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Resumen Estructurado

Antecedentes. El retinoblastoma (Rb) es un tumor maligno de la retina neural y representa la
neoplasia maligna intraocular mas frecuente en pediatria. El diagndstico de Rb extraocular
resulta en alrededor del 5% de todos los pacientes con Rb en paises desarrollados, siendo hasta
de 50%en paises en vias de desarrollo. La diseminacion a sistema nervioso central (SNC)esla
causa mas comun de muerte en éstospacientes con Rb. El diagnostico se hace cuando tienen
sintomas neuroldgicos lo que coincide con enfermedad visible por estudios de imagen
(tomografia cerebral, resonancia magnética). Cuando es asi el paciente esta desahuciado. Otra
opcion es el estudio histopatoldgico del liquido cefalorraquideo que tiene una capacidad de
deteccion menor al 60% y no nos permite tomar acciones.

Planteamiento del problema. El evaluar la utilidad de la expresion de gangliésido GD2 en
liquido cefalorraquideo por medio de RT PCR para enfermedad metastasica en SNC en
pacientes con Rb extraocular pudiera resultar una herramienta diagndstica Util y de forma mas
temprana.

Objetivo.Comparar la expresion de gangliésido GD2 por RT PCR en LCR con la citologia de
LCR para el diagndstico de metastasis en SNC en pacientes con Rb extraocular.

Material y Métodos. Se trata de un estudio longitudinal, descriptivo, observacional,
prospectivo. Se realizaracon pacientes del Servicio de Oncologia del Instituto Nacional de
Pediatria con diagndstico de Rb extraocular. Se determinara la expresion por RT PCR para GD2
en LCR y se dara seguimiento para evaluar la evolucidn de estos pacientes.

Analisis estadistico. Se evaluaran las variables cuantitativas con estadistica descriptiva. Para
la comparacion de los resultados cualitativos se utilizara test exacto de Fisher o chi cuadrada.
Se compararan las proporciones de pacientes con prueba G2 por RT PCR positiva en
comparacion con aquellos con estudio histopatologico con células de Rb respecto a la
progresion o recaida a SNC.



1. PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢Es la expresion de ganglidsido GD2 por RT PCR en LCR mas Util que la citologia de LCR para el
diagnostico de metastasis en SNC en pacientes con Rb extraocular?

2. ANTECEDENTES

El retinoblastoma (Rb) es un tumor maligno de la retina neural y representa la neoplasia
maligna intraocular mas frecuente en pediatria, que predominantemente afecta a lactantes y
preescolares. El 80% se diagndstica antes de los 3 anos de vida, con una media de edad al
diagndstico de 2 afos. Tiene una tasa de crecimiento variable, pudiendo originarse de uno o
multiples sitios, en uno 0 ambos ojos, y ser evidenteen un solo ojo antes de manifestarse en el
otro.1,2 Esta enfermedad ha servido de modelo para entender la genética y herencia del
cancer infantil, describiendo su factor hereditario desde 1986.3

La incidencia reportada en Estados Unidos de América es de hasta 11 casos por cada millén de
poblacion menor de 5 afios, 6 1 en 18,000 recién nacidos vivos.4,5 En México existen reportes
que colocan el Rb como el segundo tumor soélido mas frecuente Unicamente por debajo de
tumores del SNC.6En 2014, en un estudio multicéntrico se reporto una incidencia de 5.8 casos
por cada millon en menores de 18 afos, conun total de 539 casos nuevos en un periodo de 6
anos (2007-2012).7

La presentacion confinada al globo ocular es al diagndstico la mas comun; sin embargo la
diseminacion de este tumor durante su evolucion puede ocurrir al momento del diagnodstico o
posteriormente. Este proceso se explica por 4 vias de diseminacion metastasica:

1. Infiltracion directa o bien a través del nervio dptico al cerebro; o a través de la coroides
en los tejidos blandos y huesos de la orbita.

2. Dispersion de las células tumorales a través del espacio subaracnoideo del nervio dptico
o0 a través del liquido cefalorraquideo (LCR), con o sin presencia detectable del Rb en el
margen quirurgico del nervio optico.

3. Diseminacion hematdgena secundaria a la invasion de la orbita o cuando la invasion
linfatica llega a los ganglios linfaticos, y otros sitios como hueso, cerebro, higado y
pulmon.

4. Diseminacion linfatica en los tumores que se propagan hacia delante en la conjuntiva y
parpados o aquellos que se extienden hacia los tejidos extraoculares. Los vasos
linfaticos y tejido linfatico estan ausentes en la orbita y en los tejidos intraoculares. En
la region ocular solamente la conjuntiva y la piel tienen vasos linfaticos, por ello primero
deben llegar a estas zonas y luego lograr extenderse a los ganglios.8

La supervivencia global en los pacientes con diagndstico temprano, es decir, cuando la
enfermedad se encuentra limitada al ojo, es superior al 95%. Sin embargo, la supervivencia con
enfermedad avanzada se empobrece inclusive hasta presentar mortalidad del 100%, siendo la
principal causa la afectacion a (SNC). Es por ello que desde la década de los 8o’s se han



descrito multiples sistemas para estadificar a éstos pacientes, algunos de ellos propuestos por
una sola institucion (St. Jude Children’s Research Hospital Staging System, Grabowski-
Abramson Staging System) o en otros casos por grupos cooperativos (American Joint
Committee on Cancer TNM, International Retinoblastoma Staging System; IRSS); donde los
estadios avanzados son aquellos que presentan enfermedad no limitada al globo ocular, es
decir, extraocular. De este modo dirigir terapias intensas a los grupos con estadios
avanzados.9,10

En la actualidad el diagndstico de Rb extraocular se describe en alrededor del 5% de todos los
pacientes con retinoblastoma en paises desarrollados, siendo mucho mas frecuente en paises
en vias de desarrollo,50% de los casos en algunas de éstas regiones.11-14En el 2002 se
publicaron las estadisticas del servicio de Oncologia en el Instituto Nacional de Pediatria donde
se reportan 552 casos en 15 anos, de los cuales 252 se encontraban en estadios extraoculares
con o sin metastasis, 174 y 78, respectivamente; representando el 45% de los pacientes.15
Actualmente se diagnostican un promedio de 50 pacientes al afio, de los cuales el 30% se
encuentran con enfermedad extraocular al diagnostico. Sin embargo, a pesar de un alto
porcentaje con diagnostico de Rb extraocular metastasico, existe 30% de aquellos pacientes
extraoculares no metastasicos al diagndstico que progresan durante los primeros 6 meses o
recaen a SNC de forma temprana (dos meses posterior a concluir el tratamiento), relacionado
con una baja deteccion al diagnostico por los métodos actuales.

Siendo la diseminacidn a SNC la causa mas comun de muerte en pacientes con Rb extraocular,
pudiendo estar presente al diagnostico u ocurrir como evento no diagnosticado al inicio de la
enfermedad, es vital su abordaje inicial. En éstos nifios la diseminacion leptomeningea es el
sitio mas comun de enfermedad. La evaluacion por estudio histopatoldgico del liquido
cefalorraquideo, con la deteccion de células neoplasicas, es hasta el momento la herramienta
diagnostica estandar para determinar que el paciente tiene enfermedad en SNC.

Debido a que las lesiones metastasicas en SNC por este tumor son claramente visibles en
estudios de resonancia magnética (RM), la exactitud diagnostica esperada es alta. Basado en lo
anterior, existen pocos estudios para evaluar la utilidad como herramienta para diagnodstico de
metastasis a SNC por RM, con muestras pequenas de pacientes, que presenta una sensibilidad
que van desde el 94 al 100%.16,17 Debemos tomar en cuenta que la evaluacion por éste
método es de forma tardia al contar los pacientes con sintomatologia por lo cual no es posible
ser usado como método de diagndstico inicial/oportuno pre-sintomatico.

