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RESUMEN

Introduccion: La leucemia de células peludas es un trastorno linfoproliferativo de
células B maduras poco frecuente, caracterizada por esplenomegalia, pancitopenia
y células distintivas con proyecciones citoplasmaticas irregulares en la sangre
periférica, la médula dsea y el bazo. Actualmente, la técnica de citometria de flujo
ha demostrado su gran utilidad en la caracterizacion inmunofenotipica de esta
entidad.

Objetivo: Exponer el inmunofenotipo por citometria de flujo de un paciente adulto

con diagnostico presuntivo de leucemia de células peludas.
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Métodos: Se analizé una muestra de médula 6sea por la técnica de citometria de
flujo de un paciente con sospecha clinica e histopatoldgica de leucemia de células
peludas. El inmunofenotipaje celular se realizé con el empleo de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra los antigenos de diferenciacion linfoides By T. La
lectura se realizé en un citometro GALLIOS, Beckman Coulter y los datos obtenidos
se analizaron con el empleo del programa informatico Kaluza.

Resultados: Los antigenos con expresion positiva fueron CD25 (36,47 %), CD11c
(38,57 %), CD103 (31,13 %), IgM (31,87 %), CD19 (40,30 %), CD20 (67,50 %), CD22
(39,57 %), CD23 (37,65 %), CD5 (58,59 %) y CD6 (44,09 %). Hubo ausencia en la
coexpresion de los marcadores CD6/CD5 y del antigeno CD10. Predominé la
expresion de la cadena ligera de inmunoglobulina k.

Conclusiones: El inmunofenotipo contribuye al diagnostico y la comprension de los
aspectos clinicos y morfologicos de la leucemia de células peludas, lo que tributa
a un adecuado manejo de estos pacientes.

Palabras clave: inmunofenotipo; leucemia células peludas; citometria de flujo.

ABSTRACT

Introduction: Hairy cell leukemia is a rare mature B-cell lymphoproliferative
disorder characterized by splenomegaly, pancytopenia, and distinctive cells with
irregular cytoplasmic projections in the peripheral blood, bone marrow (BM), and
spleen. Currently, the flow cytometry (CMF) technique has demonstrated its great
usefulness in the immunophenotypic characterization of this entity.

Objective: To expose the immunophenotype of the flow cytometry a patient with
hairy cell leukemia.

Methods: A bone marrow sample was analyzed by CMF from a patient with clinical
and histopathological suspicion of hairy cell leukemia. Cellular
immunophenotyping was performed with the use of monoclonal antibodies
directed against the B and T lymphoid differentiation antigens. The reading was
made on a GALLIOS, BeckmanCoulter cytometer and the data obtained were

analyzed with the use of the Kaluza computer program.
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Results: The antigens with positive expression were CD25 (36.47%), CD11c
(38.57%), CD103 (31.13%), IgM (31.87%), CD19 (40.30%), CD20 (67.50%), CD22
(39.57%), CD23 (37.65%), CD5 (58.59%), CD6 (44.09%). There was an absence in the
co-expression of CD6/CD5 markers and the CD10 antigen.

Conclusions: The immunophenotype contributes to the diagnosis and
understanding of the clinical and morphological aspects of this entity, which
contributes to an adequate management of these patients.

Keywords: immunophenotype; hairy cell leukemia; flow cytometry.
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Introduccion

La leucemia de células peludas (Hairy Cell Leukemia (HCL), por sus siglas en inglés)
es un trastorno linfoproliferativo de células B maduras poco frecuente (2 % de todas
las leucemias linfoides), caracterizadas por esplenomegalia, pancitopeniay células
distintivas con proyecciones citoplasmaticas irregulares en la sangre periférica
(SP), la médula 6sea (MO) y el bazo.™

Constituye una enfermedad rara, descrita inicialmente en 1958, clara vy
distintamente definida en la revision de 2017 de la clasificacion de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) de los tumores linfoides. Con aproximadamente 1500
nuevos casos anuales en Europa y en Estados Unidos, la HCL resulta de cuatro a
cinco veces mas comun en hombres que en mujeres. La mediana de edad de los
pacientes en el momento del diagndstico es de 63 anos en los hombres y de 59
afnos en las mujeres.®

