Linfoma Hodgkin en el servicio de Hematologia del Hospital General de México Dr.
Eduardo Liceaga, dicho diagndstico fue confirmado basado en datos histologicos e
inmunologicos, incorporados en el expediente clinico.

En nuestro estudio predomino el sexo masculino con una mediana de edad de 28 afios,
nuestros resultados no difieren con reportes internacionales, en Estados Unidos se reporta
que hasta un 85% de linfoma de Hodgkin es reportado en varones, con una curva de
incidencia bimodal: 15 a 34 afios y después de los 50 afios. La American Cancer Society
Céancer estimo6 para este afio (2016), 8500 nuevos casos de los cuales 4790 serdn hombres
(7 En México hasta el 2003 se reportaron 935 casos, con mayor incidencia en el grupo de
varones de 15 a 19 afos, Siendo el nimero de casos esperados para 2020 de 1837 casos en
su mayoria varones (%"

En relacion con la estirpe encontramos que en la poblacion estudiada predomina el tipo
celularidad Mixta seguida de esclerosis nodular, los datos difieren con lo reportado a nivel
internacional donde se reporta la estirpe predominante esclerosis nodular en mas del 60%.
Existe coincidencia entre nuestros datos y los reportados en 2011 de centros de referencia
en México INCAN e ICMNNSZ reportan celularidad mixta como la estirpe mas frecuente
de linfoma Hodgkin. Nos llama la atencion un estudio reportado en el Hospital Espafiol a 4
afos de seguimiento, ellos concuerdan con reportes internacionales siendo la estirpe
esclerosis nodular mas frecuente en un 56.60%.!%

El diagnostico de linfoma de Hodgkin clasico requiere identificar células de Reed-
Sternberg en el entorno celular apropiado y con caracteristicas inmuno histoquimicas
propias; es decir, que las células de Reed-Sternberg sean positivas al CD30, al CDI15 y
negativas para el CD45 y el EMA, y en ocasiones positivas a marcadores B, lo esperado en
cuanto a expresion positiva es un predominio de CD 30 contra CD 15. En nuestro estudio
en cuanto a inmuno histoquimica se evalu¢ la presencia de CD15, CD 30 y CD 20, el de
mayor frecuencia fue CD 30 en 71 % de pacientes, seguido de CD 15 siendo CD 20
positivo en un tercio de pacientes, debe recordarse que la ausencia de CD 15 esta
relacionada a un curso malo en relacion con aquellos casos con CD 15 positivo. %

La presencia de Virus de Epstein Bar (EBV) fue confirmada en la mitad de los pacientes
estudiados lo que coincide con datos reportados internacionalmente donde la relacion del
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linfoma Hodgkin con virus de Epstein Barr es de 40% siendo mas frecuente en Estados
Unidos y Europa. Lo reportado en México no dista de los reportes internacionales. !

En referencia a estadios clinicos se menciona que hasta un 80% de casos deberian ser
identificados en estadios localizados, nuestras cifras difieren de los reportes internacionales,
encontramos la mayoria de casos estadificados como III y IV, estadios avanzados estan
asociados a prondstico desfavorable, En un estudio chileno de 682 pacientes con
diagnéstico de linfoma de Hodgkin, se encontré un 40% de pacientes en etapas tempranas,
estas cifras son mayores a la reportada en nuestro estudio ¢!>

Con la escala pronostica de Hasenclever, evaluamos variables con impacto pronostico
adverso: edad mayor de 50 afos, sexo masculino, estadio IV, Hb menor de 10 g/dL,
albimina menor de 4 g/dL, leucocitos mayor o igual a 15x10E9/L, linfocitos menor de
0.6x10E9/L (o menor del 8% en el recuento diferencial) la escala permite el céalculo de la
supervivencia libre de progresion a 5 afios , para fines de nuestro estudio dividimos el
escore de 0 a 2 para diferenciar aquellos con una supervivencia libre de progresion a 5 afios
mayor de 67% y 3 a 5 para aquellos con una supervivencia menor al 60 % a 5 afos .
Encontramos en nuestro grupo de pacientes que el 33% (8 pacientes), tendra un pronéstico
adverso con una sobrevida calculada de menos del 60%.

