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RESUMEN

Introduccion: La leucemia linfoide cronica es una enfermedad que se enmarca
dentro de los sindromes linfoproliferativos cronicos, caracterizada como un
trastorno proliferativo maligno de linfocitos de aspecto maduro e incompetentes,
qgue se acumulan masivamente en la sangre periférica, la médula 6seay los tejidos

linfoides.
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Objetivo: Exponer inmunofenotipicamente la leucemia linfoide cronica B en
pacientes adultos cubanos.

Métodos: Se realizé un estudio observacional, descriptivo, y transversal, en el
periodo de enero de 2023 a julio de 2025, en el Departamento de Inmunologia, del
Instituto de Hematologia e Inmunologia. La muestra estuvo constituida por 27
pacientes con diagndstico de leucemia linfoide crénica por la técnica de citometria
de flujo. Se utilizaron las frecuencias absolutas y relativas, asi como la
comparacion de varianza, mediante el analisis del t-student para la evaluacion de
los resultados.

Resultados: Predominé el sexo masculino con 15 pacientes (55,56 %), asi como los
grupos etarios de 50-59 y 70-79 anos. La linfocitosis, la anemia y la leucocitosis
resultaron las principales alteraciones encontradas en la biometria hematica.
Prevalecieron la esplenomegalia y las adenopatias, dentro de los signos de
linfoproliferacion. Se obtuvo una diferencia significativa en la expresion de los
antigenos CD45 y CD19k en relacion con el sexo femenino respecto al masculino,
asi como en la expresion de los antigenos CD19 y CD19A y CD5, en relacion con los
valores de la hemoglobina y las plaquetas, respectivamente.

Conclusiones: La citometria de flujo demostro ser una poderosa herramienta para
la caracterizacion inmunofenotipica de la leucemia linfoide cronica.

Palabras clave: leucemia linfoide crénica; inmunofenotipo; citometria de flujo.

ABSTRACT

Introduction: Chronic lymphocytic leukemia is a disease that falls within chronic
lymphoproliferative syndromes, characterized as a malignant proliferative disorder
of mature-appearing but incompetent lymphocytes that accumulate massively in
peripheral blood, bone marrow, and lymphoid tissues.

Objective: To immunophenotypically characterize B-cell chronic lymphocytic
leukemia in adult Cuban patients.

Methods: An observational, descriptive, and cross-sectional study was conducted

from January 2023 to July 2025 in the Immunology department of the Institute of
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Hematology and Immunology. The sample consisted of 27 patients diagnosed with
chronic lymphoid leukemia by flow cytometry technique. Absolute and relative
frequencies were used, as well as variance comparison through Student's t-test for
the evaluation of the results.

Results: Males predominated with 15 patients (55.56 %), as well as the age groups
of 50-59 and 70-79 years. Lymphocytosis, anemia, and leukocytosis were the main
alterations found in the complete blood count. Splenomegaly and
lymphadenopathy predominated among the signs of lymphoproliferation. A
significant difference was obtained in the expression of CD45 and CD19k antigens
in relation to females compared to males, as well as in the expression of CD19,
CD19A, and CD5 antigens, in relation to hemoglobin and platelet values,
respectively.

Conclusions: Flow cytometry proved to be a powerful tool for the
immunophenotypic characterization of chronic lymphocytic leukemia.

Keywords: chronic lymphocytic leukemia; immunophenotype; flow cytometry.
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Introduccion

La leucemia linfoide crénica (LLC) es una enfermedad que se enmarca dentro de
los sindromes linfoproliferativos crénicos (SLPC), caracterizada como un trastorno
proliferativo maligno de linfocitos de aspecto maduro e incompetentes, que se
acumulan masivamente en la sangre periférica (SP), la médula 6sea (MO) y los
tejidos linfoides.(" La enfermedad en el 95 % de los casos compromete a los
linfocitos B, en los cuales ocurre una proliferacion clonal. El acimulo de estas

células no resulta secundario a un aumento de su produccidon, como ocurre en
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muchas neoplasias, sino que estos linfocitos atipicos tienen una vida media mas
larga.(@34