La variante HCL (HCLv) consiste en un trastorno linfoproliferativo que se
caracteriza por una célula B aiin mas rara, que puede parecerse morfologicamente

a la HCL, pero que resulta biolégicamente distinta de la HCL clasica. La
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clasificacion de la OMS de 2017 de las neoplasias malignas hematoldgicas,
clasifica a la HCLv como un ‘“linfoma/leucemia de células B esplénicas,
inclasificable." EI HCLv consiste en una enfermedad mas agresiva, con una
mediana significativamente mas corta de supervivencia que la HCL.®)

Las células peludas son células B transformadas que se originan en la zona
marginal de la pulpa blanca esplénica y el ganglio linfatico, y liberan citocinas (IL6,
TNF), que inhiben hematopoyesis normal y promueven la fibrosis de la MO.

El TNF aumenta la sintesis de ADN en las células pilosas purificadas in vitro,
mediada por IL6 en un mecanismo intracitoplasmatico. Otros estudios revelan que
el TNF-a estimula el crecimiento celular.® Las células pilosas expresan
fosforilados MEK y ERK, lo que indica una activacion constitutiva de la proteina
quinasa activada por mitogenos via RAF-MEK-ERK en la HCL. La MEK y la ERK
fosforiladas son las aguas abajo de la BRAF-quinasa. La mutacion BRAFV600E
(oncogénica en muchas otras neoplasias) en el protooncogén B-raf (gen BRAF)
(7q34), que se detecta en el 80-90 % de estos pacientes, tiene una elevada
frecuencia en la HCL y activa constitutivamente la via MEK-ERK, implicada en la
supervivencia celular, la diferenciacion y la proliferacion.®

Las caracteristicas clinicas estan representadas por la esplenomegalia, la
hepatomegalia, la palidez, |la fatiga, la pérdida de peso, las infecciones, la
hemorragia, raramente linfadenopatia. En el 10 % de los casos la enfermedad es
asintomatica.®

Es necesario realizar el diagnostico diferencial entre la leucemia de células peludas
y otros trastornos linfoproliferativos cronicos. El diagnostico definitivo se basa en
la presencia de células peludas en la SP o al infiltrar difusamente la MO y la pulpa
roja esplénica, y en la expresion antigénica detectada por citometria de flujo.®

La biopsia de MO suele demostrar una médula hipercelular, infiltracion difusa o
focal por células peludas y un denso patron de fibras de reticulina (promovidas,
especialmente, por la secrecién directa de fibronectina de las células peludas). El

bazo presenta un patron caracteristico de infiltracion difusa de la pulpa roja por
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células peludas con atrofia o sustitucion de la pulpa blanca. El higado revela
infiltracion sinusoidal y portal por células peludas.®

Por su parte, el analisis inmunofenotipico por citometria de flujo multiparamétrica
(CMF) es esencial para la establecer el diagnéstico de HCL. Resulta
extremadamente sensible, al detectarse células HCL en niveles de 0,01 %. La HCL
expresa CD20 (brillante), CD22 (brillante), CD11c¢ (brillante), CD25, CD103 y CD123.
Por el contrario, la HCL-v se notifica como tipicamente positivo para CD20, CD22,
CD11c¢ (brillante), CD103 y negativo para CD25y CD123,® aunque la evaluacion de
una serie amplia de la HCL-v, al utilizar los medios diagnosticos actualmente
disponibles, no ha sido descrita, debido a su rareza. Sin embargo, las variaciones
en la expresion de antigenos de CD103, CD25,CD10y CD23 se reportan en la HCL.(D
Dos tercios de los pacientes presentan anomalias citogenéticas.(” En el 40 % de
los casos, el cromosoma 5 es trisomia, deleciones intersticiales de la banda 5q13,
inversiones pericéntricas.® Recientemente, la mutacion BRAF-V600E ha sido
identificada como un evento genético definitorio de la enfermedad. Posteriormente,
se ha descrito como un marcador inmunohistoquimico altamente especifico de
BRAF V600E HCL.®

