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RESUMEN

Las leucemias son un grupo heterogéneo de hemopatias con diversa etiologia, patogenia, historia
natural y pronostico en las que se desencadena una proliferacion clonal. La leucemia linfobléstica
aguda (LLA) es el tipo de cancer mas comun en los nifios, se caracteriza por la infiltracion de
células neoplasicas del sistema hematopoyético a la médula osea, sangre y otros tejidos. Fue
considerada fatal hasta hace 30 afios, hoy, la tasa de sobrevida a los 5 afios supera el 70 %, lo que
implica que la mayoria de los pacientes puede curarse; sin embargo, la situacion es diferente para
la poblacion infantil de los paises en desarrollo. Se estima que la supervivencia al cancer es entre
10 y 20 % menor que para los infantes en paises desarrollados. Uno de los marcadores de
inmunofenotipo que ha cobrado mayor relevancia en los ultimos afios en el diagndstico de LLA-
B y seguimiento de la enfermedad minima residual es el CD66c¢, este es una glicoproteina
miembro de la familia del antigeno carcinoembrionario con funcion de adhesion celular y
ampliamente utilizado como marcador tumoral que fue descubierto por SvenBerg a finales de los
afos 1970. Este antigeno se expresa en la superficie de los granulocitos y estd implicado en varias
funcionesbiologicas, que incluyen la adhesion celular, la migracion, la transduccion de sefales y
la regulacion de la expresion génica. Este antigeno se presenta frecuentemente en varios tipos de
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cancer y su sobrexpresion se asocia a menudo con pobre respuesta al tratamiento y disminucion
de la supervivencia de los pacientes. Diversos estudios evidencian que este marcador se relaciona
con la presencia de diversas alteraciones cromosomicas como BCR-ABL, CRLF2, hiperdiploidia,
que permiten orientar al pronostico de la enfermedad.

Palabras clave: leucemia linfoblastica; células precursoras; citometria de flujo; antigenos de
diferenciacion; cromosoma filadelfia.

ABSTRACT

Leukemias are a heterogeneous group of blood diseases with a diverse etiology, pathogenesis,
natural history and prognosis in which a clonal proliferation may be triggered. Acute lymphoid
leukemia (ALL) is one of the most common types of cancer in children, it is characterized by the
infiltration of neoplastic cells from the haematopoietic system to the bone marrow, blood and
other tissues. Until 30 years ago, it was considered fatal; nowadays, the five-year survival rate
exceeds 70 % , which implies that most patients may heal. Nevertheless, in developing countries
the situation might be different for pediatric population; it is estimated that cancer survival rate
ranges between 10 and 20 % less than those children living in developed countries. One of the
immunophenotype markers that has been relevant in the last few years in the diagnosis of B-ALL
and the follow-up of the minimal residual disease is CD66c¢. This is a member of the glycoprotein
family from the carcinoembryonic antigen with a cellular adhesion function that has been widely
used as a tumor marker as discovered by Sven Berg in the late 1970's. This antigen has been
identified as a superficial protein expressed on the granulocytes and it is also involved in several
biological functions, including cellular adhesion, migration, signal transduction and regulation of
gene expression. This antigen is frequently presented in several types of cancer and its
overexpression is often associated with a poor response to treatment and a decrease of survival
rates for patients. Several studies have evidenced that this marker is relatedwith the presence of
several chromosomal abnormalities, such as: BCR-ABL, CRLF2, and hyperdiploidy, which may
help in the disease prognosis.

Keywords: precursor cell; lymphoblastic leukemia; flow cytometry; antigens; differentiation;
Philadelphia crhromosome.

INTRODUCCION

Las leucemias se presentan con mayor frecuencia en la poblacion infantil, generan altas tasas de
mortalidad. La leucemia linfoide aguda (LLA)representa entre el 75 y el 80 % de las leucemias
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infantiles y cerca del 20 % en los adultos.! Su diagndstico se basa en la presencia de signos
clinicosy la evidencia deblastos en sangre periférica, médula dsea y otros 6rganos linfoides, junto
con la evaluacion morfolédgica de las células sanguineas, recuento de leucocitos, recuento
diferencial, medulograma, biopsia de médula 6sea, inmunofenotipo, cariotipo y biologia
molecular. El marcador CD66¢ es un antigeno miembro de la familia del antigeno
carcinoembrionario que se expresa fisiologicamente en la linea granulocitica.? Dentro de las
principales funciones biologicas identificadas se encuentra la adhesion celular, la migracion, la
transduccion de sefiales y la regulacion de la expresion génica celular; en pacientes con LLA de
estirpe B que coexpresanel gen de fusion positivo para BCR-ABL1, el CD66¢ se expresa en
niveles significativamente mas altos que en otros pacientes y, adicionalmente se asocia con baja
respuesta al tratamiento y disminucion de la supervivencia de los pacientes.’

