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l-INTRODUCCIÓN

I-ADefinición y características típicas de la Leucemia Linfática Crónica

La Leucemia Linfática Crónica (LLC) es un síndrome Iinfoproliferativo en el que se

produce una expansión clonal de linfocitos “B”con bajo índice de proliferación y prolongada

supervivencia celular (1,67). Es la leucemia de aparición más común en el mundo occidental,

es más frecuente en adultos y en varones y su incidencia se incrementa con la edad. Tiene

característicamente un curso clínico variable: algunos pacientes permanecen varios años sin

necesidad de tratamiento y otros presentan una progresión rápida de su patología (2). Existen

dos sistemas de estadificación que proveen información sobre la heterogeneidad clínica de la

patología y con cuyos parámetros (relacionados con adenomegalia, esplenomegalia, beta2

microglobulina,etc) se clasifica a los pacientes en estadios crecientes de gravedad (1,3, 4):

o Estadificación de BlNET (1981): grados A-B-C

Considera la afectación de hígado, bazo, ganglios cervicales, axilares e inguinales.

o Estadificación RAI (1975): grados 0-l-ll-llI-IV

Considera linfocitosis, adenopatías, organomegalia, anemia y plaquetopenia. A los

fines prácticos se considera al estadío “O”como “Bajo Riesgo”, a los estadios ll o III

como de “Mediano Riesgo” y a los estadios lll o IVcomo de “AltoRiesgo”

Estas clasificaciones sin embargo no pueden predecir un curso indolente o agresivo de

la enfermedad, sobre todo dentro de las categorías de riesgo intermedio y se han realizado

van’osestudios tendientes a encontrar parámetros que permitan una clasificación más ajustada

al pronóstico.

En este sentido los avances que se han producido en la comprensión de la biología de

la enfermedad, han ido asociados al conocimiento acerca del desarrollo y maduración del

linfocito protagonista de la patología, y al hallazgo de anomalías moleculares (en muchos

casos comunes a otras enfermedades) a las cuales se ha podido relacionar con la buena o

mala evolución de los pacientes.

Brevemente, el desarrollo de los linfocitos “B” puede dividirse en dos fases: una

antígeno independiente y otra antígeno dependiente. La primera se desarrolla casi

exclusivamente en la médula ósea, las células utilizan su repertorio de genes relacionados con

la producción de inmunoglobulinas, V (del fragmento variable), D (diversidad) y J (joining) y

realizan un rearreglo VDJ, obteniendo así un primer repertorio de anticuerpos, Estas células,

que no han sido expuestas a antígenos ni a linfocitos T ni han sufn'do mutación somática, son

las que predominan en la mayoría de los procesos proliferativos con fenotipo “B”agudos. Son

células vírgenes (o naive) que alcanzan la sangre periférica expresando inmunoglobulinas de
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tipo M y de tipo D y que van a ir a ocupar la zona del manto folicular de los ganglios linfáticos,

siendo mayoritariamente CD38 negativas o de baja intensidad.

El estadío antígeno dependiente se da en el centro germinal de los ganglios linfáticos.

La interacción con linfocitos T y con antígenos presentados por células dendríticas foliculares

llevan a la ocurrencia de mutación somática; estas células de mayor afinidad hipermutadas en

las zonas hipervariables de sus inmunoglubulinas, son IgD negativas y CD38 positivas

constituyendo los centroblastos (con cadenas pesadas de tipo M y D) y centrocitos (con

cadenas pesadas de tipo A, G o E). También existe dentro del ganglio una subpoblación de

células “B”memoria, que son negativas para ambos marcadores (5).

Las poblaciones finalmente halladas en sangre periférica normal, casi no incluyen

células centrogenninales, y se encuentran distribuidas como sigue (50):

CD38 negativas lgD negativas (subset memoria) 11%

CD38 baja intensidad IgDnegativas (subset memoria) 10%

CD38 intenso lgD negativas (centrogerminales) <1%

CD38 intenso IgDpositivas (centrogerminales) 5%

6038 baja intensidad lgDpositivas (subset naive) 58%

CD38 negativas IgDpositivas (subset naive) 15%

En todos los casos de LLC la morfología y el inmunofenotipo son característicos y

típicos a pesar de presentarse distintas historias naturales. Hay una Iinfocitosis periférica y

medular formada por células pequeñas de aspecto maduro que expresan CDS (un marcador de

superficie que se expresa sólo en etapas tempranas de la maduración “B”normal y relacionado

a la expresión de lgM), CD23, CD19, CD20, inmunoglobulina de superficie débil y clonal

(generalmente IgM o lgD), pueden expresar o no C022 y CD79b y son negativas para FMC7

(5,6).

A pesar de estas características comunes en muchos casos la evolución es muy

benigna y se mantiene como una linfocitosis persistente pero en otros se comporta muy

agresivamente llevando a la muerte del paciente en menos de dos años.

El concepto arraigado era entonces que las células características de la LLCen general

no presentan hipermutación somática y corresponden a células vírgenes, sin mutación. Sin

embargo se han hallado casos definidos como LLCa expensas de células que si han sufrido

mutación (centrogerminales) los cuales mostraron mucha mayor sobrevida. Complicando Ia

clasificación, el perfil de expresión génica en LLC sugiere que ambos tipos celulares

encontrados estarían relacionados con células B memoria, si bien las diferencias entre los

perfiles génicos de éstas y las naive son pequeñas (64)
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Respecto del defecto intrínseco de las células de LLC, según Hamblin y col. (7) se

produciría una estimulación del receptor de linfocitos “B”que llevaría a una activación parcial,

anergia y falla en la apoptosis. Así se acumularia lentamente un tumor indolente. En el

subgrupo mutado el estímulo se produce en el centro genninal y en el no mutado se produce

fuera del ganglio a través de antígenos T independientes o de superantígenos (65). Cada

división posterior de estas células ya alteradas aumenta la probabilidad de adquirir otro daño

genético como mutación en los genes ATM o TP53 desregulando la proliferación y

malignizando el proceso.

Alternativamente, antígenos ambientales o autoantigenos pueden provocar activación

clonal ya que las células de LLC ( la mayoría de las no mutadas y algunas de las mutadas )

tienen receptores polireactivos (68,70). Aunque la capacidad de respuesta de estas células a la

estimulación parece estar disminuida, en algunas células los estímulos para prevenir la

apoptosis y proliferar son efectivos. Este modelo excluye una falla intrínseca en la apoptosis y

el nivel de recambio de las células B (hasta mil millones de células por día) sería suficiente

para promover el desarrollo y crecimiento de subclones con nuevas lesiones genéticas (52).

l-BAnomalías Molecularesy Factores Pronósticos

Se han asociado clásicamente a mal pronóstico en LLClos siguientes factores (9):

Reducción del tiempo de duplicación de linfocitos

Aumento de beta 2 microglobulinasérica
Aumento de C023 soluble

Aumento de Serin timidinkinasa

Histología medular difusa

Exceso de prolinfocitos o de linfocitosclivados linfoplasmocitoides

Las anomalías cmmosómicas halladas alcanzan al 80% de los casos siendo las más

frecuentes (51):

o deleción 17p (7%) y 11q (18%), las cuales son factores de mal pronóstico

independientes indicando más rápida progresión y menor sobrevida. La

presencia conjunta de 17p- y alteraciones en P53 se ha asociado a falla

terapéutica

o deleción 13q (55%), que de hallarse sola es un factor favorable

o trisomía 12q, parece ser un evento temprano en la patología y no se conocen

los mecanismos que subyacen su aparición, asimismo, aunque el gen RAS está

incluído en ese cromosoma, no se lo ha encontrado mutado en las LLC. Se la
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halla más frecuentemente en LLC de morfología atípica (12). No se la ha

asociado a mal pronóstico (10)

o Deleción 6q, trisomia 8q y 3q ..14q(32)

La sobreexpresión en células de LLC de la proteína Bol-2, evento que según se

describe, sería de ocurrencia temprana (10) genera un freno a la apoptosis. Sin embargo la

determinación de los niveles de dicha proteina no ha podido predecir el desarrollo clínico ni se

ha relacionado a resistencia al tratamiento (11).