Las complicaciones mas frecuentes son las infecciones, las complicaciones
autoinmunes, las hemorragias y una segunda neoplasia maligna. El tratamiento
incluye analogos de nucledsidos de purina, anticuerpo monoclonal anti-CD20,
interferon alfa y esplenectomia.®

Este trabajo tuvo como objetivo exponer el inmunofenotipo por citometria de flujo
de un paciente adulto con diagndstico presuntivo de leucemia de células peludas,

evaluado en el Instituto de Hematologia e Inmunologia (IHI) de La Habana, Cuba.

Meétodos

Se obtuvo una muestra procedente de MO, de un paciente adulto con sospecha
clinica, morfoldgica e histopatologica de HCL para su procesamiento y analisis en

el Instituto de Hematologia e Inmunologia de La Habana, Cuba, en 2024.
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Procedimientos de laboratorio y citometria de flujo
Se dispensaron 50 pl de la muestra procedente de MO en cada tubo de 15 ml, las
cuales se incubaron con 5ul de las combinaciones correspondientes de
anticuerpos monoclonales (AcMo) durante 30 minutos, a oscuras y a temperatura
ambiente (TA). El lisado de los hematies se realizé con cloruro de amonio, durante
10 min, a TA. Posteriormente, las células fueron lavadas en dos ocasiones con
cloruro de sodio a 0,9 % y centrifugadas durante 10 min a 1500 rpm. Finalmente,
fueron leidas en un citometro GALLIOS, BeckmanCoulter, ubicado en el
departamento de Inmunologia del Instituto de Hematologia e Inmunologia.
La identificacion y cuantificacion de los antigenos (Ags) expresados en la HCL se
desarrollo por la técnica de CMF, con el empleo de AcMo, dirigidos contra los Ags
de diferenciacion linfoide By T. En todos los casos, los AcMo fueron previamente
titulados y conjugados directamente por el fabricante a los fluorocromos
isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), aloficocianina (APC) y
ficoeritrina cianina 5 (PC5).
El panel de AcMo que se empled fue Anti-CD22FITC/CD23PE*, Anti-CD19PE/CD20
FITC/CD10 FITC*, Anti-CD5 PE/CD6 FITC*, Anti-lgM APC*, Anti-CD11c PC5*, Anti-
CD103 RPE* y Anti-CD25APC, de las firmas Beckman Coulter (*) y Milteny (**).
En el momento de adquirir las células en el citometro (104 células), se realiz6 una
previa calibracion con la muestra que contenia solamente sangre total (control
negativo). Cuando la luz difractada incidio en el mismo eje de la luz incidente, se
evalué el tamano celular, a través de la dispersion hacia adelante (forward scatter
FSC, por sus siglas en inglés). Por otro lado, cuando la luz difractada y reflejada se
detecto a 90° de la direccion del laser; se evalud la complejidad interna celular o
granularidad, a través de la dispersion lateral (side scatter SSC, por sus siglas en
inglés).
Se analizaron los histogramas correspondientes al tubo de control, a través de los
cuales se establecieron los limites de la emision de fluorescencia de los

fluorocromos utilizados.
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Se empled el grafico de puntos CD19 vs. SSC para separar la poblacion de linfocitos
B de las restantes poblaciones celulares y del detrito celular, y sobre esta se realiz6
el analisis.

Se usaron graficos de histogramas de fluorescencia para evaluar a través de la
intensidad de fluorescencia media (IFM) la expresion de los Ags CD25, CD11c,
CD103, CD19, CD20, CD22, CD23, CD5, CD6, CD10, IgM y graficos de dotplot para
evaluar la coexpresion de los antigenos CD5+/CD6+ y la expresion de las cadenas
ligeras de inmunoglobulinas ky A.

