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RESUMEN

Introduccion: La infiltracion del sistema nervioso central por células malignas
constituye una complicacion grave de algunas neoplasias hematoldgicas,
principalmente leucemias agudas y linfomas agresivos.

Objetivo: Resumir la base cientifica y la significacion clinica de los métodos de
estudio del liquido cefalorraquideo para el diagnostico y el seguimiento de la
infiltracion neuromeningea en pacientes con neoplasias hematologicas.

Métodos: Se buscd informacion durante abril de 2021 en las bases de datos
PubMed, ScienceDirect y SciELO. Se seleccionaron las publicaciones en base a su
tipologia, actualidad, alcance y las limitaciones de los estudios.

Conclusiones: El estudio citomorfoldgico del liquido cefalorraquideo se considera
el método estandar para el diagnostico y el seguimiento de la infiltracion
neuromeningea. La citometria de flujo resulta mas sensible para la deteccion de
infiltracion oculta que la citologia convencional; pero aln existen reservas sobre
su significacion clinica. Se investiga también la sensibilidad de otros estudios
moleculares como el uso de la reaccion en cadena de la polimerasa y la
deteccion de biomarcadores.
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ABSTRACT

Introduction: Infiltration of the central nervous system by malignant cells
constitutes a serious complication of some hematological malignancies, mainly
acute leukemias and aggressive lymphomas.

Objective: To summarize the scientific basis and clinical significance of
cerebrospinal fluid study methods for the diagnosis and follow-up of
neuromeningeal infiltration in patients with hematologic malignancies.

Methods: Information was searched during April 2021 in PubMed, ScienceDirect
and SciELO databases. Publications were selected based on their typology,
timeliness, scope, and study limitations.

Conclusions: The cytomorphological study of cerebrospinal fluid is considered
the standard method for the diagnosis and follow-up of neuromeningeal
infiltration. Flow cytometry is more sensitive for the detection of occult
infiltration than conventional cytology, but there are still reservations about its
clinical significance. The sensitivity of other molecular studies such as the use of
PCR and biomarker detection is also investigated.

Keywords: biomarkers; flow cytometry; hematologic malignancies; cerebrospinal
fluid; polymerase chain reaction; central nervous system.
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Introduccion

La infiltracion del sistema nervioso central por células malignas constituye una
complicacién grave de algunas neoplasias hematoldgicas. La propia afeccion
neuromeningea, asi como la toxicidad derivada de su tratamiento, ensombrecen
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el pronodstico en estos pacientes. Dicha complicacion resulta mas frecuente en las
leucemias agudas y linfomas no hodgkinianos con subtipos histologicos de alto
grado de malignidad.™"?

El diagnodstico de la infiltracion meningea se presenta en cualquier momento del
curso de la enfermedad, y se complementa con técnicas de imagen por
resonancia magnética y tomografia computarizada; sin embargo, el gold standard
se considera el estudio citologico convencional del liquido cefalorraquideo (LCR),
que permite identificar la infiltracion aun en ausencia de signos clinicos de
compromiso neurologico.®* Estos resultados cobran importancia para la
indicacion de una profilaxis personalizada, el seguimiento y la evolucion de
tratamientos mas especificos, y la prevencion de recaidas.

La presencia intermitente de células neoplasicas, por la naturaleza multifocal de
la afectacion neuromeningea, explica el resultado negativo del analisis del LCR
en una primera muestra; ademas, junto con otros factores, obstaculiza la
deteccion de blastos y células neoplasicas, y muestra una baja sensibilidad del
analisis citologico.®

En los ultimos anos se han investigado nuevos métodos para diagnosticar
pacientes con infiltracion oculta (no visible por citomorfologia convencional),
cuyo riesgo de recaida en el sistema nervioso central resulta superior al de los
casos sin infiltracion. La citometria de flujo, la reaccién en cadena de la
polimerasa, el analisis de marcadores inmunologicos solubles y la deteccion de
micro ARNs se encuentran entre los procedimientos mas importantes. (7”8

Este articulo de revision se propuso como objetivo resumir la base cientifica y la
significacion clinica de los métodos de estudio del liquido cefalorraquideo para el
diagnostico y el seguimiento de la infiltracion neuromeningea en pacientes con
neoplasias hematoladgicas.