El estudio del LCR para la busqueda de células neoplasicas por histopatologia es el estandar de
referencia actual para el diagndstico de metastasis en SNC en Rb; donde la presencia de una
sola célula tumoral es suficiente para el diagndstico de Rb metastasico.Sin embargo, cada vez
es mas cuestionado su utilidad para un diagnostico certero y temprano en muchos de estos
tipos de cancer,18debido que en la actualidad, en los padecimientos oncoldgicos, se han
agregado nuevos marcadores, bien definidos y establecidos como criterios diagnodsticos en
conjunto o de forma independiente al estudio histopatoldgico del LCR. Un claro ejemplo son
los linfomas no Hodgkin donde la nueva clasificacion internacional incluye la evidencia



citomorfoldgica, inmunohistoquimica, citogenética y de biologia molecular, como
herramientas diagnosticas contundentes de enfermedad con extension a SNC, incrementando
la deteccion temprana (antes de que suceda la progresion a este sitio) de enfermedad
metastasica de un 60% por estudio histopatoldgico hasta un 85% por estudio molecular. 19El
estudio histopatoldgico del LCR en Rbes la Unica forma de corroborar la presencia de
enfermedad en SNC. Sin embargo, un 30-40% de pacientes con estudio negativo al
diagnostico progresaran a este nivel, explicando un porcentaje de estas progresiones por una
estadificacion incompleta inicial, como el caso de linfomas y leucemias.20,21

Dada la importancia de identificar al diagndstico inicial a todos los pacientes realmente
metastasicos a SNC, la deteccion oportuna mejoraria los esfuerzos terapéuticos de curacion en
una poblacién, donde la probabilidad en este momento es de 0%. En el caso de otras
neoplasias en oncologia pediatrica, como leucemia aguda linfoblastica y neuroblastoma, se
han estudiado métodos de deteccion de enfermedad residual minima (ERM) para identificar
estos componentes que predicen algun factor de recaida o terapéutica insuficiente. Es por esto
que técnicas inmunoldgicas o de biologia molecular puedan ser aplicadas como marcadores
especificos de tumores para lograr la identificacion de enfermedad no visible por los métodos
diagnosticos actuales, disminuyendo el subdiagndstico inicial de pacientes metastasicos.

2.1Eleccion de Gangliésido G2

Los glicolipidos son biomoléculas que contienen uno o mas residuos de carbohidratos unido a
un lipido mitad hidrofdbico. Los glicolipidos que contienen una ceramida o un esfingoide asi
como ese resto lipidico hidrofobo se denomina glicoesfingolipidos. Los glucoesfingolipidos
poseen una alta heterogeneidad y diversidad de estructuras moleculares en sus cadenas de
carbohidratos y region lipidica. Basadas en su estructura de carbohidratos, estos se clasifican
en las series, ganglio-, isoganglio-, lacto-,neolacto-, lactoganglio-, globo-, isoglobo-, muco-,
neogala-, molu-, artro- series.

Los glucoesfingolipidos, que juegan un rol importante en la transduccion de sefiales asi como
en la adhesidn y reconocimiento celular, se han observado incrementados en ciertos tumores
neuroectodérmicos como el neuroblastoma, especialmente gangliésido GD2, usandose
inclusive como blanco terapéutico. Es por ello que esta molécula se ha establecido como
candidato blanco de identificacion en pacientes con tumores neuroectodérmicos, pudiendo ser
aplicado a los pacientes con Rb como marcador de enfermedad.22,23

Los glicoesfingolipidos acidos que contienen uno o mas residuos de &cido sialico en su
componente de carbohidrato se denominan especialmente gangliosido. Los ganglidsidos se
encuentran en todos los tejidos y fluidos corporales, y son expresados mas abundantemente
en el SNC. En las células se encuentra predominantemente adherida a la membrana externa de
la superficie celular. De la familia de los ganglidsidos, descritos desde 1942, se encontro el
gangliésido GD2 expresado en células madre neurales, células madre mesenquimales y
progenitores simpaticoadrenérgicos periféricos, relacionado ampliamente con la proliferacion
y diferenciacion de estos progenitores celulares. Posterior al nacimiento, la expresion de GD2



se restringe exclusivamente al SNC, predominantemente en cuerpos de células neuronales, asi
como en nervios periféricos y melanocitos de la piel en bajos niveles. A raiz de los estudios en
tumores neuroendocrinos, como neuroblastoma, se detectdé la sobreexpresion
significativamente mayor en las células tumorales de GD2 tanto de adultos como de pacientes
pediatricos, incluyendo astrocitomas, sarcoma de Ewing, rabdomiosarcoma, melanoma,
cancer de mama y Rb. Desde la década de los 9o’s se observo la sobreexpresion de GD2 en las
lineas celulares deRb como un marcador molecular de interés en investigacion preclinica (no en
pacientes). El gangliésido GD2, como marcador tumoral, cuenta con grandes ventajas por su
gran densidad en células del tumor y su restriccion en la expresidon de tejidos normales
postnatales. Actualmente se encuentra clasificado como el doceavo antigeno cancerigeno mas
importante por el programa piloto para la priorizacion de los antigenos cancerigenos del
Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos de América, basado en sus funciones
terapéuticas, inmunogenicidad, su rol oncogénico, especificidad y nivel de expresion.24

En el dmbito clinico la deteccidon de gangliésido GD2 en LCR de un solo paciente conRb se
realizd mediante ensayos de inmunofenotipo por citometria de flujo.25 Recientemente la
optimizacion de la deteccion molecular por medio de RT PCR de ARNm de GD2 en una linea
celular de Rb ha sido descrita;constituyendo esta técnica molecular mas precisa para su
deteccion.Sin embargo, hasta el momento ningun estudio clinico ha sido realizado en
pacientes con enfermedad extraocular, sin contar con puntos de corte para este marcador. Al
ser reportado como positivo o negativo no conocemos ni el impacto de la presencia o ausencia
con el desenlace del paciente, es decir, curacion, progresion o recaida. (Tabla 1)26,27

Tabla 1. Reportes en la literatura de deteccion de GD2 en pacientes/linea celular de Rb.

Numero Pacientes Pacientes Método de deteccion Muestra

GD2
Inmunofenotipo

)i NS APAI AN 1 paciente Rb con sospecha de
metastasis a SNC
Laurent V.E, EYEIdEES Rb  metastasicos a RTPCR LCR

2013 SNC, Higado, Hueso

BB S TN O | inea celular de Rb - RT PCR Linea
2010 Celular

El hecho de que en paises desarrollados no cuenten con tanta frecuencia Rb en estadios
avanzados con mayor riesgo de afectacion a SNC ha sido un obstaculo para el estudio de éstos
pacientes con enfermedades avanzadas y/o metastasicas. El uso de quimioterapia intensa,
radioterapia cerebral y trasplante autdlogo son las herramientas terapéuticas con la que
actualmente contamos para intentar prevenir undesenlace fatal, persistiendo la recaida a
sistema nervioso central en una proporcion de éstos pacientes en los 6 meses posterior al
diagnostico.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La frecuencia de Rb con presentacion extraocular en nuestro pais continua siendo elevada, lo
que condiciona un desenlace fatal frecuente. Lograr la deteccion mas temprana de infiltracion
a SNC lograria dirigir las terapias especificas y asi mejorar su supervivencia. Hasta el momento
el estudio histopatoldgico es la prueba diagnostica estandar para el diagndstico de metastasis
a SNC en Rb, sin embargo, cuenta con un porcentaje hasta de 40% de pacientes que
finalmente son metastasicos no detectados, que son aquellos que progresan o recaen durante
el tratamiento. No se conoce la expresion de este marcador tumoral en LCR de pacientes con
Rb extraocular.

4. JUSTIFICACION

El diagndstico temprano de cancer en pediatria, y en especial de Rb, en México es deficiente.
La poca frecuencia de casos avanzados de Rb en paises desarrollados disminuye su enfoque en
establecer diagndsticos y establecer terapias para este grupo de pacientes. Nuestro Instituto,
como centro de referencia de ésta neoplasia, cuenta con un alto porcentaje de pacientes con
enfermedad avanzada. GD2 seria un biomarcador de enfermedad en SNC lo que permitiria
mejorar el diagnostico de los pacienteslogrando incrementar su supervivencia al ofrecer
terapias dirigidas desde el inicio del tratamiento, disminuyendo costos secundario a recaidas o
progresion que pudieran ser evitadas.

Es por ello que al evaluar la utilidad de la deteccidn de ganglidésido GD2 en LCR por medio de
RT PCR para enfermedad metastasica en SNC en pacientes con Rb extraocular, pudiera
resultar una herramienta diagnostica mas Util que su estandar actual.

5. OBJETIVO GENERAL

Comparar la expresion de gangliosido GD2 por RT PCR en LCR con la citologia de LCR para el
diagnostico de metastasis en SNC en pacientes con Rb extraocular.

6. HIPOTESIS

La expresion de GD2 por RT PCR en LCR es masutil que la citologia de LCR para el diagnostico
de metastasis en SNC en pacientes con Rb extraocular.

7. MATERIAL Y METODOS
7.1 Diseino del estudio y seleccion de pacientes.

Es un estudio longitudinal, descriptivo, observacional, prospectivo que se planea llevar a cabo a
partir de noviembre de 2017 a febrero del 2019 en el Instituto Nacional de Pediatria (INP). A
cada paciente ingresado al estudio se dara seguimiento por 6 meses posterior al diagndstico,
tiempo donde se describe el desenlace de progresion o recaida a SNC.



Se incluiran a todos los pacientes con Rb extraocular a los que se tomaran LCR en menores de
18 anos. Se informara a los padres y/o tutores de los pacientes candidatos a participar en el
protocolo sobre el mismo y aquellos que acepten participar.
El protocolo se registrara en el Comité de Investigacion del INP y se obtendra el
consentimiento informado de cada uno de los responsables de los pacientes incluidos en el
estudio.

e Sitio del estudio: INP. Ciudad de México, México.

