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Abstract

Introduction: Central nervous system (CNS) invasion or infiltration can occur at
diagnosis and during follow-up. Factors such as hyperleukocytosis, T phenotype, t(1;19),
or traumatic punctures increase the risk. The results with intrathecal treatment are
variable and require a combination with systemic chemotherapy or radiotherapy. The
association with bone marrow invasion worsens the prognosis.

Objectives: This study describes the characteristics of cases with acute
lymphoblastic leukemia (ALL) and CNS infiltration in patients treated at two
reference centers in Mexico.

Methods: Retrospective, observational study in adult patients with ALL and CNS
infiltration at diagnosis or during follow-up, detected by cytomorphology or flow
cytometry.

Results: The study included 30 patients; 73.3% were men. The mean age was 29 years
(17 to 57 years); 86.70% (n=26) corresponded to patients at high risk of relapse, mostly
with phenotype B (93.3%). The diagnosis was made by cytomorphology in 70% and
flow cytometry in 26.70%. The main symptom was headache (56.70%), and 10% had
some peripheral neuropathy. The median time to relapse was 417 days; 66.70% (n=20)
achieved a favorable response to intensive intrathecal chemotherapy twice a week,
and 33.30% (n=10) received a combination with other strategies. CNS infiltration in less
than 400 days was associated with a worse prognosis.

Conclusion: CNS infiltration is an expected complication that requires rapid resolution
to prevent bone marrow relapse.

Keywords. Precursor cell lymphoblastic leukemia-lymphoma, recurrence, central
nervous system; injections, spinal.

Resumen

Introduccion. La invasion o infiltracion al sistema nervioso central (SNC) puede
presentarse tanto en el diagndstico como en el seguimiento. Factores como la
hiperleucocitosis, fenotipo T, t (1;19) o punciones traumaticas aumentan el riesgo.
Los resultados con tratamiento intratecal son variables y requieren la combinacion
de quimioterapia sistémica o radioterapia. La asociacion con infiltracion de la
médula 6sea empeora el pronostico.
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Objetivos. En este estudio se describen las caracteristicas de los casos con leucemia linfoblastica aguda (LLA) e
infiltracion del SNC en pacientes atendidos en dos centros de referencia en México.

Métodos. Estudio observacional, descriptivo, retrospectivo, en pacientes adultos con LLA e infiltracion del SNC en el
diagndstico o durante el seguimiento, detectada por citomorfologia o por citometria de flujo.

Resultados. Se estudiaron 30 pacientes, 73,3 % fueron hombres, la media de edad fue 29 afos (17 a 57 anos). EL 86,7 %
(n=26) correspondieron a pacientes con un riesgo alto de recaida y mayormente con fenotipo B (93,3 %). En el 70,0 %
de los casos el diagnostico se realizo por citomorfologia y en el 26,7 %, por citometria de flujo; el sintoma principal
fue cefalea (56,7 %) y el 10,0 % cursaron con alguna neuropatia periférica. El tiempo promedio para recaida fue de
417 dias, el 66,7 % (n=20) logré una respuesta favorable a quimioterapia intratecal intensiva dos veces por semana.
Un 33,3 % (n=10) ameritd la combinacion con otras estrategias. La infiltracion del SNC en un periodo menor de 400
dias se asoci6 con un peor pronostico.

Conclusion. La infiltracion al SNC es una complicacion esperada que requiere una rapida resolucion para prevenir la
recaida en la médula osea.

Palabras clave: leucemia-linfoma linfoblastico de células precursoras, recurrencia, sistema nervioso central,

