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RESUMEN:

Introduccidn: Este estudio pretende describir las caracteristicas clinicas, demogréficas y
genéticas de un grupo de pacientes con retinoblastoma hereditario del Hospital Universitario
San Vicente Fundacién (HUSVF) en la ciudad de Medellin, Colombia.

Materiales y métodos: Estudio descriptivo retrospectivo, en el que se incluyeron 22
pacientes con diagnostico de retinoblastoma hereditario confirmado por estudio genético.
Todos los pacientes fueron valorados y tratados en el programa de retinoblastoma mas grande
de Colombia, el cual cuenta ademas con un grupo multidisciplinario de especialistas.

Resultados: La mayoria de los pacientes tuvo menos de 5 afios de edad al momento del
diagndstico, el sintoma mas comun fue la leucocoria y la presentacion bilateral fue la méas
frecuente. Las pruebas mas cominmente realizadas fueron las basadas en secuenciacién del
genoma, encontramos 20 mutaciones en los 22 pacientes de este estudio, siendo la mayoria
de tipo non-sense y los exones 14 y 17 fueron los mas frecuentemente afectados por
mutacion. Solo tuvimos 2 mutaciones nuevas en nuestro grupo de pacientes y nos llamé la
atencion la presencia de 2 mutaciones germinales en un solo paciente.

Conclusiones: Este es uno de los pocos trabajos enfocados en describir las mutaciones en
pacientes con retinoblastoma, de hecho, en Colombia no hay ningin estudio similar al
nuestro.

Palabras clave: retinoblastoma, oncologia ocular, genética, mutacion.

ABSTRACT:

Introduction: The principal aim of this study is to describe the clinical, demographic and
genetic characteristics of patients with hereditary retinoblastoma at Hospital Universitario
San Vicente Fundacion (HUSVF) in the city of Medellin, Colombia.

Materials and methods: This is a retrospective descriptive study, which include 22 patients
with hereditary retinoblastoma confirmed by genetic study. All patients were evaluated and
treated in the retinoblastoma of the HUSVF, which counts with a multidisciplinary group of
specialists.

Results: In this study most patients were less than 5 years old at the time of diagnosis, the
most common symptom was leukocoria and bilateral presentation was the most frequent
presentation of the retinoblastoma. The most common tests performed were those based on
genome sequencing, this study found 20 mutations in the 22 patients, most of then being non-
sense and the exons 14 and 17 were the most frequently affected. We found 2 new mutations
in our patients and the presence of 2 germline mutations in only one patient.

Conclusions: This is one of the few works focused on describing mutations in patients with
hereditary retinoblastoma, in fact, in Colombia there is no study similar to ours.

Key words: retinoblastoma, ocular oncology, genetics, mutation.
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INTRODUCCION:

El retinoblastoma (RB) es la neoplasia maligna intraocular primaria més frecuente que afecta
la poblacion infantil, ocurriendo el 95% de los casos antes de los 5 afios. Comprende
alrededor del 4 al 6% de todas las neoplasias malignas pediatricas. Afecta 1 de cada 16.000
a 18.000 nacidos vivos aproximadamente, con una incidencia reportada de 7000 a 9000 casos
anuales en el mundo. Las tasas de supervivencia en Estados Unidos son cercanas al 100%,
siendo 80-89% en paises de Ameérica Latina. El reporte aproximado de muertes anuales a
nivel mundial se estima entre 3000 a 4000.(1-4)

El 75% de los pacientes presenta retinoblastoma unilateral con una media de edad de
aparicion entre los 2 a 3 afios, en el caso del RB bilateral la edad media de inicio es hacia los
15 meses de edad.(2,5)

El retinoblastoma tiene un origen genético que se ha considerado la teoria Hudson del modelo
del doble hit. Genéticamente el tumor requiere la inactivacion de los 2 alelos del gen RB1
que esta ubicado en el locus 13q14.2 y codifica la proteina RB1 (pRB1) encargada de regular
el ciclo celular.(6) Los tumores bilaterales son causados por la presencia de una mutacion
germinal que puede ser heredada por uno de los padres solo en el 10%, o como resultado de
una nueva mutacion germinal.(18) Respecto al tumor unilateral la gran mayoria resulta de
mutaciones somaticas del gen RB1 durante el desarrollo de la retina, solamente el 15% de
los unilaterales tienen mutacion germinal.(7)

Las caracteristicas clinicas del retinoblastoma varian segun la extension del tumor, el tamafio
y la ubicacion. La manifestacion clinica mas comun es la leucocoria en un 56% de los casos,
seguida por estrabismo (20- 24%) y disminucién de agudeza visual en un 5 al 8%. (6,7) Otra
presentacion clinica es el glaucoma secundario, el cual se presenta en un 17% de los
afectados.(8)

