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ZAP-70, P53 MUTADO, CD38 Y SU CORRELACION CON LA RESPUESTA AL
TRATAMIENTO EN PACIENTES CON LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA.

INTRODUCCION. La leucemia linfocitica crénica (LLC) es una neoplasia
heterogénea, hay pacientes con comportamiento agresivo, con falla a tratamiento
mientras otros muestran buena respuesta. ZAP-70, p53 y CD38 son proteinas
cuya expresion en linfocitos neoplasicos pueden fungir como predictoras de
respuesta.

OBJETIVO. Estudiar la asociacion de la expresion de las proteinas de ZAP70,
p53 mutado y CD38 con la respuesta al tratamiento en pacientes con LLC de

novo.

MATERIAL Y METODOS. Estudio observacional, retrospectivo, de enero 2009 a
junio 2011. Criterios de inclusién: pacientes con LLC de novo, con determinacion
de ZAP70, CD38 y p53 realizada en citometro, con seguimiento registrado en su
expediente; criterios de exclusion pacientes con determinacién de proteinas
realizada en otra unidad. Se calcul6 incidencia de respuesta al tratamiento con
intervalos de confianza al 95%, se compararon los niveles de proteinas mediante

U Mann-Withney, para la supervivencia, se empleo Kaplan-Meier.

RESULTADOS. Se incluyeron 36 pacientes, los pacientes con respuesta al
tratamiento tuvieron niveles mas bajos de Zap-70 y CD38 en comparacion con
aquéllos con falla al tratamiento. No se encontraron diferencias con p53.

CONCLUSIONES. CD38 es el marcador que mas se asocia a falla terapéutica.
ZAP-70 logra asociarse pero con niveles de expresion mas altos. La deteccion
temprana de estas proteinas puede emplearse como marcador de pobre
respuesta al tratamiento y ofrecer esquemas terapéuticos mas intensivos. P-

53mutada, no logro asociacion.

PALABRAS CLAVE. ZAP-70, p53, CD38.

[Escribir texto] Pagina 4



ZAP-70, MUTATED p53, CD38 AND ITS CORRELATION WITH THE
RESPONSE TO TREATMENT IN PATIENTS WITH CHRONIC LYMPHOCYTIC
LEUKEMIA.

INTRODUCTION. Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a heterogeneous
neoplasia; there are patients with aggressive behavior with treatment failure, while
others respond well. ZAP-70, p53 and CD38 are proteins whose expression in
neoplastic cells may serve as predictors of response.
OBJECTIVE. To study the association of the protein expression of ZAP70, p53
mutated and CD38 with the response to treatment in patients with de novo LLC.

MATERIALS AND METHODS. Study retrospective, observational from January
2009 to June 2011. Inclusion criteria: patients with CLL de novo, with determination
of ZAP70, CD38 and p53 made in cytometer, with follow-up recorded in your file;
exclusion criteria for patients with protein determination made in another unit. We
calculated the incidence of response to treatment with confidence intervals at 95%,
compared the levels of proteins by Mann-Whitney U, for survival employment
Kaplan-Meier.

RESULTS. There were 36 patients, patients with response to treatment had lower
levels of Zap-70 and CD38 compared to those with treatment failure. No

differences in p53.

CONCLUSIONS. CD38 is the marker most commonly associated with treatment
failure. ZAP-70 but does associated with higher expression levels. Early detection
of these proteins can be used as a marker of poor response to treatment and

provide more intensive treatment regimens. P-53 mutated, could not associated.

KEY WORDS. ZAP-70, p53, CD38
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INTRODUCCION.

La leucemia linfocitica cronica (LLC) es una neoplasia caracterizada por la
proliferacion de linfocitos B maduros monoclonales, que infiltran la médula 6sea,
sangre periférica, ganglios linfaticos, bazo u otros tejidos. Representa el 9.7 % de
todos los linfomas no Hodgkin (1,2). Tiene predileccion por presentarse en
personas de edad adulta. Hasta alcanzar 12.8 por cada 100 000, en personas
mayores de 65 afios (3).