7.2. Poblacion
e POBLACION OBJETIVO: Pacientes pediatricos con diagndstico de Rb extraocular.

e POBLACION ELEGIBLE: Pacientes que acudieron al INP a partir noviembre del 2017 a
febrero de 2019.

Se realizara un muestreo no probabilistico de casos consecutivos.
7.3. Criterios de Inclusion y Exclusion

Criterios de Inclusion:
e Pacientes diagnosticados con Rbextraocular en el periodo de noviembre de 2017 a
febrero de 2019.
e Pacientes sin tratamiento previo con quimioterapia, radioterapia o ambos.
e Pacientes menores de 18 anos.
e Pacientes que acepten participar en el estudio y firmen la carta de consentimiento
informado.

Criterios de exclusion
e Muestra de LCR inadecuadas para la técnica de RT PCR

Criterios de eliminacion
7.4 Definiciones operacionales

RbEXTRAOCULAR: diagnostico clinico por el oftalmdlogo pediatra experto o por RM al
diagnostico de la enfermedad.

ESTADO DEL SNC: Sistema de clasificacion empleado para definir la presencia o ausencia de
Rb en sistema nervioso central y que tiene implicacion en el tratamiento y pronostico.

Se definen 2 estados.
Positivo:

1. LCR que resulta positivo para la presencia de retinoblastos en la citocentrifuga,
independientemente del recuento de glébulos blancos.
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Negativo.
1. LCR que resulta negativo para la presencia de retinoblastos en la citocentrifuga,
independientemente del recuento de glébulos blancos.

LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO POSITIVO: Todos los LCR clasificados como positivos
con un solo retinoblasto.

LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO NEGATIVO: Todos los LCR clasificados como negativos
sin un solo retinoblasto.

GD2 POSITIVO EN LCR: Todos los LCRs que en el estudio de RT-PCR expresen GD2 en
la poblacidn celular.

GD2 NEGATIVO EN LCR: Todos los LCRs que en el estudio de RT-PCR no expresen GD2
en la poblacion celular.

VARIABLE DE DESENLACE.

e PROGRESION A SNC. Deteccién de células de Rb en LCR por medio del estudio de
referencia de histopatologia por medio de puncidon lumbar diagndstica o estudio de
imagen con datos de infiltracion leptomeningea o tumor intraparenquimatoso, no
detectada al diagndstico.

e RECAIDA A SNC. Posterior a inicio de vigilancia (término de esquema de tratamiento
programado) presencia de células de Rb en LCR por medio del estudio de referencia de
histopatologia por medio de puncidn lumbar diagndstica o estudio de imagen con datos
de infiltracion leptomeningea o tumor intraparenquimatoso, no detectada al
diagnostico.

7.5 Metodologia procedimiento para la toma de LCR y seguimiento de los pacientes

Al ingreso al INP cada paciente con sospecha de Rb es valorado por oftalmologia y Oncologia.
Al ser un diagndstico clinico que no requiere estudio de biopsia. Se realizan estudios de
extension y se estadifica desde el diagnostico. En la figura 1 se muestra el esquema de atencion
de todo paciente con Rb en el INP. La muestra del LCR se tomara en el momento de realizar los
estudios de extensidon para integrar el diagndstico a los pacientes con diagnodstico de Rb
extraocular.

Se tomaran 3 muestras en el momento de realizar la puncidon lumbar diagnodstica (realizada a
todos los pacientes extraoculares), cada una de al menos 1 ml para estudios de
citomorfologia(laboratorios de hemato-oncologia clinico y departamento de patologia). La
toma de la muestra de LCR no implicara ninguna maniobra invasiva adicional para los
pacientes. La cantidad de LCR utilizada (2 ml) no representa ningun riesgo adicional para el
paciente. En ningun caso se puncionara al paciente exclusivamente con el fin de tomar la
muestra para el estudio y tampoco si la realizacidn de la puncion lumbar pudiera repercutir en
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su estado de salud (por ejemplo, hipertensidn intracraneana). Se tomaran dos muestras de LCR
para el estudio citologico y 1 muestra de al menos 1 ml cada una para el analisis de RT PCR para
ganglidsido GD2. Todas las muestras se obtendran mediante puncién lumbar con aguja espinal
tipo Quincke, No. 22 Ga 3 4", en los quiréfanos de medicina ambulatoria y general, bajo
anestesia general inhalatoria o endovenosa de acuerdo a la decision del médico anestesidlogo
a cargo de la sala en la que se realiza el procedimiento.

Figura 1. Esquema de Atencion de pacientes con Rb en el INP

1. Valoracién por

Retinoblastoma Oftalmologia/Oncologia
2. Resonancia Magnética

Ocular Extraocular

Tratamiento

Estudios de Extension

LCR (Gnicamente al BBMO*

i ni *k
diagndstico) Otros estudios (Clinica

Extraocular no

Extraocular Metastasico e

*BBMO. Biopsia bilateral de médula 6sea.
**Qtros estudios. Estudios de medicina nuclear (gamagrama éseo, PET CT), tomografia abdominal, tomografia pulmonar. Unicamente en
casos especiales.
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El estudio de RT PCR de LCR sera cegado al estudio por microscopia de luz (citomorfologia). Se
asignara un numero consecutivo cronoldgico a cada paciente y sus LCRs. Técnica de RT PCR se
encuentra en anexos.

No existen modificaciones al protocolo actual de tratamiento y sequimiento de estos
pacientes, Unicamente se detectara la variable de desenlace en estudio, progresidn o recaida a
SNC. Se anexa el protocolo de tratamiento y sequimiento de estos pacientes.

7.6 Analisis estadistico

Para las variables cuantitativassociodemograficas de tipo continuas se evaluara con estadistica
descriptiva, medidas de tendencia central (promedio, mediana) y medidas de dispersion
(desviacion estandar, cuartiles).En caso de ser posible con la obtencion de valores cuantitativos
de los valores de GD2 y buscar un punto de corte para este biomarcador por medio de Curvas
ROC. El analisis esta codificado como una variable dicotomica (positivo vs negativo); esto con
la finalidad de poder dar una analogia con el resultado del estudio con los resultados de los
valores obtenidos por histopatologia. Para esta comparacion de los resultados cualitativos se
utilizara prueba exacta de Fisher o chi cuadrada. Se compararan las proporciones de pacientes
con prueba G2 por RT PCR positiva en comparacion con aquellos con estudio histopatoldgico
con células de Rb respecto a la progresion o recaida a SNC a los 6 meses de seguimiento.

La definicion de recaida o progresion a SNC son los eventos a definir para la supervivencia libre
de evento (SLE) para el calculo de las curvas de supervivencia por método de Kaplan-Meier con
lo que se realizara una comparacion por medio de Log Rank entre la SLE de aquellos con GD2
positivo vs histopatologia positiva considerando estadisticamente significativo un valor de
p<0.05.

8. CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

Muestreo no probabilistico de casos consecutivos.

9. ETICA

Se solicitara el consentimiento informado a los padres y/o tutores de los nifios que se incluiran
en el estudio ya que se trata de la toma de una muestra de tejido para realizar la
prueba.(Anexos 3) El presente estudio cumple con lo estipulado en articulo 17, titulo sequndo
del Reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud. Segun
esta ley vigente, el estudio corresponde a la categoria Il (Investigacion con Riesgo Menor que el
Minimo) ya que el procedimiento quirurgico a realizarse es parte del protocolo de extension en
todos los pacientes con nuevo diagnodstico de Rb extraocular; y la toma de 1 ml de LCR para
nuestro estudio no representa ningun tipo de riesgo adicional al procedimiento. Asi mismo el
tratamiento no se modificara por el resultado de la prueba molecular al diagnostico. A los
familiares se les explicara las caracteristicas y objetivos del estudio con la finalidad de obtener
su consentimiento informado. La informacion obtenida de los pacientes durante el estudio se
mantendra con estricta confidencialidad por los investigadores participantes. No se considera



13

una carta de asentimiento ya que todos los pacientes descritos en la literatura tienen menos de
10 anos

En caso de la deteccion de al menos dos casos de positividad de la prueba molecular RT PCR
GD2 que presente el desenlace, progresion o recaida, se realizara un reporte preliminar y se
tomara como estudio diagndstico positivo de metastasis para ajustes en el tratamiento. A esos
pacientes, en quienes se corrobore el diagndstico de progresion o recaida por los métodos
habituales (estudio histopatoldgico y/o resonancia magnética) se confirmara la positividad de
GD2 por RT PCR nuevamente.