En la actualidad se usa la Clasificacion Internacional de Retinoblastoma, la cual es util para
elegir tratamiento y predice el pronostico de salvamento ocular usando quimio-reduccién y
quimioterapia intraarterial.(9,10) Los pacientes con enucleacion o diseminacion metastasica
se estadifican segun el Sistema de Estatificacion Internacional de Retinoblastoma (IRSS por
sus siglas en ingles), el cual otorga factores prondsticos en los estadios bajos y predice
supervivencia libre de enfermedad en estadios mas altos.(2)

El estudio molecular y asesoramiento genético en los pacientes con retinoblastoma,
especialmente en el hereditario, es esencial para identificar el tipo de mutacion y determinar
la heredabilidad a la futura descendencia, el porcentaje de herencia en el retinoblastoma
hereditario es del 5% a los hermanos y de un 50% a los hijos.(11) Mas del 80% de las
mutaciones se detectan realizando analisis de secuenciacién de la regién codificante con
metodologias como Sanger y/o NGS (Secuenciacion de Gltima generacién), un 10 al 20% se
producen por deleciones detectadas con MLPA (Amplificacion de sondas dependiente de
ligandos maltiples) o microarrays, otra mecanismo a nivel somatico seran metilaciones del
promotor o mutaciones del N-MYC intratumorales; en nuestro caso estas pruebas genéticas
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deben ser enviadas fuera del pais para su procesamiento y realizacion, lo que causa un retraso
en la obtencion de los resultados.(12-16)

En nuestro medio no se encuentra registro ni estudios que evallen las mutaciones y su
relacion con las variables clinicas, ademas no se han realizado publicaciones en Colombia
que comparen las caracteristicas de las mutaciones locales con la literatura mundial. Este
estudio pretende describir la caracterizacién genética, demogréfica y clinica de los pacientes
con retinoblastoma hereditario vistos en una institucion de Medellin-Colombia.

MATERIALES Y METODOS:

Tipo de estudio y poblacion: Estudio descriptivo retrospectivo, basado en revision de
historias clinicas y examenes genéticos. No se calculé tamafio de muestra, se describen los
pacientes con retinoblastoma hereditario que hacen parte del programa de retinoblastoma del
Hospital Universitario San Vicente Fundacién (HUSVF), a quienes se le ha realizado prueba
genética que demuestre mutacion, de los cuales 22 cumplieron criterios de inclusion para el
estudio.

Criterios de inclusion: Pacientes de ambos sexos, de cualquier edad y raza que hacen parte
del programa de retinoblastoma del HUSVF, y que contaban con reporte de estudio genético
positivo entre los afios 2014 y 2019.

Criterios de exclusion:

- Paciente sin informacion completa en historia clinica.

- Pacientes sin estudio genético que describiera una mutacion en el gen del retinoblastoma
- Prueba genética negativa

Variables de estudio: Se estudiaron variables socio demogréaficas (edad, género,
procedencia, antecedente familiar); clinicas (clasificacion, motivo de consulta, lateralidad);
genéticas (prueba genética, tipo de variante, exon, categorizacion de la variante, estado de la
variante) y desenlaces (enucleacidn, metastasis, muerte).

Procedimiento de recoleccion de estudio genético: A todos los pacientes del programa de
retinoblastoma del HUSVF desde el afio 2015 se les solicita por medio del sistema general
de seguridad social en salud colombiano el estudio genético y la valoracion clinica por el
especialista en genética, por lo tanto no existe uniformidad en la realizacién de cual prueba
genética se realiza como primera opcion, esto depende del genetista encargado de la
valoracion, dicha consulta no se realiza siempre por el mismo especialista en nuestro medio.

Recoleccion de la informacién: Las fuentes de informacion fueron secundarias (registros
de historias clinicas, bases de datos del programa de retinoblastoma del HUSVF y resultados
de las pruebas genéticas). La informacidn fue recolectada por los investigadores y registrada
en un formulario de recoleccion de la informacion con doble verificacion de los datos con el
fin evitar sesgos de informacion. El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica de la
Investigacion del Hospital San Vicente Fundacidn antes de su ejecucion (Acta # 01-2020).
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Andlisis de datos: El andlisis de informacion se realizo en el paquete estadistico SPSS V21.
Para la descripcion de las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes, se realizd
un andlisis univariado en el que se reportaron frecuencias absolutas y relativas para las
variables cualitativas.

Para las variables cuantitativas se probo el supuesto de normalidad. Para las variables con
distribucién normal, se report6 la media aritmética (promedio) con su respectiva desviacion
estandar. En caso de no seguir una distribucion cercana a la normal, se reporta la mediana y
el rango intercuartil.