La LLC es una entidad heterogénea, con un curso clinico sumamente
variable, ya que hay pacientes que se presentan con un curso clinico agresivo los
cuales requieren inicio de tratamiento en forma inmediata, con falla a éste,
ocasionando la muerte de los pacientes al poco tiempo de ser diagnosticados,
mientras que otros permanecen asintomaticos por largos periodos de tiempo, con
buena respuesta al tratamiento. Los sistemas de estatificacion mas utilizados son
la clasificacion de RAI (Anexo 1) y la clasificacion de Binet (Anexo 2), los cuales
fueron ideados para evaluar la extension de la enfermedad, sin embargo fallan en
predecir el curso clinico de la enfermedad y la respuesta al tratamiento, ya que no
permiten identificar las formas estable o progresiva de la enfermedad, es por ello
que se ha puesto en marcha la busqueda de otros factores predictores de
respuesta (3,4 ,5).

La heterogeneidad de la LLC ha mostrado ser un reflejo de las diferencias
en el estado mutacional de los genes de las regiones variables de las cadenas
pesadas de las inmunoglobulinas (IgVH) (5).Un proceso por el cual atraviesan los
linfocitos B normales con el objeto de crear un receptor con adecuada afinidad por
un antigeno, dicho proceso es simulado por los linfocitos neoplasicos.
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Las mutaciones de los genes de las regiones variables se detectan
mediante la comparacion de las secuencias de ADN de los genes en las células B,
con sus correspondientes genes en la linea germinal. Una secuencia que difiere
de su homologo de la linea germinal en un 2 por ciento o mas se define como
mutado (5).

Es asi, que los casos de LLC se puede dividir en dos grupos: en el primero
las células leucémicas han reordenado los genes de las regiones variables de las
cadenas pesadas de las inmunoglobulinas, con mutaciones detectadas en 2 % o
mas (LLC "mutado"), y en el segundo grupo, las células no se han sometido a
mutacion, o si las hay se encuentran en menos del 2 % (LLC “no mutado”) (6).

Los pacientes con genes de IgVy no mutados usualmente se presentan en
estadios avanzados, tienen una mala respuesta al tratamiento y un curso clinico
agresivo. En contraste, los pacientes que tienen mutaciones en los genes IgVy
se presentan en un estadio clinico temprano, muestran adecuada respuesta al

tratamiento, y tienen una mayor supervivencia (5,6,7).

El estado mutacional de IgVy ofrece informacion predictiva importante, sin
embargo la secuenciacion no se lleva a cabo en la mayoria de los laboratorios
clinicos, por lo que se han puesto en marcha la busqueda de otros factores
predictivos sustitutos que se puedan correlacionar con el estado mutacional de los
genes IgVHx (6,8).

Recientemente, se ha demostrado que la expresion de la proteina ZAP-70
en los linfocitos B neoplasicos propios de la LLC se correlaciona de forma muy
estrecha con las clonas que no han sufrido mutacion de los genes IgVH, por lo
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que su determinacion tendria valor como predictor de respuesta al tratamiento’; de
igual forma, puede relacionarse la expresiéon de CD38y p53, aunque esta no
siempre es constante (5).

ZAP-70

ZAP-70 es una proteina inicialmente identificada como comparfiera de
fosforilacion de la cadena Z en el complejo CD3 asociado al receptor de células T,
sobre los linfocitos T. Lo que resultd se denominara proteina asociada a Z. Es un
componente de membrana asociado con la activacién celular de linfocitos T y
células NK, ya que propaga las sefales enviadas a partir de sus receptores de
antigeno de superficie (8,9).

Las células B normales generalmente carecen de ZAP-70, sin embargo
estudios han revelado que la expresién de ZAP-70 en linfocitos B neoplasicos esta
asociada con la sefalizacién aumentada del receptor de células B.

La medicion de ésta proteina puede ser usada como marcador sustituto, ya
que correlaciona con el estado mutacional de los genes IgVH (7,9,10), siendo que
las células de LLC que no han sufrido mutaciones de los genes IgVH, expresan
ZAP-70 (8). El mecanismo de relacion entre la expresion de ZAP-70 y el estado
mutacional de IgVH aun es desconocido (11).

CD38

CD38 es una proteina transmembrana. Se expresa en varias células, sin
embargo su interés reciente se enfoca sobre su papel en los linfocitos B, donde

participa en la interaccion y diferenciacion, asi como en la regulacion la apoptosis
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y en el aumento sefalizacion de los receptores de células B(12,13). CD38 se
correlaciono con el estado mutacional de los genes de IGVH, siendo un marcador
facilmente identificado mediante citometria de flujo (14).