10. BIOSEGURIDAD

El desarrollo de los experimentos, se apegaran a los estatutos de la Ley Federal de Salud en
Materia de Bioseguridad. Durante los experimentos se considerara el empleo de equipo de
proteccion tales como guantes de latex, anteojos protectores y bata de laboratorio para evitar
el contacto directo con el material toxico-bioldgico que sea empleado. Asi mismo, el desecho
de los residuos toxico-bioldgicos y del material punzo-cortante se almacenaran en
contenedores especificos para cada tipo de residuos. De acuerdo a la metodologia descrita en
el protocolo, se realizaran técnicas de biologia molecular para la evaluacion de un tejido
bioldgico de los pacientes, por lo cual se anexa este apartado para establecer que el proceso
del manejo del Liquido cefalorraquideo, del cual, se espera obtener células neoplasicas de
retina (si hay metastasis) y posteriormente los acidos nucleicos, material base para la técnica
de biologia molecular, sera bajo las normas adecuadas con estricta supervision. Todo el
personal involucrado en el estudio adoptard las medidas preventivas para su proteccion
durante la toma, almacenamiento, transporte y manejo de las muestras de LCR; tomando en
cuenta los requisitos que sefalen las disposiciones generales aplicables en la materia, en
particular la Norma Oficial Mexicana para la Proteccion ambiental - Salud ambiental - Residuos
peligrosos bioldgico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo, NOM-087-ECOL-
SSA1-2002. En todo momento se cumplird con las normas de buenas practicas en laboratorio y
se registrara cualquier incidencia ocurrida durante el analisis del procedimiento. Se explica
detalladamente la obtencidn, rotulacion, transporte, almacenaje y desecho de las muestras a
continuacion.

10.1. MANEJO DE LA MUESTRA
Posterior a la toma dela muestraobtenida mediante puncion lumbar con aguja espinal tipo

Quincke, No. 22 Ga 3 ¥2", en los quiréfanos de medicina ambulatoria y general, el LCR sera
colocado en un tubo tipo ependorf de 1.5ml. Las muestras estaran perfectamente etiquetadas
con un codigo de identificacion, en el que en ningun momento figurara el nombre del paciente,
mientras que el contendor de transporte tendra una etiqueta con los datos del responsable de
la investigacion, los datos del responsable de transporte y los de contacto o localizacidn; lo
anterior de acuerdo con lo establecido en la NOM 087-SEMARNAT-SSA1-2002 y en la guia
sobre la reglamentacion relativa al transporte de sustancias infecciosas 2009-2010 de la
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Organizacion Mundial de Salud. El material utilizado sera colocado en el RPBI correspondiente.
Para punzocortantes como agujas jeringas, navajas, lancetas en el recipiente rigido de
polipropileno (rojo). Mientras que, los residuos no anatémicos como: material de curacion
empapados en sangre, desechables que contengan algun tipo de fluido en bolsa de plastico
roja.

Transporte y procesamiento de la muestra

Posterior a la toma del LCR se colocard en un temblok frio, y serd transportada por C.D Israel
Eleazar Pérez Lopez adscrito al laboratorio de Oncologia Experimental del INP. En el
laboratorio de Oncologia Experimental, inmediatamente la muestra sera centrifugada a 2000
rpm por 20 min a 4°C. El sobrenadante sera decantado, éste se inactivara con base a la NOM-
003-SSA2-1993 se inactivaran con una solucion de hipoclorito de sodio al 5% (v/v)por al menos
una hora, posteriormente seran desechados a través de RPBlen el recipiente solido con tapa
hermética. Todo el material que estuvo en contacto con la muestra bioldgica sera desechado a
través de RPBI, para el caso de aquellas muestras liquidas seran en el recipiente sélido. Para los
desechos anatomicos sera en la bolsa plastica roja y para los punzocortantes en el recipiente
rigido de polipropileno resistente a fracturas.

Al precipitado (células neoplasicas) se agregara 200 ul de trizol para la extraccion de los acidos
nucleicos. Los acidos nucleicos purificados seran almacenados a -70°C hasta su uso.Todas las
sustancias corrosivas, reactivas, explosivas, toxicas e inflamables (CRETI) derivadas del
procedimiento, seran procesadas, almacenadas y desechadas de acuerdo con lo establecido en
el Plan de Manejo de Materiales Peligrosos y Residuos Hospitalarios del Instituto Nacional de
Pediatria y las NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002, y NOM-052-SEMARNAT-2005. Verificando
que en el caso de presentaciones comerciales y soluciones preparadas contengan la siguiente
informacion: nombre de la sustancia, nombre, direccion completa, numero de teléfono del
fabricante, importador o distribuidor; mientras que, en los casos de soluciones preparadas, se
incluird el nombre del responsable de la preparacion y fecha de elaboracion, fecha de
caducidad (cuando aplique), pictogramas de peligro reglamentarios. Los residuos de estas
sustancias se colocan en frascos ambar correctamente etiquetados y almacenados
temporalmente en el laboratorio de oncologia experimental, hasta que el frasco este entre el
80-90% de su capacidad, bajo la campana de extraccion en lo que se mueven al almacén
temporal de residuos del INP de acuerdo al calendario de CRETI.

Los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos (RPBI) que se generen en los diferentes
procedimientos experimentales descritos, seran almacenados temporalmente en el
Laboratorio en un lugar confinado para ello en los contendores respectivos, hasta su
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recoleccion, de acuerdo con en el Plan de Manejo de Materiales Peligrosos y Residuos
Hospitalarios del Instituto Nacional de Pediatria.

10.2 TECNICA DE RT PCR
e Extraccion de RNA

1 ml de LCR extraido a cada paciente se colectara directamente en 4.5 ml de 6M GTC buffer. A
4°C con método de extraccion TRIzol (TRIzol LS Reagent Invitrogen) de acuerdo a las
instrucciones de manufactura. La muestra de RNA sera suspendida en un volumen final de 30pl
de DEPC tratado con agua y almacenado a -70°C hasta su uso el cual puede ser inmediato o en
un tiempo no mayor a 7 dias, durante los cuales se mantendra en el congelador perteneciente
al laboratorio de oncologia experimental ubicado en la torre de investigacion.

Posterior a realizar la técnica de RT-PCR se procedera a desactivar el material por medio de
autoclave para su posterior desecho en contenedores con bolsa roja ubicados en el laboratorio.

11. PRESUPUESTO

Al tratarse de un padecimiento oncoldgico en poblacion pediatrica los gastos del diagnostico y
tratamiento se encuentran cubiertos por sequro de gastos catastroficos del sequro popular,
donde se incluye el procedimiento de puncidn lumbar y el estudio de histopatologia. Se cuenta
con fondos de CONACYT en el laboratorio de Oncologia Experimental de $300,000.00 pesos
mexicanos para el analisis de muestras de LCR y tejido tumoral.

Rubro Precio Unitario Cobertura
Puncion Lumbar

$10,055.00 Seguro

Popular
Estudio
Histopatoldgico $1,577-00 Seguro
de LCR Popular
RT PCRde LCR ,
$1,815.00 Oncologia

Experimental

$13,232.00 Real
$1,815.00

Costos basados en la clasificacién K, del Tabulador de Cuotas 2017, del Instituto Nacional de Pediatria.

12. LIMITACIONES

Una de las limitaciones de este estudio es el tiempo de sequimiento de 6 meses. Existe la
posibilidad de que un bajo porcentaje de pacientes presente progresidon o recaida a SNC
después de este tiempo lo que nos daria una vision sesgada del problema.
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Procesamiento
de muestras
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resultados
Redaccion de
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15. ANEXOS
15.1. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Titulo: EXPRESION DE GD2 EN LCR COMO MARCADOR DE METASTASIS EN SISTEMA

NERVIOSO CENTRAL EN RETINOBLASTOMA

Se me ha invitado, para que mi hijo(a) participe en el
estudio clinico EXPRESION DE GD2 EN LCR COMO MARCADOR DE METASTASIS EN
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL EN RETINOBLASTOMA

EstudioNo:

Investigadores: Dra. Marta Zapata Tarrés; Dr. Carlos Leal Leal. Departamento de Oncologia
Direccion del estudio

Avenida de los Insurgentes Sur 3700 letra C

Coyoacan, Insurgentes Cuicuilco, 04530

Ciudad de México

¢Cual es el proposito de esta carta de consentimiento?

Se le invita a participar en un estudio para ninos con retinoblastoma. El objetivo de esta carta
de consentimiento es darle informacion sobre el estudio para que usted pueda decidir si quiere
participar o no. Su participacion es voluntaria y usted tiene la libertad de retirarse en cualquier
momento.

¢Por qué se esta llevando a cabo esta investigacion?

Los nifios que se enferman de retinoblastoma tienen en ocasiones invadido el cerebro por las
células malignas. Los métodos para detectar estas células no son perfectos por lo que se esta
tratando de encontrar nuevos estudios que se piensan son mejores que el actual. Estos nuevos
métodos se llaman reaccidn en cadena de la polimerasa. El proposito es que en un futuro, si
este método resulta mejor, sepamos a quien administrar tratamiento mas dirigido y con mayor
intensidad.