La hign‘nutación hallada en van'as series en las células, es un factor pronóstico

positivo, siendo estos pacientes de mucha mayor sobrevida que aquéllos con células sin

mutación (7,13,14). Se ha observado una tendencia a la utilización preferencial de alguno del

los 51 diferentes genes V en las mutaciones de las células de LLC: el gen V1-69 es

preferencialmente usado dentro del subgrupo no mutado y el gen V4-34 en el grupo mutado y

esto podria relacionarse con la autoreactividad descripta para las inmunoglobulinas de

superficie de los linfocitos de LLC, ya que el pn'mero de los genes mencionados está

relacionado con la producción de factor reumatoideo y el segundo con Ia generación de

aglutininas frias anti-li (7, 15, 16, 17)

También hay un uso preferencial de los genes D3, DZy DGy de los segmentos JH4-6-3.

La importancia de la presencia o no de mutación se ha demostrado en diversos estudios

(1850,61) siendo la variante no mutada de mucho peor pronóstico y menor sobrevida.

El estado mutacional de las células puede usarse para clasificar el origen de las

mismas, puesto que las mutaciones parecen ocurrir sólo en células que han sido expuestas de

alguna forma a estimulación antigénica. La determinación de la presencia de mutación en el

gen de la región van'able de cadena pesada, si bien se considera como el mejor discriminador

pronóstico, es engorrosa y poco aplicable al laboratorio clínico.

La expresión de CD38 se ha planteado como un marcador subrrogante relacionado a

mal pronóstico. Hay acuerdo en Ia bibliografia en que Ia presencia de CD38 es un factor de mal

pronóstico independiente del estado mutacional. Hay discordancia en definir si la población

C038 positiva se superpone siempre o no con la de pacientes sin mutación y en decidir cuál es

el valor de corte en la expresión de dicho marcador que mejor puede discriminar entre las

poblaciones de mejor o de peor pronóstico. También se plantea que su expresión puede

cambiar a lo largo de la evolución de la patología, asociado esto más frecuentemente a la

instauración de tratamiento, pero el análisis del conjunto de experiencias indica que su

presencia resulta sospechosa de mala evolución.
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La expresión de CDS8 en LLCha sido asociada en múltiples sen'es (8, 9, 15, 35, 37, 38,

39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,6051) con:

Menor sobrevida general
Menor sobrevida libre de eventos

En algunas de ellas además se asocia con:

Estadio de mayor gravedad

Aumento de beta 2 microglobulina

Aumento de C023 soluble

Aumento de Fas soluble

Aumento de bol-2 soluble

Linfadenopatías múltiplesy de mayor tamaño

Esplenomegalia

La mutación en TP53 también representa un factor de mal pronóstico, liberando a la célula de

un freno replicativo. La frecuencia de mutación en el gen TP53 es baja en síndromes

linfoproliferativos,pero se la encuentra en general en formas agresivas de linfomas no Hodgkin,

LLCo leucemia B prolinfocítica, asociándose a peor pronóstico de la enfermedad. (6)

Para LLC,si existe tal mutación, aparece con mayor frecuencia en estadios avanzados

de la enfermedad y a medida que aumenta la progresión, lo que sugiere que corresponde a un

evento tardío en la patología. La presencia de la misma, también se ha asociado con

resistencia celular a drogas usadas en el tratamiento de la LLC(17).

En otros estudios se ha encontrado que la alteración de P53 ylo la expresión de CD38

se superponen con el conjunto de pacientes con baja tasa de mutación del fragmento variable

de la cadena pesada de inmunoglobulina (lgGVH),previamente reconocido como factor de mal

pronóstico (18). Aun más, los autores sugieren que si no se observa expresión de CD38 ylo se

presenta P53 normal, la baja tasa de mutación del lgGVH, no modificaría la progresión de la

LLC. La sóla detección de la proteína P53 (debido a que su recambio rápido en las células

normales la hace indetectable por inmunohistoquímica) en las células en estudio, es

considerado un hecho patológico asociado a disfunción de P53 ya sea por mutación propia o

por alteración de su via metabólica regulatoria. En varios trabajos se ha podido asociar la

presencia de P53 en las células de LLCcon menor sobrevida de los pacientes (16, 18, 26, 27,

57). Los hallazgos la asocian también con el aumento de 132microglobulina, con estadios más

avanzados de la enfermedad (lo que hablaría de un defecto tardío) y con la presencia de mayor
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porcentaje de prolinfocitos.Es más, la presencia de P53 aún en ausencia de los otros factores

mencionados, mantiene su valor pronóstico negativo.

Su estudio en distintas leucemias (28,29) ha mostrado que aparece positiva

frecuentemente en procesos agudos, en mayor porcentaje cuando se trata de enfermedades

de mayor malignidad y se ha asociado su negatividad con la posibilidad de alcanzar remisión

completa e, inversamente se la ha detectado más frecuentemente en las recaídas.

La frecuencia de detección no es alta (7-8 % en pacientes con LLC) y puede haber

discordancia entre Ia agresividad de la enfermedad y la presencia de P53. También se ha

mostrado que pacientes con LLCy P53 mutada no responden a los análogos de purina (70).El

hallazgo de P53 wildtype sobreexpresada también es considerado de mal pronóstico en varios

tumores como por ejemplo el glioma maligno y se la ha hallado en células proliferantes y tejidos

reactivos.

Esto se relaciona con el hecho ya mencionado que P53 puede ser no funcional por

defectos propios de la proteína o por alteraciones en su metabolismo o en su via de activación.

La proteína Mdm2, necesaria para la regulación de la acción de P53, se ha encontrado

sobreexpresada en un porcentaje relativamente alto en LLC (recordemos que una de las

alteraciones cromosómicas frecuentes es la trisomía 12 en donde Mdm2 es codificada). Sin

embargo sus niveles no se han diferenciado entre pacientes cuya P53 es funcional y pacientes

con P53 no funcional (respecto de la capacidad de ser inducida y de inducir P21 por radiación

ionizante) y además Mdm2 tiene su propia via regulatoria, con Io que se cree que no tendría

mucho efecto en la disfunción de P53.