P53

Se ha descrito que p53 es el gen mas frecuentemente alterado en los
canceres humanos. El gen supresor de tumor p53 codifica una fosfoproteina que
se encuentra normalmente en los nucleos de las células(15).La proteina p53 se
activa por dafno al DNA; sus funciones incluyen la regulacion del ciclo celular,
apoptosis, reparacion de dafio al DNA, angiogénesis y regulacion del estrés
oxidativo. Mediante el mecanismo de reparacién o eliminacion de células con dafio
en el DNA, mantiene la integridad del genoma y por lo tanto previene la expansion
clonal (15,16,17).

Las mutaciones del gen p53, pueden ser un mecanismo por el cual las

células leucémicas se vuelven resistentes a la quimioterapia (18).

Con respecto a la asociacion entre los genes IgVH mutados y la disfuncion

de p53, hay algunas posibles explicaciones:
1.- La disfuncién de p53 podria dafar la capacidad de las células precursoras de
LLC para someterse a hipermutacion somatica.

2.- Linfocitos de LLC con genes IgVH no mutados podrian ser mas selectivos para
la adquisicion de cambios genéticos que resultan en la disfuncién de p53.

3.- La disfuncién de p53 podria facilitar la expansion clonal selectiva de células
precursoras de LLC con genes IgVH no mutados (18).
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MATERIAL Y METODOS

El estudio se llevara a cabo en el departamento de hematologia y en el
laboratorio de hematologia especial, de la Unidad Médica de Alta Especialidad del

Hospital de Especialidades Centro Médico Nacional La Raza.

1. Pacientes y Disefo.

Estudio observacional, retrospectivo, que incluyo pacientes con diagnostico de
Leucemia Linfocitica cronica que ingresaron al servicio de Hematologia de la
Unidad Médica de Alta Especialidad del Hospital de Especialidades Centro Médico
Nacional La Raza.

Se revisaron los expedientes de los pacientes con leucemia linfocitica
cronica que cumplieron con los criterios de inclusion y cuyo diagnostico se realizo
en el periodo comprendido entre enero del 2009 a junio del 2011. De estos
pacientes, se recabaron los resultados basales, previos al tratamiento, de los
niveles de proteinas ZAP-70, pS3mutado y CD38, determinados en porcentaje
mediante citometria de flujo.

Se capturaron los datos del expediente clinico y datos generales de los
pacientes, para estudiar la asociacién que existia entre los niveles de dichas
proteinas y la respuesta que se obtenida al tratamiento. La evaluacion de la
respuesta se realizé a los 6 meses de que los pacientes concluyeron el esquema
de tratamiento. Se consideré como respuesta al tratamiento a aquellos pacientes
que lograron una respuesta completa o parcial, se considero falla al tratamiento
cuando los pacientes no cumplieron con los criterios para respuesta completa o
respuesta parcial y a pacientes que presentaron enfermedad progresiva o muerte

relacionada a la enfermedad, segun las guias establecidas a nivel internacional

(2).
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La respuesta alcanzada se asocidé con los niveles basales de las proteinas
ZAP-70, CD38 y p53mutado, siendo el punto de corte para considerarlas como
positivas los porcentajes de 10%, 25% y 2% respectivamente segun los objetivos
planteados

Criterios de Seleccion
Criterios de Inclusion:

e Pacientes mayores de 16 afos.

e Que tengan diagnostico de leucemia linfocitica cronica de novo, que hayan
ingresado al servicio de hematologia de enero del 2010 a junio del 2011.

e Que cuenten con determinacion de ZAP70, CD38 y p53, realizada por
citometria de flujo.

e Cuyo seguimiento clinico, se encuentre registrado en su expediente clinico

o electronico.

Criterios de Exclusion:

e Pacientes cuya determinacion de ZAP-70, p53 mutado o CD38, no se haya
realizado en el laboratorio de hematologia del Hospital de especialidades
centro médico La Raza.

2. Analisis Estadistico.

Se realizé un analisis descriptivo de la informacion utilizando medidas de
tendencia central y dispersion [mediana, percentil 25 (p25) y percentil 75 (p75)] asi

como frecuencias y porcentajes.