La LLC resulta la leucemia mas frecuente en paises de Europa y en Estados Unidos,
con una incidencia de dos a seis casos por 100 000 habitantes por afio,® la cual
se incrementa con la edad. Mas de 70 % de los pacientes tiene al diagnostico con
mas de 65 afos de edad y menos de 2 % son menores de 45 anos. La relacion entre
hombres y mujeres es de 2 por 1, respectivamente.®

Los pacientes con LLC presentan una amplia gama de sintomas y signos al
momento del diagndstico. Sin embargo; el 70 % de ellos son diagnosticados en
forma incidental, durante un recuento hematoldgico de rutina. Las manifestaciones
clinicas de la LLC incluyen linfadenopatias pequenas y simétricas (50-90 % de los
casos), esplenomegalia (moderada, no dolorosa), hepatomegalia (también
moderada, no dolorosa), entre otras.

Los métodos inmunoldgicos utilizan anticuerpos monoclonales (AcMo), dirigidos
contra los diferentes antigenos de diferenciacion, expresados en la membrana
celular, el citoplasma o el nucleo. Estas técnicas son conocidas como de
inmunofenotipaje celular (IFC), las cuales permiten identificar la linea especifica de
origen de las células leucémicas.("8)

La LLC-B tipica expresa de forma constante CD19+ CD5+ CD23+y CD200+/++ junto
a la expresion débil de CD20 y de cadena ligera de superficie kappa o lambda.
También, se caracteriza por la expresion débil de los antigenos CD22, CD79b, CD43,
CD81 e IgM/IgD de superficie (respecto a los linfocitos B maduros de SP).

El inmunofenotipo discrimina a la LLC-B de otros desordenes linfoproliferativos B,
especificamente, el linfoma del manto, el tricoleucemia, el linfoma de la zona
marginal y el linfoma linfoplasmocitico.®'® Se caracteriza, ademas, por la
expresion aberrante de los antigenos ZAP-70, CD49d y CD38, respectivamente.®
En Cuba, el diagndstico de la LLC se realizaba inicialmente por morfologia de las
células leucémicas. Luego, con la introduccion de las técnicas de IFC, se realizé por
inmunofluorescencia  indirecta 'y, posteriormente, por el método

ultramicroinmunocitoquimico (UMICIQ). Actualmente, se utiliza la técnica de
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citometria de flujo (CMF), el método de elecciéon para la identificacion y la
caracterizacion inmunofenotipica de las células leucémicas. Se caracteriza por el
empleo de AcMo conjugados a fluorocromos y que son detectados y visualizados,
mediante un sistema informatico.('0

Presenta multiples ventajas frente al uso del microscopio de fluorescencia y de las
técnicas inmunocitoquimicas, y la convierten en una poderosa herramienta para la
clasificacion inmunoldgica de los pacientes con LLC, y de esta forma orientar hacia
el empleo de tratamientos individualizados, que contribuyan a elevar la
supervivencia global y la calidad de vida de estos pacientes.('112

Por todo lo antes expuesto, esta investigacion tuvo como objetivo exponer
inmunofenotipicamente la leucemia linfoide cronica B en pacientes adultos

cubanos.

Métodos

Se realizd un estudio observacional, descriptivo, ambispectivo y transversal,
comprendido en el periodo de enero de 2023 a julio de 2025, en el Departamento de
Inmunologia, del Instituto de Hematologia e Inmunologia (IHI).

Se estudiaron 27 pacientes con diagndstico clinico y morfoldgico de LLC, a los que
se les realizo el IFC en el IHI.

Se incluyeron pacientes mayores de 18 anos de edad con diagnostico clinico y
morfoldgico de LLC, procedentes de varios servicios oncohematoldgicos del pais.
No formaron parte del estudio los pacientes con LLC, los cuales hubieran
comenzado el tratamiento antileucémico, y recibido, en el udltimo mes, una
trasfusion de sangre total, o aquellos cuyos datos primarios estaban incompletos;
asi como, los datos obtenidos de las historias clinicas en el caso de los pacientes
del IHI.

También, los de los pacientes procedentes de otros servicios hematoldgicos que

fueron logrados, a través de una planilla elaborada para tales efectos.
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Las variables estudiadas resultaron la edad, el sexo, las caracteristicas clinicas y
de laboratorio, y la expresion antigénica.