;Cuantos ninos participaran en el estudio?
Se calcula que se estudiaran 10 nifios a los cuales se les tomard la muestra de liquido
cefalorraquideo que se toma de manera habitual para estadificacion.

¢Qué implica participar en el estudio?

Una vez que acepte que su hijo participe en el estudio se procederad a registrar en su expediente
que fue incluido en el estudio. Al diagndstico, como parte de la estadificacion,se realizara una
puncion lumbar para obtener liquido cefalorraquideo y se dividira la muestra para ser enviada
para la revision en patologia y al laboratorio de la torre de investigacion para la reaccion en
cadena de la polimerasa. Los resultados de los estudios se sabran en 24 horas. Usted podra
conocer el resultado del estudio de su hijo.

¢Cuales son los riesgos del estudio?
Los riesgos del estudio van en relacion a dos situaciones: una es la puncidn que se realiza en la
espalda (puncion lumbar) y otra es la cantidad de liquido que se extrae. Los riesgos del primero
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son dolor en el sitio de la puncidn, posible sangrado y en casos raros formacion de un canal
entre la piel y el espacio donde se aloja el liquido. Las complicaciones por el retiro de mucho o
poco liquido son dolor de cabeza y sensacion de mareo. También puede haber complicaciones
por la anestesia que se aplica para que los nifos no tengan dolor. Todas estas complicaciones
existen en todos los ninos que tiene retinoblastoma de alto riesgo.

¢ Tiene beneficio participar en este estudio?

Usted personalmente puede beneficiarse o no con la participacion en este estudio ya que el
resultado de ambas técnicas puede ser diferente y en ese caso se tomara en cuenta para el
seguimiento de la enfermedad de su hijo. En caso de no beneficiarse personalmente podra
beneficiar a otros pacientes contribuyendo a tener informacidn para describir un mejor método
diagnostico.

¢Qué pasa si decido no participar en este estudio?

Su participacion en este estudio es voluntaria. Tiene derecho a negarse a participar en este
estudio de investigacion sin sanciones ni pérdidas de beneficios que de cualquier modo tiene
derecho. Si decide participar en el estudio y/o decide retirarse mas adelante no habra ni
sanciones ni perdera ningun beneficio.

¢;Cuales son los costos?

No le pagaran por participar en el estudio, ni tendra que pagar por la realizacion de los
métodos diagnosticos. El costo de la anestesia, el procedimiento, el medicamento sera el
mismo si participa o no en el estudio.

¢Cuales son sus derechos?

Las muestras del estudio son confidenciales y seran utilizadas Unicamente para fines de esta
investigacion. No se le otorgara ningun beneficio econdmico, ni derecho de propiedad que
puedan resultar de este estudio.

¢Aquiénllamo en caso de duda o problema?
Si tiene alguna duda o inquietud respecto a esta investigacion debera comunicarse con la Dra.
Marta Zapata Tarrés o con el Dr. Carlos Leal Leal a los teléfonos 551084 0900 extension 1342 o

1343.
Me han explicado los investigadores responsables que:

1. Si acepto que mi hijo participe, conozco que el estudio consiste enlatoma  de una
muestra de LCR de 3 ml para la realizacion del estudio molecular la cual se tomard junto
con la toma de otro producto necesario para el paciente.

2. Se me ha explicado que la toma de esta muestra no modificard el tratamiento del
paciente y que la informacion que resulte de este estudio se mantendra en forma confidencial.
El nombre de mi hijo(a) no aparecera en ninguna publicacion o presentacion de datos. He
tenido la oportunidad de hacer preguntas al equipo del estudio sobre la investigacion y me han
contestado satisfactoriamente.
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Queda entendido que la participacion de su hijo(a) en el estudio es voluntaria y que puede
declinar la participacion o salir del estudio en cualquier momento, sin ninguna penalizacion o
pérdida de los beneficios a los que tiene derecho. Su participacion puede terminarse sin mi
consentimiento, si el médico tratante decide que es lo mas conveniente para la seguridad de
mi hijo(a).

Sé que el estudio sequira los Lineamientos Internacionales para Investigacion Biomédica en
seres Humanos (CIOMS-WHO.1993), los principios éticos para las investigaciones médicas en
seres humanos de la Asociacion Médica Mundial (Declaracion Helsinki, Asamblea 2000),
ademds de haber sido previamente aprobado por los Comités de Etica e Investigacion del
Instituto Nacional de Pediatria.

Declaro ser mayor de 18 anos (padre / madre o tutor legal del menor) y que otorgo mi
consentimiento para que mi hijo participe en este estudio.

Ciudad de México, a de del 2017

Nombre y Firma del Representante Legal del nifio

Nombre y Firma del Investigador

Nombre y Firma del Testigo

Nombre y Firma del Testigo

15.2 RT PCR
Se realizara técnica de dos pasos usando primers de 347 bases de pares para GD2. En el primer

paso Ready To Go'™ RT PCR Bead Kit (GE Healthcare) 1ml de hexdmeros de pd(N)6
(22pmol/ml) a 43°C. En el segundo paso, 1 ml de primer fue afadido. La amplificacion sera por
60 ciclosa 63.7C.
El ciclo para la primera ronda de amplificacion sera de la siguiente manera:

e Transcripcionreversa, 1 hora a 43C

e Desnaturalizacion inicial, 5 mina g5C

e Amplificacion (6o Ciclos), 1 min a 95C, 1 min a 63.7C y 30 seg a 72C

e Extension final, 20 min a 72C

El segundo ciclo consistira en:
e Desnaturalizacion inicial, 1 min a 95C

e Amplificacion (30 ciclos), 30 seg a 95C, 30 seg a 60.2C y 30 seg a 72C.



e Extension final, 5 min a 72C.
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15.3Seguimiento basal de los pacientes con Rb extraocular en el servicio de oncologia durante

el tratamiento.

Tiempo Descripcion
Consulta Oncoldgica Cada 21 | *Interrogatorio dirigido y exploracion fisica
dias completa.
*Revision de paraclinicos
Quimioterapia Sistémica Cada 21 | *Ingreso hospitalario para tratamiento con
dias quimioterapia sistémica
*Pueden existir retrasos por toxicidad
hematoldgica/infecciones
Estudios de laboratorio Cada 21 | *Biometria hematica, pruebas de
dias funcionamiento hepatico y renal
*Biometria hematica en caso de toxicidad
hematoldgica
Estudios de Imagen Al *Resonancia magnética
diagnodstico | *Puede requerir estudio de imagen si existe
y al concluir | alguna indicacidon clinica detectada en el
el interrogatorio o la exploracion (diagndstico de

tratamiento

progresion/recaida)

Estudio histopatoldgico

Al
diagndstico

*Puncion  lumbar  para  busqueda de
retinoblastos

*Puede requerir estudio histopatoldgico si existe
alguna indicacion clinica detectada en el
interrogatorio o la exploracion (diagndstico de

progresion/recaida)
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Anexo 15.4

Estudio descriptivo. Caracteristicas clinico-patologicas de pacientes con retinoblastoma
metastdsico a sistema nervioso central en un centro de referencia de tercer nivel en México.
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PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCAS MEDICAS,
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ALUMNO
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TUTOR
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RESUMEN

Introduccion. El retinoblastoma es el cancer ocular de la infancia mas frecuente
que, detectado en etapas tempranas puede conseguir sobrevida prolongada e
incluso, la preservacion del o los ojos afectados. En México, es un tumor frecuente
que generalmente se detecta en estadios avanzados, disminuyendo la sobrevida
global y que requiere como parte del tratamiento curativo la enucleacion del o los
ojos afectados. La diseminacion a SNC la causa mas comtin de muerte en pacientes
con retinoblastoma,

Objetivo. Describir las caracteristicas clinicas e histopatologicas de los pacientes
con diagnostico de retinoblastoma metastasico a sistema nervioso central en el
Instituto Nacional de Pediatria

Material y Métodos. Estudio retrospectivo, observacional, retrolectivo, y
descriptivo. Pacientes pediatricos con diagnostico de retiboblastoma metastasico a
sistema nervioso central diagnosticados y/o tratados en el Instituto Nacional de
Pediatria en el periodo de 1986 a 2012.

Resultados. Se obtuvieron 46 expedientes de pacientes. La edad media al
diagnostico fue de 37 meses (DE +20). La relacion H:M fue de 2:1. Todos los
pacientes contaron con nervio Optico positivo corroborado por patologia. La
afectacion a cribosa fue del 90.9%. Unicamente 3 pacientes sobrevivieron con
tratamiento multidisciplinario.