Se calculé la incidencia de respuesta al tratamiento con intervalos de confianza

al 95% (IC95%). Se compararon los niveles de las proteinas Zap-70, p53 y CD38
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entre los pacientes con y sin respuesta al tratamiento mediante la prueba
estadistica U Mann-Withney y se calcularon los Riesgos Relativos (RR) con
IC95% para dichas proteinas con puntos de corte de 10%, 25% y 2%

respectivamente.

Para el analisis de supervivencia, se utilizd como denominador los meses de
tratamiento. Se calcularon curvas de supervivencia Kaplan-Meier para la poblacion
total comparando por sexo, afio de tratamiento, estadio RAI, tipo de respuesta al
tratamiento y niveles de las proteinas Zap-70, p53 y CD38.

Finalmente, se calcularon los Riesgos proporcionales (HR, Hazard ratio) con
IC95% mediante el modelo de regresion de Cox, utilizando las covariables sexo,
respuesta al tratamiento, estadio RAl y los niveles de proteinas.

Se consider6 como estadisticamente significativo un valor de p<0.05. El
analisis se desarrollé utilizando el programa estadistico STATA version 10.0
(Texas, EUA).
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RESULTADOS

Se incluyeron un total de 36 pacientes entre enero de 2009y junio de 2011,
66.67% fueron hombres (n=24) y 33.33% mujeres. El estadio clinico mas
frecuente, segun la clasificacion de RAI, fue el estadio 1 (41.67%, n=15) seguido
del estadio 2 (25% n=9) y el estadio 0 (16.67%, n=4). La mediana de seguimiento
en meses (p25, p75) fue de 13.5 (9.5-23) [Tabla 1]. Las medianas de los niveles
de las proteinas fueron de 30.05%, 8.15% y 2.58% para Zap-70, CD38 y p53
respectivamente [Tabla 2, Figura 1].

La tasa de respuesta al tratamiento fue de 61.11% (1C95% 43.46%-76.85%)
[Fig. 2].Los pacientes con respuesta al tratamiento tuvieron niveles mas bajos de
las proteinas Zap-70 y CD38 en comparacion con aquéllos con falla al tratamiento
(35.35 vs 48.6 p=0.038 para Zap-70 y 6.25 vs 24.3 p=0.003 para CD38). No se
encontraron diferencias con la proteina p53. [Tabla 3]. Los pacientes con
respuesta al tratamiento tuvieron una menor proporcién de CD38 positivo (>25%)
(4.5% vs 50%, p=0.003; RR 0.16). No se encontré asociaciéon con los niveles
positivos de Zap-70 ni p53 mutado [Tabla 4]

Se reportaron un total de 5 muertes (13.8%, 1C95% 4.67- 29.49%); la
mediana de seguimiento fue de 13.5 (9.5- 23) meses. La supervivencia a los 26
meses fue de 12.8% [Fig. 3]. La supervivencia fue mayor en las mujeres en
comparacioén con los hombres (26.7% vs 5.8% p=0.031 a los 26 meses de
seguimiento) [Fig. 4]. Se observd una supervivencia similar entre los pacientes con
estadio RAI Oy 1 en comparacion con aquéllos RAI 2,3 y 4 (8.5% vs 19.1%
p=0.851 a los 26 meses de seguimiento) [Fig. 5]
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No se encontraron diferencias en la supervivencia en relacion a los niveles
de proteinas CD38, Zap-70 ni p53, asi como tampoco en relacion con el tipo de
respuesta al tratamiento [Fig. 6].

Al realizar el modelo de regresion de Cox, el sexo femenino se encontro
como un factor protector asociado a la supervivencia (HR 0.39 IC95% 0.16 - 0.97,
P=0.045). No se encontré asociacion con los niveles de CD38, de Zap-70 ni p53
mutado [Tabla 5].
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DISCUSION.

La leucemia linfocitica cronica (LLC) representa el 9.7 % de todos los
linfomas no Hodgkin, acorde con lo reportado a nivel internacional. Dicha
neoplasia es la mas frecuente en la poblacion blanca, tiene predileccion por
presentarse en personas de edad adulta.