inyecciones espinales.
Introduccién

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una
neoplasia caracterizada por la proliferacion y
acumulacion de progenitores linfoides en la médula
6sea y en otros tejidos (1). A diferencia de los
nifos, los adultos expresan con mayor frecuencia
el cromosoma Philadelphia o anormalidades
Philadelphia like, lo que determina un pronéstico
adverso (2). Entre un 5 % y un 10 % de los casos
presentan afectacion al sistema nervioso central al
momento de hacer el diagnostico. Tanto un conteode
leucocitos elevado como la variante de precursores
T se consideran los principales factores de riesgo
para infiltracion; sin embargo, la mutacion E2A-
PBX1 y la sobreexpresion del factor de crecimiento
vascular (VEGF-A) aumentan el riesgo de infiltracion
al SNC; la molécula VCAM-1 (por las siglas en inglés
de vascular cell adhesiéon molecule), contribuye
tanto al paso como a la adherencia de las células
leucémicas a través de la barrera hematoencefalica,
modificando la estructura del microambiente
principalmente del espacio subaracnoideo o del
parénquima cerebral (3,4). Macroscopicamente,
la infiltracion puede localizarse directamente en
la barrera hematoencefalica o en las estructuras
leptomeningeas adyacentes, y es mayor en los
pacientes que persisten en actividad o que cursan
con progresion de la enfermedad (5).

Los datos clinicos de infiltracion son variables, la
cefalea es el mas frecuente seguido del vomito (6);
otras manifestaciones poco frecuentes incluyen
mareo, vision borrosa o ceguera (7). Debido a que
en su mayoria los pacientes son asintomaticos,
todos reciben un tratamiento profilactico de
invasion del SNC mediante quimioterapia intratecal
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(metotrexato, citarabina) sola o combinada con
quimioterapia sistémica (8). Otros medicamentos,
como el rituximab intratecal (mediana de dosis
de 25 mg), se han incorporado al tratamiento en
especial en pacientes con enfermedad refractaria
(9,10). Para la deteccion de la infiltracion
se requieren la descripcion morfoldgica y la
citometria de flujo (11). Al comparar las técnicas,
la citometria de flujo identifica con mayor precision
la infiltracion y permite reclasificar el tipo de riesgo
de los pacientes (12). La infiltracion al SNC es una
de las principales complicaciones de la LLA, que
influye sobre la secuencia de tratamiento; ademas,
su frecuencia es variable y depende en gran
medida, de las herramientas disponibles para su
evaluacion. El objetivo de este estudio es describir
el comportamiento de los casos con infiltracion
al SNC y la respuesta a las diferentes estrategias
terapéuticas.

Materiales y métodos

Diseno del estudio

Se trata de un estudio observacional, descriptivo,
retrospectivo, en pacientes portadores de LLA
diagnosticados en el Hospital General de México y en
el Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca
(Ciudad de México) en un lapso de 15 afios (2007 a
2021). Para el andlisis se incluyeron pacientes que
hubieran presentado infiltracion al SNC, ya sea al hacer
el diagndstico o durante el seguimiento; los criterios
de exclusion fueron: pacientes que no contaran con
una puncion lumbar al momento del diagndstico;
que no recibieron quimioterapia intratecal; que
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tuvieran diagnostico de leucemia de linaje mixto,
leucemia-linfoma tipo B o leucemia secundaria a
otro tipo de cancer.

Elanalisis se realizo mediante un estudio morfologico
y, en los ultimos tres afios, con citometria de flujo.

Andlisis del liquido cefalorraquideo

El analisis de liquido cefalorraquideo (LCR) se
hizo durante las primeras dos horas después de
tomar el reactivo. Posterior a la administracion
de quimioterapia intratecal, se obtuvieron dos
muestras (1 mL cada una) de LCR. La primera
para analisis citomorfoldgico y la segunda para
citometria de flujo y conteo automatico.

Técnica de citocentrifugacion

Las muestras para la evaluacion citomorfologica
se obtuvieron por citocentrifugacion (Cytospin),
se procesaron 5 gotas de LCR a 500 rpm durante
5 minutos (Rotofix 32A, Andreas Hettich GmbH &
Co. KG, Alemania). Las muestras para el analisis se
tiferon en seco con colorante Wright.

Después del tenido, las muestras se evaluaron con
microscopio 6ptico (VE-BC3 Plus Plan, Velab CO, EE.
UU.) en objetivos de 40X y 100X para clasificar en
tres tipos de infiltracion. El resultado del analisis
morfoldgico se clasifico como Tipo 1 con ausencia
de leucocitos o blastos, Tipo 2 con menos de 5
leucocitos por microlitro sin blastos identificables
y Tipo 3 con mas de 5 leucocitos con blastos
identificables. En caso de presencia de eritrocitos
se clasifico como liquido sanguinolento.