Métodos

Se busco informacion en las bases de datos PubMed, ScienceDirect y SciELO sobre
el estudio del liquido cefalorraquideo en la infiltracion neuromeningea por
neoplasias hematoldgicas. Se emplearon los términos leucemias agudas,
meninigitis leucémica/linfomatosa, liquido cefalorraquideo, linfomas, citometria
de flujo y biomarcadores y sus equivalentes en inglés. Se seleccionaron las
publicaciones de las tipologias siguientes, por orden de prioridad: metaanalisis,
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articulos originales, articulos de revision y presentaciones de caso. Se tuvieron
en cuenta la actualidad, el alcance y las limitaciones de los estudios.

Bases fisiopatolégicas y clinicas de la infiltracion
neuromeningea

La infiltracion a través de la circulacidn sistémica constituye la via mas frecuente
para la invasion del sistema nervioso central por células leucémicas vy
linfomatosas. Se ha propuesto la diseminacion directa desde la médula 6sea del
craneo, mediante el sistema linfatico, a través de los plexos coroideos, e,
incluso, iatrogenamente a través de la punciéon lumbar.®'? El evidente
neurotropismo de algunas neoplasias hematologicas se asocia a la sobreexpresion
de moléculas de adhesion especificas (como CD56 en la leucemia linfoblastica
aguda) y la evasion exitosa de las barreras sangre-cerebro, sangre-leptomeninges
y sangre-LCR.®

La leucemia linfoblastica aguda, la mas comun en la poblacion pediatrica, puede
complicarse con una infiltracién neuromeningea.*®'" Este hecho se limita en la
leucemia mieloide, particularmente en los subtipos con componente monocitico
(M4 y M5 de la clasificacion FAB), aunque varios autores sugieren que esta
complicacion se halla subdiagnosticada.!"® La meningosis linfomatosa se describe
en las variedades linfoblastica y de Burkitt; se presentan en otros linfomas
agresivos, como el difuso de células B grandes.!"*' Las manifestaciones clinicas
de esta complicacion dependen del grado de infiltracion y la zona afectada;
muchos casos son asintomaticos, y otros evidencian cuadros de hipertension
endocraneana, alteraciones del estado mental o toma de los pares craneales. ®

En algunas de las enfermedades mencionadas, la estrategia de tratamiento
necesita el uso sistematico de profilaxis.!"™ En otras neoplasias hematoldgicas los
cuidados dependen de la variedad histoldgica y los parametros clinico-biologicos
reconocidos como factores de riesgo para la infiltracién neuromeningea."® Para
esta complicacion se ha usado radioterapia, quimioterapia intratecal y sistémica
con farmacos capaces de atravesar la barrera hematoencefalica. Los esquemas
terapéuticos varian, y multiples estudios se centran en las ventajas de unos sobre
otros."718)

En cualquier caso, el principal objetivo es eliminar las células neoplasicas y
evitar las alteraciones neurocognitivas, derivadas de la toxicidad de un
tratamiento agresivo. Se debe recordar la clasica denominacion del sistema
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nervioso central como “santuario” para estas enfermedades, protector de las
células neoplasicas ante los mecanismos inmunitarios del propio organismo y los
procedimientos empleados, lo cual resulta en enfermedad minima residual con el
subsecuente incremento del riesgo de recaida.

Estudios citomorfolégicos y bioquimicos convencionales

El examen citolégico del LCR, en la blUsqueda e identificacion de células
leucémicas y linfomatosas, constituye el método estandar para el diagnostico de
infiltracion neuromeningea. Se complementa con la exploracion neurologica y las
técnicas de imagen."”? La elevacion de la presion de LCR, el aumento de
leucocitos y proteinas, y un descenso en la glucosa se consideran hallazgos
sugestivos, pero inespecificos de infiltracion neoplasica.?"

La definicidn clasica de leucemia meningea se establece cuando se observan mas
de cinco leucocitos/microlitro en una muestra de LCR extraida por puncion
lumbar. Para la leucemia linfoblastica aguda se sefalan tres categorias de riesgo,
basadas en el nimero de leucocitos, la presencia de blastos y la naturaleza de la
puncion lumbar (tabla). En la practica habitual, la presencia de blastos en LCR,
independientemente del recuento de leucocitos, se considera diagnostica de
infiltracion.® 2%

Tabla - Clasificacion en relacion a la infiltracion neuromeningea en la leucemia
linfoblastica aguda

Clasificacion Linfoblastos en LCR (citocentrifuga) Conteo de leucocitos en LCR (cel/pl)
SNC1 Ausentes Ninguno

SNC2 Presentes <5

SNC3 Presentes >5

SNC4 (PLT) Presentes Variable

Nota: "Puncién lumbar traumatica (PLT) con un conteo de eritrocitos >10/pL.

