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Resumen

OBJETIVO: Evaluar la relacion Gnicamente entre el antigeno CD66c¢ y el estado del cro-
mosoma Filadelfia en una cohorte local de pacientes con leucemia linfoblastica aguda B.
MATERIALES Y METODOS: Estudio descriptivo retrospectivo en el que se incluyeron
pacientes con leucemia linfoblastica aguda B diagnosticados entre 2014 y 2024 que
tenfan evaluacién del antigeno CD66¢ por citometria de flujo de proxima generacion
(CFPG) y determinacién de BCR::ABL1 por hibridacion fluorescente in situ (FISH),
reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa cuantitativa (RT-qPCR)
o ambas; se analizaron asociaciones estadisticas y valores predictivos.
RESULTADOS: Se incluyeron 185 pacientes que cumplieron los criterios de inclusion.
El 15.1% fue positivo para reordenamiento BCR::ABL1 y el 64.18% para CD66c. No se
observé asociacion significativa entre CD66¢ y Ph+ por FISH (p = 0.227) ni RT-qPCR
(p =0.792). El valor predictivo positivo fue bajo (17.5%) y el negativo fue alto (89.2%),
lo que sugiere que la ausencia del marcador podria ser mas informativa.
CONCLUSIONES: Aunque la negatividad del antigeno CD66c¢ mostré buen rendimiento
para descartar Ph+, no se encontré correlacion con la existencia del reordenamiento
BCR::ABL1, a diferencia de estudios previos, por lo que los resultados de este estudio
no respaldan el uso del antigeno CD66¢ como sustituto de estudios moleculares en
nuestra poblacion.

PALABRAS CLAVE: Leucemia linfobldstica aguda; hibridacién fluorescente in situ;
estudio molecular.

Abstract

OBJECTIVE: To evaluate exclusively the relationship between CD66c¢ antigen expression
and Ph+ status in a local cohort of patients with B-cell acute lymphoblastic leukemia.
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MATERIALS AND METHODS: A descriptive retrospective study including patients
diagnosed with B-cell acute lymphoblastic leukemia between 2014 and 2024 who
had CD66c assessment by next-generation flow cytometry (NGF) and BCR::ABL1
testing by fluorescence in situ hybridization (FISH) and/or real-time quantitative
reverse transcription PCR (RT-qPCR). Statistical associations and predictive values
were analyzed.

RESULTS: A total of 185 patients met the inclusion criteria. BCR::ABL1 rearrangement
was detected in 15.1% of cases, and CD66¢c expression was observed in 64.1%. No
significant association was found between CD66¢ expression and Ph+ status by FISH
(p = 0.227) nor RT-gPCR (p = 0.792). The positive predictive value was low (17.5%),
whereas the negative predictive value was high (89.2%), suggesting that absence of
CD66c expression may be more informative.

CONCLUSIONS: Although CD66c¢ negativity showed good performance for ruling out
Ph+ status, no correlation was observed with the presence of the BCR::ABL1 rearrange-
ment, in contrast to previous reports. Therefore, our findings do not support the use of
CD66c as a surrogate for molecular testing in our population.

KEYWORDS: Acute lymphoblastic leukemia; Fluorescence in situ hybridization;

2026; 2

Molecular testing.

ANTECEDENTES

En pacientes con leucemia linfobldstica aguda
B, determinar la existencia del cromosoma Fi-
ladelfia (Ph+) o el reordenamiento BCR::ABLT,
t(9;22)(q34;q11.2) es de vital importancia por
las implicaciones de prondstico y tratamiento
porque éste se basa en la adicién de un inhibidor
de la tirosina cinasa,' por lo que es importante
la estandarizacién de los marcadores utilizados
para el diagnostico y para determinar la enfer-
medad medible residual por citometria de flujo
que tengan mayor especificidad en pacientes
con leucemia linfobldstica aguda B, utilizando
marcadores de linea celular y marcadores abe-
rrantes.??

La proteina CD66¢ pertenece a la familia del
antigeno carcinoembrionario, que se observa en
las células de origen mieloide y sus precursores
normales; sin embargo, es el antigeno mieloide

presente de manera aberrante con mas frecuencia
en leucemia linfobldstica aguda B, ademas de en-
contrarse en la mayoria (94%) de los pacientes con
reordenamiento BCR::ABL1, 1(9;22)(q34;q11.2).*

