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RESUMEN

INTRODUCCION: El retinoblastoma, suele ser fatal si no se trata, la sobrevida reportada a 5
anos es de 95% en menores de 5 anos; los factores histolégicos son los indicadores con mayor
influencia en el comportamiento de esta neoplasia. La mutacion de C-kit se ha descrito en cerca
del 52.38% de los casos de retinoblastoma, lo cual podria ser una alternativa terapéutica que

mejore aun mas la sobrevida de los pacientes.

MATERIAL Y METODOS: Se realizé una cohorte historica, retrospectiva, analitica y longitudinal
que incluyo todos los casos de retinoblastoma diagnosticados de enero de 2010 a diciembre de
2014, se re-evaluaron las laminillas para describir las caracteristicas histopatologicas, para
posteriormente determinar por inmunohistoquimica si la mutacién de c-kit es un factor asociado
a menor sobrevida, se aplicé una prueba de logaritmo rango Chi Cuadrada, considerando

estadisticamente significativo valor de p < 0.05 con IC del 95%.

RESULTADOS: Se analizaron un total de 26 casos con diagnostico de retinoblastoma, el 62%
(n=16) tuvieron una imnuno-expresién positiva para C-Kit. Se encontré que la imnuno-expresion
de C-Kit no se asocia a menor sobrevida global a 5 afios (p=0.08), unicamente se halld que la
presencia de metastasis ganglionar al momento del diagnéstico es el factor asociada a una

menor sobrevida global a 5 afios (p=0.0001).

CONCLUSION: La imnuno-expresion de C-Kit en productos de enucleacién de nifios con
diagnostico de retinoblastoma no se asocia a menor sobrevida global a 5 afios. La presencia de
metastasis ganglionar al momento del diagndstico siempre debe ser valorado, ya que le confiere

una menor sobrevida a este grupo de pacientes.

PALABRAS CLAVE: Retinoblastoma, sobrevida, C-kit, inmunohistoquimica.



ABSTRACT

BACKGROUND: Retinoblastoma, is usually fatal if it is not treated, the reported survival at 5
years is 95% in children under 5 years; Histological factors are the indicators with the greatest
influence on the behavior of this neoplasm. The C-kit mutation has been described in about
52.38% of retinoblastoma cases, which could be a therapeutic alternative and furtherly reduce

patient survival.

METHODS: A historical, retrospective, analytical and longitudinal cohort was carried out, which
included all cases of retinoblastoma diagnosed from January 2010 to December 2014, the
sheets were reevaluated for the description of histopathological characteristics, for the last
determination by immunohistochemistry. If the c-kit mutation is a factor associated with shorter
survival, a chi-square rank logarithm test was applied, a statistically significant value of p <0.05

with 95% CI.

RESULTS: A total of 26 cases with a diagnosis of retinoblastoma were analyzed, 62% (n = 16)
had a positive immuno-expression for C-Kit. It was found that the immuno-expression of C-Kit is
not associated with a lower overall survival at 5 years (p = 0.08), specifically the presence of
lymph node metastasis at the time of diagnosis was found to be the factor associated with a

lower overall survival at 5 years (p = 0.0001).

CONCLUSIONS: Immuno-expression of C-Kit in enucleation products of children diagnosed
with retinoblastoma is not associated with a lower overall survival at 5 years. The presence of
lymph node metastases at the time of diagnosis should always be evaluated, since it confers a

shorter survival on this group of patients.

KEY WORDS: Retinoblastoma, survival, prognosis, C-kit, immunohistochemistry



ANTECEDENTES CIENTIFICOS

El retinoblastoma (RB), un tumor que surge de la capa nuclear interna de la
retina, es la neoplasia maligna intraocular primaria mas comun en la infancia. La
incidencia se estima en aproximadamente 1 de cada 15,000 a 20,000 nacidos vivos.
El RB representa el 3% de todos los canceres infantiles. ' En México, se ha
encontrado que el RB representa de 2.5% hasta 9.6% de todas las neoplasias
infantiles, informado por Fajardo et. Al. en 2011, donde describen las neoplasias
mas frecuentes en nifios mexicanos. 2 Un analisis de 1452 casos con diagndstico
de retinoblastoma, encontré que la edad media de los pacientes al momento del
diagnostico es 1,44 afios. El tumor es unilateral en 71.0% de los casos y bilateral en
29.0%. Los pacientes con tumores bilaterales se suelen diagnosticar a edad mas
temprana (0,46 anos) que los pacientes con enfermedad unilateral (1,77 afos; p
<0,0001). El RB bilateral (90,3% en la supervivencia global a los 10 afios) se asocio
con disminucion de la supervivencia general que el retinoblastoma unilateral (96,1%
a la supervivencia general a los 10 afos). 34

El RB es mortal, si no se trata. El reflejo ocular blanco, también conocido
como leucocoria, es el signo mas comun, seguido del estrabismo. Los pediatras
tienen un papel muy importante en el diagnéstico de este tumor relativamente raro,
pero facilmente detectable. El tratamiento del RB ha evolucionado gradualmente
durante las ultimas décadas, con una simulacidn magnética, un tratamiento de
emergencia, radioterapia, fotocoagulacion con laser y cirugia, todo con una funcién
importante. La quimioterapia intravenosa ha sido el pilar del tratamiento en las
ultimas dos décadas. Los recientes avances en la ingenieria genética y la retina

también ayudan a mejorar el manejo clinico general de esta enfermedad maligna. °



El RB es causado por mutaciones de novo en el gen RB1. A menudo, estas
mutaciones estan presentes como mutaciones de mosaico que no pueden
detectarse mediante la secuenciacion de Sanger. La secuenciacién de proxima
generacion permite la deteccion inequivoca de las mutaciones. El uso de la
tecnologia de secuenciacion de proxima generacion aumenta la sensibilidad de la
deteccion de mutaciones en el mosaico de la linea germinal en el gen RB1. Este
hallazgo tiene implicaciones significativas para mejorar el diagnéstico clinico, el
asesoramiento genético, la vigilancia y el manejo del RB. ©

El RB es una enfermedad genética debido a la inactivacion de ambos alelos
del gen RB1. La enfermedad puede ser categorizada como hereditaria (25-35%) y
no hereditario o esporadico (65-75%). El RB hereditario es una enfermedad
autosomica dominante. En el subtipo hereditario el 85% de los tumores son de
aparicion temprana, bilaterales y multifocales; en tanto el subtipo no hereditaria o
esporadicos suelen ser de presentacion tardia, unilaterales y unifocales. El gen RB1
se encuentra en cromosoma 13 en la region del brazo q 14. Se extiende por
aproximadamente 180 kb de longitud, teniendo 27 exones. 4+ 7-8

El RB se manifiesta tipicamente como una lesion de la retina en forma de
cupula unifocal o multifocal, bien circunscrita, con vasos retinianos dilatados.
Aunque inicialmente puede transparente y dificil de visualizar, se vuelve opaco y
con presencia de leucocoria. Cuando es pequefo, el tumor es esencialmente
intrarretiniano. A medida que aumenta, crece en un plano tridimensional, que se
aleja de la cavidad vitrea (exofitica) o hacia ella (endofitica).

