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Importancia de la integracion clinica, hallazgos
morfologicos e inmunofenotipo por citometria
de flujo en el diagnéstico de leucemia de células

peludas: informe de tres casos

Importance of clinical integration, morphological findings
and immunophenotyping by flow cytometry in hairy cell

leukemia diagnosis: Three cases report
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Resumen

ANTECEDENTES: La leucemia de células peludas es una neoplasia linfoproliferativa
de linfocitos B maduros, que puede infiltrar la médula ésea o el bazo. Representa el
2% de las leucemias linfoides y los hallazgos iniciales de laboratorio clinico incluyen
desde citopenias hasta pancitopenia. El andlisis morfolégico y el patrén tipico de
infiltracion de la médula ésea y el perfil inmunofenotipico incluye la expresién de
CD11¢, CD103, y CD25.

CASO CLINICO: Se exponen tres casos de pacientes diagnosticados con leucemia de cé-
lulas peludas, con infecciones asociadas y larga evolucién de la enfermedad, a quienes
se prescribio cladribina y rituximab, con reaccién satisfactoria. El diagnéstico incluyo la
integracion de andlisis clinicos, morfo-patolégicos, inmunofenotipicos y moleculares.

CONCLUSIONES: La identificacién de factores de riesgo y el disefio del estudio médico
dependen de la notificacién y vigilancia de pacientes con leucemia de células peludas,
ademas de la inclusién de pruebas moleculares que permitan el seguimiento especifico
y la obtencién de datos prondsticos y blancos terapéuticos para la mutacién de BRAF.

PALABRAS CLAVES: Leucemia de células peludas; neoplasia linfoproliferativa; linfocitos
B maduros; médula 6sea; bazo; clardribina; rituximab; factores de riesgo; BRAF.

Abstract

BACKGROUND: Hairy cell leukemia is a lymphoproliferative neoplasm of mature B
cells, which can infiltrate the bone marrow or spleen. It represents 2% of lymphoid
leukemias and initial clinical laboratory results range from cytopenias to pancytopenia.
Morphological analysis and typical pattern of bone marrow infiltration and immuno-
phenotypic profile includes expression of CD11¢, CD103, and CD25.

CLINICAL CASE: Three cases of patients diagnosed with hairy cell leukemia, with asso-
ciated infections and long evolution of the disease, who were prescribed cladribine and
rituximab, with satisfactory reaction, are presented. The complete diagnosis included:
clinical, morpho-pathological, immuno-phenotypic and molecular analyses.

CONCLUSIONS: The identification of risk factors and the design of the medical study
depend on the notification and surveillance of patients with hairy cell leukemia, in
addition to the inclusion of molecular tests that allow specific monitoring and the
obtaining of prognostic data and therapeutic targets for the BRAF mutation.

KEYWORDS: Hairy cells leukemia; Lymphoproliferative neoplasm; Mature B lymfhocytes;
Bone marrow; Spleen; Cradribine; Rituximab; Risk factors; BRAF.
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ANTECEDENTES

La leucemia de células peludas es una neoplasia
caracterizada por la proliferacién anormal de
linfocitos B maduros de memoria, coexistentes
en la médula 6sea, el bazo y la sangre periférica
en la mayoria de los casos.? La incidencia de la
enfermedad es de 0.32 casos por cada 100,000
habitantes y es cinco veces mds frecuente en
hombres que en mujeres.® Los sintomas mds
comunes son: astenia, hemorragia, espleno-
megalia e infecciones recurrentes; pocos casos
manifiestan trastornos neurolégicos y 6seos.*

Puesto que los signos y sintomas son poco
especificos, los estudios de laboratorio y de
hemato-patologia son decisivos para establecer
el diagnéstico. Durante el andlisis de frotis de
sangre periférica y biopsia de médula 6sea es
posible identificar, morfol6gicamente, las células
patolégicas por las proyecciones citoplasmati-
cas, que hacen referencia a su nombre: “células
pilosas o peludas”. En algunos casos, la morfo-
logia celular no logra esclarecer la diferencia
entre leucemia de células peludas, linfoma de
la zona marginal esplénico, linfoma difuso de
células pequenas B de la pulpa roja esplénica
o leucemia no clasificable; por lo tanto, se re-
quiere la correlacién mediante la citometria de
flujo, donde se identifica el perfil inmunofeno-
tipico clasico de leucemia de células peludas
por marcadores moleculares: CD45, CD19,
CD20, CD11c, CD103 y CD25, evidenciando
un componente monoclonal de las cadenas de
inmunoglobulina.® Adicionalmente, la anexina-
A1 (determinada por inmunohistoquimica) y las
pruebas moleculares (para detectar la mutacién
BRAF-V699E) contribuyen con el diagndstico
diferencial.?