Otro gen, el ATM (ataxia telangiectasia mutada) codificado en el cromosoma 11q22-23,

ha alcanzado importancia en la funcionalidad de P53 en LLC. Dicho gen codifica para una

proteina con función de proteinkinasa que estaria relacionada con la activación de P53 por

fosforilación en la Serina15 y defosforilación en la Serina 376. Se ha detectado disminución de

esta proteína en 30-40% de LLC,estando en muchos casos, mutada (27). Además la deleción

11q aparece en cerca del 20% de pacientes nuevos asociándose esto a posible mutación del
alelo “sano” de ATM.

De acuerdo con esto (27) se ha diferenciado los déficit en P53 en dos tipos de defectos:

o expresión basal de P53 (considerado anormal) que presenta mutación pero

responde a estímulos como radiación

o expresión basal de P53 negativa (considerado normal) sin mutación pero que

no responde a radiación , con mutación en ATM

En un estudio que analiza la utilidad de la detección de P53 y CD38 conjuntamente en

LLC (18) se llega a la conclusión que el grupo que presenta alguna de las dos anomalías se

superpone en un 65% con el grupo de pacientes sin mutación y si bien no se asocian entre
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ellos, cuando los dos son normales los pacientes parecen tener igual sobrevida cualquiera

fuera su estado mutacional.

La goteína Zag70 de localización intracelular, promueve señales de activación a los linfocitos

T y NK a través de sus receptores a antígeno. Está raramente presente en linfocitos B

normales pero sí se la encuentra en pacientes con LLC,en los cuales facilitaría la señalización

post encuentro con el antígeno (52). _

En gran cantidad de estudios, se ha asociado su presencia con el estado de no

mutación (muestra mejor asociación con él que la expresión de P53 o que el CD38) y con

menor sobrevida, resultando un marcador independiente que es, para algunos, de igual o

mayor valor pronóstico que el estado mutacional (53,56,63,64,69)

También se ha relacionado su expresión a la heat shock protein Hsp90 cuya inhibición

in vitro resulta en degradación y apoptosis de las células Zap70 positivas (68).

Clásicamente su determinación se realiza por citometría de flujo y se ha tomado como

valor de corte expresión en por lo menos el 20% de las células analizadas. Como alternativa

técnica, se ha analizado por reacción de polimerasa en cadena el estado de metilación del gen

encontrándose correlación entre la no metilación, la expresión de la proteína y el estado de no
mutación.

Actualmente han surgido nuevos aspectos referidos a la expresión de Zap70 en

subsets de linfocitos B normales y activados (55, 69) o el estudio de su sobreexpresión en

linfocitos T de pacientes con LLC (54) que parece corresponderse con la expresión de la

proteína en las células de LLC.

l-CCaracterísticas y función de Ia proteína P53 normal y mutada

La proteína P53 humana (P53) es codificada en el cromosoma 17 p13.1, es una

fosfoproteína de localización nuclear de 393 aminoácidos que funciona como factor de

transcripción induciendo la expresión de distintos tipos de genes en respuesta a diferentes

tipos de estrés genotóxico. Tiene cinco regiones altamente conservadas y se han reconocido

dos proteínas más (P73 y P63) que se consideran de su misma familia compartiendo con ella

algunas funciones (19, 20).

El extremo aminoterminal contiene un dominio acídico que interactúa con los

componentes de la maquinaria transcripcional, luego hay una región rica en Prolina que estaría

relacionada con la actividad pro-apoptótica de la proteína. El core o dominio central es

requerido como secuencia específica de unión al ADN y reconoce al menos dos zonas

repetitivas consenso del mismo. Luego aparece el dominio de oligomerización que participa en

la formación de los tetrámeros necesarios para la función de P53. El extremo carboxilo terminal

contiene una secuencia de localización nuclear y también tiene función regulatona negativa ya
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que interacciona con el core de la proteína manteniéndola en forma latente o inactiva hasta que

modificaciones postraduccionales como fosforilación y acetilación en diferentes sitios anulan

esa interacción activando alostéricamente la proteína (figura 1)

l II Ill IV V Zonas conservadas

l 100 200 \ 300 393I "I . i \ \ run-uni ¡2:1 I
PPPPPPP \ P AC AC P P

Acidico Rico en Prolina Unión al ADN Oligomerización Regulación
Loc. Nuclear

Transaaivaa'ón Apvptosis Tetra'mzras Estado Levante

Figura 1 (adaptada de referencia 13): Esquema de la proteína P53. _P_zonas de fosforilación fl zonas de
acetilación ’

Estas modificaciones postraduccionales permiten la activación de P53. La proteína P53

juega un rol fundamental en el mantenimiento de la integridad del genoma; está mutada o está

alterado su ciclo regulatorio en casi todos los cánceres Io cual indica su importancia en la

prevención de la tumorigénesis. En las células en condiciones normales se Ia encuentra en

bajo nivel, teniendo una vida media corta (aproximadamente 20 minutos). Varias señales de

estrés en la célula pueden activar y estabilizar P53. Luego de la activación se unirá a

elementos enhancer-promotores de genes blanco y regulará su transcripción poniendo en

marcha programas celulares con funciones supresoras de tumor.

La trama regulatoria de P53 incluye elementos transductores de la señal para su

activación (elementos upstream), interacciones de P53 en si misma con otras proteínas que

regulan su producción y degradación, y señales que inician la respuesta celular (elementos

downstream).EI núcleo de la regulación está protagonizado por las proteínas P53, Mdm2,

P14arf y E2f-1, las cuales forman dos esquemas interactivos:

o P53 regula positivamente la expresión de Mdm2 activando su transcripción y

Mdm2 promueve la exportación de P53 desde el núcleo al citoplasma y la

degradación de Ia misma via ubiquitinación.

o E2f-1 activa la transcripción de P14arf el cual facilita la degradación proteolítica

de E2f-1

o P14arf inhibe la ubiquitinación mediada por Mdm2 , es decir que indirectamente

estabiliza a P53

o P53 es capaz de reprimir la transcripción del gen P14arf

Algún aspecto de este circuito está alterado en muchos cánceres: mutaciones sin

sentido en P53, amplificación de Mdm2, silenciamiento o deleción de P14arf y/o pérdida de

E2f-1
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El estrés capaz de activar este sistema puede tener diferentes orígenes: daño en el

ADN, hipoxia celular, activación de oncogenes, óxido nitroso, depleción de ribonucleótidos,

daño del aparato mitótico.

El daño en el DNA activa P53 a través de los elementos upstream que incluyen

proteínkinasas (Atm, Atr, Chk1, Chk2) y acetiltransferasas que fosforilan y acetilan

postraduccionalmente P53 y Mdm2. Dicha fosforilación tiene tres efectos: estabiliza P53

evitando la interacción con Mdm2, regula la activación de P53 y promueve su localización

nuclear.

Una vez activada P53 se reclutan factores coactivadores de transcripción o complejos

correpresores que van a actuar sobre regiones enhancer-promotoras de sus genes blanco

facilitando o reprimiendo la transcripción según sea su función. Estos complejos pueden

acetilar o desacetilar a P53, incrementando o disminuyendo su estabilidad y su afinidad por el

ADN.