El RB se deriva de células de origen neuroectodérmico, y si supera el

suministro vascular a 90-110 ym del canal vascular central, experimenta necrosis



isquémica y puede contener areas de calcificacion distréfica, o que produce una
apariencia calcarea o de requesén muy visible. Citologicamente, el RB esta
constituido por células azules, pequefias y redondas. El RB puede mostrar una
diferenciacion que se hace menos evidente con la edad, estos signos de
diferenciacion, incluyen las rosetas de Homer Wright o Flexner-Wintersteine. El
grado de diferenciaciéon en el RB esta determinado por la presencia de dichas
rosetas, el menos diferenciado es la roseta de Homer Wright, que también se puede
observar en otros tumores del sistema nervioso central embrionario como el
pineoblastoma y el meduloblastoma; la roseta de Flexner-Wintersteiner es el tipo
mas diferenciado que imitan las caracteristicas citoldgicas y arquitectonicas de las
células sensoriales y conicas fotosensibles, que son evidencia de una mayor
diferenciacion de fotorreceptores. La parte central de la roseta de Homer Wright esta
llena de neuropilo, en comparacién con el centro claro de las rosetas Flexner -
Wintersteiner atribuibles a una recapitulacion de la membrana externa de la retina.
4.10 E| término RB trilateral se refiere al retinoblastoma bilateral en asociacion con
un tumor embrionarioo primario de la pineal, que generalmente muestra diversos
grados de diferenciacién neuronal y fotorreceptora. '

Las caracteristicas histopatologicas de alto riesgo se hallan hasta en 32%
de los ojos enucleados por retinoblastoma (extensién extraocular, invasion de la
camara anterior, iris, cuerpo ciliar, la coroides (> 3 mm) y/o nervio 6ptico); el RB de
alto riesgo no tratado conlleva al menos 24% de riesgo de enfermedad metastasica
que suele ocurrir en los primeros 12 meses posteriores a la enucleacion. La
quimioterapia postenucleacidn con vincristina, etopdsido y carboplatino ha

demostrado eficacia en la prevencion de metastasis hasta en 100% de los casos.
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En los paises con atencidén médica avanzada, la incidencia de metastasis en nifios
con RB es menor del 10%. 12

La supervivencia general después de la enucleacion a 5 afos es de
aproximadamente 97%, las tasas de supervivencia son mas bajas para los ojos con
hallazgos histopatologicos de mayor riesgo que demuestra que invade mas alla de
la lamina cribrosa del nervio 6ptico y / o que se localizan de manera masiva en la
coroides. La enucleacion primaria para el retinoblastoma unilateral da como
resultado una baja tasa de muerte metastasica, pero aun se asocia con probabilidad
de metastasis del 3.9% dentro del primer afio de la enucleacion. Si no hay
enfermedad metastasica a los 5 afos después del tratamiento, el paciente
generalmente se considera curado. 1213

La Clasificacion Internacional de Retinoblastoma Intraocular establece un
sistema de acuerdo al éxito de la quimioterapia, con tasa de recuperacién del 90%
para los ojos de los grupos A, By C y 47% para los ojos del grupo D; los ojos del
grupo E usualmente son enucleados debido al dafio ocular irreversible. (Tabla 1) La
eleccion del tratamiento primario para el RB debe sopesarse cuidadosamente, ya
que las caracteristicas histopatologicas de alto riesgo son un factor potencial para
la recurrencia y/o metastasis. En la mayoria de los casos, la metastasis se produce
en el sistema nervioso central (SNC), hueso y médula ésea. La metastasis se
produce de una de las tres formas: mediante la diseminacion directa en el SNC a
través del nervio 6ptico, la invasion coroidea y la diseminacion hematdgena, o la
extension orbital con afectacion de los ganglios linfaticos. La metastasis 6sea, que
generalmente involucra los huesos largos o los huesos craneofaciales, causa una

masa palpable no sensible. La citologia del liquido cefalorraquideo, la evaluacién
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de la médula 6sea y estudios de imagen se realizan en todos los casos de RB
metastasico para la estadificacion de la enfermedad.'

Clasicamente se han utilizado diferentes sistemas de estadificacion,
incluyendo la de Grabowski-Adamson propuesta por el Hospital de Investigacion
Infantil de St. Jude, la de la American Joint Commission for Cancer (AJCC) y la
Clasificacion Internacional del Retinoblastoma (IRSS). (Tabla 2, 3y 4). EIAJC vy la
IRSS parecen ser los mas confiables para agrupar pacientes segun su riesgo de
recaida extraocular. ' 1%

En un estudio retrospectivo en donde se incluyeron a 519 pacientes con
diagnostico de RB intervenidos con enucleacion primaria con finalidad de
determinar la correlacidon entre la clasificacion internacional del retinoblastoma y los
hallazgos histopatologicos de alto riesgo para metastasis la muerte ocurrio en 4%
de todos los pacientes. '?

La quimioterapia anterior a la enucleacién puede reducir la evidencia
patoldgica del riesgo de extension extraocular y, por lo tanto, un manejo inadecuado
por no recibir la quimioterapia adyuvante necesaria. Los tumores mal diferenciados
se asociaron con una mayor riesgo de recurrencia que los tumores bien /
moderadamente diferenciados. '® El manejo del RB se encuentra basado en el
riesgo que presenta debido a la extension de la enfermedad intraocular, la
lateralidad y la edad del nifio en el momento del diagnostico. El riesgo de
enfermedad recurrente y la diseminacion extraocular aun existen para pacientes con
enfermedad avanzada que presentan alguna caracteristica histopatolégicas de alto
grado, en particular, la invasion coroidea masiva, lo que subraya la importancia de

este hallazgo histopatoldgico. '”
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El desarrollo de farmacos para inhibir especificamente los oncogenes ha sido
uno de los principales objetivos de la investigacion del retinoblastoma. La
identificacion de los objetivos intracelulares apropiados es fundamental para este
proceso, algunos de los oncogenes activados implicados en la patogénesis y la
progresion de la malignidad son las tirosinquinasas, enzimas que transfieren fosfato
de trifosfato de adenosina a aminoacidos especificos en proteinas de sustrato. La
fosforilacion de estas proteinas conduce a la activacion de las vias de transduccion
de sefiales, que tienen un papel critico en una variedad de procesos bioldgicos,
incluido el crecimiento celular, la diferenciaciéon y la muerte. Varias enzimas
tirosinquinasas estan desreguladas y sobreexpresadas en los canceres humanos vy,
por lo tanto, son blancos atractivos para los inhibidores farmacolégicos selectivos.
18,19 | a inhibicion de estas enzimas, especialmente C-kit y PDGFR-a y -b, puede
aumentar sinérgicamente el dafio por radiacion en las células neoplasicas, ya que
se sabe que ambos estan relacionados con la reparacion del daio del ADN inducido
por la radiacion. 2°

Las proteinas tirosinquinasas desempefan funciones importantes en los
mecanismos celulares, como la diferenciacion, la proliferacion, los procesos
reguladores y la transduccion de sefales. A medida que se desarrollan nuevos
agentes terapéuticos, estas tirosinquinasas han sido objeto de una mayor atencién
y ahora son el foco de muchas nuevas estrategias de tratamiento. Desde la
introduccién del mesilato de imatinib, un inhibidor de la proteina tirosinquinasa, C-
kit ha surgido como una diana terapéutica interesante, asociando su expresion,
valorara por tinciones de inmunohistoquimica, con una sobrevida general mas pobre

en una amplia variedad de tumores malignos humanos, como el osteosarcoma,
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carcinoma colorrectal, carcinoma de mama, tumor phyllodes, carcinomas renales,
carcinomas de ovario, tumores del estroma gastrointestinal y leucemia mieloide
cronica, dichas neoplasias se benefician con el empleo de inhibidores de la
tirosinquinasa induciendo respuesta citogenética superior a los tratamientos
habituales, sin asociarse a efectos toxicos tardios aumentando la sobrevida de los
pacientes. %22 en cuanto a la leucemia mieloide crénica aquellos pacientes en los
que se determina la mutacion de c-kit y por lo tanto son candidatos a recibir
tratamiento con inhibidores de la tirosinquinasa (imatinib) se ha visto que la media
de supervivencia en afios es mayor; 2% de forma similar se ha estudiado la expresion
de c-kit en la supervivencia libre de recurrencia en pacientes con tumores del
estroma gastrointestinal (GIST), encontrando que el 80.4% de los pacientes con
GIST expresaron c-kit y por lo tanto fueron candidatos a recibir imatinib,
concluyendo en sus observaciones que aquellos paciente tratados tuvieron una
sobrevida mayor a largo plazo y se redujeron el numero de recurrencias de la
enfermedad.