EPIDEMIOLOGIA DE LAS LEUCEMIAS

La Organizacion Mundial de la Salud establece que "cancer" es un término genérico que designa
un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo. Una
caracteristica definitoria del cadncer es la multiplicacion rapida de células anormales que se
extienden mas alla de sus limites habituales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o

propagarse a otros 6rganos, proceso denominado "met4stasis".!

El cancer es la principal causa de muerte en todo el mundo. En 2015, se atribuyeron a esta
enfermedad 8,8 millones de defunciones y dentro de los cinco tipos de cancer que causan mayor
nimero de fallecimientos: el pulmonar (1,69 millones de defunciones), el hepatico (788 000
defunciones), el colorrectal (774 000 defunciones), el gastrico (754 000 defunciones), el mamario
(571 000 defunciones); las leucemias ocupan la posicion niimero trece a nivel mundial.!

Se estima que en el afio 2012, se presentaron 8980 muertes por cancer en personas de 0 a 14 afios
en la region de las Américas, el 40,4 % en personas con leucemia, el 20,7 % en personas con
tumores del sistema nervioso central y en menor porcentaje los linfomas (de Hodgkin y no
Hodgkin).* En Colombia, en el periodo 2007-2011, se estimaron 764 nuevos casos anuales de
cancer en nifos y 558 en nifias, con mayor nimero de leucemias agudas (582 casos), se
describieron 281 muertes anuales por esta causa en nifios y 218 en nifias.®

La clasificacion clinica de las leucemias se realiza por la combinacion de los signos, sintomas y
los estudios de laboratorio. Asi se establecid una primera linea en la clasificacion de las
leucemias en: agudas y cronicas; asi como el tipo celular teniendo en cuenta la morfologia,
citoquimica, el inmunofenotipo y la citogenética. Dentro de esa clasificacion, la LLA es un tipo
que afecta principalmente a la poblacion infantil con altas tasas de mortalidad. Se caracteriza por
ser una enfermedad hematoldgica heterogénea, por la proliferacion de células linfoides inmaduras
en la médula dsea, sangre periférica u otros 6rganos.!

El diagnostico de las leucemias se basa en los resultados conjuntos de la evaluacion del frotis de
sangre periférica; recuento de leucocitos; recuento diferencial; medulograma; biopsia de médula
6sea, inmunofenotipo, cariotipo y biologia molecular.” Dentro de estas herramientas diagnosticas,
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la citometria de flujo multiparamétrica ha sido incorporada mas recientemente, como una
herramienta de interés para el diagndstico y el seguimiento de la enfermedad minima residual
(EMR), entre otras. Uno de los marcadores empleados para el inmunofenotipo que ha cobrado
mayor relevancia en los tltimos afios para el diagndstico y seguimiento de la EMR es el CD66c.

HISTORIA DEL MARCADOR CD66¢

El primer antigeno relacionado en ser descubierto fue el antigeno no especifico de reaccion
cruzada; descrito inicialmente por von Kleist et al y por Mach y Pusztaszeri. El siguiente, fue la
glicoproteina biliar descubierta por Sven Berg, el antigeno carcinoembrionario (ACE), fue
descrito originalmente en 1965 por Gold y Freeman y su ADN identificado y caracterizado en
1987. El gen se localiza en el cromosoma 19q13.2 y recientemente, se empezo6 a utilizar la
familia de estos antigenos con técnica de radioinmunolocalizacion para la deteccion de tumores
colorrectales y otros tumores de origen epitelial. El ACE ha demostrado ser un adecuado objetivo
para la deteccion de los tumores antes mencionados y de otros carcinomas como el hepatocelular
y se esta explorando como posible terapia mediada por anticuerpos.® Los avances en el
conocimiento de las alteraciones moleculares y genéticas responsables del desarrollo del cancer
colorrectal han logrado establecer pocos biomarcadores predictivos entre los cuales se encuentra
la alta expresion del CD66¢ en células madres cancerosas.