En la actualidad, la informacién acerca de la
incidencia y los reportes de caso de leucemia
de células peludas en Latinoamérica es escasa,
y en los dltimos 10 afios se han reportado pocos
pacientes con esta patologia.®” Por tratarse de
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una enfermedad poco frecuente y en constante
estudio, cobran importancia los reportes de caso
donde se describan las caracteristicas clinicas,
el tratamiento y diagnéstico integral por areas
de laboratorio clinico y patologia, que permitan
ampliar la informacion de las manifestaciones y
el curso del trastorno.

CASOS CLINICOS
Caso 1l

Paciente masculino de 58 anos, con antecedente
de tabaquismo de 30 afos (consumo de dos
paquetes de cigarrillos anuales) y tuberculosis
latente en tratamiento. Acudié al servicio mé-
dico en agosto de 2011 con sindrome febril,
adinamia, anorexia y organomegalia. El cuadro
hemadtico revel6 bicitopenia. Se llevé a cabo
un aspirado de médula 6sea para el andlisis por
citometria de flujo, con hallazgos de linfocitos B
del 22% monoclonales (slgKappa-,slglambda+)
maduros (CD45+, CD19+, CD20+ CD10-), con
expresion fuerte y homogénea de CD25, CD11c,
CD103 y CD200+. Después del estudio comple-
to de extension, se establecio el diagnostico de
leucemia de células peludas. Se inici6 la quimio-
terapia con cladribina durante 7 dias. Ademas,
manifestd colelitiasis sin colecistitis, complica-
cién infecciosa de candidiasis esofagica, por lo
que recibié un farmaco tetraconjugado para la
tuberculosis, con previa prueba de tuberculina
de 8 mm. Dos meses después del diagnostico
se efectu6é un nuevo mielograma, que evidencié
hiperplasia eritroide. El inmunofenotipo revel6
1.7% de linfocitos B monoclonales con norma-
lizacién del hemograma. El paciente continud
en seguimiento cada 6 meses. En junio de 2014
tuvo enfermedad minima residual negativa y el
hemograma dentro de los valores normales, con
estado clinico asintomatico.

En 2019 ingres6 al servicio médico por astenia,
tos recurrente, esplenomegalia y pancitopenia;

durante la hospitalizacion tuvo derrame pleural
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izquierdo, de tipo exudado neutrofilico, con
estudio para bacilos acido alcohol resistentes
en el liquido pleural. Se realizé el inmunofe-
notipo de biopsia de médula 6sea compatible
con recaida de la leucemia de células peludas
(linfocitos B patolégicos monoclonales lambda
del 25%, CD19+, CD20+, CD45+, Kappa-,
Lambda+, CD38+ débil, CD25+, CD103+,
CD11c+, CD10-). La biopsia mostr6 la médula
Osea limitada, con infiltracion intersticial (90%)
por leucemia de células peludas. El estudio de
inmunohistoquimica mostr6 positividad del in-
filtrado para CD20 y CD11c y negatividad para
CD5 y CD10; ademas de fibrosis reticulinica
grado 2. Se inici6 un nuevo ciclo de cladribina
(5.6 mg/m?) durante 5 dias y un mes después
con rituximab (375 mg/ m?) semanalmente, por
8 dosis. Desde el momento del diagnédstico y
durante el seguimiento se identificaron infec-
ciones por Blatocystis sp durante el andlisis de
coprolégico, colecistitis gangrenosa e infeccién
por Helicobacter pylori, por lo que recibi6 el tra-
tamiento respectivo. En junio de 2020 continué
en seguimiento, con trombocitopenia (recuento
mayor de 100,000 plaquetas/ul), linfopenia, sin
esplenomegalia, con evolucion clinica estable.