Discusion y Conclusion. Ante la alta mortalidad ligada a este diagndstico, debera
ser objeto de futuros estudios prospectivos la busqueda de estas asociaciones a
paises en vias de desarrollo, como lo es ain México, que enfrentan aun estos
diagndsticos de enfermedad avanzada.
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INTRODUCCION

El retinoblastoma (Rb) es un tumor maligno de la retina neural y representa la
neoplasia maligna intraocular mas frecuente en pediatria, que predominantemente
afecta a lactantes y preescolares. El 80% se diagnostica antes de los 3 afos de vida,
con una media de edad al diagndstico de 2 afios. Tiene una tasa de crecimiento
variable, pudiendo originarse de uno o multiples sitios, en uno o ambos 0jos, y ser

evidente en un solo ojo antes de manifestarse en el otro.1,2

La incidencia reportada en Estados Unidos de América es de hasta 11 casos por
cada millén de poblaciéon menor de 5 afos, 6 1 en 18,000 recién nacidos vivos.3,4
En México no existen datos precisos sobre la incidencia de la enfermedad. El
Grupo Mexicano de Retinoblastoma (RtbMex) realizé un estudio inicial refiriendo
la presentacion de 90 casos nuevos al afio a nivel incluyendo 16 de los centros
oncologicos del pais. existen reportes que colocan el Rb como el segundo tumor
solido més frecuente inicamente por debajo de tumores del SNC.5 En 2014, en un
estudio multicéntrico realizado por el programa de Seguro Popular se reportd una
incidencia de 5.8 casos por cada millén en menores de 18 afios, con un total de 539

casos nuevos en un periodo de 6 afios (2007-2012).6

En la actualidad el diagndstico de Rb extraocular se describe en alrededor del 5%
de todos los pacientes con retinoblastoma en paises desarrollados, siendo mucho
mas frecuente en paises en vias de desarrollo, 50% de los casos en algunas de éstas

regiones.7-10

Esta enfermedad ha servido de modelo para entender la genética y herencia del
cancer infantil, describiendo su factor hereditario desde 1971.11 La presentacion
bilateral se asocia a una mutaciéon germinal en el gen retinoblastoma (RB1)

reportada por Knudson, donde propone el modelo clasico del doble golpe, dos
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eventos moleculares son responsables del desarrollo tumoral, lo que confiere
susceptibilidad y, se puede presentar una segunda neoplasia afios después. Estos
pacientes incrementan el riesgo del desarrollo de cancer si ademas de la mutacion

germinal reciben quimioterapia sistémica o radioterapia.12

El principal evento genético que se presenta en la célula tumoral del
retinoblastoma, es la inactivacién de ambas copias del gen RBI en el locus
cromosdémico 13ql14, debido a mutaciones/deleciones. El gen RB1 comprende 180
kb y se compone de 27 exones que codifican para una proteina nuclear de 110 kd
de 928 aminoéacidos. Esta proteina regula el ciclo celular en un punto de control
entre Gl y la entrada a la fase S, por lo tanto, es un supresor de tumores. Cuando un
alelo se ha inactivado desde la c¢lula germinal (heredado del padre o madre) todas
las células del cuerpo pueden presentar el riesgo de transformacion maligna, en
cuanto se inactiva el otro alelo. Si esto ocurre en la retina, se presentard
retinoblastoma bilateral o hereditario (40% de los casos) ademas, otros tumores
como osteosarcoma, sarcomas de tejidos blandos, pinealoblastomas, céncer de
mama, entre otros, se podran presentar en cualquier momento de la vida. Si el
primer evento de inactivacion de un alelo de RB1 ocurre en un gameto o en
estadios tempranos de la embriogénesis, puede presentarse retinoblastoma bilateral
de las mismas -caracteristicas, sin la historia familiar presente. Cuando la
presentacion es unilateral o esporddica es debido a que en la célula de la retina en
desarrollo se inactivan los dos alelos funcionales de RB1 (60% de los casos).
Como la mutacion es somatica no existe el riesgo de presentar segundas neoplasias
o heredar el gen inactivado. La importancia de la valoracion de un genetista, para
realizar la busqueda de historia familiar positiva de este y otros tumores asociados
a la inactivacion de RB1, es de vital importancia para el consejo genético de estos

pacientes.13
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La principal manifestacion clinica y la mas frecuente es la leucocoria seguida del
estrabismo y puede presentarse en uno o ambos ojos. El abordaje inicial incluye la
realizacion de un ultrasonido ocular bilateral para realizar diagnostico diferencial
con enfermedad de Coats, enfermedad vascular fetal persistente o toxocariasis. Los
estudios de imagen deben incluir la imagen por resonancia magnética para detectar
enfermedad extraocular como infiltracion a la orbita, nervio ocular o diseminacién
al sistema nervioso central. La Clasificacion Internacional de Retinoblastoma
Intraocular (IIRC por sus siglas en inglés) se desarrolld para la estadificacion de la
enfermedad intraocular tomando en cuenta la infiltracion vitrea y siembras sub-
retinianas y es actualmente la mds usada(Tabla 1).14 Cuando se realiza la

enucleacion del ojo afectado se utiliza la Clasificacion de Grabowski (Tabla 2).15

La presentacion confinada al globo ocular es al diagnostico la mas comun; sin
embargo la diseminacion de este tumor durante su evoluciéon puede ocurrir al
momento del diagnostico o posteriormente. Este proceso se explica por 4 vias de

diseminacion metastasica:

1. Infiltracion directa o bien a través del nervio optico al cerebro; o a través de

la coroides en los tejidos blandos y huesos de la orbita.

2. Dispersion de las células tumorales a través del espacio subaracnoideo del
nervio oOptico o a traveés del liquido cefalorraquideo (LCR), con o sin

presencia detectable del Rb en el margen quirtrgico del nervio optico.

3. Diseminacion hematogena secundaria a la invasion de la orbita o cuando la
invasion linfatica llega a los ganglios linfaticos, y otros sitios como hueso,

cerebro, higado y pulmon.
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Diseminacion linfatica en los tumores que se propagan hacia delante en la
conjuntiva y parpados o aquellos que se extienden hacia los tejidos
extraoculares. Los vasos linfaticos y tejido linfatico estdn ausentes en la
orbita y en los tejidos intraoculares. En la region ocular solamente la
conjuntiva y la piel tienen vasos linfaticos, por ello primero deben llegar a

estas zonas y luego lograr extenderse a los ganglios.16

Tabla 1: Clasificacion Internacional de Retinoblastoma Intraocular (IIRC)

Grupo Descripcién

A: | Tumores intraretinianos Pequeros tumores confinados a la retina
pequefios fuera de la févea y la | Tumor menor de 3mm
papila optica. Ningun tumor a menos de 2 DD (3mm) de la

fovea o a 1 DD (1.5mm) del nervio optico

Sin siembras vitreas

Sin desprendimiento de retina

B: | Todos los tumores aislados Tumor o tumores confinados a la retina en
gue se limitan a la retina. cualquier localizacion

Sin siembras vitreas

Mo hay desprendimiento de retina mayor de Smm
a partir de la base del tumor

C: Enfermedad local aislada, con | Siembras vitreas finas, difusas o localizadas y/o
diseminacién subretiniana o Desprendimiento de retina mayor al grupo B o
vitrea minima. desprendimiento total

Mo hay masa tumoral, camulos o bolas de nieve
en el vitreo o espacio subretiniano

D: Enfermedad difusa con Siembras vitreas masivas con bolas de nieve o
diseminacion vitrea o masas no vascularizadas en el vitreo ylo
subretiniana importante. Desprendimiento de retina mayor al grupo B o

desprendimiento de retina total con tumor por
debajo de la zona del desprendimiento

E: | Presenciadeunaomasdelas | Mo hay potencial visual o alguna de las
siguientes caracteristicas de siguientes:

prondstico precario. Tumor en segmento anterior

Tumer anterior a la cara anterior del vitreo
Glaucoma neovascular

Hemorragia vitrea que oscurece el tumor o
hifema significativo

Ptisis o preptisis ocular

Presentacion similar a celulitis orbitaria
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Tabla 2. Clasificacion Grabowski

Estadio |I: Tumeor intraoccular

a. Enfermedad limitada a la retina

b. Extension preliminar al nervio optico

c. Extension a la coroides

Estadio ll: Enfermedad orbitaria

a. Orbita
1. Células episclerales sueltas
2. Masa tumoral

b. Nervio éptico
1. Seccion distal del nervio, margenes de reseccidn y meninges libres de
enfermedad
2. Tumor en la linea de reseccion o en las meninges

Estadio lll: Metastasis Intracraneal

a. Liguido cefalorraquideo positivo

b. Masa en sistema nervioso central

c. Ambas manifestaciones

Estadio IV: Metastasis hematogenas

a. Involucro a médula dsea

b. Lesion focal de hueso con o sin invasion a médula dsea

¢. Invasion a otros érganos

El tratamiento del retinoblastoma se realiza a través de un equipo
multidisciplinario donde se incluye al oftalmdlogo, oncologo, radioterapeuta,
patologo, pediatra, psico-oncologoy genetista. El uso de terapias locales ablativas
con fotocoagulacion por laser, braquiterapia, crioterapia o termoterapia,
quimioterapia intravitrea y administracion de quimioterapia intra-arterial a la
arteria oftalmica son utilizadas cuando la enfermedad se encuentra confinada al
globo ocular, y en aquellos casos con enfermedad avanzada la quimioterapia

sistémica con diversos esquemas, radioterapia y cirugia tienen un papel importante.