La activación de oncogenes generalmente afecta la transcripción o la actividad del gen

ARF, por ejemplo la activación de RAS o C-MYC incrementan la producción de P14arf,

mientras que genes como TWISTo BMI-1la disminuyen.

Los efectos de la acción de P53 activada pueden ser: arresto celular, apoptosis,

inhibición de angiogénesis y metástasis o reparación del ADN. Puede inducir arresto en G1-S

activando la proteína P21 que es un inhibidor de Cdk2, o arresto en 62-M, induciendo Gadd45

que inhibe Cdc2. La inducción de apoptosis se relaciona con Ia activación de genes

proapoptóticos que finalmente y a través de vanas vias activarán Apaf 1 y Caspasa 9. Por

ejemplo, P53 disminuye la expresión de Bcl2 (asociada a la sobrevida celular), estimula la

producción de la proteina Bax la cual lleva directamente a la muerte celular (aunque su

presencia no es imprescindible para inducir muerte celular por P53), actúa sobre la proteína de

unión del factor de crecimiento insulina like (Igf-bp3) que bloquea la señalización activada por

mitógenos, estimula genes como killer AR5 y FAS/APO1 ambos pertenecientes a la familia de

receptores de tipo TNF, y disminuye la expresión de C-MYC (asociado con la proliferación

celular) (figura2) (13,14,19,2o,21, 222324,25).
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Figura 2 (adaptada de ref 25): Esquema de activación y función de P53

Hay varios factores que relacionan la proteína P53 con la aparición de tumores: es la

proteína más frecuentemente mutada en cánceres humanos (50%); existe una enfermedad

genética (sindrome de Li Fraumeni) relacionada a mutación germinal de la proteína cuyos

pacientes desarrollan tumores malignos a edad temprana luego que haya una mutación en el

alelo normal; hay ratones knock-out para P53 que son capaces de desarrollarse pero mueren

de múltiples tumores a los pocos meses de vida.

En patologías hematológicas, ya hace tiempo se ha expuesto a células leucémicas

mieloblásticas a dosis no letales de agentes dañinos para el ADN, radiación gamma o

actinomicina D, que causan una inhibicióntransiente en la síntesis de ADN generando arresto

en G1 y en GZ. Los niveles de P53 en estas células se incrementaban o disminuían en

asociación temporal con el arresto en G1. En contraste, en el arresto en fase S causado por

antimetabolltos como citosina arabinósido, que no daña directamente el ADN, no se encontró

asociación con los niveles de P53 (21)

Las alteraciones que pueden encontrarse en la proteína P53 están relacionadas con su

pérdida de función y podrían dividirse en (13):

Alteraciones dependientes de mutación: el 95 % se dan en la zona del core, la mayor

parte de ellas afectan o a codones que se unen al ADN (codones 248 y 273) o a codones que

afectan a la conformación. Pueden ser deleciones, proteína truncada, pérdida de

heterocigozidad, sustituciones puntuales (85% de los casos) que generan proteínas sin sentido.

Esto puede generar:

o disminución o ausencia de la proteina wild type con la consiguiente incapacidad

de responder a un estrés genotóxico
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efecto de dominancia inhibiton'anegativa de P53 (o de P73 o P63) (20). En este

caso la proteína mutante podría formar parte del oligómero aumentando la

estabilidad de la proteína e inhibiendo la capacidad de unión al ADN

aumento de función debido a que la mutante sería capaz por ejemplo de activar

genes sobre los cuales la P53 wild type no tiene efecto ( directa o

indirectamente, actuando sobre factores de transcripción), o debido a la

generación de un desbalance de factores de transcripción. También, de unirse a

P63 o a P73 podría desbalancear el efecto de esta familia de proteínas y

finalmente, podría unirse y estabilizar a Mdm2 generando inestabilidad genómica

ya que Mdm2 es capaz de inducir en células aneuploidía e hiperproliferación

independientemente de P53. Estas mutantes con aumento de función podrian

estar relacionadas con resistencia a quimioterapia o a radiaciones ionizantes

Alteraciones independientes de mutación relacionadacon los elementos reguladores

upstream y downstream

la proteína P14arf (que mantiene a Mdm2 en el nucleólo) está frecuentemente

afectada en tumores con P53 wildtype. Estas células son capaces de responder

normalmente a un daño en el ADNpuesto que en este caso la activación de P53

no depende de P14arf, pero no pueden responder a una activación de

oncogenes en la cual la activación de P53 sí depende de ella

se halla también sobreexpresión de Mdm2 (o de su familia de proteínas como

Mdmx)en alrededore del 20 % de sarcomas en humanos. Aquí P53 permanece

wildtype pero se degrada exageradamente. Es interesante notar que la proteína

oncogenica E6 de cepas tumorigénicas del virus HPVtiene como mecanismo de

acción favorecer la ubiquitinación (y por tanto la degradación) de P53

puede haber también downstream inhibición de factores pro-apoptóticos como

Apo f1

I-DCaracterísticas y función dela proteína CD38

El CD38 o ADPribosil ciclasa / ADPn’bosa cíclica hidrolasa es una glicoproteína de tipo lI

de transmembrana expresada por muchos tipos celulares incluyendo leucocitos y diversos

tejidos. Se lo encuentra en la mayoría de las células hematopoyéticas especialmente durante

sus etapas tempranas y durante la activación, en plasmocitos (en altos niveles), en cerebro,

múscqu y riñón.

Es una única cadena de 300 aminoácidos (256 aminoácidos en la región extracelular,

21 intracelulares y 23 transmembrana) codificada en el cromosoma 4p15 , de 45 Kda con una

forma soluble de 39 KD (la cual está duplicada con 79Kda de peso molecular en la

agammaglobulinemia ligada al X). Puede sufrir modificaciones postranscripcionales (splicing

13
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del exón 3) y postraduccionales (producción de una forma de 190 kD inducida por ácido trans

retinoico) (30).

Tiene variadas funciones (31,32,33,34):

o Su dominio extracelular actúa como una ectoenzima bifuncional catalizando la

conversión de Nicotinamida Adenina Dinucleótido en ADP-Ribosa cíclica (la

cual interviene en la movilización de Calcio intracelular) y en la hidrólisis de

esta última para obtener adenosin- fosfo- nbosa. Sería un regulador de

interacciones homo y heterotípicas sobretodo entre linfocitos T y el CD31 de

células endoteliales vasculares . Esta interacción mediaría la producción de

diversas citoquinas

o Además de sus ligandos especificos ( CD31 y ácido hialurónico), podria

interaccionar por su asociación lateral en Ia superficie de las membranas con

TCR, BCR, CD16, CD26 y C073

o Su activación produce regulación negativa en membrana (proceso que se da

via internalización que sería conjunta con el receptor BCR o TCR) y está

relacionada con la proliferación de linfocitos B maduros (centrogerminales),

inhibición de la apoptosis y de la linfopoyesis .También en linfocitos B

maduros aumenta la expresión de bol-2. Inversamente en precursores de

médula ósea la oligomerización de CD38 inhibe la proliferación e induce

apoptosis. Su acción intracelular estaría mediada a través de fosfon'laciónde

varios sustratos, entre ellos Fosfolipasa C y Fosfatidilinositolkinasa

o En células mieloides se expresa en precursores inmaduros y se regula

positivamente en el tratamiento con ácido trans retinoico. Su presencia sería

de buen pronóstico a excepción de su hallazgo en LMAM3

La actividad citoplasmática es inducida por la acción de anticuerpos agonistas o por

interacción con su ligando, lo cual incrementa la internalización, proceso normal en toda célula

que lo expresa. Es un mecanismo de regulación negativa que se da independientemente de la

cantidad de proteína expresada en la membrana. La cinética de la internalización es similar a Ia

del 0023, la misma representa sólo una fracción del total hallado en superficie indicando que

probablemente existan dos pooles de C038 en membrana, uno de los cuales es
“internalizable”.