Caso 2

Paciente masculino de 46 afios, sin antecedentes
de importancia clinica, quién acudié al servi-
cio médico en noviembre de 2008 con dolor
abdominal tipo célico y bicitopenia. Después
de los andlisis iniciales se sospech6 sindrome
mielodisplasico, déficit carencial y urolitiasis.
El mielograma revelé linfocitosis marcada, con
disminucion significativa del resto de las lineas
hematopoyéticas, compatible con algin sindro-
me linfoproliferativo crénico. En enero de 2009
presentd astenia y esplenomegalia, por lo que
fue enviado al servicio de Hematologia, por leu-
copenia con inversién del recuento diferencial y
trombocitopenia menor de 100,000 plaquetas/
uL; el mielograma evidencié linfocitosis marcada
(90%), con linfocitos de aspecto tumoral. El ana-
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lisis de inmunofenotipo por citometria de flujo
reveld 58% de linfocitos B monoclonales (sl-
gKappa-,slgLambda+) grandes (CD19+,CD20+
slgM+), maduros (CD10-,CD45+), con expresion
fuerte y homogénea de CD25, CD11cy CD103.
El resultado fue compatible con el diagnéstico de
leucemia de células peludas. Se inicié quimiote-
rapia con cladribina: 0.01mg/kg diarios durante
7 dias. En noviembre del mismo afio se realizé
un estudio de control por citometria de flujo
de médula 6sea que mostré persistencia de los
linfocitos B patolégicos del 1%. En noviembre
de 2014 manifesté leucopenia y trombocitopenia
progresivas; la biopsia de médula 6sea confirmé
la recaida de leucemia de células peludas, con
infiltracion difusa de células linfoides y citoplas-
ma amplio. El estudio de inmunohistoquimica
confirmo el diagnéstico. Se inicié un nuevo ciclo
de cladribina, con 0.01mg/kg diarios durante 7
dias, con adecuada reaccién al tratamiento; de
esta forma se consider6 en remision. En diciem-
bre de 2019 present6 anemia severa y la biopsia
de médula 6sea revel6 infiltracion intersticial,
con 98% de células patolégicas morfolégica e
inmunofenotipicamente compatibles con leu-
cemia de células peludas (CD20+, CD11C+),
ademas de fibrosis reticulinica grado 2, con
minima hematopoyesis residual de las tres lineas.
Recibi6 cladribina y un mes después rituximab.
En junio de 2020, el hemograma mostré valores
normales en el recuento celular y el andlisis de
mutacién BRAF en muestra de tejido en parafi-
na result6 positivo para la mutaciéon V600E en
estado heterocigoto (V/E). Hoy dia continGa en
seguimiento.

Caso 3

Paciente masculino de 62 anos, con antecedente
de diabetes mellitus tipo 2, en tratamiento; hi-
pertension arterial y Glcera géstrica perforada.
Fue enviado al servicio médico en octubre de
2019 con cuadro clinico de adinamia e hiporexia
de un mes de evolucion. El cuadro hemdtico
revel6 pancitopenia; el mielograma informé:
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linea granulocitica disminuida y linea eritroide
aumentada, ambas con cambios megaloblasticos
y asincronia nicleo-citoplasma; se identificaron
linfocitos patolégicos del 15.4%, medianos,
con moderada relacion nicleo-citoplasma,
citoplasma basofilo con prolongaciones y cro-
matina ligeramente condensada. El analisis por
citometria de flujo de la médula ésea evidencio
linfocitos B patolégicos monoclonales del 11%
(slgKappa+,slglambda-) maduros (CD45+,
CD19+, CD20+ CD10-), con expresion fuer-
te y homogénea de CD25, CD11¢c, CD103 y
CD200, compatible con leucemia de células
peludas. Este resultado se correlacioné con los
hallazgos morfolégicos en la biopsia de médula
6sea, que resulté con hipercelularidad infiltra-
cién intersticial (90%) por leucemia de células
peludas, minima hematopoyesis residual de las
tres lineas (10%) y fibrosis reticulinica grado 2.
Adicionalmente, se documento bacteriemia por
Streptococcus agalactiae (grupo B) con respec-
tivo tratamiento. En junio de 2020, el paciente
fue enviado para tratamiento extrainstitucional y
seguimiento de la leucemia de células peludas.