31

La supervivencia global en los pacientes con diagndstico temprano, es decir,
cuando la enfermedad se encuentra limitada al ojo, es superior al 95%. Sin
embargo, la supervivencia con enfermedad avanzada se empobrece inclusive hasta

presentar mortalidad del 100%, siendo la principal causa la afectacion a (SNC).

Siendo la diseminacién a SNC la causa mas comin de muerte en pacientes con
retinoblastoma, pudiendo estar presente al diagnostico u ocurrir como evento no
diagnosticado al inicio de la enfermedad, es vital su abordaje inicial. En €stos nifios
la diseminacién leptomeningea es el sitio mas comin de enfermedad. La
evaluacion por estudio histopatologico del liquido cefalorraquideo, con la
deteccion de células neoplésicas, es hasta el momento la herramienta diagnostica
estandar para determinar que el paciente tiene enfermedad en SNC de forma

temprana.

Debido a que las lesiones metastasicas en SNC por este tumor son claramente
visibles en estudios de resonancia magnética (RM), la exactitud diagnostica
esperada es alta. Basado en lo anterior, existen pocos estudios para evaluar la
utilidad como herramienta para diagnostico de metastasis a SNC por RM, con
muestras pequefias de pacientes, que presenta una sensibilidad que van desde el 94
al 100%.17,18 Debemos tomar en cuenta que la evaluacion por éste método es de
forma tardia al contar los pacientes con sintomatologia por lo cual no es posible ser

usado como método de diagnostico inicial/oportuno presintomatico.

El estudio del LCR para la busqueda de células neoplésicas por histopatologia es el
estandar de referencia actual para el diagndstico de metastasis en SNC en Rb;
donde la presencia de una sola célula tumoral es suficiente para el diagndstico de
Rb metastasico. Sin embargo, cada vez es mas cuestionado su utilidad para un

diagndstico certero y temprano en muchos de estos tipos de cancer,19 debido que
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en la actualidad, en los padecimientos oncoldgicos, se han agregado nuevos
marcadores, bien definidos y establecidos como criterios diagndsticos en conjunto
o de forma independiente al estudio histopatolégico del LCR. Un claro ejemplo
son los linfomas no Hodgkin donde la nueva clasificacion internacional incluye la
evidencia citomorfoldgica, inmunohistoquimica, citogenética y de biologia
molecular, como herramientas diagnosticas contundentes de enfermedad con
extension a SNC, incrementando la deteccion temprana (antes de que suceda la
progresion a este sitio) de enfermedad metastasica de un 60% por estudio
histopatologico hasta un 85% por estudio molecular.20 El estudio histopatologico
del LCR en Rb es la Unica forma de corroborar la presencia de enfermedad en
SNC. Sin embargo, un 30-40% de pacientes con estudio negativo al diagnostico
progresaran a este nivel, explicando un porcentaje de estas progresiones por una
estadificacion incompleta inicial, como el caso de linfomas y leucemias. 21,22
Dada la importancia de identificar al diagnostico inicial a todos los pacientes
realmente metastasicos a SNC, la deteccion oportuna mejoraria los esfuerzos
terapéuticos de curacion en una poblacion, donde la probabilidad en este momento

es menor al 10%.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢(Cudles son las caracteristicas clinico-patologicas de los pacientes con diagndstico
de Retinoblastoma metastasico a Sistema Nervioso Central en el Instituto Nacional

de Pediatria en el periodo de 1986 a 2012?

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, a diferencia de otros paises, persiste un alto naumero de diagnosticos

con neoplasias, como el retinoblastoma, en estadios avanzados al diagnostico. El
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Instituto Nacional de Pediatria es un centro oncoldgico de referencia para pacientes
con retinoblastoma referidos al diagndstico o posterior a un tratamiento no exitoso
contando con un importante nimero de pacientes con enfermedad metastasica a
sistema nervioso central en comparacion a otros centros oncoldgicos a nivel
internacional. Hasta el momento no hay descripcion de las caracteristicas clinicas e

histopatologicas asociadas a la presentacion metastasica a SNC en retinoblastoma.

JUSTIFICACION

El reconocimiento de factores clinicos, de laboratorio o histopatologicos han
modificado los tratamiento a lo largo del tiempo de distintas neoplasias. La
posibilidad de conocer las caracteristicas en un nimero amplio de pacientes con
retinoblastoma metastdsico a sistema nervioso central pudiera ayudar a dirigir la
busqueda de factores de riesgo o factores prondsticos desconocidos, direcciones el
enfoque de los abordajes actuales y asi mejorar los esfuerzos diagnosticos y

terapéuticos de estos pacientes con baja probabilidad de curacion.

OBJETIVO GENERAL

Describir las caracteristicas clinicas e histopatologicas de los pacientes con
diagndstico de retinoblastoma metastdsico a sistema nervioso central en el Instituto

Nacional de Pediatria

MATERIAL Y METODOS

* Disefio del estudio. Estudio retrospectivo, observacional, retrolectivo y

descriptivo

* Poblacion Objetivo. Pacientes pediatricos con diagnostico de retiboblastoma

metastasico a sistema nervioso central.
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* Poblacion Elegible. Pacientes pediatricos con diagndstico de retiboblastoma
metastasico a sistema nervioso central diagnosticados y/o tratados en el Instituto
Nacional de Pediatria en el periodo de 1986 a 2012. Fechas definidas debido a la
disponibilidad de expedientes clinicos en el area de archivo clinico al ser

expedientes completamente fisicos.

* (Criterios de Seleccion.

. Inclusion.  Expediente de pacientes con diagnostico de
retinoblastomametastasico a sistema nervioso central diagnosticados y/o

tratados en el Instituto Nacional de Pediatria en el periodo de 1986 a 2012.

. Exclusion. Expedientes de pacientes que no cuente con reporte oficial

de patologia y/o radiologia del diagnostico.

* Metodologia.

Se revisaron los expedientes de pacientes que cumplieran con los criterios
previamente descritos recolectando las variables clinicas e histopatoldgicas
mencionadas en la tabla 3. Se realiz6, para las variables cuantitativas
sociodemograficas, clinicas e histopatologicas de tipo continuas, estadistica
descriptiva con medidas de tendencia central (promedio, mediana) y medidas de
dispersion (desviacidnestandar, cuartiles). Se realizd curva de supervivencia global
por método de Kaplan Meir. Toda los datos recolectados en la hoja de variables
fueron codificadas al software IBM SPSS Version 20.0 para su descripcion y

presentacion en tablas y graficas.
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Tabla 3. Variables recolectadas

Variable Definicién Tipo de variable Categoria/Unidad
Edad al diagnostico | Tiempo transcurrido | Cuantitativa Meses
a partir del continua
nacimiento de un
individuo hasta el
momento del
diagnéstico
confirmado por
oftalmologo
Sexo Sexo biologico del | Cualitativa 1. Masculino
paciente Dicotomica 2. Femenino
Sitio de Origen Estado de la Cualitativa nominal | Estado de la
republica donde republica mexicana
radican el afio
previo al
diagnéstico
Lateralidad Ojos Cualitativa 1. Unilateral
comprometidos con | Dicotdémica 2. Bilateral
retinoblastoma
Fecha del Fecha en la que se | Cuantitativa discreta | dd/mm/aaaa
diagnostico hace el diagndstico
de retinoblastoma
Fecha de altima Fecha en la que el | Cuantitativa discreta | dd/mm/aaaa
consulta paciente ha sido
atendido por ultima
vez en el INP
Desenlace clinico Estado vital al Cualitativa nominal | 0. Vivo sin
momento de la enfermedad
fecha de la dltima 1. Muerte por
consulta actividad
tumoral
2. Muerte por
causas no

relacionadas

Metastasis a otros
sitios

Enfermedad tumoral
diseminada mas
alla del sitio
primario y SNC

Cualitativa
Dicotdmica

1. Si
2. No
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Tratamiento

Uso de
quimioterapia,
cirugia y/o
radioterapia para
menejo de
retinoblastoma

Cualitativa
Dicotdmica

Si
No

Patologia. Retina

Patologia. Vitreo

Patologia Coroides

Estado de la retina
en relacion al tumor
al momento de la
valoracion
histopatoldgica

Estado del vitreo en
relacién al tumor al
momento de la
valoracion
histopatoldgica

Estado de la
coroides en relacion
al tumor al
momento de la
valoracion
histopatoldgica

Cualitativa
Dicotomica

Cualitativa
Dicotomica

Cualitativa
Dicotdémica

.