La expresidn de C-kit se ha estudiado en diversos tumores pediatricos, como:
el sarcoma sinovial, osteosarcoma, sarcoma de Ewing, neuroblastoma y tumores
de Wilms; en el caso del retinoblastoma se han estudiado caracteristicas
histopatoldgicas positivas asociados con la expresidon de c-kit: invasion al nervio
optico, coroides, asi como el grado de diferenciacion de la neoplasia, que podrian
proponer el uso de este farmaco y asi mejorar la sobrevida de estos pacientes. 2°

C-kit (CD117, receptor del factor de células madre) es una proteina
transmembrana tirosinquinasa de 145 kDa que actua como un receptor de tipo lIl.

El protooncogén C-kit, ubicado en el cromosoma 4q11-21, codifica la proteina C-kit,

14



cuyo ligando es el factor de células madre (SCF; factor de acero, kit-ligando, factor
de crecimiento de mastocitos). Juega un papel importante en varios procesos
celulares importantes como la proliferacion, diferenciacion, apoptosis, apego vy
migracion. 2% 28 E| papel del C-kit y su sobreexpresion ha surgido como un posible
objetivo terapéutico después del reciente desarrollo del mesilato de imatinib
compuesto (STI571, Gleevec; Novartis Pharma AG, Basilea, Suiza), que inhibe
especificamente los receptores de tirosinquinasa: Ber-Abl, Ckit y receptor del factor
de crecimiento derivado de plaquetas. El uso de imatinib ha sido aprobado por la
Administracion de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos para tratar los
tumores del estroma gastrointestinal con KIT positivo y la leucemia mieloide cronica.
18, 25

Se ha observado expresion de c-kit en los casos de retinoblastoma de hasta
52.38% (33 de 63 RB), dicha expresién se ha visto que se encuentra asociada a un
comportamiento bioldégico mas agresivo, con mayor expresion en tumores que se
extienden mas alla de la retina. De igual forma se ha reportado que la angiogénesis
es un evento crucial para el desarrollo de esta neoplasia, el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) es un factor de crecimiento angiogénico potente y
especifico que participa en la formacion del estroma del tumor vascular. 27-28

La tincion de inmunohistoquimica para C-kit en el RB ayuda a obtener una
informacion valiosa de la mutacion presente en este tipo de tumor, dicha tincién se
toma como positiva cuando la membrana de las células neoplasicas es
inmunorreactiva al anticuerpo empleado. Se describen hallazgos histopatologicos
del RB asociados con la expresion de C-kit, el 62% de los casos que presentaron

invasion del nervio optico y/o coroides expresan dicha inmunorreaccion; por otra
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parte el grado de diferenciacién del RB se correlaciona con la expresion de C-kit,
reportandose que 56% de los RB bien y moderadamente diferenciados tienen una
expresion positiva para C-kit. 2

Con relacion a la morbilidad significativa y la mortalidad potencial asociada
con las terapias actuales en el tratamiento del RB, se estan investigando nuevas
modalidades terapéuticas. El oncogén C-kit ha recibido una amplia atencion debido
al desarrollo de nuevas terapias inhibitorias eficaces, como el mesilato de imatinib,
y al tratamiento exitoso de tumores como los GIST, que se sabe que sobreexpresan
el receptor en mas del 95% de los casos. En cuanto al seguimiento de los pacientes
con diagnéstico de RB, una serie de 56 casos seguidos por 4 afios, unicamente el
3.57% (n=2) de los casos fallecieron debido a la extension extra ocular y metastasis
intracraneal de la enfermedad a los 5 y 9 meses posteriores al diagnostico, después
de la enucleacion, la quimioterapia adyuvante y a pesar del tratamiento de la
metastasis del sistema nervioso central. Estos dos pacientes revelaron invasion
combinada del nervio optico y coroides, asi como expresion positiva de C-kit. La
expresion de C-kit es una caracteristica del retinoblastoma mas agresiva, con
aumento de la expresidon en tumores que se extienden mas alla de la retina, se ha
sugerido que la via molecular C-kit puede ser importante en el crecimiento del RB,

y apunta a su uso como objetivo para el tratamiento con mesilato de imatinib. 27-2°
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Poco se sabe acerca de la expresion de c-kit en la sobrevida de pacientes
con retinoblastoma, se ha descrito que la dicha caracteristica esta presenta en
hallazgos histopatologicos de pronostico adverso para el retinoblastoma como la
invasion al nervio optico y/o coroides, sin embargo, se desconoce la implicacion
directa que puede ejercer sobre la sobrevida en estos pacientes que en un futuro
pueden beneficiarse de terapia adyuvante especifica para este tumor; este
beneficio se ha visto en otro tipo de neoplasias como la leucemia mieloide crénica
y el tumor del estroma gastrointestinal, en donde independientemente de los
factores histopatoldgicos hallados en el tumor la expresion de C-kit es un hallazgo

determinante en el tratamiento y sobrevida de estos pacientes.

¢La expresion de c-kit se asocia con menor sobrevida en pacientes con

retinoblastoma?
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JUSTIFICACION

En los Estados Unidos la incidencia de retinoblastoma se estima un caso por
cada 18,000 nacidos vivos; en México representa el 4.3% de los canceres en nifios,
constituyendo la segunda neoplasia mas comun en menores de un afo y la tercera
en los de 1 a 4 anos de edad. En nuestro hospital es la primera causa de
enucleacion. Hasta ahora existen datos limitados en la literatura sobre la expresién
de C-kit en retinoblastoma, la cual podria ser de utilidad para posibles terapias
blanco que aumenta la sobrevida de los pacientes. La mortalidad se ve influenciada
por los factores prondsticos que se desprenden de los reportes histopatologicos al
analizar la pieza quirurgica, ya que es fundamental para la toma decisiones de su
seguimiento. Recientemente ha tomado relevancia la mutacion de C-kit como factor
prondstico que deberia ser determinado. En la poblacidn en general se ha estimado
frecuencia de positividad para la mutacion del gen C-kit del 52.38% de los casos de
retinoblastoma. No existen estudios previos reportados en poblacidn mexicana
sobre la prevalencia de la mutacion de C-kitasociada con retinoblastoma, por lo que
este estudio pretende encontrar la frecuencia de la mutacion y si este es un factor
asociado a una menor sobrevida en pacientes que presentaron enucleacion por
retinoblastoma diagnosticados en el servicio de Anatomia patoldgica del Hospital de
Pediatria “Dr. Silvestre Frenk Freund” del C.M.N. Siglo XXI durante el periodo Enero
2010 a Diciembre 2014 y su relacion con los parametros histopatoldgicos que se
han reportado de mal pronéstico. El analisis mutacional tendra utilidad clinica no
solo para la estratificacion del riesgo y prondstico, sino por la existencia de terapia

blanco que requieren su determinacion.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar si existe asociacién entre la expresion de c-kit con la sobrevida de

pacientes con retinoblastoma.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Conocer los factores demograficos y clinicos de la poblacion afectada por

retinoblastoma.

e Determinar los factores prondsticos histoldgicos del retinoblastoma.

e Identificar la sobrevida de la enfermedad a 5 afios del diagndstico de

retinoblastoma.

e Analizar la expresion de c-kit y los factores prondsticos histologicos contra la
sobrevida del retinoblastoma a 5 afos del diagndstico.
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HIPOTESIS

Hi: La expresion de c-kit se asocia a menor sobrevida en pacientes con

retinoblastoma.