La LLC, ha mostrado ser una entidad sumamente heterogénea en lo que
respecta a su presentacion clinica, identificandose pacientes con un curso clinico
agresivo y falla al tratamiento y por otro lado pacientes con una buena respuesta
al tratamiento. La mayoria de los factores pronosticos existentes en la actualidad
no han logrado identificar las formas estable o progresiva de la enfermedad, segun
lo reportado por varios autores entre ellos John G. y cols. (3), que tras realizar
una revision de los distintos factores prondsticos, no lograron establecer una

asociacion precisa.

Recientemente se ha postulado que los niveles de expresion de las
proteinas ZAP-70, CD38 y p53mutada, en los linfocitos B neoplasicos, podrian ser
empleados como posibles factores prondsticos que identifiquen estos dos grupos
de comportamiento heterogéneo, ya que revisiones previas incluidas las
realizadas por Chiorazzi y cols. (5), Dighiero y cols. (7), Wiestner (8), postularon
que la expresion de estas proteinas se correlaciona con el estado mutacional de
los genes de las regiones variables de la Ig, lo cual se sabe identifican un
subgrupo de pacientes con pobres resultados. Sin embargo la asociacion entre la
expresion de estas proteinas y la falla al tratamiento de estos pacientes, no han
sido concretamente establecidas, ya que estudios previos han arrojado resultados
discordantes, Rassenti y cols. encontré asociacion con ZAP-7, pero no asi para
CD38.
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A diferencia de la mayoria de los estudios reportados previamente los
cuales solo incluian la evaluacion de ZAp-70 y algunos de ellos de CD38, nuestro
estudio incluyo la evaluacion de las tres proteinas en un mismo tiempo en todo el
grupo de pacientes estudiados, evaluando por primera vez el papel que juega la
expresion de la proteina p53mutado, en forma conjunta. Las variables con
confusion incluidas en nuestro analisis, incluyo la estatificacion de RAI, la cual ha
sido la clasificacibn mas ampliamente usada y la cual establece grupos segun la
extension de la enfermedad. No se encontréo diferencias estadisticamente
significativas con respecto al estadio clinico.

Acorde a los planteado ya previamente postulando a ZAP-70 y CD38 como
posibles factores prondsticos de pobre respuesta, nuestro estudio encontrd
resultados estadisticamente significativos para logra asociarlos con falla
terapéutica, ya que se demostré que los pacientes con respuesta al tratamiento
tuvieron niveles mas bajos de las proteinas Zap-70 y CD38 (35.35 vs 48.6 Zap-70
y 6.25 vs 24.3 para CD38) en comparacién con aquéllos con falla al tratamiento,
sin embargo cabe aclarar que ambos valores registrados para ZAP 70 caen dentro
del rango de considerado de positividad, lo que a futuro podria plantear nuevo
punto de corte, ya que a este respecto en diversos estudios aun no se ha
establecido completamente los valores positivos. Nuestro estudio mostré que
cifras mayores a 45% para ZAp-70 resultaron en valores significativos para
asociarlos con falla al tratamiento. No sucede lo mismo para CD38, donde los
valores encontrados si marcan diferencias con respecto a los valores planteados

como positivos y negativos, cumpliendo con las expectativas planteadas.

Nuestro estudio evalué la posible asociacion de obtener un valor positivo
de las proteinas con falla terapéutica, tomando como punto de corte para
considerarlos positivos para ZAP-70, CD38, y p53 del 10%, 25% y 2%

respectivamente, dicha asociacion solo se logro establecer para CD38, con
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resultados estadisticamente significativos. Siendo nuevamente este ultimo el de

mayor peso en nuestro analisis.

En lo que respecta a la proteina p53mutada, no se logran encontrar
resultados significativos para poder asociarla a falla terapéutica.

La supervivencia no se vio afectada por la expresion de las diferentes
proteinas, interesantemente se encontr6 una mayor supervivencia en pacientes

del sexo femenino, siendo hasta ahora el primer estudio que lo reporta.
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CONCLUSION.

La expresion de CD38 es el marcador que con mayor peso se asocia a la
falla terapéutica. ZAP-70 logra asociarse de igual manera, sin embargo con
niveles de expresiéon como punto de corte mas alto al planteado. La deteccion
temprana de estas proteinas puede ser util como marcadores de pobre respuesta
al tratamiento y poder asi, planear esquemas terapéuticos mas intensivos desde
un inicio en este subtipo de pacientes con mal prondstico. Con respecto a la
expresion de p-53mutada, se requieren mas estudios, ya que no se logro asociarla
a falla terapéutica.
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ANEXOS.
ANEXO I.