En el estudio de Ohki y su grupo, el mas gran-
de de su tipo, se analizaron 48 antigenos de
superficie e intracelulares y su asociacién con
mutaciones genéticas analizadas por reaccién
en cadena de la polimerasa con transcripcién
inversa cuantitativa (RT-qPCR). Encontraron que
el marcador CD66c se expreso en un 40.7% de
los casos de leucemia linfoblastica aguda B; se
consider6 positivo cuando estaba presente en
mas del 20% de los blastos. Posteriormente, cada
marcador se emparejaba con la positividad de
cada anormalidad genética y se encontré que
de los 46 pacientes que tuvieron el rearreglo
BCR::ABLT, el 91% fue CD66c¢ positivo, que fue
la translocacion en la que més predominaba este
marcador, junto con fusiones Ph-/ike.>®
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La asociacién de este marcador se comparé
con otros desenlaces: respuesta a esteroides,
leucocitosis, alteraciones genéticas, edad y
riesgo global; se encontré una relacion estadis-
ticamente significativa solo para las alteraciones
genéticas, por lo tanto, su efecto prondstico no es
independiente, sino atribuido a la anormalidad
genética.*

Si esta correlacién es similar o mayor en nuestra
poblacién, podria ser de apoyo en las decisiones
terapéuticas en paises de bajos ingresos, donde
el acceso a los estudios moleculares, como hi-
bridacién fluorescente in situ (FISH) o RT-qPCR
al momento del diagndstico es una limitante.

El objetivo de este estudio fue describir la
expresion del antigeno CD66¢ detectado por
citometria de flujo de préxima generacién
(CFPG) y su asociaciéon con el estado del cro-
mosoma Ph+ mediante FISH, RT-qPCR o ambos
en pacientes con leucemia linfobldstica aguda B
atendidos en el Hospital Universitario Dr. José
Eleuterio Gonzalez, Monterrey, Nuevo Ledn,
México, con la hipétesis de que la deteccion del
antigeno CD66c mediante CFPG se asocia con
positividad del rearreglo del BCR::ABL1 en mas
del 90% de los casos.”

MATERIALES Y METODOS

Estudio descriptivo retrospectivo en el que se
evaluaron todos los pacientes atendidos en el
Hospital Universitario Dr. José Eleuterio Gonza-
lez de Monterrey, Nuevo Ledn, de 2014 a 2024
diagnosticados con leucemia linfoblastica aguda
B. Se incluyeron todos los pacientes en los que
se analiz6 la presencia del CD66c y estado del
cromosoma Ph, sin importar si eran negativos o
positivos para éstos para analizar la correlacion.

La presencia de CD66c se determiné por cito-
metria de flujo de préxima generacion (modelo
FACSCanto I, 3 laser, 8 colores, programa de
andlisis Infinicyt v2.0.) En el panel de citometria
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de flujo utilizado, los anticuerpos monoclonales
se conjugaron con los siguientes fluorocromos:
el CD3 citoplasmatico (cyCD3) con V450 vy el
CD3 de superficie con APC-H7; la mieloperoxi-
dasa citoplasmatica (MPOc, cyMPO) con FITC;
el CD79a citoplasmatico (cyCD79ac) con PE;
el CD7 con APC; el CD9 con V450; el CD10
con APC; el CD13 con PE; el CD15 con FITC;
el CD19 con PE-Cyanine?; el CD20 y el CD21
conV450; el CD22 con APC; el CD24 y el CD38
con APC-H7; el CD34 con PerCP-Cyanine 5.5; el
CD66c¢ con PE; laTdT nuclear (nuTdT) con FITC;
el CD45 con V500-C; el CD81 con APC-H7; el
CD123 con APC; la IgM citoplasmatica (clgM,
cylgM) con FITC; y el CRLF2 con PE, siguiendo
los lineamientos estandarizados recomendados
por Euroflow. Los resultados se reportaron de
manera dicotémica (positivo o negativo) para la
presencia de CD66c en el informe de citometria
tomando como punto de corte la positividad en
mas del 20% de los blastos.

El estado del cromosoma Ph+ [BCR::ABLT,
1(9;22)(q34;q11.2)] se determin6 mediante FISH
(200 nucleos en interfase analizados con sonda
Vysis/Abbott Inc.) o RT-gPCR (PCR en tiempo real
con retrotranscripcion con limite de deteccién
p210:0.0025%, p190: 0.0032%, exones b2a2 y
b3a2 parap210y ela2 para p190). El mRNA del
gen ABL se utiliz6 como control interno. Para el
ensayo se uso el kit geneMAP BCR-ABL1 p190
(mbcr)/p210 (Mbcr) IS-MMR, que previamente
se normalizé a la escala internacional (IS), por
lo que los resultados son comparables con los
obtenidos en todo el mundo.

No se analizaron otras variables clinicas como
respuesta a esteroides, leucocitosis, alteraciones
genéticas adicionales, edad y riesgo global de-
bido a que no se buscé el efecto en desenlaces
de este marcador, sino solo la asociacién con el
reordenamiento del BCR::ABL1.