Familia del antigeno ACE

El CD66 es miembro de la familia del ACE, un grupo de glicoproteinas altamente glicosiladas
(CD66a, CD66b, CD66¢c, CD66d, CD66e y CD66f) compuestas en el 50-75 % por carbohidratos
y el resto por proteinas; tiene un peso molecular entre 180 y 370 kDa. Se ha evidenciado que se
localiza en el polo apical de los enterocitos y es ampliamente expresado por una gran variedad de
células. Esta familia se compone de dos ramas, una identificada como CEACAM (del inglés,
carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6) y la otra como PSG (del inglés,
pregnancy-specific glycoprotein) o glucoproteina especifica del embarazo, la cual es secretada
por el trofoblasto placentario, cuya principal funcion es modular la activacion de las células
presentadoras de antigenos, promoviendo el desplazamiento de las células T.>° El grupo total esta
constituido por 29 genes, divididos en tres subgrupos de los cuales se expresan solo 18.

El ACE se expresa normalmente en los tejidos de adultos sanos principalmente en el colon y en
menor proporcion en las células del estdbmago, las epiteliales escamosas de la lengua, el eséfago,
el cérvix, el epitelio secretor y las células epiteliales de la prostata. Se han identificado multiples
funciones del ACE, la principal como una molécula de adhesion.’

CARACTERISTICAS MOLECULARES Y BIOQUIMICAS DEL MARCADOR CD66¢

El gen CEACAMG se localiza en el locus 19q13.2, exdn 6, y codifica para una proteina que
pertenece a la familia del ACE cuyos miembros son glicoproteinas de superficie celular ancladas
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con glicosilfosfatidilinositol. El marcador CD66c¢ es una molécula de adhesion celular
relacionada con el ACE 6 (antigeno de reaccion cruzada no especifico) o antigeno de reaccion
cruzada normal.'? Este antigeno es identificado como una proteina de 8 a 100 kDa, que se expresa
en sangre periférica en la superficie de los granulocitos, pero no en linfocitos, monocitos,
plaquetas ni en células rojas; en médula 6sea normal solamente lo expresan las células mieloides.
La determinacion del anticuerpo dirigido contra CD66¢ es apropiado para ser utilizado en
citometria de flujo e inmunotransferencia.!!

Los miembros de esta familia son importantes en la adhesion celular y ampliamente utilizados
como marcadores tumorales en las determinaciones de inmunoensayo sérico de carcinoma. La
proteina codificada por este gen actia como un receptor para adherencia invasiva de E. coli a la
superficie de las células epiteliales ileales en pacientes con enfermedad de Crohn. Este gen se
agrupa con genes y pseudogenes del subgrupo de moléculas de adhesion celular de la familia
ACE en el cromosoma 19.!2

Varios reportes han relacionado el ACE 6 (CEACAM®6; CD66¢) como uno de los marcadores
potenciales para la LLA-B; adicionalmente se ha demostrado que se expresa aberrantemente en
una proporcion considerable de casos de LLA-B pediatrica y mas frecuentemente que otros
antigenos mieloides incluidos CD13, CD15, CD33 y CD65 en esta enfermedad.'?

La coexpresion con que se relaciona con la frecuencia del cromosoma Filadelfia o t(9;22) en LLA
es del 5 % en nifios y aproximadamente del 30 % en adultos. En los primeros, la presencia de este
cromosoma se asocia con numero elevado de leucocitos, mayor edad, blastosis periférica y
afectacion del sistema nervioso central. En adultos, se asocia ademas con morfologia L2, CD10+
y con la presencia de marcadores mieloides (CD13, CD66). La determinacion de CD66c¢ se
realiza por anticuerpos purificados y es de gran utilidad en la determinacion de procesos que
activen o incrementen la frecuencia, tasa o extension de la migracion celular.!*!3

FUNCIONES DEL MARCADOR CD66¢

El CEACAM est4 implicado en varias funciones bioldgicas: adhesion celular, migracion,
transduccion de sefales y regulacion de la expresion génica. Ademas, los miembros de esta
familia son moduladores criticos en varios procesos fisioldgicos claves como la regulacion de los
procesos inmunes, donde son importantes en la inhibicion de la diferenciacion celular, de la
apoptosis en células del colon y la interrupcion de la polarizacion celular y la arquitectura de los
tejidos. Su actividad esta regulada a través de la activacion de las vias de sefalizacion de las
integrinas.!®