Los datos obtenidos se analizaron con el empleo del programa informatico Kaluza,
version 1.2. Se considerd positivo, si el porcentaje de expresion del antigeno fue

igual o mayor que el 20 % en los linfocitos.

Consideraciones éticas
La investigacion estuvo sustentada en un marco ético que priorizé la dignidad, la
autonomia y el bienestar de las personas, 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® para la investigacion en seres humanos. Durante

esta, se garantizo la confidencialidad y la proteccion de los datos.

Resultados

Se estudio un paciente masculino de 58 ainos con antecedentes de hipertension
arterial y diabetes mellitus.

Se obtuvieron los siguientes resultados:

— Hemograma completo: hemoglobina 120g/l, hematocrito 0,41, leucocitos
12,8x10°, linfocitos 63 % y conteo de plaquetas 180x10°.

— En el medulograma se obtuvo escaso material que no permitid una
evaluacion adecuada de las tres series, con predominio de células linfoides.

Se observaron linfocitos vellosos.
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— Labiopsia de MO resulté infiltrada por proceso linfoproliferativo crénico.
— La TAC de pulmén inform6é adenomegalias en mediastino, un derrame
pleural bilateral, patrén pulmonar con patrén de vidrio deslustrado.

La estrategia propuesta por los investigadores para el analisis permitio la
identificacion y cuantificacion de los Ags expresados en la poblacion de linfocitos
procedentes de la MO, que unido a la morfologia y la clinica permitieron arribar al
diagnéstico definitivo.
En la figura 1A se obtuvo la distribucién de las células del paciente en estudio,
segun tamano y complejidad interna. Por su parte, la figura 1B muestra la ventana
de seleccion CD19/SSC, donde se discrimind la poblacion de linfocitos B, sobre la

cual se realizo el analisis.

A [Ungated] FS INT / S5 INT B

[E] CD19PE / S5 INT

300+

55 INT
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10° 10°
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FSINT N 3.33

Fig. 1 - A) Distribucidn total de las células procedentes de la médula 6sea de un paciente
con leucemia de células peludas, segun su tamaio (FSC) y complejidad interna (SSC); B)
Separacion de la poblacion de linfocitos B maduros, al utilizar CD19 vs. SSC. AS: % de la

poblacion de linfocitos B maduros en relacion con el % total de células contadas.
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En el presente estudio los Ags CD25 y CD11c, se expresaron en 37,6 % y 38,57 %,
respectivamente. (figs. 2 A y B). Por su parte, la expresion antigénica de CD103 e

IgM se obtuvieron en 31,13 % y 31,87 %. (figs. 2 Cy D).
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Fig. 2 - Histogramas de fluorescencia que muestran el porcentaje de la expresion
antigénica sobre la poblacién de linfocitos B maduros. A) CD25; B) CD11¢; C) CD103; D)
IgM.
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La expresion de los Ags CD19 (40,30 %), CD20 (67,50 %), CD22 (39,57 %) y CD23
(37,65 %), sobre el total de linfocitos B maduros, resulté positiva (fig. 3 A, B, Cy D).
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Fig. 3 - Histogramas de fluorescencia que muestran el porcentaje de la expresion
antigénica sobre la poblacion de linfocitos B maduros. A) CD19; B) CD20; C) CD22; D)

CD23.

{cc) IEESDEE| Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/




7 Snu(g:..!McEBm Acta Médica 2026;27:e957

Por su parte, los Ags CD5 y CD6, se expresaron en 5859 % y 44,09 %,
respectivamente, sobre los linfocitos que expresaron el CD20 (figs. 4 Ay B). Sin
embargo, la coexpresion de los estos sobre la poblacion de linfocitos B resulté

negativa, al igual que la expresion del Ag CD10 (figs. 4 Cy D).
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Fig. 4 - Ay B) Histogramas de fluorescencia que muestran el porcentaje de la expresion
antigénica de CD5 y CD6; C) Grafico de dotplot que exhibe la coexpresion de los Ags
CD5/CD6 sobre la poblacion de linfocitos B; D) Histograma que muestra la ausencia en la

expresion del antigeno CD10.
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La figura 5 A y B muestra el grafico de dotplot con la expresion de las cadenas

ligeras de inmunoglobulinas sobre la poblacion de linfocitos B, con predominio de

la cadena k.
__ [M] CD19PE / CDKF . __[N] CDLF / CD19PE B
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Fig. 5 - Grafico de dotplot que muestra la expresion de las cadenas ligeras de
inmunoglobulinas sobre la poblacién de linfocitos B, con predominio de la cadena k. A)