Se utilizd SPSS version 25 para el andlisis estadis-
tico. La normalidad de las variables se determind
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por la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las varia-
bles cualitativas se representaron con frecuencias
y porcentajes, y las variables cuantitativas con
medidas de tendencia central y dispersion.
Se utilizé la prueba y? para la asociacion de
variables categéricas. La determinacion de los
valores predictivos se determiné con tablas de
contingencia.

Para la elaboracion de este estudio no se necesit6
la aprobacién del Comité de Ftica ni el someti-
miento de consentimiento informado debido a
que fue un estudio descriptivo retrospectivo sin
intervencion en las decisiones terapéuticas en los
pacientes incluidos. Solo se recabd informacién
del resultado de interés sin obtener informacién
personal de los sujetos de estudio.

RESULTADOS

Se documentaron 380 pacientes con leucemia
linfoblastica aguda B, de los que solo se incluye-
ron 185 que contaban con evaluacién del CD66¢
por citometria de flujo de préxima generacién
(CFPQ) y del reordenamiento de BCR::ABLT,
t(9;22)(q34;q11.2) por FISH, RT-qPCR o ambos.
Figura 1

El 15.1% (n = 28) de los pacientes fueron posi-
tivos para el reordenamiento BCR::ABL1 y 138
pacientes (64.1%) para CD66c. No se encontr6
significacion estadistica entre la presencia de
CD66c¢ y Ph+ por método de FISH (p = 0.227), ni
por RT-gPCR (p = 0.792). Once pacientes tenian
evaluacion de cromosoma Ph+ por FISH y RT-
gPCR, de los que en 10 pacientes concordaba
el resultado entre ambos métodos, mientras que
un paciente tenia FISH positivo con RT-qPCR
negativo; sin embargo, el paciente solo tenia
medicion del transcrito p190.

Cuando se detect6 el cromosoma Ph+ inde-
pendientemente del método (FISH y RT-qPCR),
el valor predictivo positivo del CD66¢ fue del
17.5% vy el negativo del 89.2%. Pero, cuando
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se hizo el analisis por cada método en especifi-
co, la deteccién del Ph+ por RT-qPCR tuvo una
prevalencia del 194%, con un valor predictivo
positivo del 20% y negativo del 82.8%, mientras
que, por FISH, la prevalencia fue del 10%, con
un valor predictivo positivo del 14% y negativo
del 96.6%. Cuadro 1

Se evalué la capacidad discriminativa de la ex-
presion de CD66¢ por citometria de flujo para
identificar casos con cromosoma Filadelfia posi-
tivo mediante analisis de curva ROC. El drea bajo
la curva (AUC) fue de 0.57 (EE 0.058; 1C95%:
0.456-0.684; p = 0.252). Este valor indica una
capacidad discriminativa baja, apenas superior
al azar. Ademas, el intervalo de confianza in-
cluy6 el valor 0.5, y la diferencia respecto del
azar no alcanz6 significacion estadistica. Estos
resultados sugieren que la expresién de CD66c,
evaluada de manera aislada, no permite discri-
minar adecuadamente entre casos Ph+ y Ph-.

DISCUSION

Este estudio incluy6é una cohorte de diez afnos
de pacientes con diagnéstico de leucemia linfo-
blastica aguda B en la que se evalué la utilidad
solo del antigeno CD66c como marcador aso-
ciado con el reordenamiento BCR::ABL1, 1(9;22)
(q34;q11.2); se comparo su expresion por cito-
metria de flujo de préxima generacién (CFPQ)
con la positividad del cromosoma Ph detectado
mediante FISH, RT-gPCR o ambos. Desde una
perspectiva operativa y al considerar el contexto
de paises de ingresos medios o bajos, se planted
la hipétesis de que CD66¢ podria funcionar
como método accesible para orientar decisiones
terapéuticas iniciales en ausencia temporal de
estudios moleculares.

Se incluyeron todos los casos diagnosticados con
leucemia linfoblastica aguda B que tenian ambas
evaluaciones (CD66c¢ y estado del cromosoma
Filadelfia) independientemente de su positivi-
dad o negatividad, sin excluirse en funcion del
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Pacientes con leucemia linfoblastica aguda B diagnosticados
Enero 2014-julio 2024

n =380

Pacientes excluidos
n=195

Sin evaluacién de CD66¢

por citometria de flujo

Sin estado de cromosoma Filadelfia
por FISH o PCR

Pacientes incluidos en el analisis final
n=185

Figura 1. Diagrama de flujo de la seleccién de pacientes.