La mayoria de las recaidas en el sistema nervioso central ocurre en pacientes
inicialmente diagnosticados con un LCR negativo."? Varios estudios coinciden en
la baja sensibilidad del analisis citomorfoldgico convencional para la deteccion
de infiltracion neuromeningea en distintas neoplasias hematoldgicas.®**2® En
ello influyen la calidad de la técnica para la puncion lumbar, las pocas células
circulantes en un amplio volumen de LCR del cual se debe extraer una pequena
muestra, la contaminacion por células de sangre periférica, la destreza del
patélogo para identificar correctamente células neoplasicas, entre otros.*?”
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Se estudian nuevos procedimientos para aumentar la sensibilidad del diagnédstico
a través del LCR; sin embargo, debido a la ausencia de estandarizacion vy
correlaciones clinicas, asi como a cierta reluctancia a experimentar con una
disminucion en la intensidad de la profilaxis, estas metodologias no reemplazan
la citologia tradicional. Esto ha obstaculizado la personalizacion de las
estrategias preventivas y, en consecuencia, algunos pacientes tienen un riesgo
mayor de toxicidad derivada del tratamiento. Si al momento del diagnostico se
detectara el compromiso neurolégico en muestras negativas a la citologia, la
vigilancia fuera mas precisa y el riesgo de recaidas menor.

Citometria de flujo

La citometria de flujo es una tecnologia biofisica empleada en el recuento y la
clasificacion de células.”® En los ultimos veinte afos, el estudio del LCR de
pacientes con neoplasias hematologicas se ha considerado superior a la
citomorfologia  convencional para el diagnostico de infiltracion
neuromeningea.®*#2>262% Esta reporta mas muestras positivas en las leucemias
agudas y linfomas mediante el analisis por citometria de flujo multiparamétrica
que por citologia.®”

La deteccion de blastos leucémicos en LCR predice recaidas en la leucemia
linfoblastica aguda de la infancia.®®” Una investigacion de esta enfermedad en
pacientes adultos concluydé que el diagnoéstico por citometria de flujo puede
revelar dolencias ocultas del sistema nervioso central y que la meningosis
leucémica oculta se vincula con un mayor riesgo de reincidencias.®"

Igualmente, se ha explicado la utilidad del uso de la citometria de flujo en
neoplasias linfoproliferativas.?® Una revision sistematica de 2016, que comparo
la sensibilidad de este procedimiento con respecto a la citologia convencional en
neoplasias linfoides, observo heterogeneidad en los estudios; sin embargo, indico
que la citometria de flujo, junto con el analisis citologico, incrementa las
muestras de LCR positivas a la infiltracion por linfomas no Hodgkin agresivos,
incluido el linfoma difuso de células B grandes.??

Un estudio cubano de 2019 determindé que la citometria de flujo resulta un
método util en la clasificacion de los inmunofenotipos del LCR, y discrimina entre
células normales, reactivas y sospechosas cuando la citologia no halla positivos
de células malignas.

El compromiso del sistema nervioso central en el mieloma multiple constituye
una complicacion rara, pero no excepcional. Las técnicas citoldgicas encuentran
células plasmaticas atipicas y la citometria de flujo identifica células
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CD38/CD138 en el LCR de aproximadamente el 90 % de los casos confirmados con
infiltracién neuromeningea.®? Ademas, la presencia de paraproteina y las
cadenas ligeras libres clonales en el LCR por puncién lumbar limpia pueden ser
diagnosticas. 3%

La citologia del LCR y la citometria de flujo resultan muy utiles: la primera
identifica tumores desconocidos mediante inmunocitoquimica, y la segunda
distingue las células plasmaticas clonales del mieloma multiple de las células
plasmaticas policlonales, presentes en el LCR en otras condiciones.

Estas dos técnicas se han comparado desde inicios del presente siglo, pero no se
ha alcanzado un consenso en la estrategia diagnostica de la infiltracion meningea
en leucemias y linfomas. La significacion clinica de muestras positivas en la
citometria de flujo, pero negativas a la citologia, ain es incierta;®* por ello se
requieren mas estudios prospectivos para confirmar el valor de la citometria de
flujo en la estrategia global de tratamiento de la infiltracion neuromeningea en
neoplasias hematoladgicas.