Preparacion de la suspension celular
(conteo en camara)

Para el analisis posterior se hizo una suspension celular
centrifugando 1 mLde LCR en tubos de microcentrifuga
a 3000 rpm durante 5 minutos (Centrifugue 5418,
Eppendorf AG, Alemania). El liquido sobrenadante
se recogi6 en un tubo nuevo. El sedimento celular se
suspendié en 40 pL (20 pL para citometria de flujo y
20 pL para el contador automatico TC20).
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Anadlisis por citometria de flujo

Las suspensiones de células frescas de LCR se
marcaron, de acuerdo con las recomendaciones
del fabricante, con anticuerpos monoclonales
conjugados con isotiocianato de fluoresceina
(FITC, por sus siglas en inglés), ficoeritrina (PE, por
sus siglas en inglés), ficoeritrina cianina 5 (PC5,
por sus siglas en inglés) o dicroismo electronico
circular (ECD, por sus siglas en inglés). El panel de
anticuerpos utilizado para el analisis comprendia
anti-CD45-PC5, anti-CD10-PE, anti-CD 3-FITC y
anti-CD19-ECD. Todos los anticuerpos se obtuvieron
de Beckman Coulter (Fullerton, CA).

Las suspensiones celulares se realizaron en una
solucion tamponada con fosfato (PBS1X, Thermo
Fisher Scientific Inc.), hasta un volumen final de
50 pL. Las células se tifleron con la combinacion de
anticuerpos y se incubaron a temperatura ambiente
durante 15 minutos. El analisis de fluorescencia
cuantitativo se realizd utilizando un Beckman
Coulter Cytomics FC500 con el software CXP 2.3.
El tiempo de adquisicion se establecio en funcion
del nimero de eventos obtenidos. Las imagenes de
las diferentes técnicas de analisis se presentan en

la figura 1.
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Figura 1. A. Andlisis completo de muestra de LCR. Seis
células blasticas por campo en frotis de LCR, objetivo
40X. B. Deteccion de células positivas CD45-CD10 de su-
perficie en suspension celular de LCR. C. Imagen de célu-
las de LCR en un rango de 6 a 14 ym tomada en el conteo
automatizado TC20. D. Células blasticas en camara de
Neubauer, objetivo 40X.



Resultados

Se estudiaron 30 pacientes, en su mayoria de sexo
masculino (n=22) (73,3 %), con diagndstico de LLA
con infiltracion al SNC. La mediana de edad fue de
24,5 afios (rango de 17 a 57 afos). Al documentarse la
infiltracion en el SNC, el 86,7 % (n=26) correspondid
a un riesgo alto de recaida en el momento de
hacer el diagnodstico; 40,0 % (n=12) mostré conteos
de leucocitos superiores a 30 x 10%/ul al hacer el
diagnostico (tabla 1) y en 5 individuos se identifico la
asociacion de anormalidades moleculares (3 casos con
BCRABL1, 2 casos con mutacion KMT2A). Acorde con el
inmunofenotipo, el 93,3 % (n=28) correspondid a un
fenotipo de células B precursoras, y solo 6,7 % (n=2),
a un fenotipo de células T.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los
pacientes (n=30)

Caracteristicas generales n (%)

Edad (afios)

Mediana (rango) 24,5 (17-57)
Sexo

Masculino 22 (73,3)
Femenino 8 (26,7)
Conteo de leucocitos (x 10%/pl) 34,80 (0,30-160 x10%/pl)
>30 x 10° 12 (40,0)
Combinacion de riesgo

LLA-riesgo alto 26 (86,7)
LLA-riesgo estandar 4(13,3)
Momento de la infiltracion SNC

Diagnostico 5 (16,7)
Consolidacion 19 (63,3)
Mantenimiento o vigilancia 2 (6,6)
Recaida o paliativo 2 (6,6)
Segunda remision 2 (6,6)
Resultados del tratamiento

Primera remision completa 22 (73,3)
Refractariedad 8 (26,7)
Tipo de medicamento

Monoterapia con metotrexato 3 (10,0)
Metotrexato con hidrocortisona 17 (56,7)
Metotrexato/hidrocortisona/ara-C 10 (33,3)
Consideraciones del tratamiento

Solo quimioterapia intratecal 8 (26,7)
Combinacion con quimioterapia 22 (73,3)
Seguimiento