Expresion de la cadena k; B) Ausencia en la expresion de la cadena ligera A.

Discusion
Se estudio un paciente masculino de 58 anos, con sindrome adénico y linfocitosis,
caracteristicas clinicas mas comunes en pacientes con leucemia linfoide cronica.
En un estudio realizado por Tadros y otros,('9 la edad promedio de los pacientes
fue de 58 anos, y hubo una preponderancia masculina (M) de 3:1 sobre el sexo

femenino (F). Gd&man® observo hallazgos similares con una edad media de 52 afios
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y una relacion M: F de 3:1, al existir similitudes entre lo senalado en la literatura 'y
el caso estudiado.

La incidencia de la enfermedad varia segun el origen étnico, por ejemplo, en orden
de frecuencia afecta a los caucasicos, sequido por los asiaticos, africanos y arabes.
Asi mismo, los reportes anuales difieren del sitio geografico, con mayores informes
anuales en paises de Europa del Norte, sobre todo, Suecia (10 casos por millon de
habitantes al afo),('"") sequido por otros sitios, como Estados Unidos y el Reino
Unido, con un promedio de 3 a 4 casos por millén de habitantes al afio; mientras
que, en Israel y China, se reportan de 0,3 a 1,6 casos por millon de habitantes al
afno.(12)

Gaman® encontrd que la caracteristica clinica mas frecuente fue la
esplenomegalia, que se observd en todos los casos (100 %), seguida por la
hepatomegalia en el 84 %. Gaman en su estudio también observo esplenomegalia
en el 70 % de los casos. Este paciente de estudio no curs6 con esplenomegalia,
sino con adenopatias.

En la investigacion de Gaman, el diagndstico se baso en la presencia de células
peludas en SP y MO y se asocié con bi-/pancitopenia, esplenomegalia y
mielofibrosis. En este paciente, la presencia de células peludas se asocio con
linfocitosis, lo que demuestra la heterogeneidad de los hallazgos del laboratorio al
momento del diagnostico.

Multiples estudios confirman la utilidad diagndstica de la CMF al mostrar una alta
sensibilidad (100 %) en la HCL.® Lainclusion de CD11¢, CD25 y CD103 representan
los constituyentes estandares de los paneles de diagnéstico de la HCL en CMF.(&13)
Las células de la HCL expresaron el CD25, la cadena alfa del receptor de
interleucina-2, un marcador de activacion de células B y su presencia resulta una
caracteristica distintiva en la mayoria de los casos de la HCL. Sin embargo, hay
variantes de HCL, como HCLyv, donde las células no expresan CD25.(14

El microambiente tumoral es crucial en la patogénesis de la HCL, debido a la
expresion de multiples proteinas de adhesion (CD11¢,CD103, VLA-4) y la induccion

de fibrosis en la M0Q.(215)
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Por su parte, el CD11 consiste en el componente a, componente de diversas
integrinas, especialmente, aquellas en los que el B resulta un componente CD18
(B2) y median la adhesion de leucocitos. Es un antigeno de superficie que se
encuentra comunmente en células dendriticas y monocitos.(1®

Aunque el CD103 tiene la especificidad méas alta para HCL y HCLv,('") se informa
que rara vez se expresa en otros trastornos linfoproliferativos de células B.