Para la evaluacién de los resultados, se utilizaron las frecuencias absolutas y
relativas, asi como la comparacion de varianzas, mediante analisis t-student para
datos no pareados, y para establecer una asociacion entre las variables de estudio,

con un valor significativo p < 0,05.

Desarrollo de la técnica de CMF
Para el IFC se emplearon los AcMo, dirigidos contra los antigenos de diferenciacion
linfoides B y T. En todos los casos, los AcMo fueron previamente titulados y
conjugados directamente a los fluorocromos FITC, PE, APC y PC5, respectivamente.
Se utilizé la dilucion 6ptima de la fluorescencia del reconocimiento de la reaccion
Ag-Anticuerpo (Ac), no solo con fines econémicos, sino también, para evitar la
sobresaturacion del Ag.
La muestra se obtuvo de SP o MO. Se anadieron 50puL de sangre total del SP o de
la MO con tubos de 15ml por muestra, uno para el control y los restantes para la
determinacion de los marcadores en estudio. Se incubaron 30 minutos, con 5ul de
las combinaciones correspondientes de los AcMo, conjugados con los
fluorocromos, excepto, el tubo control, que fue sometido a esta técnica, pero solo
con la muestra; protegido de la luz y a temperatura ambiente.
El lisado de los hematies se realizé con cloruro de amonio10 min, a temperatura
ambiente. Posteriormente, las células fueron lavadas en dos ocasiones con cloruro
de sodio al 0,9 %, protegidas de la luz y centrifugadas a 40C, durante 10 min a 1500
rpm. La lectura se realiz6 en un citometro de flujo Beckman Coulter Gallios. Para el
analisis, se utilizo el software Kaluza, version 1.2, ubicado en el departamento de
Inmunologia del IHI.
En el momento de adquirir las células en el citometro (10* células), se realizé una
previa calibracion con la muestra que contenia solamente sangre total (control
negativo). De esta forma, se obtuvo una adecuada distribucion de las células,

segun su tamano y complejidad interna, las cuales dependieron del grado y de la
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magnitud de la dispersion de la luz del Iaser, al interactuar con los componentes
celulares que se obtuvieron a través del analisis.

Cuando la luz difractada incidié en este eje de la luz incidente, se evaluo el tamano
celular, a través del FSC (Forward Side Scatter, segun sus siglas en inglés).

Por otro lado, cuando la luz difractada y reflejada se detecté a 90° de la direccidn
del Iaser, se evalud la complejidad interna celular o granulosidad, a través del SSC
(Side Scatter, segun sus siglas en inglés).

La compensacion de la autofluorescencia se llevd a cabo en los tubos que
contenian los AcMo conjugados con los diferentes fluorocromos, segun los
canales de fluorescencia. A través del “Gate" CD45/SSC, se discrimino la poblacion
de linfocitos, sobre la cual se realizo el analisis.

Se considero que el resultado fue positivo, si el porcentaje de expresion antigénica

fue igual o mayor que el 20 % en los linfocitos leucémicos.

Consideraciones éticas
La investigacion estuvo sustentada en un marco ético que priorizé la dignidad, la
autonomia y el bienestar de las personas. Se obtuvo de cada paciente el
consentimiento informado institucional elaborado a tal efecto. Durante esta, se
garantizo la confidencialidad y la proteccion de los datos, al anonizar las muestras
e implementar medidas de seguridad rigurosas, que evitaron la identificacion de
los participantes. El protocolo result6 evaluado y aprobado por el comité de ética
de la investigacion y el consejo cientifico de la institucion. La investigacion se
realizd conforme a los principios de la ética médica, a las normas éticas
institucionales y nacionales vigentes y a los principios de la Declaracion de

Helsinki.(13)
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Resultados

El grupo de estudio se conformé por 27 pacientes y predominé el sexo masculino
con 15 pacientes (55,56 %). Prevalecio el grupo de edad 50-59 afios con 8 pacientes
(29,63 %). La LLC se diagnosticé con mayor frecuencia en pacientes masculinos
menores de 59 afios y mayores de 80 anos; mientras el sexo femenino estuvo

afectado con mayor frecuencia entre los 60 y 79 afos de edad (tabla1).