Ho: La expresion de c-kit no se asocia a menor sobrevida en pacientes con

retinoblastoma.

20



MATERIAL Y METODO

Disefio de estudio: Cohorte historica, retrospectiva, analitica y longitudinal.

Universo de estudio: Registro de reportes del servicio de Anatomia Patolégica del

Hospital de Pediatria “Dr. Silvestre Frenk Freund” del C.M.N. Siglo XXI del periodo

de enero de 2010 a diciembre de 2014.

Poblacién de estudio: Reportes de pacientes con diagndstico de retinoblastoma del

Hospital de Pediatria “Dr. Silvestre Frenk Freund” del C.M.N. Siglo XXI que cuenten

con los criterios de seleccion.

Tamano de la muestra:

No probabilistica de casos consecutivos.
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CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de Inclusion:

e Reportes histopatoldgicos con diagnostico de retinoblastoma durante el periodo
de enero 2010 a diciembre 2014 en el servicio de anatomia patologica de la
UMAE Hospital de Pediatria del CMN Siglo XXI.

e Reportes histopatologicos de pacientes con diagndstico de retinoblastoma con

expediente completo.

Criterios de Exclusion

e Reportes histopatologicos con diagnostico de retinoblastoma de pacientes con
tratamiento previo a base de inhibidores de la tirosin-quinasa.

e Reportes histopatologicos con diagnostico de retinoblastoma de pacientes con
antecedente de algun tratamiento previo, incluida quimioterapia o radioterapia
sistémica, intraarterial o intravitrea antes de la enucleacion, incision y/o

exanteracion.

Criterios de Eliminacion
e Reportes histopatologicos con diagnodstico de retinoblastoma con laminillas y
bloques de parafina dafiados, no permitiendo obtener la informacién a recabar o

llevar acabo la técnica de inmunohistoquimica.
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DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTO

Se realiz6é una busqueda en el sistema del servicio de Anatomia Patologica
del Hospital de Pediatria “Dr. Silvestre Frenk Freund”, del C.M.N Siglo XXI para
obtener los reportes histoldégicos correspondientes al producto de enucleacion,
exenteracion y /o escision seleccionando a los pacientes con diagnostico de
retinoblastoma.

Se buscaron laminillas y bloques de parafina en el archivo, para el caso de la
laminillas se re-analizaron los parametros histolégicos que son objeto de estudio en
el presente protocolo; esta valoracion estuvo a cargo de dos médicos patélogos con
mas de cinco anos de experiencia profesional en el area de patologia pediatrica y
neuropatologia, certificados antes el Consejo Mexicano de Patélogos A. C. con
numero 546 Dra. Alicia Georgina Siordia Reyes y con numero 1054 Dr. Marco
Antonio Rodriguez Florido, con la finalidad de garantizar la concordancia intra e
interobservador de cada caso evaluado.

De los bloques de parafina se selecciono el representativo de la lesidén y se
realizaron micro-arreglos de cada caso, para posteriormente conocer el estado
mutacional de C-Kit por el método de inmunohistoquimica (ver anexo, técnica de
preparacion de micro-arreglos e inmunohistoquimica).

Finalmente, con los resultados y una vez contando con el analisis estadistico,
se procedid a realizar la discusion de los resultados, confrontandolos con la

evidencia del marco de referencia.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se formaron dos grupos de pacientes, uno con expresion de C-Kit y otro sin
dicha expresion, analizando en todos los casos los factores pronosticos histologicos
antes mencionados, asi como su sobrevida global a 5 afos, registrada en los
expedientes clinicos del hospital.

Para determinar si la mutacion de C-Kit esta asociada con las caracteristicas
histopatoldgicas halladas en cada caso se realizdé una prueba de Chi Cuadrada, y
para el calculo de la sobrevida en pacientes con retinoblastoma asociada a la
expresion de C-kit se realizo la prueba logaritmo rango, se tomé como un valor
estadisticamente significativo valor de p < 0.05, aplicando un intervalo de confianza
del 95%.

En el procesamiento de la informacion se elaboré una base de datos en Excel
de Microsoft y el analisis estadistico se realizé con el paquete computacional SPSS

version 23.
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FACTIBILIDAD, RECURSOS HUMANOS, FISICOS Y FINANCIEROS

En el servicio de Anatomia Patologica de la UMAE Hospital de Pediatria “Dr.
Silvestre Frenk Freund” del C.M.N. Siglo XXI se revisaron los reportes, laminillas y
bloques de parafina. La determinacion de la expresion de c-kit, por el método de
inmunohistoquimica, se llevo a cabo en el area de inmunohistoquimica del servicio,
contando con la infraestructura, material y recurso técnico para poder ser realizada.

Las caracteristicas histopatologicas asi como la expresidn de c-kit fueron
evaluadas por dos médicos patdlogos con mas de cinco afos de experiencia
profesional en el area de patologia pediatrica y neuropatologia, certificados ante el
Consejo Mexicano de Patdlogos A. C. con numero 546 Dra. Alicia Georgina Siordia
Reyes y con numero 1054 Dr. Marco Antonio Rodriguez Florido, con la finalidad de
garantizar la concordancia intra e interobservador de cada caso evaluado. En
ambos procedimientos no se implicaron modificaciones en la operacién habitual del

servicio.
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VARIABLES

Definicion Escala de
Nombre de la variable | Tipo de variable conceptual Definicion operacional medicion Indicador
En bloque de parafina representativo del
Determinacién de|tumor se realizard la tincion de
la expresidon de c- | inmunohistoquimica para c-kit, Nominal 1.Positivo
Expresion de C-kit Independiente kit por | considerando positividad cuando el 100% L.
. ) ;. ) L. dicotémica 2 Negativo
inmunohistoquimi |de las células neopldsicas muestren -Neg
ca. inmunorreaccion al anticuerpo y negativa
en caso contrario.
Sobrevida de la
enfermedad: ) . L.
. Se buscard en los expedientes clinicos de
meses libres de . ) L. L.
. . . cada paciente con diagndstico de| No categdrica
Sobrevida Global Dependiente actividad tumoral . o ) Meses
. retinoblastoma en seguimiento de cada discreta
a 5 anos
. caso.
posteriores al
diagnéstico.
Diagnostico de|se buscaré en el archivo de patologia
retinoblastoma reportes subsecuentes de cada paciente| Nominal 1.Si
Metastasis ganglionar | Dependiente extraocular ; =
gang P durante el periodo de 5 afios. dicotémica 5 No

después de la
enucleacion.
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Determinacion del
patron de
crecimiento  con

1. Endofitico.

, o . relacion al globo | En laminillas de cada caso seleccionado se Nominal
Patron de crecimiento | Dependiente o ] o L.
ocular, en corte | clasificara el patron de crecimiento. dicotdmica 2. Exofitico
teiido con
Hematoxilina-
eosina.
Componentes 1. No
histolégicos que
conforman la Determinado
Grado de totalidad del | En laminillas representativas de la neoplasia > ndif
Dependiente lacion | s€ realizard la medicion del eje mayor Ordinal - Indireren
diferenciacién tumor en relacion .
.« | tumoral en milimetros ciado
con la formacién .
de rosetas. 3. Diferenci
. ado
(Pardmetro CAP).
Determinar la
oy 1. Ojo derecho
localizacion En la relacién de cortes incluidos del reporte
Lateralidad del tumor | Dependiente anatomica del | histopatolégico de la piza quirdrgica se| Nominal 2. Ojo izquierdo
tumor.

(Parametro CAP).

buscara la localizacion anatémica del tumor.