Positivo
Negativo

Positivo
Negativo

Positivo
Negativo

Patologia. Cribosa

Estado de la lamina
cribosa en relacion
al tumor al
momento de la
valoracion
histopatoldgica

Cualitativa
Dicotdémica

Positivo
Negativo

Patologia. Nervio
optico

Estado del nervio
Optico en relacion al
tumor al momento
de la valoracion
histopatolégica

Cualitativa
Dicotdémica

Positivo
Negativo
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Tabla 3. Variables recolectadas

Liquido Estudio de Cualitativa 1. Positivo
cefalorraquideo confirmacion de Dicotdémica 2. Negativo
metéstasis a
sistema nervioso
central por medio
de células
neoclasicas
confirmadas en
LCR al diagndstico

Estudio de imagen Estudio de Cualitativa 1. Positivo
confirmacion de Dicotomica 2. Negativo
metéastasis a
sistema nervioso
central por medio
de imagen
compatible por
topografia o
resonancia cerebral
al diagnostico

RESULTADOS

Se obtuvieron 46 expedientes de pacientes que cumplian con los criterios de
seleccion para este estudio, de los cuales todos fueron referidos al Instituto
Nacional de Pediatria por sospecha dirigida de retinoblastoma en su mayoria de
Veracruz y Oaxaca, con 8 casos cada uno, seguidos de Guerrero (6), Estado de
Meéxico (5), Chiapas (5), Puebla (3), Michoacan (2), Hidalgo (2), Chihuahua (2) y
Ciudad de México, Guanajuato, Jalisco, Queretaro y Tlaxcala, con un caso. Las
caracteristicas demograficas y clinicas se describen en la tabla 4. Aunque la
mayoria de los pacientes se diagnosticaron antes de los 4 afios de edad (90%)
existieron diagnosticos a edades avanzadas, 95 meses (7 afios y 11 meses),

relacionadas en un retraso en la atencion médica con inicio de sintomatologia al



menos 12 meses previos a su valoracion inicial en el Instituto. La relacion H:M fue

de 2:1.

Tabla 4. Caracteristicas clinicas e histologicas de los pacientes con Rb Metastasico a

SNC
Variable N (%)
Edad Media (DE) 37 meses (£20)
Sexo Masculino 31 (67.4)
Femenino 15 (32.6)
Lateralidad Unilateral 36 (78.3)
Bilateral 10 (21.7)
Origen Urbano 15 (32.6)
Rural 31 (67.4)
Tratamiento quirargico Si 33 (71.7)
No 13 (28.3)
Tipo de Cirugia (n=33) Enucleacion 28 (84.8)
Exenteracion 5(15.2)
Metastasis SNC LCR 6 (13)
Estudio de Imagen 20 (43.5)
Ambios 20 (43.5)
Metéstasis otros Sitios
Metastasis Hueso Si 10 (21.7)
No 36 (78.3)
Metastasis Médula Osea | Si 8 (17.4)
No 38 (82.6)
Metastasis Ganglionar Si 1(2.2)
No 45 (97.8)
Metastasis Hepaticas Si 1(2.2)
No 45 (97.8)
Histologia n=33
Retina Positivo 31 (93.9)
Negativo 2 (6.1)
Vitreo Positivo 29 (87.9)
Negativo 4 (12.1)
Coroides Positivo 31 (93.9)
Negativo 2 (6.1)
Cribosa Positivo 30 (90.9)
Negativo 3(9.1)
Nervio optico Positivo 33 (100)
Negativo 0 (0)
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*DE. Desviacion estandar

A todos los pacientes descritos se realizd el abordaje inicial para lograr una
correcta estadificacion, con toma de estudio de imagen (tomografia cerebral
contrastada y/o resonancia magnética cerebral con gadolinio) y toma de liquido
cefalorraquideo por puncidon lumbar, excepto en dos pacientes que no fue posible
realizar el procedimiento. Al ser una cohorte de pacientes con enfermedad
avanzada por el hecho de ser metastasicos a SNC, un gran numero de pacientes
presentaba otras complicaciones relacionadas al diagnostico oncoldgico que por si
solas deterioraban la calidad de vida del paciente (dolor, pérdida de la vision,
alteraciones electroliticas, crisis convulsivas, hidrocefalia, etc). Por estas
condiciones, toxicidad a quimioterapia inicial o decision de los padres al
diagnostico, 13 pacientes no fueron sometidos a tratamiento quirdrgico, sin obtener
informacion histopatologica del tumor en relacion al globo ocular y estructuras

adyacentes.

Unicamente en 3 pacientes, con enfermedad unilateral, se logré la remisién de la
enfermedad bajo esquema de tratamiento multimodal incluyendo cirugia,
quimioterapia sistémica e intratecal y radioterapia. Dos pacientes con enfermedad
metastasica con enucleacion de ojo derecho, recibiendo quimioterapia sistémica
con esquema de dos drogas (Cisplatino 100mgm2sc x 1 dosis y Etoposido
100mgm2sc x 3 dosis) por 9 y 7 ciclos, respectivamente, con aplicacion 7 dosis de
quimioterapia intratecal (Hidrocortisona 30mg + Metotrexate 12 mg) con
negativizacion del LCR a células neoclésicas y radioterapia a crdneo 55Gy y 45Gy
a neuroeje. Ambos pacientes con enfermedad metastasica a SNC confirmada por
LCR y presencia de masa en SNC. El tercer paciente se realiz6 diagnostico de
enfermedad metastasica por estudio patoldogico de LCR Unicamente, recibiendo

mismo esquema de tratamiento por 9 ciclos, asi como enucleacion y radioterapia.
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La supervivencia global de pacientes con Retinoblastoma metastasico a SNC a 15
meses fue del 23% reduciendo a tan solo 8% a los 5 afos (grafico 1); sin existir
diferencia ante un diagnoéstico por LCR o LCR y presencia de masa intracraneal

por estudio de imagen (grafico 2).

Gréficos. 1. Supervivencia global en pacientes con retinoblastoma Metastéasico. 2. Supervivencia global
comparada por método de diagnostico de metastasis a SNC
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DISCUSION

La forma de diseminacion a SNC del Retinoblastoma a través de invasion por
medio del nervio dptico pudiera explicar la totalidad de los casos metastasicos en
nuestra serie por encontrar, en todos los pacientes que fueron sometidos a
procedimiento quirurgico, enfermedad neoplédsica positiva al corte del nervio
optico en el estudio histopatologico. Sin embargo, existen 6 casos con metastasis
confirmadas tUnicamente por LCR positivo donde la dispersion de células
tumorales pudiera jugar un papel de diseminacion importante. La mayoria, mas del

90%, de nuestros casos cuentan con afectacion a vitreo, retina, coroides y cribosa,
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factores a los cuales se les ha dado un valor prondstico en pacientes con estadios
oculares. Uno de los primeros reportes, y con mayor niumero de pacientes, con
descripcion patologica en pacientes metastasicos a SNC fue realizado en los afios
80’s, incluyendo unicamente 20 pacientes con metastasis a SNC en un periodo de
50 afios, donde 2 casos no presentaron invasién a coroides o nervio Optico; a
diferencia de nuestra serie con 93.9% y 100%, respectivamente.23 Aunque nuestra
revision solo incluyo aquellos pacientes con metastasis al SNC al diagndstico, es
necesario mencionar que existe un grupo de pacientes, cuya enfermedad no esta
diseminada mas alla del globo ocular (con o sin nervio Optico positivo) al
diagnostico que progresaran a una enfermedad metastasica a SNC, de los cuales se
deberan buscar nuevos marcadores como factores de riesgo y asi lograr un

tratamiento intenso y oportuno.

CONCLUSIONES

El diagnéstico de enfermedad metastdsica en pacientes con Retinoblastoma
representa un reto terapéutico para el oncologo pediatrica, sin embargo es ain un
mayor para el médico de primer contacto, quien deberd de sospechar este
padecimiento para lograr diagndsticos oportunos, logrando impactar en la
supervivencia de estos pacientes. Ya que en la actualidad los paises desarrollados
cuentan con muy baja incidencia de pacientes con Retinoblastomametastasico, los
factores clinicos, histopatoldgicos o inclusive nuevos marcadores moleculares no
son prioritarios o motivo de estudio, sin contar con informacion reciente en la
literatura internacional, siendo esta serie una de las mas grandes reportadas en este
tema. Ante la alta mortalidad ligada a este diagndstico, debera ser objeto de futuros

estudios prospectivos la busqueda de estas asociaciones a paises en vias de
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desarrollo, como lo es ain México, que enfrentan aln estos diagnosticos de

enfermedad avanzada.
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