CLASIFICIACION DE RAI

Estadios

Caracteristicas clinicas

0 (riesgo bajo)

Linfocitosis en sangre periférica y en
médula 6sea.

I Linfadenopatia

II Esplenomegalia y/o Hepatomegalia
(riesgo intermedio)

I Anemia

v Trombocitopenia.

(riesgo alto)

ANEXO II.

CLASIFICACION DE BINET

Estadios Caracteristicas clinicas

A Menos de 3 areas linfoides afectadas, sin
anemia ni trombocitopenia

B Mas de 3 areas linfoides afectadas, sin
anemia ni trombocitopenia.

C Hb menor a 10gr/dl y trombocitopenia

menor 100mil.
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Tabla1. Caracteristicas de la poblacion de estudio

Caracteristica n=36
Sexo masculino 24(66.67)
Estadio RAI
RAI O 6(16.67)
RAI 1 15(41.67)
RAI 2 9 (25)
RAI 3 5(5.56)
RAI 4 4(11.11)
Seguimiento, meses 13.5 (9.5, 23)

Los datos se presentan como numero (%) 6
mediana (p25,p75)

Tabla2. Niveles de proteinas en la poblacién de

estudio

Proteina

Zap-70, % 38.05 (25.55, 22)
CD38, % 8.15 (4.7, 22)
p53, % 2.85 (1.05, 6.35)

Los datos se presentan como mediana (p25,p75)
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Figura 1. Niveles de proteinas Zap-70, CD38 y p53en la poblacion de estudio.
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Figura 2. Incidencia de respuesta al tratamiento en la poblacion de estudio.
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Tabla 3. Niveles de proteinas, de acuerdo al tipo de respuesta

Proteina Respuesta al Falla al P
tratamiento (n=22) tratamiento (n=14)

Zap-70, % 35.35 (21.5, 39.6) 486 (30.3, 74.3) 0.038*
CD38, % 6.25 (3.8, 10) 24.3 (13.1, 59) 0.003*
P53, % 2.35 (1.1, 5.7) 4.95 (1.0, 7.5) 0.455

Los datos se presentan como mediana (p25,p75). Valor de P con prueba de U de
Mann-Whitney *p<0.05

Tabla 4. Asociacién entre los niveles de proteinas y la respuesta al tratamiento

Proteina RR (IC95%) P

Zap-70 > 10% ND 0.389
CD38 2 25% 0.16 (0.02 - 1.05) 0.003*
p53 2 2% 0.98 (0.57 -1.69) 1.000

RR, riesgo relativo; IC95%, intervalo de confianza 95%; ND, no disponible. Valor
de P con prueba exacta de Fisher. *p<0.05
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Figura 3. Curva de Kaplan-Meier que muestra la supervivencia de la poblacion de estudio
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Figura 4. Curva de Kaplan-Meier que muestra la supervivencia de la poblacion de estudio por sexo. La
supervivencia fue mayor en las mujeres en comparacion con los hombres.

[Escribir texto]

Pagina 26



Kaplan-Meier survival estimates
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Figura 5 Curva de Kaplan-Meier que muestra la supervivencia de la poblacion de estudio segun el estadio
RAI.
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Figura 6. Curvas de Kaplan-Meier que muestra la supervivencia de la poblacion de estudio en
funcion a los niveles de las proteinas CD38, Zap-70 y p53 asi como la respuesta al tratamiento. No
se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 5. Asociacién entre los niveles de proteinas y la supervivencia

Proteina HR (IC95%) P

Sexo femenino 0.28 (0.10 - 0.81) 0.018*
Respuesta al tratamiento 0.49 (0.16 - 1.47) 0.205
RAIO y 1 0.58 (0.24 -1.38) 0.223
Zap-70,% 0.98 (0.96 -1.00) 0.185
CD38,% 1.00 (0.97 -1.02) 0.945
p53,% 0.95 (0.89 -1.01) 0.121

HR, Hazard ratio; IC95%, intervalo de confianza 95%. Valor de P con prueba
exacta de Fisher. *p<0.05
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