3. Bilateral
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Determinacion de
la invasion a la

En las laminillas representativas de Ia

. Nominal 1.Presente
Invasion a la coroides | Dependiente capa coroides del| hoopjasia se determinaré la presencia de dicotd
; icotdmica
0Jo. invasion a la capa coroides. 2.Ausente
(Parametro CAP).
Determinacién de
; Iy En las laminillas representativas de Ia
Invasion  al  nervio 5 dient la~invasion  al aci determinard | o Nominal 1.Presente
L. ependiente 0 Anti neoplasia se determinard la presencia de o
dptico nervio optico. o R dicotémica 2 Ausente
invasion al nervio dptico. :
(Parametro CAP).
Determinacién de
la eXtension | ey |35 |aminillas representativas de la ,
Nominal 1.Presente
Extension extraocular | Dependiente extraocular | neoplasia se buscara la extension al tejido dicotémi
-- icotdmica
tejidos blandos extraocular. 2. Ausente
(Pardmetro CAP).
Alteraciones
morfolégicas que |En las laminillas representativas de la Nominal 1.Presente
Necrosis Dependiente se producen | neoplasia se buscara la presencia o ausencia L.
dicotdmica 2. Ausente

después de la
muerte celular.

de necrosis.
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Calcificaciones

Dependiente

Depdsito de calcio
en el tejido
tumoral.

En las laminillas representativas de Ia
neoplasia se buscara la presencia o ausencia
de calcificaciones.

Nominal
dicotdmica

1.Presente

2. Ausente

Edad

Demografica

Tiempo de vida de
una persona desde
su nacimiento
hasta el momento
actual.

Segln afios cumplidos al momento del
diagnéstico.

No categérica
discreta

Anos

Sexo

Demografica

Hombre/mujer.
Diferencia en |la
forma del cuerpoy
en la constitucion
fisica de un
individuo que
distingue al
hombre de |Ia
mujer.

Segun sexo bioldgico

Nominal
dicotdmica

1. Hombre

2. Mujer
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ASPECTOS ETICOS

De acuerdo al reglamento de la Ley General de Salud en materia de
investigacion, en su articulo 17 se consideran tres categorias de riesgo ante la
probabilidad de que los sujetes de investigacion sufran algun dafio como
consecuencia inmediata o tardia del estudio (investigacion sin riesgo, con riesgo
minimo y con riesgo mayor que el minimo); el presente estudio se considerd sin
riesgo, ya que emplea técnicas y meétodos de investigacion documental
retrospectivo que no intervienen o modifican las variables fisiologicas, psicologicas
y sociales de los individuos que participan en el estudio, ademas que los
procedimientos planteados se apegan a las normas éticas en materia de

investigacion en seres humanos y a la Declaracion de Helsinki vigentes.

Con base a la guia de ConBioética 2018 en su apartado numero 14 que
aborda las consideraciones éticas para el uso de material biologico en
investigaciones, se expone que el presente estudio fue para el beneficio de la
sociedad mexicana y en especial para la poblacion pediatrica, en cada uno de los
expedientes existe consentimiento informado de la obtencidn y procesamiento de la
muestra biolégica obtenida para su estudio histopatolégico normada por el Instituto
Mexicano del Seguro Social, garantizando de esta manera la confidencialidad y
privacidad de los datos; dicho material biolégico fue inactivado con formaldehido al
10% y resguardado en bloques de parafina a temperatura ambiente (15-25°C) en
las instalaciones del laboratorio de Anatomia Patologica de la UMAE Hospital de
pediatria del CMN Siglo XXI, el material biol6égico sobrante se conservé en dichos

bloques de parafina y fueron manejados con las mismas condiciones descritas
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previamente para su posterior uso y/o consulta; en el caso de los residuos propios
del proceso del material bioldgico, estos fueron conservados y trasladados en
contendores especiales para su eliminacion adecuada de acuerdo al Manual de
procedimientos para el manejo y control de residuos biolégico-infecciosos téxico-
peligrosos en Unidades de Atencion Médica implementada en el Instituto Mexicano
del Seguro Social, con lo cual este estudio no represento riesgo para el personal
de salud ni para los sujetos de investigacion, cumpliendo con las normas de

bioseguridad establecidas.

Se realiz6 asignacion aleatoria de un folio a cada uno de los casos, para no
emplear nombres, apellidos o cualquier dato que fuera vinculable con el paciente;
el investigador principal fue el unico que conoci6 dicha informacion, la cual fue
resguarda durante todo el estudio, para asi garantizar que la informacion obtenida

no sea utilizada para un fin diferente al planteado de manera inicial.

Los resultados de la inmunoexpresion de esta investigacion fueron anexados
a cada uno de los expedientes como adendum al reporte histopatologico
previamente emitido del material biolégico recabado en el departamento de
Anatomia Patologica, con la finalidad de ser informados a cada paciente en sus citas

subsecuentes. Tipo de estudio de acuerdo al riesgo: Investigacion sin riesgo.

El presente estudio fue aprobado por el comité local de ética e investigacion
de la UMAE Hospital de Pediatria del CMN Siglo XXI con numero de registro

institucional R-2019-3603-080.
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RESULTADOS

En el presente estudio se analizaron un total de 26 pacientes con diagnéstico
de retinoblastoma durante el periodo de enero de 2010 a diciembre de 2014, con la
finalidad de identificar como la expresion de C-Kit se asocia a la sobrevida global a
5 anos del grupo de pacientes antes mencionados. La mayoria de los pacientes
(62%) corresponden al sexo masculino. El promedio de edad fue de 3.6 anos al
momento del diagndstico, con una desviacion estandar (DE) + 4.5 afios. 4 pacientes
tuvieron menos de 1 ano de edad al momento del diagndstico, 15 pacientes de 1 a
4 anos y 7 pacientes de 5 a 9 anos de edad (grafica 1). Todos los casos revisados

(n=26) corresponden a productos de enucleacion.

Grafica 1. Distribucion por edad y sexo de nifios con
diagndstico de retinoblastoma (n=26).
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En 54% (n=14) de los casos revisados se localizaron en el ojo derecho y el
resto en el izquierdo (46%), no se identificd ningun caso de retinoblastoma bilateral

o trilateral al momento del diagndstico.

Se identificd patron de crecimiento endofitico fue el mas frecuente (figura 1.a) con
50% (n=13), seguido de patron exofitico con 38% (n=10) y mixto con 12% (n=3); de
acuerdo al grado de diferenciacion (figura 1.b): el retinoblastoma de tipo
diferenciado estuvo presente en 31% (n=8) de los casos, indiferenciado en 55%

(n=14) y no determinado en 14% (n=4).

La invasidn a coroides (figura 1.c) estuvo presente en 58% de los casos al
momento del diagnodstico (n=15) y en todos ellos la invasién fue menor a 3 mm de
longitud. La invasion al nervio 6ptico (figura 1.d) unicamente fue positiva en 23%
(n=6) de los productos de enucleacion analizados; tanto la extension extraocular y

la metastasis se determind en 8% (n=2) de ojos enucleados.

La necrosis (figura 1.e) se hallé en 92% (n=24) y estuvo ausente so6lo en 8%
(n=2); la metastasis ganglionar se identifico en 4% (n=1); en 73% (n=19) de los
casos se observo calcificaciones (figura 1.f). El 62% de los productos de
enucleacion por retinoblastoma (n=16) tuvieron una imnuno-expresion positiva en
el citoplasma de las células neoplasicas para C-Kit en tanto el 15% no expresaron

este marcador de inmunohistoquimica (n=4) y en 23% no fueron valorables (n=6).
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Figura 1. Caracteristicas histopatolégicas halladas en los casos de retinoblastoma, tinciéon de
hematoxilina y eosina: a. Patron de crecimiento (100x), b. Grado de diferenciaciéon (20x), c.
Invasion a coroides (40x), d. Invasion a nervio optico (40x), e. Necrosis (40x), f. Calcificaciones
(20x).