Reaccién en cadena de la polimerasa

Aunque la inmunocitoquimica y la citometria de flujo contribuyen a descubrir
casos con infiltracion neuromeningea oculta (no detectable mediante citologia
convencional), estos métodos necesitan muestras frescas y un ndmero
determinado de células para el examen. El analisis mediante la reaccidon en
cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real (con cebadores especificos,
derivados de la propia médula dsea del paciente al momento del diagnoéstico) se
considera sensible para confirmar bajos niveles de infiltracion en el LCR. ®)

Una comparacion entre el analisis citologico y la PCR para el compromiso
meningeo en leucemia linfoblastica aguda de la infancia refirio la utilidad de
este método molecular y la secuenciacion para confirmar la infiltracion cuando
se usa junto con la citomorfologia.®”® En la leucemia promielocitica, aunque la
infiltracion meningea resulta rara, también se ha descrito el uso de la RT-PCR
para diagnosticar esta complicacion.

Biojone y otros“? apuntaron que el empleo de la PCR, con analisis
homo/heterodlplex y cebadores de consenso para los genes de la IgH y el TCR,
detecté enfermedad minima residual en el LCR en el 46,8 % de los nifos con
leucemia linfoblastica aguda sin puncion traumatica o evidencia de afectacion
morfoldgica del sistema nervioso central. Ademas, confirmaron alteraciones del
gen IgH/TCR en los aspirados de médula o6sea.
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Biomarcadores

Las investigaciones sobre sustancias bioldgicas del LCR (proteinas, acidos
nucleicos y metabolitos), relacionadas con las neoplasias hematologicas, han
experimentado un importante progreso en los ultimos veinte anos. Estos estudios
se enfocan en dos areas principales: la evaluacion de marcadores tumorales,
indicativos de infiltracidon neuromeningea, y los biomarcadores de dano cerebral,
atribuibles al tratamiento (quimioterapia, radioterapia e inmunoterapia), los
cuales reflejan la toxicidad neuroldgica aguda o los procesos que provocan
déficits neurocognitivos a largo plazo.®*"

Los altos niveles de osteopontina en el LCR, una proteina expresada
primariamente en la médula 6sea, se relacionan con las células leucémicas del
sistema nervioso central. Mediante técnicas inmunocitoquimicas, ELISA, Western
blot y tecnologia LUMINEX, se han estudiado ademas marcadores inmunologicos
como uniones de interleucinas y receptores (SIL2-Ra, IL7R), promotores de la
quimiotaxis (CCL2), moléculas de adhesion (L-selectina, sVCAM-1) y otros
factores solubles (TdT, sVEGFR 1&2) a los que se le atribuyen significacion
variable para la deteccion de infiltracién neuromeningea. ®

Los micro ARNs (MiRs) constituyen pequenas secuencias de ARN no codificantes
altamente conservadas cuyos patrones de expresion alterados se asocian a la
progresion de leucemias y otras neoplasias. En las leucemias infantiles los MiRs
actlan como oncogenes o supresores tumorales, por lo que pudieran servir como
biomarcadores diagnosticos y prondsticos, capaces de monitorizar la respuesta a
la terapia.“?

En un intento por esclarecer como la quimioterapia afecta al cerebro y qué
marcadores pronosticarian consecuencias neurocognitivas derivadas de su uso, se
han utilizado varias modalidades investigativas, entre ellas avances en las
tecnologias proteomicas. Niveles elevados de algunas enzimas (NSE, beta-
glucoronidasa), factores de crecimiento (NGF, BDNF, neuromodulina),
marcadores de estrés oxidativo y citoquinas se han asociado al riesgo de
desarrollar dano neurologico agudo, leucoencefalopatia, trastornos del animo y
disminucion de las capacidades intelectuales. ¢*®) Sin embargo, los biomarcadores
anteriormente referidos se encuentran en fase de descubrimiento; por tanto
deben someterse a rigurosos procesos de verificacion y validacion antes de su
implementacion clinica.
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Conclusiones

El estudio citomorfolégico del LCR constituye el método estandar para el
diagnostico y el seguimiento de la infiltracion neuromeningea por neoplasias
hematoldgicas. La citometria de flujo resulta mas sensible que la citologia
convencional para la deteccion de infiltracion oculta, pero aln existen reservas
sobre su significacion clinica. Se evalian otros estudios moleculares como la PCR
y los biomarcadores, indicativos de compromiso neurologico o toxicidad derivada
del tratamiento. La incorporacion de estos métodos, una vez demostrado su valor
clinico, permitira una profilaxis personalizada, el desarrollo de tratamientos mas
especificos y la prevencion de recaidas de los pacientes.
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