DISCUSION

Durante el estudio de pacientes con leucemia de
células peludas se han identificado contextos epi-
demiolégicos multifactoriales, ademas de la edad
y el género.' La incidencia de la enfermedad varia
segln el origen étnico, por ejemplo, en orden de
frecuencia afecta a los caucasicos, seguido de los
asidticos, 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 ano),”® seguido de otros sitios,
como Estados Unidos y el Reino Unido, con un
promedio de 3 a 4 casos por millén de habitantes
al ano;'* mientras que en Israel y China se reportan
de 0.3 a 1.6 casos por millon de habitantes al
afio." Particularmente se han asociado factores
ambientales relacionados con el estilo de vida en
pacientes con leucemia de células peludas, pese
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a la poca informacion reportada, esta sugiere
un mayor riesgo de la enfermedad en ganaderos
o individuos expuestos a pesticidas, productos
derivados del petréleo, diesel y radiacién ioni-
zante;'® patron que también se ha identificado
en México, en el que la proporcién de pacientes
diagnosticados con leucemia de células peludas
es significativamente mayor en la region norte del
pais, con una frecuencia mas alta en personas
dedicadas a las actividades agricolas, comparada
con las regiones central o sudoriental.'” Para el
afo 2014, mediante un metandlisis, se consi-
deraron dos variables importantes en pacientes
con diagnéstico de leucemia de células peludas,
es decir, se observé mayor riesgo por exposicion
a la agricultura y menor riesgo de exposicion al
tabaco, lo que respalda un origen multifactorial.'®
Los pacientes expuestos en este reporte de casos
comparten caracteristicas epidemioldgicas simila-
res a los reportados en la bibliografia: sexo y edad
(media de 55 anos). Durante el interrogatorio cli-
nico no reportaron actividad laboral relacionada
con la agricultura. En cuanto a los antecedentes
clinicos de importancia, en los casos descritos
se destacan alteraciones crénicas (diabetes tipo
2 e hipertension arterial), que anteriormente se
han informado de bajo riesgo para padecer leu-
cemia de células peludas en estudios de casos y
controles.”

De acuerdo con el Gltimo consenso de diag-
nostico y tratamiento de leucemia de células
peludas,” la sospecha clinica inicia con la
identificacion de adinamia, astenia, hiporexia y
esplenomegalia en la mayoria de los casos. Los
tres pacientes del estudio manifestaron estos
sintomas (Cuadro 1); a excepcion de la esple-
nomegalia en el tercer caso, considerado una
manifestacién atipica.?’ La evaluacién inicial
incluyo la identificacién de pancitopenia me-
diante cuadro el hemdtico y recuento diferencial
en frotis de sangre periférica, lo que permitio
diferenciar morfolégicamente las células leucé-
micas, caracterizadas posteriormente mediante
el mielograma. Figura 1

https://doi.org/10.24245/patrl.v60id.5718
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Cuadro 1. Caracteristicas clinicas y diagnéstico de los pacientes
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Antecedentes de
importancia clinica

Signos y sintomas

Hemograma

Mielograma

Inmunofenotipo

Biopsia de médula ésea

Inmunohistoquimica

Trama reticular

Estudios moleculares

Tabaquismo de 30 anos
(consumo de dos paquetes
anuales) y tuberculosis latente
(en tratamiento)

Fiebre, astenia, adinamia,
caquexia, anorexia y
organomegalia

Bicitopenia (leucopenia y
trombocitopenia)

Linfocitos con morfologia de
células peludas 25.2%

Linfocitos B monoclonales
lambda 22%

Kappa-
CD19+
CD20+
CD45+

99.3% CD10-
(0.7% CD10+)

CD1lc+
CD25+
CD103+
CD200+

Médula 6sea limitada,
normocelular, con infiltracion
intersticial (90%) por leucemia

de células peludas. Minima
hematopoyesis residual de las
tres lineas celulares.

CD20, CD11c(focal): Positivos.

CD5 y CD10: negativos

Fibrosis reticulinica grado 2.