Las caracteristicas histopatologicas determinadas en cada uno de los casos,
fueron asociadas a la expresion de C-Kit, encontrando que la invasién al nervio
optico (p=0.047) y la presencia de metastasis (p=0.014) presentaron una asociacién
estadisticamente significativa con la expresion de C-Kit tomando como significativo

un valor de p < 0.05 (Tabla I).

De los veintiséis pacientes diagnosticados con retinoblastoma en el periodo
de estudio antes mencionado soélo cuatro fallecieron (15%), por lo que a partir de
estos datos descriptivos se procedié a realizar un analisis estadistico para
determinar su asociacion de las diferentes variables clinicas e histopatoldgicas con
sobrevida global a 5 afios de los 26 pacientes incluidos en este estudio, 15 pacientes
con sobrevida global mayor o igual a 5 afios presentaron inmuno-expresion positiva

a C-kit en el citoplasma de las células neoplasicas (figura 2), dato que representa al
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58% de los pacientes, mientras que solo un paciente del grupo de pacientes
fallecidos presenté dicha inmunorreaccion (4%). Aplicando la prueba logaritmo
rango se encontré que la imnuno-expresion de C-Kit en productos de enucleacién
de pacientes con diagnostico de retinoblastoma no se asocia a menor sobrevida
global a 5 afios, p=0.08 (grafica 2), sin embargo, analizado los demas hallazgos
unicamente se hall6é que la presencia de metastasis al momento del diagndsticos es
el unico factor asociada a una menor sobrevida global a 5 afios en este grupo de

pacientes, p=0.0001 (grafica 3).

Inmunohistoquimica positiva para C-Kit |

Figura 2. Inmuno-expresion de C-Kit: en las tres fotografias superiores se observa un caso
positivo con inmunorreaccion presente en el citoplasma de las células neoplasicas,
comparado con un caso negativo (fotografias inferiores).
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Tabla I. Caracteristicas clinico-patologicas asociadas con la inmuno-expresion

de C-Kit en casos de retinoblastoma (n=26)

Variable n (%) Expresion de C-Kit
Positivo Negativo NV
n=16) n=4 n=6
(%) (%) (%)
Edad media 36+45
Grupos de edad
e <1afio 4 (15.4) 4 (25.0) 0 (0) 0 (0)
e 1-5 afios 15 (57.7) 9 (56.3) 3 (75) 3 (50)
e 5-9 afios 7 (26.9) 3(18.8) 1 (25) 3 (50)
Sexo
e Hombre 16 (62) 7 (43.8) 3 (75) 6 (100)
e Mujer 10 (38) 9 (56.3) 1 (25) 0 (0)
Lateralidad del tumor
e Unilateral 26 (100)
o Ojo derecho 14 (53.8) 8 (50) 2 (50) 4 (66.7)
o Ojo izquierdo 12 (46.2) 8 (50) 2 (50) 2(33.3)
Patréon de crecimiento
e Endofitico 13 (50.0) 7 (43.8) 3 (75) 3 (50)
e Exofitico 10 (38.5) 6 (37.5) 1 (25) 3 (50)
e Mixto 3 (11.5) 3(18.8) 0 (0) 0 (0)
Grado de diferenciacion
o Diferenciado 8 (30.8) 7 (43.8) 0 (0) 1(16.4)
e Indiferenciado 14 (53.8) 6 (37.5) 3 (75) 5(83.3)
e No determinado 4 (15.4) 3(18.8) 1(25) 0 (0)
Invasion a coroides
e Presente 15 (57.7) 8 (50) 2 (50) 5(83.3)
o <3mm 15/15
o >3mm 0/15
e Ausente 11 (42.3) 8 (50) 2 (50) 1(16.7)
Invasion a nervio 6ptico
e Presente 6 (23.1) 2(12.5) 3 (75) 1(16.7)
e Ausente 20 (76.9) 14 (87.5) 1 (25) 5(83.3)
Extension extraocular
e Presente 2(7.7) 1(6.3) 1 (25) 0 (0)
e Ausente 24 (92.3) 15 (93.7) 3 (75) 6 (100)
Metastasis ganglionar
e Presente 2(7.7) 0 (0) 2 (50) 0 (0)
e Ausente 24 (92.3) 16 (100) 2 (50) 6 (100)
Necrosis
e Presente 24 (92.3) 14 (87.5) 4 (100) 6 (100)
e Ausente 2(7.7) 2(12.5) 0(0) 0(0)
Calcificaciones
e Presente 19 (73.1) 11 (68.8) 3 (75) 5(83.3)
e Ausente 7 (26.9) 5(31.3) 1 (25) 1(16.7)
Estado del paciente
e Vivo 22 (84.6) 15 (93.8) 2 (50) 5(83.3)
e Fallecido 4 (15.4) 1(6.3) 2 (50) 1(26.7)

n=numero de casos (porcentaje), NV= No valorable, * Prueba de Chi cuadrada por razén de maxima verosimilitud.
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Supervivencia acumulada
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Grafica 2. Funcion de supervivencia segun expresion de

C-Kit en ninos con retinoblastoma.
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Supervivencia acumulada

Grafica 3. Funcion de supervivencia segun presencia de metastasis

ganglionar en nifios con retinoblastoma
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DISCUSION

El retinoblastoma tiene una tasa de curacion muy alta, los recientes avances
en el manejo del retinoblastoma y un enfoque multidisciplinario lo han hecho
eminentemente curable: el prondstico de sobrevida global a 5 afios es de alrededor
del 98%, con 90% de recuperaciéon ocular y 80% de recuperacion de la vision, de
acuerdo al tratamiento empleado; % "> ' en nuestro estudio se encontré un
porcentaje de sobrevida similar con cerca del 85% de los pacientes vivos a 5 afos
posterior al diagnostico; cabe mencionar que la distribucion por sexo fue
predominantemente para el sexo masculino con 62% de los casos (n=15), situacion
similar a la descrita en estudios previos por Andreoli et. al. En 2017, analizé 1452

casos de retinoblastoma. 3

La edad promedio de los pacientes que se incluyeron en este estudio fue de
3.6 afos al momento del diagndstico, con una desviacion estandar (DE) £+ 4.5 afios,
este dato resulta ser diferente al expuesto en varios estudios en donde el promedio
de edad oscilaba entre 1.44 y 2.38 afios de edad al momento del diagndstico con
una DE + 2.4 afios y + 3.1 afios, respectivamente. 3 '3 De lo anterior se comparten
datos similares con los descritos en la literatura en relacion a la edad de
presentacion que se describe en menores a los 5 afios. ' 2° El 100% de los casos
analizados en este estudio corresponden a retinoblastomas unilaterales, situacion
diferente a la hallada en otros estudios en donde del 71% hasta el 89% de los casos

corresponden a retinoblastoma unilaterales. 3 141729

El patron de crecimiento endofitico tuvo mayor prevalencia con 50% de los
casos analizados en este estudio, Fabian et. al y Kaliki et. al. refieren, en sus

39



respectivas series, dicho patron del 20% hasta el 23% de los casos, % * sin
embargo, fue mas parecido al hallazgo de Yousef et. al. en donde este tipo de
crecimiento se encontré en 42%. '® El retinoblastoma de tipo indiferenciado se
encontré en 54% (n=14), dato superior al descrito en otras series del 8% hasta el