La cola citoplasmática es corta y no presenta señales de fosforilación ni de

internalización, por lo que la misma dependería de interacciones laterales con otras moléculas

de membrana o con moléculas que cointemalicen con el CD38. La oligomerización, fenómeno

característico precediendo a la internalización, o generalizando, la alteración conformacional de

la molécula en superficie, también en este caso incrementa la endocitosis. Luego de la

l4
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endocitosis mediada por anticuerpos se lo encuentra en endosomas y más tarde en vesículas

yuxtanucleares que finalmente lo liberan.

La función enzimática reside en la porción extracelular de la molécula y no se conoce si

la misma se mantiene post-intemalización pero se considera que la función de transducción de

señales del CD38 es independiente de la endocitosis . Por ejemplo la movilización de Calcio

intracelular que se produce luego de agregación del CD38 es más rápida que la intemalización

y ésta última se produce también por acción de anticuerpos no agonistas (33). De este modo

podría pensarse que la endocitosis funciona como un mecanismo de retroalimentación negativa

que permite dar por finalizada la transducción de señales inducida rápidamente por el ligando o

las funciones en adhesión celular de la molécula de superficie (figura 3).

Ectoenzima Ligando

. Extracelulary"""""""""""""""""""""""""""" " Proliferación:aument e’ a r s
iiïííïïïitïï35333535353533 3333333333ïïïïïïïïiïiïiiïïïïïi - . a e“ C “las m d" assssssssssssssssssssssssss Esssssxsssssssssssssssssssxxxsï disminuye el! precursores

\ Intracelular

Zaghlïao" ¡"tem‘d'zaa‘m Apoptosis:disminuyeen célulasmadurasa lo aumnta en precursores
(‘unim/ LICfilm/rm ¡ur
rulrualimwiluc lil/1ncguln'u

Figura 3: esquema de las funciones del C038

Durante la maduración de los linfocitos B, la expresión de C038 en superficie varía: es

negativo en células Naive (lgD+) y en linfocitos Memoria (IgD-), pero está presente en linfocitos

maduros centrogerminales (35). Si bien la expresión de CD38 en ratones es exactamente

opuesta a la de células humanas, la coincidencia está en que los linfocitos naive y memoria

comparten el mismo grupo fenotípico y podría decirse que las células naive y las células

memoria constituyen un grupo que se diferencia en ambos casos de las centrogerminales.
La utilidad clínica de la detección de CD38 está relacionada con la clasificación de

leucemias (a células plasmáticas, LLC),con estudios de activación de linfocitos T en pacientes

HlVpositivos, con su función de blanco molecular en tratamiento de mieloma con anticuerpos y

con el hallazgo de autoanticuerpos contra él en diabetes mellitus de tipo Il.

La interacción de estas células de LLC con anti CD38 no genera señal alguna. El

porqué estas células CD38+ que son capaces de producir apoptosis, son sin embargo de mal

pronóstico en los pacientes, es aún un punto no esclarecido.
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Il OBJETIVOS

1. Detectar la expresión de P53 y C038 en un grupo de pacientes con LLC

por citometría de flujo relacionándolas con muestras controles

2. Caracterizar la población de pacientes en función de la detección de P53

y C038 y relacionada con su estadío clinico.

3. Establecer si existe asociación en la presencia de ambas expresiones en

conjunto.
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rrr MATERIALES Y MÉTODOS

III-APoblación/Criterios de exclusión

Se analizaron 70 muestras (32 controles y 38 pacientes). Dentro del grupo de

pacientes hubo 3 con antecedentes de diabetes tipo IIe hipertensión arterial, 1 cardiopatía y 1

tenia antecedentes de tuberculosis tratada. Todos los pacientes presentaron fenotipo

linfocitariocaracterístico de LLCcon coexpresión de CDZO/CDS/CD23.Todos fueron negativos

para CD34, CD1O y CD25.

Del grupo de pacientes, 6 eran de bajo riesgo (estadío RAl 0), 8 de mediano

riesgo (estadios RAI l o ll), 10 de alto riesgo (estadios RAl III o IV) y 14

no tenia estadiflcación. De este grupo, 9 tenían tratamiento ,15 se presentaron al diagnóstico

y 14 no tenian datos (muestras recibidas de centros externos).

En dos pacientes se obtuvieron muestras para dos visitas. En ambos casos se utilizaron

los datos de la pn'mera visita para la descripción general.

Aunque se utilizaron únicamente células de sangre periférica, se excluyeron aquellos

pacientes que concomitantemente padecían de otra neoplasia (ya que las modificaciones en

P53 son de hallazgo común en tumores humanos). También se excluyeron pacientes que

padecían una patología autoinmune (ya que el porcentaje de linfocitos B coexpresando

CD20/CDSpuede incrementarse en estas patologías).

III-BMuestras/ Procedimiento General

Todos los pacientes tenían diagnóstico clínico e inmunofenotípico de Leucemia Linfática

Crónica. EI diagnóstico por inmunofenotipo implica la detección de una población Iinfocitan'a

homogénea y predominante que exprese en superficie marcadores de linaje “B” (C019),

coexpresión de C020 y CDS, expresión de C023 y de Inmunoglobulina de superficie débil y

cional (figura 4).
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Figura 4: Inmunofenotipo característico de Leucemia Linfática Crónica. La población analizada corresponde a los
linfocitos hallados en la muestra.

Se utilizaron las muestras de sangre que se obtienen de mtina para el diagnóstico y/o

durante el control de la patología.

Todas las determinaciones se realizaron en sangre periférica (en algunos casos médula

ósea) extraída con EDTA. Las mismas fueron procesadas dentro de las 24hs. desde su

recepción.

La lectura en el citómetro se realizó inmediatamente después de la marcación.

El procesamiento en todos los casos incluye:

o Marcaje de 20 ul de muestra previamente homogeneizada con anticuerpos

monoclonales marcados con isotiocianato de fluoresceína (FITC) o con

ficoeritrina (PE) o con pteridinclorofila (PerCP)(5 ul, previamente titulados) anti

proteínas de superficie de la muestra entera, 30 minutos a temperatura

ambiente y protegido de la luz.

o Lisado de glóbulos rojos con 1 mI. de solución Iisante comercial (Lysing Solution

Becton Dickinson) durante 10 minutos, centn‘fugación a 1500 rpm 10 minutos y

descarte del sobrenadante por aspiración. Alternativa: 1ml de TRIS 9: Cloruro

de amonio 1, 10 minutos a temperatura ambiente (TRIS: 206m9 en 100ml de

agua destilada llevado a pH 7,65 con HCl 1N; Cloruro de amonio: 830 mg en

100 mI de agua destilada pH 5.6)

o Resuspensión en 0.5 ml de buffer PBS para lectura en el citómetro.