Cariotipo normal
No se encontraron estudios
moleculares para la mutacién
V600E

Ninguno

Dolor abdominal tipo
c6lico, astenia, adinamia y
esplenomegalia
Bicitopenia (leucopenia y
trombocitopenia)
Linfocitosis marcada (90%),
linfocitos de aspecto tumoral

Linfocitos B monoclonales
lambda+ 58%

Kappa-
CD19+
CD20+
CD45+
CD10-

CD11c++
CD25+
CD103+

Médula ésea limitada,
ligeramente hipocelular,
con infiltracién intersticial
(98%) por leucemia de
células peludas. Minima
hematopoyesis residual de las
tres lineas celulares.

CD20: Positivo en el 98% de
la celularidad
CD11c: positivo

Fibrosis reticulinica grado 2.

Cariotipo normal
Muestra positiva para la
mutacién V60OE en estado
heterocigoto (V/E) en biopsia
de tejido

Diabetes tipo 2 (en
tratamiento), hipertensién
arterial y ulcera gastrica
perforada

Astenia, adinamia e hiporexia

Pancitopenia

Linea granulocitica
disminuida, linea eritroide
aumentada, con linfocitos

patolégicos del 15.4%

Linfocitos B monoclonales
kappa+ 11%
Lambda -

CD19+
CD20+
CD45+

CD10+

CD11c+
CD25+
CD103+
CD200+

Médula ésea adecuada,
hipercelular, compatible con
infiltracion intersticial (90%)

por leucemia de células

peludas. Minima (10%)
hematopoyesis residual de las

tres lineas, con predominio de
la serie eritroide.

CD20 y CD10: Positivos en el
90% de la celularidad.
CD5, CD23 y CiclinaD1:
Negativos.

CD25, CD11c y Anexina: No
valorables

Fibrosis reticulinica grado 2.

Cariotipo normal
No se encontraron estudios
moleculares para la mutacion
V600E
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Infecciones asociadas Tuberculosis, candidiasis Infeccién de vias urinarias  Bacteriemia por Streptococcus
esofdgica, infeccién por agalactiae (grupo B)
Blatocystis sp
y Helicobacter pylori.
Tratamiento Inicial: cladribina (0.01 mg/kg/ Inicial: cladribina (0.01 mg/kg/ No reportado en la institucion
dia) durante 7 dias dia) durante 7 dias
Después de la recaida: Después de la recaida:
rituximab (375 mg/m?) rituximab (375 mg/ m?)
semanalmente por 8 dosis semanalmente por 8 dosis
Recaida 8 afios después del primer 5y 10 anos después del No reportado en la institucion
tratamiento primer tratamiento

para los marcadores CD10, CD11c, CD25 y
CD103 (Figura 4), que al correlacionarlo con los
hallazgos morfoldgicos en la biopsia de médula
Osea permitieron establecer el diagndstico de
leucemia de células peludas. Progresivamente
se han implementado pruebas moleculares,
como la deteccion de la mutacién BRAF V600E
mediante reaccion en cadena de la polimerasa y
secuenciacion de Sanger, andlisis con el que se
logré obtener para uno de los casos, y demostrd
positividad para la mutacion.

Figura 1. Aspirado de médula 6sea y mielograma de
leucemia de células peludas. Morfologia caracterfs- La evolucion de la leucemia de células peludas

tica de los linfocitos patologicos, con proyecciones ¢ 550cia con infecciones recurrentes, como se
citoplasmaticas finas tipo “pelos”.

evidencio en los tres casos descritos. Particular-
mente, se ha reportado como una enfermedad
El andlisis de la biopsia de médula 6sea, median- predisponente para tuberculosis diseminada,®?
te coloraciones de rutina (hematoxilina-eosina en el caso 1 se reportd tuberculosis latente y
y Giemsa) permitieron evaluar el estado de posterior a ocho afios del diagndstico de leucemia
infiltracion y la morfologia caracteristica de los  de células peludas se identificaron, nuevamente,

linfocitos B tumorales, con ndcleos hendidos y bacilos en el derrame pleural izquierdo; respecto
citoplasmas amplios, claros (Figura 2 A-C). La  a esto, en la bibliografia se resalta el riesgo de
histoquimica de trama reticular report¢ la fibro- infecciones micobacterianas asociadas con la
sis reticulinica, y en los tres casos se informd leucemia de células peludas y con la prescripcion

aumento de la trama reticular grado dos (Figura  de cladribina; por lo es importante la deteccion y
2D). Adicionalmente, en la inmunohistoquimica tratamiento de las formas latentes de tuberculosis