Tabla 1 - Distribucion de los pacientes con leucemia linfoide crénica segun sexo y grupos

de edades
Grupos de Masculino (n = 15) Femenino (n = 12)
Total
edades Frecuencia Porciento del Frecuencia Porciento del (%)
(]
(ahos) absoluta total absoluta total
6
<50 5 18,52 1 3,70
(22,22)
8
50-59 6 22,22 2 7,41
(29,63
6
60-69 2 741 4 14,81
(22,22)
5
70-79 0 0,00 5 18,52
(18,52)
2
80-89 2 741 0 0,00
(7,417)
27
Total 15 55,56 12 44,44
(100)

La linfocitosis, la anemia y la leucocitosis fueron las principales alteraciones
encontradas en la biometria hematica (hemograma). Los signos clinicos de
linfoproliferacion estuvieron presentes en el 63 % de los pacientes, de ellos la

esplenomegalia y las adenopatias fueron los mas frecuentes (tabla 2).
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Tabla 2 - Distribucion de los pacientes con leucemia linfoide crénica segun

caracteristicas clinicas y de laboratorio

Caracteristicas clinicas y de laboratorio | Frecuencia absoluta | Porcentaje del total

Linfocitosis 25 92.6
Anemia 22 81.5
Leucocitosis 20 74,1
Trombocitopenia 10 37,0
Leucopenia 3 11,1
Linfopenia 1 3,7
Signos clinicos de linfoproliferacién 17 63,0
Esplenomegalia 13 48,1
Adenopatias 11 41,7
Hepatomegalia 6 22,2

Se realizé comparacion de varianza de la expresion antigénica entre pacientes
masculinos y femeninos, mediante el analisis t-student para datos no pareados y
se constaté la diferencia significativa en la expresion antigénica de CD45y CD19k,
en relacion con el sexo y con los valores de p < 0,05. La expresion de CD45 y CD19k
resultd mayor en pacientes femeninas respecto a los pacientes masculinos, con

diferencias significativas (fig. 1).
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Fig. 1 - Expresion antigénica segun sexo de los pacientes con leucemia linfoide crénica.

Se realizé | comparacion de la varianza de expresion antigénica, segun la edad,
mediante el analisis t-student para datos no pareados y se constato la diferencia
significativa en la expresion antigénica de CD19k entre adultos y adultos mayores.
Los adultos mayores expresaron mas CD19k con respecto a los pacientes adultos
y con diferencias significativas de un valor de p < 0,05.

Se efectu6 una comparacion de la varianza de expresion antigénica, segun los
valores de hemoglobina, mediante los analisis t-student para datos no pareados y
se constato una diferencia significativa en la expresion antigénica de CD19 entre
pacientes con valores de Hb baja y Hb normal. Los pacientes con valores bajos de
hemoglobina (anemia) expresaron mas CD19 con respecto a los pacientes con Hb

normal, con diferencias significativas de un valor de p < 0,05 (fig. 2).
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Fig. 2 - Expresion antigénica de los pacientes con leucemia linfoide cronica, segun los

valores de hemoglobina.

Se verific6 una comparacion de la varianza de expresion antigénica, segun los
valores de plaquetas, mediante el analisis t-student para datos no pareados y se
constato una diferencia significativa en la expresion antigénica de CD19A y CD5,
entre pacientes con valores de plaquetas bajos y normales. Los pacientes con
trombocitopenia expresaron en menor cuantia CD19A, respecto a los pacientes con
plaguetas normales, lo que resulto significativo con un valor de p < 0,05. Los
pacientes con trombocitopenia expresaron mas CD5 respecto a los pacientes con

plaquetas normales, lo que resulto significativo con un valor de p < 0,05 (fig. 3).
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Fig. 3 - Expresion antigénica de los pacientes con leucemia linfoide cronica segun

valores de plaquetas.

Discusion

En particular, las hormonas moldean el desarrollo y el funcionamiento del sistema
inmunoldgico e influyen en la actividad funcional de las células inmunitarias y en
las respuestas; lo que también resulta en la prevalencia especifica por sexo de
enfermedades infecciosas y autoinmunitarias, respectivamente.

Como malignidades originadas de células inmunitarias, se ha hipotetizado y
demostrado que las condiciones inflamatorias crénicas e infecciosas causan la
formacion y proliferacion de células preneoplasicas, que pueden desarrollarse en
neoplasias linfoides.