Tesina: p53 y CD38 en el pronóstico de LLC

Para la tinción intracitoplasmática, luego de la centrifugación post-lisis y aspiración del
sobrenadante:

o Se permeabilizaron las células con 0.5 mI de reactivo comercial (Fix and Perm

Becton Dickinson) durante 10 minutos a temperatura ambiente, luego de lo cual

se adicionan 2-3 mI de PBS con el fin de finalizar la reacción y lavar las células

y se centrifuga a 3000-5000 rpm 5-7 minutos, aspirando el sobrenadante.

o Se marcaron, en presencia de 10-20 ul de suero de cabra (para evitar unión

inespecífico) con anticuerpos monoclonales de ratón anti humano (5 pl de una

dilución 1/5 en PBS titulado previamente) (primer anticuerpo) dirigidos a la

proteina intracelular blanco durante 20 minutos a temperatura ambiente y

protegido de Ia luz.

o Se marca luego con un segundo anticuerpo monoclonal de cabra anti ratón

marcado con isotiocianato de fluoresceína para revelar la tinción (30 pl de una

dilución 1/200 en PBS según título previo) durante 20 minutos a temperatura

ambiente y protegido de la luz.

o Finalmente se resuspendieron las células en 0.5 mI de PBS para lectura en el

citómetro

Se procesaron controles de isotipo (IgG1 para CD38, IgG2b para P53) para establecer y

calibrar la zona negativa. Se procesaron también muestras normales a fin de ajustar el valor de

corte (fundamentalmente para P53) en la expresión normal de las proteínas a determinar.

III-CEstrategia de gating / Detección por Citometría de Flujo

EI fenotipo básico para la detección de P53 y CD38 se hizo en base al marcaje de dos

tubos como sigue (tanto en pacientes como en controles):

1) CD20 FITC l CD5 PE / CD38 PerCP

2) P53-FITC/ CD23 PE / CD19 PerCP

Se seleccionaron por sus características de tamaño y complejidad interna los linfocitos

para cada muestra y de ellos se analizaron en el tubo 1 al menos 2000 células con fenotipo

CD20 y CD5 positivo para expresión de CD38 y en el tubo 2 al menos 2000 células con CD23 y

CD19 positivos para expresión de P53 (figura 5). La expresión de ambas proteínas se registró

como porcentaje del gate seleccionado y/o como intensidad media de fluorescencia para dicho

gate.

El fenotipo de los pacientes se completó con las determinaciones de:

o CD3/CD4/CD8
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o CDZS/CDZ3/CD45

o Kappa/lamda/CD19

o CD10/CD22/CD34

La adquisición en eI citómetro (FacScan, Becton Dickinson) se realizó inmediatamente

luego de la marcación. Para todas las muestras, se analizaron 2000 células de LLC,con patrón

de expresión positiva para C020, CDS y CDZ3. Se trabajó con marcaje sobre la muestra entera

y posterior eliminación de glóbulos rojos por lisado hipoosmótico. Este procedimiento facilita la

selección posterior de la población Iinfocitariapor sus características de tamaño y complejidad
interna.

Se utilizó un sistema de lisado/fijación y permeabilización comerciales que permiten

agilizar los tiempos de la técnica y mantienen la estructura y las caracteristicas de tamaño y

forma celulares inalteradas. Está descripto también la obtención de buenos resultados

utilizando permeabilización con saponina 0,1 %

paraformaldehído 1% en PBS (48), Io cual permite demorar la lectura. Sobre los linfocitos con

y fijado posterior al marcaje con

inmunofenotipo de LLCse analizó la expresión de CD38 o de P53.

FI2 (PEJ
GIXGZ

G2

GDC KV
........4-

Tamañ° FI1 (FlTC) Fl3 (PerCP)

V \x“)
élulns 53+

Células D38+

FI3(PerCP) T Fl1(FlTC) Fl3(PerCP)T
Intensidades relativas de fluorescencia

Figura 5: Esquema de la estrategia de gating para la detección de CD38 y P53. Se seleccionen primero los linfocitos
(G1), sobre esa población se muestran dos fluorescencias marcadas en ese tubo. La población doble positiva es la
analizada en un nuevo gráfico para la expresión de C038, que se puede porcentualizar o medir en función de la
intensidad relativa de fuorescencia en un histrograma de frecuencias. En el caso de P53 se analizan histogramas. La
poblaciones encerradas con puntos corresponden a células residuales de poblaciones T o B normales o a células
negativas para CD38 o P53
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III-DDeterminación dela expresión de P53

La expresión de la proteína P53 es clásicamente realizada por técnicas de

inmunohistoquímica. Sin embargo en este tipo de procedimientos puede resultar complejo el

establecimiento del punto de corte por encima del cual consideramos a una célula positiva.

Además la posibilidad de observación se limitaa un número de células no mayor de 200.

Estas dificultades no se presentan en la citometría de flujo, dónde el número de células

a analizar es realmente dependiente de la cantidad de muestra y/o de las necesidades

operativas para obtener un resultado estadísticamente significativo (en este caso se

adquirieron 2000 células con fenotipo de LLC para cada paciente) y el valor de corte puede

establecerse utilizandocontroles de isotipo y/o células que no expresen la proteína en estudio.

Es importante también la selección del monoclonal; varios anticuerpos han sido

despcriptos para detectar P53 wildtype y/o mutada. De entre ellos se utilizóen este estudio el

clon DO-7 (BD Pharmingen), que detecta P53 wt o mutada con buena especificidad (49). Así

puede verse que el control isotípico (lgG2b) marca el sector negativo y se puede diferenciar la

expresión de P53 wt (en céluls MCF-7) o mutada (en células COV362.cl4) por la intensidad de

expresión (figuras).
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Figura 6 (adaptada de referencia 49): Clon DO-7 evaluado en células positivas para P53 mutada (COV362.cl4 panel
superior) y para P53 wild type (MCF7 panel inferior) en comparación con sus isotipos (figuras a la izquierda)

El clon DO-7 mostró la misma buena capacidad discnminativa en otras líneas celulares

en las que se detectó adecuadamente la sobreexpresión de P53 wild type (NALM6, intensidad

intermedia), la alta expresión de P53 mutada (RAJI intensidad mayor) o la ausencia de P53

(K562 con proteína truncada, negativas) (48). Esta detección puede hacerse también

cuantitativa utilizando esferas con cantidad conocida de marca adherida, con las cuales se
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elabora una curva de calibración que relaciona intensidad de fluorescencia con número de

moléculas por célula, con la que contrastar los valores de la muestra. El clon DO-7 reconoce un

epitope ubicado entre los aminoácidos 1-45 de todas las formas conocidas de P53 humana y

por Citometría de Flujo puede detectar la expresión natural de P53 en leucocitos.