se identificaron marcadores positivos para CD20, en pacientes a quienes se prescriben medica-
CD11c (Figura 2Ey F) y, en algunos casos, CD10, mentos inmunosupresores. Se han identificado,
que se correlacionaron con el andlisis de inmu- ~ ademds, muestras de lavado bronqueoalveolar
nofenotipo por citometria de flujo. infiltradas por células patoldgicas en pacientes

diagnosticados con leucemia de células peludas,
En los pacientes de este caso se identificd una  destacando el andlisis de muestras especiales de
poblacién de linfocitos B maduros monoclonales quienes tienen diagndstico presuntivo o confir-
de mayor complejidad (Figura 3), con positividad mado de linfomas de células B.?

https://doi.org/10.24245/patrl.v60id.5718
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Figura 2. Biopsia de médula dsea leucemia de células peludas. A y B) Tincion con H-E (10x y 40x respecti-
vamente). Cortes de médula 6sea, con infiltracion intersticial y difusa por linfocitos de pequefio tamano, con
citoplasma amplio, ligeramente claro, nicleos ovalados y levemente hendidos. C) Tincién con Giemsa (40x).
Se observa el detalle morfolégico de la poblacién linfoide neoplasica. Nétese la distribucién espaciada de
los ndicleos y la apariencia de “huevo frito”. D) Reticulo (40x), con aumento de la trama reticular, grado 2. E
y F) Inmunohistoquimica positiva para CD20 (10x y 40x respectivamente), se observa la poblacion linfoide
neopldsica. El CD11c mostro positividad débil y focal en la poblacién neopldsica (no se muestra en la imagen).
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Figura 3. Caracterizacién inmunofenotipica de linfocitos B maduros monoclonales en muestras de médula 6sea
de los 3 casos. De acuerdo con el andlisis por citometria de flujo, se observaron dos poblaciones de linfocitos
B maduros (CD45+, CD19+, CD20+); de estos, una poblacién celular fue caracterizada normal (azul) y otra
patolégica (rojo). Esta dltima con mayor complejidad comparada con la poblacién azul, y con restriccion a
una de las cadenas de inmunoglobulina: Kappa-/Lambda+ en los casos 1y 2, y Kappa+/Lambda- en el caso 3.
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Figura 4. Inmunofenotipo compatible con leucemia de células peludas en muestra de médula 6sea de los 3 casos.
Relacionada con la figura 1, en los diferentes dotplots se evidencian dos poblaciones celulares de linfocitos B
maduros y patolégicos. En color azul se identifican los linfocitos B maduros normales y en rojo los patolégicos.
Para el primer caso se observaron linfocitos B de tamafo pequefio y negatividad para CD10, CD11¢c, CD25 y
CD103. Por contrario, los marcadores identificados en la poblacién de linfocitos B patolégicos, representados
en color rojo, son mas complejos y expresaron positividad para CD10, CD11¢, CD25 y CD103, compatibles

con leucemia de células peludas.

En este informe de casos, los pacientes 1y 2 tu-
vieron seguimiento, en promedio, de diez aios,
y se identifico recaida, con posterior curacién
al prescribir cladribina y rituximab. De acuerdo
con los reportes disponibles con este esquema
de tratamiento, el 47% de los pacientes no
evidencian enfermedad minima residual.?* Sin
embargo, el 40% tiene recaida.”® Finalmente,
desde la identificacion de la mutacion BRAF
V60OE se han disefado esquemas de tratamiento
mas especificos, que proyectan a largo plazo
un mejor pronéstico y desenlace clinico de los
pacientes con leucemia de células peludas.?

Es importante resaltar el papel de la integracion
entre los antecedentes, hallazgos clinicos, mor-
folégicos e inmunofenotipicos en el andlisis
y el diagnostico de pacientes con leucemia
de células peludas, destacando los contextos
epidemioldgicos multifactoriales que pueden
intervenir en esta enfermedad. La identificacion
de los factores y el disefio del estudio dependen
de la notificacion y vigilancia de pacientes con
leucemia de células peludas, ademas de incluir
pruebas moleculares que permitan el seguimien-
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to especifico y la obtencién de datos prondsticos
y blancos terapéuticos para la mutacién de BRAF.
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