En la hematopoyesis normal los antigenos CD66a, CD66b, CD66¢ y CD66d son fuertemente
expresados en la superficie de células mieloides como mielocitos, metamielocitos y disminuye
progresivamente durante la maduracion. Se expresan poco en promielocitos normales y no se ha
descrito expresion en mieloblastos. En pacientes con LLA-B que coexpresan gen de fusion
positivo para BCR-ABL1, el CD66¢ es expresado en niveles significativamente mas altos que en
otros pacientes.’
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Estos antigenos se encuentran aumentados frecuentemente en varios tipos de cancer y su
sobrexpresion se asocia a menudo con baja respuesta al tratamiento y disminucion de la
supervivencia de los pacientes.!” En enfermedades hematolégicas malignas el antigeno CD66c¢ se
expresa en células mieloides en diferentes etapas de maduracion, tanto en leucemias agudas como
en cronicas, adicionalmente inhiben el proceso de anoikis, una forma de muerte celular
programada inducida por la pérdida del anclaje de la célula a la matriz extracelular. La
modulacién de esta expresion altera el fenotipo de las células cancerigenas. '® Esta desregulacion
se observo por primera vez en la leucemia mieloide cronica y en la LLA de la infancia. Teniendo
en cuenta esto, el CD66¢ podria ser un marcador mas especifico de algunos tipos de cancer
agresivo.

Asi mismo, participa en cualquier proceso que media la transferencia de informacion de una
c€lula a otra, incluida la transduccion de senales en la célula receptora y, cuando sea aplicable, la
liberacion de un ligando y cualquier proceso que facilite activamente su transporte y presentacion
a la célula receptora; en el movimiento de un leucocito dentro o entre diferentes tejidos y organos
del cuerpo; en la exocitosis regulada de granulos secretores que contienen mediadores
preformados tales como proteasas, lipasas y mediadores inflamatorios por un neutréfilo; en
procesos que activen o incrementen la frecuencia, tasa o extension de la migracion y la
proliferacion celular.!

IMPORTANCIA CLINICA EN LA LLA-B

Teniendo en cuenta su actividad bioldgica y su ubicacion en las diversas células especificadas, se
ha visto la utilidad de este marcador en diferentes procesos de diagnostico y prondstico.

En el diagnostico de LLA-B, el CD66c¢ se ha utilizado dentro de los paneles como un marcador
de expresion aberrante de antigeno mieloide. Este es determinado a través de la citometria de
flujo, por la deteccion de marcadores antigénicos mediante fluorocromos como isotiocianato de
fluoresceina, ficocianina y ficoeritrina, entre otros.?%?!

Diferentes estudios demuestran que el antigeno CD66¢ se muestra en un porcentaje de frecuencia
considerable dentro de los marcadores expresados para el diagnostico en la LLA-B, algunos
realizan comparaciones entre marcadores mieloides como CD13, CD33, CD15, CD65, entre otros
y su relacién con la aparicion de diversas aberraciones cromosdmicas.?%??

Los pacientes con LLA-B pueden presentar hiperdiploidia, que va de los 50 a los 60
cromosomas; ademas de otras aberraciones cromosOomicas entre las cuales se encuentran: trisomia
4,10y 17, t(12;21)(p12;922)(TEL-AML1); asociadas a prondsticos favorables, en comparacion
con la presencia del cromosoma Filadelfia t(9;22) (q34;q11)BCR-ABL, que por frecuencia (5 %
en la poblacion pediatrica y 20 % en adultos); reordenamientos en 11q23, amplificacion del gen
AMLI, t(1;19)(q23;p13)(E2A-PBX1), otras alteraciones como t(5;14)(q31;q32)(IL3-IGH),
hipodiploidia y nimero modal cercano a la haploidia, se ven relacionados con una mala
evolucién de la enfermedad, por lo que requieren un tratamiento mas intensivo.?
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Los casos de LLA-B con genes quiméricos negativos pueden ser subdivididos, segin el numero
de cromosomas en hiper e hipodiploides; estas anormalidades se han mostrado como marcador de
prondstico significativo en la LLA-B con células precursoras (LLA-BCP). La hiperdiploidia total
(mas de 51 cromosomas), muestra resultados significativos mientras que la hipodiploidia (menor
a 44 cromosomas) se caracteriza por presentar baja relevancia cuando se compara con nimero de
cromosomas normales. Dadas estas caracteristicas genéticas algunos pacientes con LLA-BCP,
muestran diferentes frecuencias del marcador CD66¢ acompainando a estas aberraciones
cromosomicas sobretodo en casos con hiperdiplodia y BCR/ABL, entre lo que algunos estudios
refieren que existe una correlacion fuerte. En los casos de LLA-BCP sin genes quiméricos bien
conocidos, la expresion del marcador CD66¢ también muestra correlacion con anormalidades
genéticas y CRFL2 (cytokine receptor-like factor 2) positivo.***