Para este trabajo se utilizó un marcaje citoplasmático con un primer anticuerpo sin

fluorescencia de ratón anti P53 humana wt o mutada (clon DO-7, Becton Dickinson) y un

segundo anticuerpo Fab‘2 de cabra anti ratón marcado con isotiocianato de fluoresceína (FlTC)

(DAKO).La cantidad del primer anticuerpo corresponde a 0,5ug/500.000 células, concentración

establecida en bibliografía como adecuada. El segundo anticuerpo se tituló hasta obtener la

mejor relación entre señal para la muestra y control de isotipo, utilizándose 30ul de una dilución

1/200 en buffer PBS. La tinción inespecífica se bloqueó agregando luego de la

permeabilización 20 ul de suero de cabra o 10 ul de una dilución 1/5 en PBS de

inmunoglobulina humana (figura 7).
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Figura 7: Comparación en la expresión de P53 respecto del isotipo (lgG2b) y de las células sin marcar (control de
autofluorescencia) en células RAJIcon P53mutada (izquierda) o en linfocitosde sangre periférica normal (derecha).

Los resultados se obtuvieron a partir de histogramas de fluorescencia 1 (FITC) para las

células seleccionadas y se expresaron como mediana geométrica de la intensidad de

fluorescencia. La zona negativa se estableció en base a los resultados para el control de isotipo

con lgG2b y se utilizaron como control positivo células RAJI. La detección de P53 wild type se

realizó en células MCF-7 y en leucocitos normales (figura 8).
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Figura 8: Expresión de P53 wild type (células MCF-7 panel A) o mutada (células RAJI panel B). Las células
nadas por tamaño y complefl

de Ia izquierda) y en histogramas de fluorescencia. En el panel B puede verse el histograma corresondiente al
control de isotipo. Las medias geométricas se obtienen a partir de los histogramas y se señalizan en las tablas de
estadísticas con rectángulos.

dad interna, muestran la expresión de P53 en dots plots (gráficos
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III-EDeterminación dela expresión de CD38

La expresión de CD38 en la superficie de células de LLC ( CD20 CD5 CD23 positivas)

se determinó marcando con anticuerpo monoclonal de ratón antihumano conjugado con

Ficoeritrina (PE) o con Pteridinclorofila (PerCP) (Becton Dickinson). Se analizó el porcentaje de

positividad para las células seleccionadas. La región negativa se estableció con el control de

isotipo de lgG1 obteniéndose un valor de corte de intensidad relativa de fluorescencia igual a

10 (figura 8).

La positividad para CD38 es muy variada según el tipo celular (desde expresión débil

en granulocitos hasta fuerte intensidad en plasmocitos), para este estudio se consideraron

como porcentaje mínimo de expresión de CD38 para informar positiva la muestra: 20% (figura

9). También se registraron las medias geométricas de las intensidades relativas de

fluorescencia para la población completa y se analizaron los porcentajes de muestras positivas

considerando otro valor de corte citado en la bibliografia como es 7%.
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Figura 9: ejemplo de detección de CD38 en linfocitos B de un paciente con LLC.La población estudiada es positiva
para CD 19 y CD23. El porcentaje de positividad se muestra resaltado con un rectángulo en el cuadro de estadística.

III-FEstadística

Se utilizaron medidas de tendencia central y su dispersión. Se utilizaron medidas de

frecuencia. Las comparaciones entre grupos de controles y pacientes se realizaron con

pruebas no paramétricas luego de testear la normalidad de los resultados.
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lV RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Las muestras positivas para CD38 en LLCincluirían variados porcentajes de positividad

(entre 20 y 100%). Diversamente, en linfocitos B normales la expresión de CD38 debería de ser

positiva y en forma más homogénea en Ia gran mayoría de las células. Para verificar Io dicho

se procesaron 32 muestras control obteniéndose una mediana de 72.5% de expresión (54.5% ­

96.0%) ( primer y tercer cuartiles). La media geométrica de la intensidad de fluorescencia fue

de 257.5 (1703-5080). De acuerdo al valor de corte de 20% de expresión, todos los controles

resultaron positivos para CD38, condición que obviamente también se cumple si tomamos un

valor de corte de 7%.

Para los 37 pacientes testeados para CD38 se obtuvo una mediana de 19% de

expresión (5%-54%) (primer y tercer cuartiles) y una media geométrica de intensidad de

fluorescencia de 11.8 (4.1-26.9). Usando como valor de corte 20%, se obtuvo un 48,6% (18/37)

de pacientes positivos para CD38. Usando 7% como corte el porcentaje de pacientes positivos

sería de 70,2 % (26/37).

Las medianas de expresión son ampliamente diferentes entre controles y pacientes

(Figura 10) (Tablas 1 y 2), al igual que las medianas de intensidad de fluorescencia.

100

BO
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cd3acorte10

60

JV___l_,4.4..-.1.-_____L.._

l

Figura 10: expresión porcentual de C038 en pacientes (P) y controles (C). Se muestran medianas, primer y tercer
cuartiles y valores extremos. Ambos grupos son diferentes significativamente (WilcoxonRank Test p O)

La observación de los datos (Tabla 2) indicaria que en el grupo de pacientes hay no

sólo menor frecuencia de positividad para CD38 sino una heterogeneidad mayor en los

porcentajes de células positivas (entre 21 y 97% para pacientes y entre 77 y 100% para

controles). Dicha variabilidad podría estar representando Ia presencia de más de una población
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dentro del grupo de pacientes positivos. Esta observación ya se ha hecho previamente (62) y si

bien no se ha podido separar estos dos grupos de acuerdo a diferencias en Ia sobrevida

CONTROLES

n C038 % ggsrïétrica med‘a fitzïretación geométrica med'a

1 88 43 Pos 72

2 88 135 Pos 294
3 89 30 Pos 128
4 95 134 Pos 205
5 89 182 Pos 368
6 90 80 Pos 71
7 79 74 Pos 57
8 83 104 Pos 52

9 96 373 Pos nd
10 94 235 Pos nd

11 86 41 Pos nd

12 98 194 Pos 157

13 100 208 Pos 192
14 100 234 Pos 21 3

15 100 222 Pos 202
16 98 365 Pos 42
17 96 370 Pos 42
18 88 303 Pos 43
19 95 338 Pos 112

20 96 482 Pos 41
21 83 239 Pos 50
22 95 608 Pos 63
23 77 409 Pos 55
24 88 250 Pos 43
25 94 448 Pos nd
26 95 450 Pos nd
27 97 450 Pos nd
28 94 430 Pos nd
29 92 265 Pos nd
30 78 363 Pos nd
31 89 317 Pos nd

32 96 395 Pos nd

Tabla 1 : expresión de CD38 y de proteína P53 en el grupo control. * Se consideran positivas las muestras con
dexpresión de CD38 en más del 20 % de las células estudiadas & nd no determina o

de los pacientes en forma directa, sí se hallado una relación con Ia presencia de fenotipo

mutado. La presencia de células con alta expresión de CD38 tendría alto valor predictivo

positivo del hallazgo de genotipo no mutado y la ausencia de CD38 se asociarfa con fenotipo

mutado. Las células con fenotipo bimodal no pueden predecir el estado mutacional (19).