Segunda recaida en el SNC 6 (20,0)
Dosis altas de metotrexato (5 g/m?) 2 (6,7)
Intratecal triple 1(3,3)
Rituximab intratecal 1(3,3)
Intratecal plus radioterapia 1(3,3)
Temozolomide 1(3,3)
Recaida en la médula 6sea 11 (36,7)

LLA: leucemia linfoblastica aguda; SNC: sistema nervioso central.
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En cuanto al tratamiento, 26,7 % (n=8) contaba
con un protocolo de inspiracion pediatrica (St
Jude XIlll, CALGB10403); 50,0 % (n=15), con un
esquema inspirado en el Gimema ALL; 20,0 %
(n=6) con Hyper-CVAD (ciclofosfamida, vincristina,
adriamicina y dexametasona) y 3,3 % (n=1) con
esquema de baja intensidad. En la mayoria de
los pacientes se documentd la actividad en el
SNC durante el esquema de consolidacion (n=19)
(63,3 %), seguido del momento del diagndstico (n=5)
(16,7 %), durante el esquema de mantenimiento
(n=2) (6,6 %), recaida o tratamiento paliativo (n=2)
(6,6 %) y segunda remision completa (n=2) (6,6 %).
De los 30 casos, el 63,3 % (n=19) contaba con una
enfermedad minima residual positiva (EMR+) antes

de la identificacion de actividad en el SNC.

Deteccion y sintomatologia

El diagndstico se realizd en un 70,0 % (n=21)
mediante el analisis morfoldgico, 26,7 % (n=8)
con citometria de flujo y un caso con resonancia
magnética (RM). El principal sintoma fue la
cefalea (56,7 %), pero al combinar los sintomas,
la mayoria (50,0 %; n=15) de los pacientes refirid
un sintoma, 36,7 % (n=11) fueron asintomaticos
y 13,3 % (n=4) mencionaron mas de 2 sintomas.
Un 10,0 % (n=3) refirieron neuropatia periférica
como sintomatologia asociada y se registraron dos
casos con amaurosis. Las principales caracteristicas
clinicas de los pacientes se describen en la tabla 1.

Estrategia terapéutica y factores

relacionados con la respuesta

En el 83,3 % (n=25) de los pacientes se tratd
la infiltracion mediante un esquema intratecal
intensivo dos veces por semana; 5 (16,0 %) casos
continuaron con su esquema estandar de profilaxis.
En cuanto al nimero de medicamentos, 10,0 % (n=3)
recibieron uno (metotrexato), 56,7 % (n=17) dos
(metotrexato, hidrocortisona) y 33,3 % (n=10) tres
(citarabina, metotrexato e hidrocortisona) (tabla 1).

Alanalizar la eficaciade laadministracionintratecal,
un 66,7 % (n=20) logro ausencia de la deteccion
de blastos posterior a un ciclo de tratamiento. El
33,3 % (n=10) se considerd refractario al primer
esquema de dosis intratecal y requirioé una segunda
estrategia terapéutica.

235



Revista Colombiana de Cancerologia

El tiempo promedio entre el diagndstico y la recaida
fue 417 dias (17 a 1970 dias). La supervivencia de
todos los individuos se describe en la figura 1. Un
20,0 % (n=6) presentaron una segunda recaida en
el SNC. La estrategia terapéutica para los casos de
segunda recaida incluy6 dosis altas de metrotexato
(5 gramos/m? x superficie corporal, (n=2), intratecal
triple (n=1), rituximab intratecal (n=1), radioterapia
(n=1) o temozolomide (n=1).

Al analizar la proporcion de respuestas en los
pacientes con una segunda recaida en el SNC, solo
el 50,0 % (n=3) alcanzaron una segunda remision
posterior a la recaida.

Se registro solo un caso de tercera recaida aislada
en el SNC; se mantuvo refractario al tratamiento.

Radioterapia y reservorio de Ommaya

La radioterapia al neuroeje se les administro a 6
pacientes, en 5 como esquema de consolidacion
posterior a dosis intratecal y en uno como esquema
de segunda linea. En ninguno de los casos se colocd
un reservorio de Ommaya.