Los pacientes con sobrexpresionde CRFL2, BCR-ABL e hipodiploidia se caracterizan por
mostrar un pobre pronodstico; mientras que la hiperdiploidia en pacientes con LLA-BCP muestra
resultados terapéuticos relativamente favorables; esto hace que dichas alteraciones tengan una
importancia clinica muy relevante que no se debe pasar por alto. Por tal motivo se sugiere la
busqueda obligatoria de aberraciones cromosomicas, debido a la correlacion que se ha observado
entre la presencia de estas acompafiando al marcador CD66¢.?2-26-27

Aunque este marcador por si mismo no informa de un pronodstico especifico, su presencia
acompanando de forma frecuente de algunas alteraciones cromosomicas, puede ser util como un
posible factor predictor de la presencia de estos compromisos, por tal motivo se sugieren
diferentes estudios que permitan evaluar esta aplicabilidad, que algunos refieren no siempre esta
presente.

El CD66c¢ se ha encontrado expresado de forma frecuente en pacientes con CRLF-2 positivo, asi
como en casos de hipodiploidia, la sobrexpresion del receptor CRLF2 se observa en el 6 % de los
casos y se asocia a mutaciones activadoras en JAK1/2, inactivacion de (Ikaros) IKZF1 y mala
evolucion. Tanto los niveles altos de CRFL2 como las mutaciones en IKZF1 se correlacionan con
una sobrevida mas corta. 2%

La sobrexpresion de este receptor surge de una translocacion yuxtaposicion del CRFL2, que
potencia el gen de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas (IGH) localizado en 149320 de
una delecion intersticial (CRFL2-P2RY8), y se ha encontrado en aproximadamente entre el 4,7 y
el 17,5 % de los casos de LLA-BCP.*°

En la EMR, ha cobrado importancia el seguimiento de pacientes en fase de tratamiento para
orientar el protocolo terapéutico a seguir. Para ello se ha hecho uso de diferentes herramientas de
monitoreo en la identificacion de marcadores tanto moleculares como inmunoldgicos que
permitan definir recaidas en estos pacientes. Uno de los métodos mas implementados es la
determinacion de paneles de marcadores inmunologicos a través de citometria de flujo. Ademas
de la utilidad del CD66c¢ en el diagndstico de la LLA-B, se ha o su utilidad en diferentes estudios
del monitoreo de pacientes con EMR, donde otros marcadores moleculares, como BCR-ABLI1 y
TEL-AMLI, son negativos en el diagndstico primario.>!~** El uso de marcadores de superficie es




Revista Cubana de Hematologia, Inmunologia y Hemoterapia. Vol. 34 (3). 2018

recomendado para evaluar EMR en la leucemia debido a sus multiples ventajas como alta
velocidad, operacion simple, capacidad cuantitativa y buena sensibilidad.*

Diferentes estudios muestran que en casos de LLA-B en adultos donde el CD66¢ se expresé de
forma aberrante en el diagndstico primario, demostrd un alto rendimiento diagnostico para la
deteccion de EMR en casos BCR-ABL1 positivos, durante el tratamiento; ademas de tener una
mayor presencia en comparacion con otros antigenos mieloides (CD13, CD33 y CD117).%

Las leucemias ocupan la posicion numero trece como causa de mortalidad a nivel mundial y son
los tumores mas frecuentes en la infancia. En Colombia, la morbimortalidad anual por cancer
infantil es alta, principalmente por leucemias (582 casos y 256 muertes). Para sudiagndstico se
requiere de un conjunto de elementos que asociados a la clinica permiten orientar al profesional
de la salud en el manejo y seguimiento oportuno de los pacientes.

La expresion del marcador CD66¢ tiene un valor importante en la LLA-B no solo para la
identificacion de células leucémicas anormales durante la fase del diagnostico sino también en el
monitoreo de la EMR durante el tratamiento, por eso se debe considerar como un marcador
importante para ser tenido en cuenta en los paneles de identificacion por la técnica de citometria
de flujo.

En pacientes con diagnostico de LLA-B que poseen genes quiméricos como BCR-ABL se
encuentra una fuerte expresion de CD66¢c. Ademas, los estudios demuestran una fuerte
correlacion entre la expresion de CD66¢ con anormalidades genéticas y estados como CRLF2-
positivos, asi como en pacientes con hipodiploidia.
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