12%. 312

La invasion a coroides estuvo presente en 58% y en todos ellos fue menor a
3 mm de longitud, porcentaje superior al encontrado por Yousef et. al en su analisis
de 50 casos de retinoblastoma en donde hall6 dicha caracteristica histopatolégica
en 44% %y al de Brennan et. al. con 56%; 17 sin embargo, fue inferior al porcentaje
reportado por Youssef et. al. con 62.5% de los casos positivos para invasion a

coroides. %°

La invasion al nervio optico es quizas uno de los parametros quirurgicos e
histopatoldgicos mas valorados en el prondstico de un paciente con diagndstico de
retinoblastoma, en este estudio, dicha invasion fue positiva en el 23% (n=6) de los
productos de enucleacién analizados; este porcentaje es inferior al encontrado por
Youssef et. al. con 46% "¢ 2° y Brennan et. al. con 84%. 7 La metastasis ganglionar
estuvo presente en 4% (n=1) de ojos enucleados, cifra mayor a la descrita por
Brennan et. al. con un 3%, '® pero menor a la descrita por Rodriguez-Galindo et. al. y

a Kaliki et. al. con 15% Yy 24% respectivamente. "% '°

El 62% de los productos de enucleacion por retinoblastoma incluidos en el
presente estudio (n=16) tuvieron una imnuno-expresion positiva en el citoplasma de
las células neoplasicas para C-Kit en tanto el 15% no expresaron este marcador de
inmunohistoquimica y un 23% fueron casos no valorables, este hallazgo, punto
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fundamental de esta investigacion, fue superior al encontrado por Barry et. Al, en
donde 33 de sus 63 casos estudiados, de retinoblastoma, fueron positivos para la
C-Kit, 22 asi como a los descritos en estudios previos en donde se halld6 un

porcentaje superior al 48%. 1629

Otro hallazgo importante fue la asociacion estadisticamente significativa que
se encontrd entre algunas caracteristicas histopatoldgicas y la expresién de C-Kit
(invasion al nervio 6ptico p=0.047 y presencia de metastasis ganglionar p=0.014),
hallazgo similar al de Barry et. al, donde se encontré asociacion estadisticamente
significativa entre la expresion de C-Kit y la invasion al nervio éptico p < 0.02 pero
diferente en cuanto a la invasion a coroides, ya que Barry et. al. Reporta una p <
0.01 para esta caracteristica histopatoléogica mientras que en nuestro estudio no

hubo significancia (p=0.32). 28

De los veintiséis pacientes, sélo cuatro fallecieron (15%), porcentaje un poco
superior al descrito en otras series, !5 '3 sin embargo, el nimero de casos incluidos
en este estudio puede estar asociado con dicho porcentaje. Aplicando la prueba
logaritmo rango se encontré que la imnuno-expresion de C-Kit en productos de
enucleacion de pacientes con diagndstico de retinoblastoma no se asocia a menor
sobrevida global a 5 afos, p=0.08 (grafica 2), por otro lado, analizado los demas
hallazgos se hall6 que la presencia de metastasis ganglionar al momento del
diagnosticos es el unico factor asociada a una menor sobrevida global a 5 afios en
este grupo de pacientes, p=0.0001 (grafica 3), estos hallazgos pueden estar

determinados por el tamafno de la muestra y el numero de casos no valorables.
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CONCLUSIONES

La edad promedio de los pacientes incluidos en este estudio fue de 3.6 afios

al momento del diagndstico.

El sexo masculino represento el mayor numero de casos con 62%.

La presencia de metastasis ganglionar se asocié a menor sobrevida global a

5 afnos en ninos con retinoblastoma.

La frecuencia de la inmuno-expresion de C-Kit en nuestra poblacion de

estudio fue del 62%.

La imnuno-expresion de C-Kit en retinoblastomas, podria no asociarse, en

nuestros casos, con menor sobrevida global a 5 afos.
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ANEXOS

HOJA DE CAPTURA DE DATOS

FOLIO: Sexo: Edad:

Fecha de Nacimiento:

INFORMACION PARA LA INVESTIGACION:

VARIABLE INDICADOR RESULTADO

Sobrevida Meses de vida, posterior a la
fecha de diagndstico de
retinoblastoma.

Presenté . Si
Metastasis . No
Mutacion c-kit . Positivo

. Negativo
Patrén de . Endofitico.
crecimiento . Exofitico.

. Mixto.
Grado de . Diferenciado.

. Indiferenciado.
. No determinado.

diferenciacion

Lateralidad del . Ojo derecho

N=2a2GON 2N =2 NN N2 0ON 2O 20N 2NN -

tumor . Ojo izquierdo

. Bilateral
Invasién a la .Presente ( )mm
coroides - Ausente
Invasién al nervio . Presente
dptico . Ausente
Extension . Presente
extraocular . Ausente
Metastasis . Presente
ganglionar . Ausente
Necrosis . Presente

. Ausente
Calcificaciones . Presente

. Ausente

OBSERVACIONES:
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Tabla 1

Clasificacion Internacional de Retinoblastoma (ICRB)
Grupo A: Riesgo muy bajo. Pequeios tumores discretos que no amenazan la vision.

* Todos los tumores son de 3 mm o menos, limitados a la retina
+» Ubicados al menos a 3 mm de la foveola y a 1.5 mm del nervio éptico
» No hay siembra vitrea o subretiniana

Grupo B: Riesgo bajo. Sin siembra vitrea o subretiniana.

» Tumores de cualquier tamafio o ubicacién que no estén en el Grupo A
+ Sin siembra vitrea o subretiniana
* Liquido subretiniano a no mas de 5 mm de la base del tumor
Grupo C: Riesgo moderado siembra vitrea o subretiniana focal y tumores retinianos discretos de
cualquier tamaio y ubicacion

* Siembra local, fina y limitada
» Tumores intrarretinales discretos de cualquier tamafio y ubicacion
*» Hasta un cuadrante de liquido subretiniano

Grupo D: Riesgo alto siembra vitrea difusa o subretiniana

» Enfermedad difusa intraocular diseminada

* Siembra vitrea extensa o “grasa”

* La siembra subretinal puede ser similar a una placa
* Mas de un cuadrante de desprendimiento de retina

Grupo E: Riesgo muy alto Riesgo muy alto con uno o mas de los siguientes.

» Glaucoma neovascular irreversible

* Hemorragia intraocular masiva

* Celulitis orbitaria aséptica

» Tumor anterior a la cara vitrea anterior
» Tumor que toca la lente

* Infiltracion difusa Rb

* Fisis

* Yousef YA, Hajja Y, Nawaiseh I, Mehyar M, Sultanl, et. Al. A histopathologic analysis of 50 eyes primarily enucleated for
retinoblastoma in a tertiary cancer center in Jordan. Turk Patoloji Derg. 2014;30(3):171-7.
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Tabla 2

Grupo de Reese-Ellsworth para la idoneidad para el tratamiento del
retinoblastoma mediante radioterapia

Grupo |. Muy favorable.
la: tumor solitario mas pequefio que 4 dd en o detras del ecuador
Ib: tumores multiples, ninguno mas grande que 4 dd, todos en o detras del ecuador

Grupo Il. Favorable
Ila: tumor solitario de 4 a 10 dd, en o detras del ecuador
IIb: tumores multiples de 4 a 10 dd, en o detras del ecuador

Grupo lll. Dudoso
llla: cualquier lesién anterior al ecuador
IlIb: tumor solitario mayor de 10 dd detras del ecuador

Grupo V. Desfavorable
IVa: tumores multiples, algunos mayores de 10 dd
IVb: cualquier lesion que se extienda anteriormente a la ora serrata

Grupo V. Muy desfavorable.
Va: tumores masivos que afectan a mas de la mitad de la retina
Vb: siembra vitrea

* Abreviatura: dd, diametro del disco (1,5 mm). De Reese AB, Ellsworth RM. La evaluacién y concepto actual de la terapia

de retinoblastoma. Trans Am Acad Ophthalmol Otolaryngol 1963; 67: 164—72.
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Tabla 3

IRSS

Etapa 0. Pacientes tratados de forma conservadora.

Etapa I. Ojo enucleado, completamente resecado histolégicamente.