Tabla cruzada y valores predictivos segtn la positividad del antigeno CD66c por citometria de flujo de préxima
generacion y el estado del cromosoma Filadelfia mediante RT-qPCR o FISH

I NS BN

PCR FISH PCR FISH
14 7 56 43

Positivo o VPP =17.5%

CD66¢
. 6 1 29 29
Negativo VPN = 89.2%
58

Total Ph (+) 28 Total Ph (-) 157

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; FISH: hibridacién fluorescente in situ; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor

predictivo negativo.

resultado, lo que reduce el sesgo de seleccién
y refleja la practica clinica real en nuestra insti-
tucion, donde los estudios son pagados por los
pacientes.

La prevalencia de leucemia linfobldstica agu-
da B Ph+ en esta cohorte fue del 15.1%, que

coincide con la bibliografia internacional; sin
embargo, la asociacion de CD66c¢ con el reor-
denamiento del BCR::ABLT no demostr6 una
correlacion estadisticamente significativa entre
ambas variables con un valor predictivo positivo
bajo (17.5%), mientras que el negativo fue mas
elevado (89.2%), lo que sugiere que la ausencia
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de CD66c¢ podria proporcionar mas informacion
que su presencia en el contexto diagndstico.
Estos resultados contrastan con lo descrito en la
bibliografia, en la que la expresion de CD66¢
mostré una fuerte asociacion con la presencia
de BCR::ABL1, que incluso alcanzé un 91% en
los casos positivos.*>”

Los resultados obtenidos en este estudio no
respaldan su uso como sustituto del andlisis
genético, estratificacién de riesgo o seleccion
temprana de terapias dirigidas debido a su bajo
rendimiento como predictor positivo, por lo que,
aunque el CD66c tenga buen valor predictivo
negativo, su uso clinico solo debe interpretar-
se como un marcador complementario, mds
que determinante de presencia o ausencia del
BCR::ABL1 y su aplicacién debe considerarse
con cautela y nunca como sustituto de las prue-
bas moleculares confirmatorias.

En este andlisis, la expresién de CD66¢ mostrd
una capacidad limitada para predecir la presen-
cia de cromosoma Filadelfia positivo. El AUC
de 0.57 indica una discriminacién escasa y no
significativa, lo que sugiere que CD66c, como
marcador Gnico, carece de utilidad diagnéstica
para identificar enfermedad Ph+.

Si bien CD66c¢ se ha descrito como asociado
con ciertos subtipos de leucemia linfoblastica
aguda B, los hallazgos de este estudio indican
que su expresion no es suficiente como método
predictivo independiente para el estado BCR-
ABLT. Es posible que su valor sea mayor cuando
se evala como parte de un panel inmunofeno-
tipico mas amplio o en combinacién con otras
variables clinicas y moleculares.

No se estudiaron las caracteristicas de los pa-
cientes que resultaron positivos para CD66c¢ y
BCR::ABL1 porque el estudio no estaba enfo-
cado en describir su efecto, sino la correlacion
entre ambas, pero, de encontrar una correlacién
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estrecha, tal vez si seria pertinente analizar las
caracteristicas personales, manifestacion clinica
y desenlaces. El determinante de realizar FISH o
RT-gPCR fue el recurso econémico de los pacien-
tes porque ellos mismos los sustentan; en caso de
discordancia se tomé como referencia el FISH.
Asimismo, el estudio aporta evidencia generada
en poblaciéon mexicana, que difiere genética
y epidemiolégicamente de las poblaciones
asiaticas en las que se ha descrito una fuerte
asociacion entre CD66c¢ y el reordenamiento
BCR::ABLT1. Estos resultados no reproducen esa
asociacion, resaltan la importancia de validar
marcadores inmunofenotipicos en contextos
poblacionales especificos y constituyen cono-
cimiento original relevante para nuestra region.

CONCLUSIONES

Aunque el valor predictivo negativo para el
cromosoma Ph+ cuando el antigeno mieloide
CD66c¢ no se detecta por citometria de flujo de
préxima generacion tenga alto rendimiento, en
este estudio no se encontré asociacion entre la
positividad de CD66c¢ y la presencia de cromo-
soma Ph+ por FISH, RT-qPCR o ambos, lo que
contrasta con lo encontrado en otras poblaciones
donde las caracteristicas genéticas son completa-
mente distintas. Se necesita una muestra mayor
para analizar y determinar la utilidad en centros
sin acceso a estudios moleculares para el inicio
de tratamiento; sin embargo, estos resultados
no respaldan en este momento su uso como
alternativa de la valoracién del reordenamiento
BCR::ABL1 en la poblacién mexicana.
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