También se ha descripto mayor agresividad de ia enfermedad en pacientes con CD38 intenso

(8)

En el paciente 2, se tenían datos pre y post tratamiento (a los fines de la descripción del

grupo se tomó únicamente el dato pre tratamiento) y se observó un cambio de fenotipo entre
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las dos muestras. La muestra pre tratamiento fue C038 Negativa y la muestra post tratamiento

fue CD38 Positiva. La variación en la expresión de C038 en un paciente a Io largo de su

PACIENTES

n CD38 % ggsrgétríca medla gÍïÏFEÍaCÍÓn gpggmétrica med'a

1 5 3,6 Neg 20

2 21 9,7 Pos 205
3 24 22,8 Pos 62

4 1 nd & Neg 34
5 82 10 Pos 105

6 18 6,1 Neg 20
7 50 35 Pos 64

8 3 nd Neg 17

9 16 nd Neg 25
10 2 1,8 Neg nd

1 1 19 nd N eg 17

12 1 nd Neg 36
13 90 474 Pos 185

14 1 1 ,8 Neg 88

15 7 nd Neg 198
16 nd nd Nd 212
17 44 nd Pos 49

18 3 3 1 Neg nd

19 3 1 4 Neg nd

20 3 1 3 Neg nd
21 64 28 Pos nd

22 10 4 8 Neg nd

23 18 8 Neg nd

24 15 5 3 Neg nd

25 16 9 Neg nd
26 49 13 6 Pos nd
27 89 73 3 Pos nd

28 27 23,5 Pos nd
29 42 22.5 Pos nd
30 97 68.4 Pos nd
31 74 48,5 Pos nd
32 58 73 8 Pos nd
33 53 14 3 Pos nd
34 70 16 Pos 57
35 93 28 Pos 57

36 5 3 8 Neg 54

37 5 2 Neg 181

38 54 23 Pos 111

Tabla 2 : expresión de C038 y de proteína P53 en el grupo de pacientes. *Se consideran positivas las muestras
con expresión de CD38 en más dei 20 % de las células estudiadas & nd no determinado

enfermedad se da hasta en el 20% de los pacientes. En este tema la bibliografía varía pero

existe una tendencia a observarse aumento en la expresión de CD38 en pacientes post

tratamiento. Para esta disminución aparentemente selectiva de células CD38 negativas por

tratamiento con clorambucilo o fludarabina (Io cual se contrapone a los estudios previos de

Zupo y col. que había observado el fenómeno contrario, es decir una disminución selectiva de
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las células CD38 positivas post tratamiento) falta establecer si se debe al efecto de las drogas

o a enfermedades intercurrentes que generen estimulación antigénica.

Esto implicaría la necesidad de plantear si la significación de la expresión de CD38 en

el diagnóstico y postratamiento tienen el mismo valor. Sin embargo las curvas de sobrevida

teniendo en cuenta la detección de CD38 en el diagnóstico o en otro momento de la patología,

mantienen su valor pronóstico negativo (66).

lnteresantemente, los valores de fluorescencia para P53 obtenidos en las dos muestras

de este paciente, también difieren, siendo mayor (aunque dentro de los valores normales) el de

la muestra pre tratamiento (figura 11).
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Figura 11: Expresión de CD38 en un paciente con LLCpre (izquierda) y post tratamiento (derecha)

En algunos pacientes no tratados también se ha referido cambio en la expresión de

CD38 (8). Siendo que se considera a la célula positiva intensa como de origen centrogerminal

y a la célula negativa como pregerminal (naive) o memoria, este cambio podría reflejar Ia

evolución de un nuevo clon o más bien una evolución de Ia misma enfermedad relacionada con

que la expresión de CD38 puede ser regulada en más o en menos según la estimulación

antigénica. Algunas de las muestras consideradas negativas, tienen un porcentaje aunque

pequeño de células positivas. Por algún motivo que puede relacionarse a la exposición a

antígenos y/o superantígenos en los pacientes, estas células podrían alcanzar un grado de

evolución ligeramente diferente y/o multiplicarse en mayor medida las CD38 negativas,

llegando en algunos casos a cambiar el fenotipo original.

De este modo, para los pacientes cuya determinación de CD38 no se realizó al

diagnóstico, no sabríamos si el fenómeno de su positividad es tardío o temprano, pero a la luz

de las series analizadas, su aparición siempre se relacionaría con peor pronóstico.

Respecto de la evaluación de la expresión de CD38, lo que permanece discutido son

dos puntos a tener en cuenta:
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o ¿cuál es el valor de corte por encima del cual consideramos que la positividad

para CD38 discrimina a los pacientes de mal pronóstico?

o ¿permite la expresión de CD38 inferir que las células no han sufrido mútación o

su ausencia indicar hipermutación ya ocurrida?

En relación al primer ítem se establece en general un valor de corte de entre 20 y 30%

de expresión para definir la positividad; en algunos trabajos también se valora la cantidad de

moléculas por célula cuantificada por citometria de flujoy se detecta un grupo de pacientes con

porcentajes bajos de CD38 (que serían considerados negativos) pero con un número de

moléculas por célula que los incluiría en el grupo de alto riesgo según los autores, lo cual

efectivamente se corrobora según su evolución (39).

Entonces, si aún un pequeño número de células con alta intensidad de expresión de

CD38 puede estar señalando a un paciente de riesgo, podría pensarse que un porcentaje de

expresión bastante menor del mencionado podría ser también del mismo significado. De hecho

existe bibliografia en la que analizan evaluando el porcentaje de C038 y también la homología

con la célula germinal (estado de no mutación) cuál es estadísticamente el punto de corte entre

las dos poblaciones (positiva y negativa, no mutada o mutada). En este trabajo se establece un

97-98% de homología o más con la línea germinal para considerar no mutación (valor

coincidente con literatura) y un 7-8% de células que expresen CD38 o más para considerar

positividad del CD38, es decir muy por debajo del corte considerado en el resto de la

bibliografía (8).Estos autores encuentran menor sobrevida en pacientes CD38+ (con mejor

poder discriminativo usando el corte de 7% que usando el corte de 30%) y con homología

mayor del 97%, independientemente del estadío de la patología

En nuestro caso dentro de los pacientes estadificados, con corte 7%,en el grupo de

bajo riesgo (estadío RAI0) 4/6 fueron positivos para C038, en el grupo de mediano riesgo (RAI

l o ll) 6/8 fueron positivos y en el grupo de alto riesgo (RAI lll o IV) 6/10 resultaron positivos

para CD38. Si consideramos corte en 20% de expresión los resultados son respectivamente:

316, 5/8 y 4/6 pacientes positivos para CD38. No parece entonces encontrase alguna

asociación entre la positividad de CD38 y el estadío en este caso si bien la escasa cantidad de

datos no permite sacar una conclusión estadística.

Es de notar que la decisión del punto de corte debe tener en cuenta también aspectos

técnicos: es posible encontrar en pacientes normales una pequeña proporción de linfocitos B

activados que expresarán CDS conjuntamente con CD38. Esta proporción puede alcanzar

hasta un 3-5%, lo cual debe ser tomado en cuenta en el momento de decidir el valor de corte.

Cuando se analiza la posible relación entre expresión de 0038 e hipomutación, cada

uno de esos factores implican mal pronóstico independientemente no hallándose diferencia en

la capacidad de predicción de uno u otro (las curvas de sobrevida para los pacientes que tienen
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