Para la LLC, se ha implicado fuertemente la estimulacion cronica antigénica para

la leucemogénesis, al basarse en la alta frecuencia de receptores de células B
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(RCB), casi idénticos en los pacientes no relacionados. También, se ha debatido el
papel de las hormonas en si para el desarrollo y el curso de las malignidades
linfoides.(14

Ademas, se han discutido alteraciones somaticas especificas de sexo en las
regiones no pseudoautosomicas y pseudoautosomicas de los cromosomas X e Y.
Las hormonas sexuales ejercen su influencia, a través de receptores especificos de
hormonas.

Para los estrogenos, algunos estudios apoyan la expresion de receptores de
estrogeno (ER) en la LLC, pero con resultados variables y los datos mas recientes
que apuntan hacia un predominio de ERB. Los receptores de hormonas como ERS
son factores de transcripcion regulados por ligandos, activados por hormonas
esteroides, producidas de forma natural, que regulan la transcripcion de los genes
que controlan una amplia variedad de procesos bioldgicos.

Los ligandos endogenos de estos receptores hormonales comprenden numerosos
esteroides producidos a partir del colesterol por las génadas y otros 6rganos como
las glandulas suprarrenales.(19)

El dimorfismo sexual asociado con la incidencia, el prondstico y la respuesta a la
terapia, ademas de lo que se conoce sobre la importancia de las hormonas
sexuales para el desarrollo y la funcion del sistema inmunoldgico, ha llevado a la
especulacion sobre un posible papel protector de estas moléculas,
particularmente, los estrogenos, en las malignidades hematoldgicas.('® En esta
serie, hubo la dominancia masculina con una proporcion M/H = 1,25.

Esta enfermedad, por lo general, se presenta en etapas avanzadas de la vida. Sin
embargo, el 10 % de los pacientes comunicados en una variedad de ensayos
clinicos, tienen menos de 50 afos de edad. En este estudio predominé el grupo
etario de 50 a 59 afnos de edad (29,63 %), lo que atribuimos a las caracteristicas
demograficas peculiares de nuestro pais. Otro estudio(® revelé que la edad
mediana al diagnostico de LLC es de 63 afos en China y 69 anos en Estados

Unidos.
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En general, la presencia y la extension de la linfadenopatia, la esplenomegalia, la
hepatomegalia, la anemia y la trombocitopenia son los principales parametros
clinicos que correlacionan con el prondstico.(?

La mayoria de estos pacientes se presentaron con esplenomegalia, en lugar del
agrandamiento de los ganglios linfaticos periféricos, resultado que difiere de los
estudios realizados por Agrawal y otros(® y Sulhyan y otros,(19 donde predominé
la presencia de las linfadenopatias. Sin embargo, coinciden con los estudios
realizados por Zeeshan y otros,?9 donde se observo la esplenomegalia en el 49,1
% de los pacientes.

La presentacion clinica mas habitual de la LLC, en particular de las adenopatias,
solo se encontraron en 11 pacientes en este estudio.

La mayoria de los pacientes cursaron con linfocitosis, resultado de la infiltracion
de estos en la MO, seguido por la anemia, lo que podria implicar varios factores,
ademas, de la infiltracion de la médula, como la hemdlisis inmunitaria, el
hiperesplenismo y el acumulo de sangre en el bazo masivo.

En estos pacientes, la infiltracion severa de la MO y la esplenomegalia masiva
podrian haber sido responsables de la anemia, que se presento en el 81,5 % de los
pacientes, resultados que coinciden con un estudio realizado en Nigeria.(@"

Los estudios de inmunofenotipificacion por CMF son cruciales para el diagnostico
de neoplasias linfoides de células B maduras, a través de la deteccion de células
fenotipicamente anormales que pertenecen a las lineas celulares B y el
reconocimiento de fenotipos caracteristicos de entidades distintas.(?
Biologicamente, esta clonalidad se caracteriza por la baja expresion de
inmunoglobulina de superficie (slg) con restriccion a una Unica cadena ligera de Ig,
asociada a alta expresion del antigeno CD5 y a la positividad a los antigenos
relacionados a linfocitos B como: CD19, CD20 y CD23 y a la negatividad al FMC7.
El perfil inmunoldgico y el analisis morfoldgico de las células linfoides resultaron
los principales medios para el diagnostico diferencial LLC-B de otras

enfermedades linfoproliferativas crénicas.@
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Por su parte, el antigeno CD5 participa en la diferenciacion y la regulacion de un
subconjunto de células B, conocidas como células B-1, implicadas en la
produccion de autoanticuerpos,?” que en este contexto inmunoldgico
desregulado, estas células pueden inducir una respuesta autoinmune en estos
pacientes, especificamente, relacionadas con la disminucion del recuento
plaquetario, aunque se necesitan investigaciones en Cuba, encaminadas a
profundizar en esta idea.