Las cifras de LDH en pacientes con linfoma de Hodgkin estan directamente relacionadas
con el tamafio del tumor, encontramos que la mayoria de pacientes presentan cifras de LDH
altas, incluso reportamos una cifra extrema de 2058 mg/dl, siendo esto adverso en cuanto a
pronostico en nuestro grupo de pacientes. En relacion a seguimientos de pacientes cifras
altas de LDH son un marcador pronostico de recaida.

El esquema de quimioterapia ABVD fue utilizado en primera linea, un paciente recibio
esquema inicial con MOPP y 2 pacientes debido a su condicion clinica no iniciaron ningtin
esquema de tratamiento. En cuanto a si recibieron o no radioterapia el 50% si recibio
radioterapia. El esquema ABVD mas radioterapia es el tratamiento estdndar, actualmente
en uso. Ambos tratamientos son una buena alternativa, con la ventaja de no utilizar agentes
alquilantes, responsables de potenciales complicaciones como infertilidad, mielodisplasia y
leucemia secundaria.

La respuesta completa a primera linea de tratamiento correspondié al 50%, evaluada con
Pet ct final de tratamiento, fue encontrado un porcentaje de recaida de 27%, hasta hace
algunos afios la evaluacion de la respuesta en pacientes con linfoma de Hodgkin se llevé a
cabo principalmente mediante tomografia computarizada, recientemente dado su
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sensibilidad y especificidad utilizamos la tomografia por emision de positrones
fluorodeoxiglucosa (FDG-PET). ?D  En un grupo de estudio de Riguel J Inaoka, de 38
pacientes con linfoma de Hodgkin en Brasil, reportaron una cifra de respuesta al
tratamiento en pacientes sin antigenos testiculares de cancer de un 80% y en pacientes con
antigenos de céancer negativo de 20% reportando la relacion como estadisticamente
significativa, de 38 pacientes ellos encontraron un 18% de positividad. En nuestro estudio
la respuesta al tratamiento fue menor, no demostrandose una relacion significativa con la
presencia de MAGE A3. (16:22)

La expresion de MAGE A3 fue en nuestros pacientes de 37.5%, en un |estudio realizado en
2011 por el Dr. Riguel J Inaoka en el Departamento de Patologia de la Universidad Federal
de Sao Paulo al estudiar 38 pacientes con linfoma Hodgkin ellos reportan una expresion
menor a la nuestra siendo del 21 %, cabe sefialar que en sus casos encontraron mayor
positividad en etapas avanzadas en comparacion con etapas iniciales de la enfermedad,
coincidiendo con nuestro estudio. 3

En relacion con NY-ESOI en el andlisis de antigenos testiculares mediante PCR no se
encontré6 expresion en ningun paciente para este gen, esto coincide con el reporte
mencionado previamente publicado por Inaoka y col en el BMC en 2011, en una
poblacion brasilefia donde reportan negatividad para CTI0/MAGE-C2, GAGE and NY-
ESO-1 en 38 casos de linfoma Hodgkin revisados **- Esto podria explicarse dado NY-ESO
1 es mas bien un marcador intracelular, por lo que es mucho mas probable su identificacion
en tumores solidos tipo esofagico, liposarcoma entre otros.

No se encontr6 una correlacion significativa entre la expresion de MAGE A3, y las
principales variables clinicas pronosticas, al contrastar MAGE A 3 con respuesta al
tratamiento no presento una diferencia significativa (p=0.224, 95% IC), al contrastar el
puntaje pronostico segun escala de Hansenclever (> 2 o <2 valores) tampoco se mostrd un
contraste significativo (p=0.371,95% IC). Lo mismo ocurri6 al contrastar con estadios
clinicos y recaida.

De los casos positivos para MAGE A3 un 66% fue positivo para Epstein Bar y un 44%
también presento cifras de LDH altos, En relacion con Epstein Bar cabe mencionar la
importancia de su prevalencia asociado a celularidad mixta, en estudios reportados donde
predomina el estirpe clinico de esclerosis nodular , la prevalencia de Epstein Bar es mayor.