Etapa Il. Ojo enucleado, tumor residual microscopico.

Etapa Ill. Extension regional.
a. Enfermedad orbital manifiesta
segundo. Extensién preauricular o de los ganglios linfaticos cervicales

Etapa IV. Enfermedad metastica

a. Metastasis hematodgena (sin afectacion del sistema nervioso central [SNC])
1. Lesion unica

2. Lesiones multiples.

segundo. Extension del SNC (con o sin otro sitio de enfermedad regional o
metastasica)

1. Lesion prechiasmatica.

2. Masa del SNC

3. Enfermedad Ileptomeningea y LCR.

*De Chantada G, Doz F, Antonelli CB, et al. Una propuesta para un sistema internacional de estadificacion del retinoblastoma.

Pediatr Blood Cancer 2006; 47: 801-5.
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Sistema de estadificacion AJCC

Clasificacion clinica (estadificacion tumor-nodo-metastasis por examen clinico
[cTNM])

Tumor primario (T)

TX: no se puede evaluar el tumor primario.

TO: no hay evidencia de tumor primario.

T1: tumores no mas de dos tercios del volumen del ojo sin siembra vitrea o
subretiniana.

T1a: notumor en ojo es mayor que 3 min. La dimensidn mas grande esta ubicada
a menos de 1,5 mm del nervio éptico o févea.

T1b: al menos 1 tumor tiene mas de 3 mm en la dimensién mas grande o esta
ubicado a menos de 1,5 mm del nervio 6ptico o fovea. No hay desprendimiento de
retina o liquido subretinal a mas de 5 mm de la base del tumor.

T1c: al menos 1 tumor es mayor que 3 mm en la dimensidon mas grande o esta
ubicado a menos de 1,5 mm del nervio 6ptico o fovea, con desprendimiento de
retina o liquido subretiniano a mas de 5 mm de la base del tumor.

T2: tumores de no mas de dos tercios del volumen del ojo con siembra vitrea o
subretiniana. Puede tener desprendimiento de retina.

T2a: propagaciéon minima del tumor al espacio vitreo y / o subretiniano. Esta
presente la siembra vitrea focal y / o subretiniana de agregados finos de células
tumorales, pero no grandes grupos o bolas de nieve de células tumorales.

T2b: tumor masivo extendido al espacio vitreo y / o subretiniano. Se presenta una
siembra vitrea y / o subretiniana masiva, definida como grupos difusos o bolas de
nieve de células tumorales.

T3: enfermedad intraocular grave.

T3a: el tumor llena mas de dos tercios del ojo.

T3b: 1 0 mas complicaciones presentes, que pueden incluir glaucoma neovascular
o de angulo cerrado asociado a tumor, extensién tumoral en el segmento anterior,
hifema, hemorragia vitrea o celulitis orbital.

T4: enfermedad extraocular detectada por estudios de imagen.

T4a: invasion del nervio 6ptico.

T4b: invasion de la érbita.

T4c: extension intracraneal no mas alla del quiasma.

T4d: extension intracraneal del quiasma.

Ganglios linfaticos regionales (N)

NX: no se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales.

NO: no hay afectacion de ganglios linfaticos regionales.

N1: afectacion de los ganglios linfaticos regionales (preauricular, submandibular o
cervical).

N2: afectacion ganglionar distante.

Metastasis a distancia (M)

MO: sin metastasis a distancia.

M1: metastasis sistémica.

M1a: lesion unica en sitios distintos del SNC.

M1b: lesiones multiples en sitios distintos al SNC.

M1c: lesiones del SNC prechiasmaticas.

M1d: lesiones del sistema nervioso central posquiasmaticas.
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M1e: afectacidon leptomeningea y / o LCR.

Clasificacion patoldgica (estadificacion tumor-nodo-metastasis por patologia
[PTNM])

Tumor primario (pT)

pTX: no se puede evaluar el tumor primario.

pTO0: no hay evidencia de tumor primario.

pT1: tumor confinado al ojo sin nervio Optico o invasion coroidea.

pT2: tumor con minimo nervio 6ptico y / o invasion coroidea.

pT2a: el tumor invade superficialmente la cabeza del nervio éptico pero no se
extiende mas alla de la lamina cribrosa o el tumor muestra una invasion coroidea
focal.

pT2b: el tumor invade superficialmente la cabeza del nervio 6ptico pero no se
extiende mas alla de la lamina cribrosa y muestra una invasién coroidea focal.
pT3: tumor con importante nervio éptico y / o invasion coroidea.

pT3a: el tumor invade el nervio éptico a través de la lamina cribrosa pero no a la
linea de reseccion quirurgica o el tumor muestra una invasion coroidea masiva.
pT3b: el tumor invade el nervio éptico a través de la lamina cribrosa pero no a la
linea de reseccidn quirurgica y muestra una invasion coroidea masiva.

pT4: el tumor invade el nervio Optico a la linea de reseccidon o muestra una
extension extraocular en otro lugar.

pT4a: el tumor invade el nervio éptico en la linea de reseccion, pero no se identifica
una extensién extraocular.

pT4b: el tumor invade el nervio 6ptico a la linea de reseccion y se identifica la
extension extraocular.

Ganglios linfaticos regionales (pN)

pNX: no se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales.

pNO: no hay afectacion de ganglios linfaticos regionales.

pN1: afectacion ganglionar regional (preauricular, cervical).

N2: afectacion ganglionar distante.

Metastasis a distancia (pM)

cMO: sin metastasis.

pM1: metastasis a sitios distintos del SNC.

pM1a: lesién unica.

pM1b: lesiones multiples.

pM1c: metastasis del SNC.

pM1d: masas discretas sin participaciéon leptomeningea y / o LCR.

pM1e: afectacion leptomeningea y / o LCR.

Desde el AJCC. Retinoblastoma. En: Edge SB, Byrd DR, Compton CC, et al,
editores. Manual de estadificacion del cancer AJCC. 72 edicion. Nueva York:
Springer; 2010. p. 562-63.
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TECNICA DE MICRO-ARREGLOS E INMUNOHISTOQUIMICA

|. Se realizaron los siguientes pasos para la técnica de micro-arreglo tisular:

1.- Obtencidn de muestras cilindricas de 0.6 6 1 mm de diametro y 3-4 mm de
longitud de todos los tumores o zonas de interés a partir de los bloques de parafina.
2.- Todos los cilindros obtenidos se incorporaron a un bloque de parafina receptor,
que a su vez fue cortado en multiples secciones para llevar a cabo ensayos
mediante técnicas inmunohistoquimicas.

ll. Posteriormente, se realizaron los siguientes pasos para la técnica de
inmunohistoquimica (IHQ):

1.- Cortes en parafina de 1.5 micras.

2.- Desparafinizaciéon a 60° por treinta minutos.

3.- Hidratacion con: xilol, alcohol absoluto-xilol, alcohol absoluto, alcohol a 96° y
aguda destilada.

4.- Recuperacion antigénica con citratos en olla de presion durante diez minutos, a
la presiéon mas alta.

5.- Bloqueo con peroxidasa durante 5 minutos y enjuague con solucion buffer con
TBS a pH de 7.5.

6.- Incubacion con el anticuerpo primario durante 30 minutos, C-kit (Bio SB, 1:300,

Santa Barbara, CA) y enjuague con TBS.

7.- Revelado como sistema de deteccion el complejo de avidina-estreptavidina
(Inmunodetector, Bio SB, Santa Barbara, CA). Se utilizd6 diaminobenzidina (DAB),
de Bio SB como cromogeno para revelar la reaccion antigeno-anticuerpo y la contra

tincion con hematoxilina de Harris.

8.- Observacion en microscopia de luz.
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Esquema del proceso de obtencion de un bloque de micro-arreglos tisulares

y técnica de inmunohistoquimica
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