El antigeno CD45 pertenece a una familia compleja de glicoproteinas de alto peso
molecular, compuesta por cinco isoformas; posee actividad tirosina fosfatasa y
realiza una funcion importante en la regulacion de la diferenciacion celular.

El CD45 se expresa en la superficie celular de todas las células hematopoyéticas;
incrementa su densidad en los estadios finales de la hematopoyesis; excepto, en
las células eritroides y plaquetas, donde pierde su expresion a lo largo de la
diferenciacion y maduracion. (@)

Los linfocitos B maduros exhiben exclusion alélica en la que solo se expresa una
unica clase de cadena pesada de inmunoglobulina y una unica clase de cadena
ligera. Actualmente, se asume de forma comun que la demostracion de la
restriccion de cadenas ligeras en una poblacion de linfocitos B se considera, en
general, como prueba de monoclonalidad e indica malignidad, aunque se han
reportado varias excepciones. (2

En la linea de linfocitos B, CD19 consiste en la proteina mas ampliamente
expresada, similar a las células normales. La expresion de CD19 aumenta en el
momento del compromiso de la linea B, durante la diferenciacion de células madre
hematopoyéticas. Luego, se mantiene a lo largo del desarrollo de las células By,
finalmente, se regula a la baja durante la diferenciacion terminal en células
plasmaticas. En la LLC, la expresion de CD19 se encuentra comunmente en células
B leucémicas, pero los hallazgos especificos pueden depender de factores como la
etapa de la enfermedad y las caracteristicas del paciente.

Sin embargo, las evaluaciones generales de las células CD19-positivas en la LLC

no mostraron asociacion significativa entre el sexo y la expresion de CD19, en el
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estudio realizado por Khder y otros,(9 los resultados difieren de la presente
investigacion. En el citado estudio, en los pacientes con LLC, los datos de CMF
mostraron que el numero de células positivas para CD19 no era significativamente
diferente entre hombres y mujeres, y tampoco diferia significativamente entre los
grupos de edad.

La tasa de mutacién aumenta con la edad y la transformacién leucémica resulta
claramente causada por cambios genéticos particulares que impiden que las
células B clonales sufran apoptosis. La relacion entre la edad y las células CD19-
positivas en pacientes con LLC contituye un tema importante de investigacion en
el campo de la hematooncologia, sobre el cual se debe seguir trabajando.(1®)

El CD19 transmembrana se ha convertido en un marcador importante en LLC, y el
progreso en las terapias con CAR T-células anti-CD19 ha mostrado promesas en
el tratamiento de las LLC. Las células de las LLC positivas para CD5, a menudo,
demuestran un comportamiento clinico mas agresivo y resistencia a la apoptosis,
de acuerdo con el estudio de Herling y otros,?”) que mostré que la expresion de CD5
contribuye a la dinamica clonal y a la resistencia a las terapias. Por lo tanto, la
correlacion entre el numero de células positivas para CD19 y CD5 puede tener
implicaciones para las terapias dirigidas. En consecuencia, se necesita
investigacion para determinar si los perfiles de expresion de CD19 y CD5 podrian
predecir las respuestas al tratamiento y gquiar la toma de decisiones
terapéuticas.(1510)

A manera de conclusion, la caracterizacion por CMF demostré ser un
procedimiento util para confirmar el diagndstico clinico y morfologico de la LLC, lo
cual constituye uno de los pilares en los que se apoya el diagnostico y el
seguimiento de los pacientes con esta entidad. En este sentido, la expresion
antigénica de la membrana superficial y su relacion con las caracteristicas clinicas
y de laboratorio en estos pacientes brinda una base para la exploracion mas

extensa de su papel en la patogénesis del mismo.
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