La utilidad de la puntuacion inmunoldgica de la HCL es relevante: la expresion de
CD103,CD123,CD25y el CD11c se describidé en un estudio realizado por Maitre y
otros,? en mas del 95 % de los casos. La sobreexpresion de proteinas integrinas
(CD11c y CD103), los receptores de interleucinas a IL-2 (CD25) e IL-3 (CD123) se
correlacionaron con niveles altos de ARNm. Los estudios de transcriptomica
también mostraron que las células pilosas se derivaban de las células B de
memoria, a pesar de la ausencia de la expresion de CD27.

En un estudio realizado por Venkataraman y otros,® los marcadores especificos de
células pilosas CD123, CD103, CD25y CD11C fueron positivos en el 100 %, 89 %, 80
%y 100 % de los casos, respectivamente. El CD25 resulté positivo en el 80 % (8/10),
mientras que otros estudios mostro positividad en el 100 %.

En este paciente se identifico una poblacion de linfocitos B maduros monoclonales,
con predominio en la expresion de la cadena ligera k de inmunoglobulina, con
positividad para los marcadores CD11c, CD25 y CD103, que, al correlacionarlo con
los hallazgos morfoldgicos en la biopsia de MO, permitieron establecer el
diagndstico de HCL.

En esta enfermedad, las células leucémicas suelen expresar inmunoglobulina M
(IgM) en su superficie, aunque también pueden expresar IgD. Esta expresion de IgM
es una caracteristica importante para el diagnostico y la clasificacion de las
neoplasias de células B maduras.('® El paciente del presente estudio, result6
positivo para la expresion de IgM.

Las células peludas suelen expresar varios marcadores de superficie de células B,
que incluyen CD19, CD20y CD22. Gdman™ obtuvo que los marcadores CD19, CD20
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y CD22 resultaron positivos en todos los pacientes (10/10, 10/10 y 5/5,
respectivamente).

La expresion de CD22 resulta comun en las células B neoplasicas de la HCL, lo que
ayuda en su identificacion y diagndstico, mediante técnicas de
inmunofenotipado.(®

Maitre y otros,? en su estudio, report6 la expresion de CD23, inicialmente negativa
en la HCL, y, posteriormente, positiva en el 17 % de los casos. En este estudio, el
porcentaje de expresion de CD23 fue ligeramente superior al 37 %, dato que
coincide con lo reportado por otros investigadores, aunque resulta oportuno
sefialar que el CD23 no es tipicamente expresado en la HCL clasica.(1®
Previamente, se publicaron fenotipos inusuales y la expresion de CD5 y CD10 fue
raro y positivo en menos del 10 % y 10-20 % de los casos, respectivamente.
Estudios previos reportan ninguna o una minima expresion de CD5 (2 %y 5 %) en
la HCL.M En la HCLv, CD5 resulta generalmente negativo, con Del Giudice y otros('9)
reportaron su expresion en el 9 % (1/11 casos). Por su parte, la expresion de CD10
fue notificada en la HCL, en rangos de 4 al 26 %.

El fenotipo CD5 y CD10 negativo se observo en casos de HCL, pero no fue especifico
de la esta. Sin embargo, ayudo a reducir la lista de diagnésticos diferenciales.(19
Por otra parte, la molécula CD6 se localiza en el cromosoma 11, en laregion 11q13,
contigua al gen CD5; existe una gran similitud en la organizacion de los dominios
extracelulares de CD5 y CD6, lo cual sugiere que ambos genes evolucionaron a
partir de la duplicacién de un gen ancestral comun. @)

En conclusion, la CMF es el método actualmente recomendado para la evaluacion
y cuantificacion de las células B malignas, que incluye, ademas, la HCL. El
inmunofenotipo no solo impacta en el diagndstico, sino que constituye una
importante herramienta que influye en las decisiones terapéuticas y la progresion
de la enfermedad en una variedad de entornos clinicos, aun en formas de
presentacion atipicas, como en el presente paciente, por lo que es necesaria la

utilizacion de un panel que permita diferenciarla de otras entidades similares. El
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inmunofenotipo, combinado con las caracteristicas clinicas y morfoldgicas, en este

caso particular, permitié el diagndstico definitivo de esta hemopatia maligna.
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