Del total de pacientes, 12% (3 pacientes) fallecieron en el periodo de seguimiento, de estos

la mayoria fueron también positivos a MAGE A3. (p=0.264, 95% IC), aunque, no fue
estadisticamente significativo muy probablemente por el pequefio nimero de pacientes.
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El estimado de mortalidad de Linfoma de Hodgkin en Estados unidos cada afo es de 1300
casos, Se espera en la mayoria de pacientes con diagnostico de Linfoma Hodgkin una
sobrevida libre de enfermedad que supere al 80% a 5 afios de seguimiento. La tasa de
supervivencia relativa a un afio para todos los pacientes diagnosticados con enfermedad de
Hodgkin alcanza un 92%, siendo las tasas de supervivencia a 5 afos y 10 afios alrededor de
86% y 80% respectivamente, considerando la tasa de mortalidad en nuestro estudio no
difiere de lo esperado a nivel internacional y no dista de lo reportado a nivel nacional,
mencionando un estudio realizado en el INCMNSZ en este reportan de 156 pacientes
estudiados un total de 15 eventos fatidicos, con una remisiéon completa en el total de
pacientes de 61.6%. 9

Se observé una tendencia entre la expresion de antigenos testiculares de cancer MAGE A3
con mortalidad, pronostico avanzado y recaida, pero la asociacion no fue estadisticamente
significativa. Por lo que no podriamos utilizarlo como una herramienta pronostica en
nuestros pacientes con linfoma de Hodgkin, Como sabemos el marcador pronoéstico ideal en
cancer es aquel que me permita evaluar preguntas tales como ;Puede el paciente alcanzar o
no alcanzar la remision del cancer? ;Cual es el mejor tratamiento? ;Cual ha sido la
respuesta al tratamiento? ;Puede el paciente tener una recaida después haber logrado
respuesta completa y ésta ser anticipada antes de que se haga clinica? por ende un marcador
ideal debe ser altamente especifico para un determinado tumor, debe permitir la deteccion
del cancer aun con enfermedad oculta es decir estar presente incluso en estadios iniciales, y
por ultimo debe ser muy sensible para evitar falsos negativos. En nuestro estudio ni MAGE
A3, ni NYESO-1 cumplieron estas caracteristicas.
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CONCLUSIONES

1. La expresion de Antigenos testiculares de cancer (Mage A3) fue de 37,5 % en sangre
periférica de pacientes con Linfoma de Hodgkin.

2. No se encontr6 una relacion estadisticamente significativa entre la expresion de
antigenos testiculares de cancer en pacientes con linfoma Hodgkin, al correlacionar
MAGE A3 con las principales variables pronosticas (edad 28 afios, sexo masculino,
estadio clinico, respuesta al tratamiento, recaida).

3. No es posible utilizarlo como herramienta prondstica en sangre periférica
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RECOMENDACIONES

A pesar de no poder establecer con nuestro estudio una correlacion estadisticamente
significativa entre variables pronosticas y la expresion de MAGE A3, si pudimos observar
una tendencia en la presentacion del mismo al asociarlo con mortalidad, estadio avanzado y
recaida, consideramos el nimero de pacientes pudo influir en los resultados; Consideramos
la importancia de estudiar la expresion de antigenos MAGE A3 en nuestra poblacion con
neoplasias malignas en particular el linfoma Hodgkin recomendamos se continte con las
linea de investigacion y abrimos puertas para nuevo estudios en los que se incremente el
nimero de pacientes y se prolongue el periodo de seguimiento.
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Anexo |

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION
MEDICA.

Titulo: “Expresion de los Antigenos Testiculares de Cancer en pacientes con Linfoma Hodgkin y su
correlacion clinica”

Hoja 1 de 2
Investigador principal: Dra. Irma Olarte Carrillo
Sede donde se realizara el Estudio: Servicio de Hematologia Unidad 111D clinica de linfoma Hodgkin,

Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”.