Supervivencia y factores relacionados
con el prondéstico

Al considerar el tiempo de la invasion al SNC, los
pacientes con una recaida antes de los 400 dias
contaron con peor pronoéstico. La supervivencia
global y la supervivencia acorde al tiempo de
invasion se describen en las figuras 2 y 3.
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Figura 2. Supervivencia global de pacientes hematoon-
coldgicos con invasion del SNC.
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Figura 3. Supervivencia global de pacientes hematoon-
coldgicos que presentaron recaida en un lapso limite de
400 dias.

Discusién

A diferencia de la recaida en la médula 6sea, donde
las principales manifestaciones clinicas son anemia
y hemorragia, la infiltracion al SNC cuenta con un
comportamiento clinico heterogéneo, desde casos
asintomaticos hasta manifestaciones como cefalea,
deterioro visual o cognitivo que obligan a sospechar
la infiltracion (13).

Los antecedentes sobre la infiltracion al SNC
se obtuvieron en estudios observacionales, los
cuales, al igual que en el presente estudio, buscan
asociaciones tanto clinicas como con diferentes
biomarcadores que puedan predecir la infiltracion.

Al respecto, en la serie aqui descrita, el sintoma
mas frecuente fue cefalea, pero los casos que
debutaron con paralisis de un par craneal o
amaurosis cursaron con un pronostico desfavorable.

Estos hallazgos coinciden con otros reportes en la
literatura, en los que la afectacion a un par craneal
se considera de mal prondstico (14,15).

La estrategia de profilaxis al SNC depende tanto de
los recursos disponibles como del régimen utilizado
en cada centro, pero en ausencia de una adecuada
profilaxis el porcentaje de recaida asciende entre
un 50-75 %, siendo mayor en los pacientes con
actividad en médula o6sea (16).

La profilaxis al SNC se fundamenta en el uso
de quimioterapia intratecal (doble o triple
medicamento), a pesar de que en la mayor parte de



los protocolos se administra de manera combinada;
esquemas como HyperCVAD la administra de manera
separada (dias +2 y +8) con la finalidad de mejorar
la distribucion y mantener niveles terapéuticos de
del farmaco (17).

Otras estrategias utilizadas principalmente en
pacientes pediatricos incluyen el uso de diferentes
modalidades de radioterapia.

Sobre esto, Walker et al. describieron el efecto de
la combinacion de radioterapia con el esquema de
tratamiento para alcanzar una supervivencia libre
de progresion del 77 % a 12 meses; este efecto solo
se aprecio en los casos que fueron beneficiados con
un trasplante de progenitores hematopoyéticos (18).

Considerando el tipo de quimioterapia intratecal,
Salzer et al. evaluaron el efecto de una doble o
triple terapia intratecal para prevenir la invasion
al SNC, pero no encontraron una diferencia
significativa ni en el porcentaje de recaidas ni en
las complicaciones asociadas (19).

A diferencia de una estrategia de profilaxis, el
tratamiento de recaida en el SNC es controversial,
considerando solo quimioterapia, combinada con
radioterapia, o inclusive algunas estrategias como
la citarabina liposomal o el rituximab (20-22).

Comparando con los diferentes reportes, en la serie
aqui presentada la mayoria de los casos se trataron
con un esquema de quimioterapia intensiva a
través de dos punciones por semana y aunque en
dos tercios de los casos se logré el aclaramiento del
liquido cefalorraquideo, un tercio fue refractario al
tratamiento y requirid otras estrategias.

En los casos en los que se presentd una segunda
recaida, la proporcion de segundas remisiones
completas fue menor, lo que sugiere que en esos
casos hay una invasion a los plexos coroideos que
modifica el microambiente, lo cual contribuye a la
resistencia del paso de los diferentes medicamentos
al SNC. El presente estudio no permite establecer
conclusiones acerca de la mejor estrategia de
profilaxis; se requieren mas ensayos clinicos
para emitir conclusiones al respecto (niUmero de
farmacos y duracion).

El paso de los diferentes farmacos es regulado por

la expresion de diversos genes de resistencia a
multidrogas a través de la barrera hematoencefalica
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(23). Mediante cocultivos con células meningeas, las
células leucémicas muestran una mayor resistencia
a farmacos como el metotrexato, en especial
aquellas que expresan la traslocacion 1;19 (24). Este
efecto sinérgico se relaciona con la interaccion de
las células leucémicas mediante transportadores,
al igual que con las conexinas; este tipo de redes
es fundamental tanto en el neurodesarrollo como
en la division celular e inclusive en la oncogénesis
(25,26).