Identificacion del participante (s6lo anotar iniciales)

Nombre Apellido ECU
Identificacion en el estudio LH numero (nimeros consecutivos 1 al 13 asignados por el
investigador).

Por medio del presente manifiesto haber sido informado sobre el tipo de procedimiento que se realizara en mi
persona, siendo esta una investigacion con riesgo minimo donde se me realizara toma de muestra de sangre
periférica 5 ml en tubo con EDTA, con el objeto de identificar la expresion del Gen MAGE A-3 (Antigeno
testicular de cancer), el cual se expresa en tumores y podria en un futuro ser un blanco de tratamiento en mi
enfermedad.

Antes de decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados. Este
proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre
cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto. Una vez que haya comprendido el estudio y si
usted desea participar, entonces se le pedira que firme esta forma de consentimiento, quedara un niimero de
registro en su expediente para posteriormente explicarle el resultado de su prueba.

1. Objetivo del estudio: a usted se le esta invitando a participar en un estudio de investigacion que tiene como
objetivo determinar la expresion de antigenos testiculares de cancer en pacientes con Linfoma Hodgkin y su
correlacion clinica,

2. Riesgos: Riesgo minimo, ya que solo se realizara por personal entrenado toma de muestra de sangre
periférica, el resto de datos se tomaran del expediente clinico,

3. Beneficios: en un futuro contribuir al tratamiento de la enfermedad de Hodgkin, identificando la expresion
de blancos para inmunoterapia.

4. Alternativas: Estudio de investigacion, la muestra solo puede ser recolectada de pacientes con diagnostico
de Linfoma de Hodgkin con seguimiento en nuestro centro, que autoricen dicho procedimiento.

Procedimiento: se le solicitara unicamente su colaboracion para la toma de muestras. El resto de datos para
realizar el analisis del estudio se tomaran de su expediente clinico correspondiente.

Aclaraciones: su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria. No habra ninguna
consecuencia desfavorable para usted en caso de no aceptar la invitacion.
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“Expresion de los Antigenos Testiculares de Céncer en pacientes con Linfoma Hodgkin y su correlacion
clinica”
Hoja 2 de 2

Si decide participar en el estudio, considere que puede retirarse en el momento que asi lo desee, su decision
sera respetada.
No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio. No recibird pago por su participacion.

En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada sobre el mismo, al investigador
responsable. La informacion obtenida en este estudio, utilizada para la identificacién de cada paciente, sera
mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de investigadores.

Yo (anotar firma) he leido y comprendido la informacion anterior
y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos
obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en

este estudio de investigacion.

Testigo Parentesco iniciales Firma
Testigo Parentesco iniciales Firma
Firma Investigador que recolecta la muestra

He explicado al participante (iniciales) la naturaleza y los propositos
de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion. He

contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he
leido y conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me apego a
ella.

Si tiene alguna duda favor de comunicarse con el investigador principal del estudio: Dr. Christian Omar
Ramos Pefiafiel 5523351588 o Dra. Irma Olarte Carrillo, 5512254523 disponibles las 24 horas. En caso de
dudas relacionadas con la protecciéon de participantes en proyectos de investigacion de este hospital,
comunicarse con la presidenta del comité de ética en investigacion con la Dra. Maria Georgina Andrade
Morales.
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Anexo 11

Formato de Excel de recoleccion de datos

Expresion de antigenos testiculares de cancer en pacientes con linfoma Hodgkin y su correlacion clinica

|Nombre 'Y—esoll NY-ESOll/IAGE a3ho mage a3|Edad (ysr|5exo 1. l\l Fecha de Dx |Tiempo de IECOG |WBC |Iinfocitos| Hb |plaqueta|DHL |a|bumina

1RC2AP [Ultmafecha[lviw2med.  JIRC [diss [ SLE ECOG 1. mendPrimera RemiJRecaids 1. siJOHL 1. norma| Albumina 1. b[1. 1/21 2. 11/{cD20 Sexo 1. Masc . Hasenclever Prognosis Score 1:<2 222
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