Otros factores que participan en la invasion al SNC
derivan de la interaccion de las células leucémicas
con su entorno, siendo tanto laIL-15 como la IL7R las
principales citocinas asociadas a la infiltracion (27).
Otras vias de sefalizacion relacionadas incluyen la
expresion de ZAP70, CD79a o la sobreexpresion de
vias como RAS-MAPK y JAK-STAT, esta ultima es un
blanco potencial para inhibidores de tirosina cinasa
como el ruxolitinib (5).

Uno de los objetivos de este estudio fue identificar
la asociacion entre la recaida en el SNC y la recaida
en la médula o6sea. La combinacion de recaida
en la médula dsea con la infiltracion al SNC es de
muy mal prondstico tanto en pacientes adultos
como en poblacion pediatrica (28,29), por lo que
la combinacién de quimioterapia sistémica al
momento de una recaida aislada en el SNC puede
disminuir el riesgo de recaida en la médula dsea.

A pesar de que en nuestro estudio no identificamos
una asociacion entre la infiltracion al sistema
nervioso central con la actividad leucémica en
médula dsea, es importante considerar que la
actividad extramedular es un riesgo latente para
recaidas a nivel medular por lo que sugerimos un
monitoreo mas estricto mediante la determinacion
de enfermedad residual medible, su deteccion
puede realizar tanto a través de citometria de
flujo por un panel estandarizado como por técnicas
moleculares permitiendo discriminar a los casos
con un alto riesgo de recaida, la aplicacion de estas
técnicas en el monitoreo del liquido cefalorraquideo
es aun limitado; sin embargo la citometria de flujo
es la herramienta mas sensible para detectar
infiltracion en especial en individuos asintomaticos.

Estas técnicas permitiran que incluso en situaciones
mieloablativas, como un trasplante alogénico, se
puedan detectar pacientes con riesgo de recaida
aislada en el SNC (4 % de los casos) y asi plantear
una estrategia de profilaxis (30,31).
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La persistencia de invasion del SNC, a pesar de la
combinacion de multiples estrategias terapéuticas
(quimioterapia, radioterapia, anticuerpos
monoclonales), plantea la posibilidad de la
existencia de una célula progenitora leucémica del
SNC que interaccione con el ambiente y desarrolle
nuevos mecanismos de resistencia, semejante a lo
que sucede en la médula dsea.

Entre las limitaciones metodologicas que se
encontraron durante el proyecto estan la diversidad
de tiempos entre la toma de la muestra y el analisis
—debido a la dificultad para la toma de muestra por
citometria de flujo— y la falta de estandarizacion
del procedimiento, las cuales dificultan la
reproducibilidad del estudio.

A pesar de que el estudio se realizé en dos grandes
centros de referencia de la Ciudad de México, los
protocolos de tratamiento y seguimiento dependen
en su mayoria de la experiencia y los recursos
disponibles, por lo que la recopilacion de datos y el
analisis se vieron limitados a solo algunas variables.

Finalmente, al ser un estudio observacional,
descriptivo, solo se analizaron posibles asociaciones
entre los principales factores de riesgo y la
supervivencia.

Conclusién

Una adecuada profilaxis del SNC es la mejor
estrategia para prevenir la invasion; si es posible,
se puede combinar con quimioterapia y, en casos
de alto riesgo, completar con radioterapia como
consolidacion. Tanto la radioterapia como el
reservorio de Ommaya son las mejores estrategias
para prevenir una recurrencia, pero en paises en
desarrollo su acceso y disposicion alin son limitados.
Herramientas como la citometria de flujo son
fundamentales para aumentar la deteccion, en
especial cuando se combinan con otras técnicas
como la citomorfologia o el conteo automatizado.
Desafortunadamente, debido a las caracteristicas
de la barrera hematoencefalica, las células
leucémicas aumentan su resistencia a los farmacos
habituales, lo cual incrementa la proporcion
de casos resistentes. La inmunoterapia es una
estrategia prometedora, pero aun la experiencia es
limitada.
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