RESULTADOS

Se revisaron las historias de 37 pacientes con resultado de estudio genético, de los cuales 22
resultados contaban con prueba positiva y cumplian criterios de inclusion. El retinoblastoma
ocurrié en el 95% de los casos antes de los 5 afios de edad, en nuestro estudio encontramos
una edad promedio en el momento del diagnostico de 11 meses (DE:12) con una predileccion
por el sexo masculino en el 59,1% de los pacientes. EI compromiso bilateral se present6 en
el 81,8% de los pacientes, siendo esta presentacion del retinoblastoma hereditario la mas
frecuente en nuestra poblacion con un promedio de edad de 7,94 meses al momento del
diagnostico, el 18,2% restante fueron retinoblastomas hereditarios unilaterales
diagnosticados a los 25,2 meses en promedio.

La mayoria de los pacientes eran procedentes del departamento de Antioquia (45%), seguidos
de los provenientes de Cundinamarca (36%), siendo el departamento con menor nimero de
pacientes Cordoba (4,5%). Tuvimos un paciente extranjero proveniente de Ecuador lo cual
correspondio al 4,5% del total de pacientes. Los datos sociodemograficos y clinicos se
encuentran en la tabla 1.

Los sintomas que motivaron la consulta fueron variados, sin embargo, la leucocoria fue la
manifestacion inicial mas frecuente en el 59,09% de los pacientes, el estrabismo y la
disminucidn de la agudeza visual se presentaron en un 22% y 9% respectivamente, siendo el
glaucoma, el desprendimiento de retina y sintomas de superficie ocular presentes solo en el
4,5% de los pacientes de nuestro estudio. No tuvimos pacientes con metastasis o
fallecimiento, la enucleacion se realizo en el 59,1% de los pacientes y se realizd cirugia
bilateral solo en un paciente correspondiente al 4,5%.

Generalmente se usan varias pruebas genéticas para diagnosticar mutaciones en pacientes
con retinoblastoma, por lo tanto, casi la mitad de los sujetos en este estudio (45,5%) tienen
reportados 2 examenes 0 mas.

Como se observa en la tabla 2, la prueba realizada con mayor frecuencia en nuestro estudio
fue NGS en el 68,2% de los pacientes, encontrando mutacion en todos los pacientes a quienes
se les realizo esta prueba; seguida por la prueba Sanger usada en el 50% Yy encontrando
mutacion en el 40,9% , ya que en 2 pacientes (9,1%) en los que fue usada como primera
prueba diagndstica no se encontré mutacion inicial, sin embargo se confirmd su presencia
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con NGS en uno de ellos y en el otro con MLPA. Las pruebas MLPA y Microarrays se
realizaron solo en el 27,2% y 4,5% respectivamente.

Las mutaciones encontradas en este estudio fueron 20 en total y se mencionan en la tabla 4.
En 2 de ellas, se encontraron 2 pacientes con la misma mutacion y se describen a
continuacion:

- Para la mutacion ¢.1333C>T hubo diferencias de género, edad de diagndstico y
presentacion clinica, ya que la paciente femenina tuvo diagnostico unilateral a los 21
meses, mientras que el paciente masculino tuvo presentacion temprana y bilateral.
Sin embargo, ambos estaban en estadios avanzados y requirieron enucleacion de un
0jo.

- En cuanto a la mutacion c¢.763C>T, ambos eran pacientes masculinos con
retinoblastoma bilateral en estadio avanzado en al menos un ojo, ambos requirieron
enucleacion y fueron diagnosticados con prueba Sanger.

Los exones mas comunmente afectados por mutaciones fueron el exén 14 y el exon 17 (4
pacientes en cada uno), en segundo lugar, el exon 22 (3 pacientes) y finalmente el exdn 8 (en
2 pacientes que requirieron enucleacion). Los retinoblastomas del grupo E tuvieron mas
mutaciones en el exon 17 (3 pacientes) y en el exdn 22 (2 pacientes). Algunos intrones
tuvieron defectos en el sitio de splicing.

Las mutaciones descritas anteriormente en la tabla 3, tienen diferentes efectos en el ADN, de
modo que por ejemplo el cambio de un solo nucleétido puede ocasionar tanto una mutacion
Non-Sense (coddn de parada prematura) como una mutacion Miss-Sense (cambio de codon,
sin parada prematura); la mutacion de tipo Non-Sense fue la mas comun en este estudio y se
presento en el 50% de los pacientes, mientras que la segunda en frecuencia (22,7%) fue la
mutacion del sitio de splicing, seguida por las mutaciones tipo Miss-Sense y Frameshift cada
una con un 9,1% de los casos, como se muestra en la Figura 1.

Dos de los cuatro pacientes reportados con retinoblastoma unilateral, tuvieron mutaciones
que afectaban el sitio de splicing (2520+1 2520+4delGTGA y ¢.1389+6T>C) y uno de ellos
requirié enucleacion. Los retinoblastomas bilaterales de mayor gravedad presentaron
mutaciones Non-Sense en su mayoria (7 de 9 pacientes), dentro de los cuales esta el Unico
paciente que requirié enucleacion bilateral (mutacion ¢.2284C>T, en el exdn 22).

Las variantes genéticas se categorizan en las bases de datos (como OMIM, HGMD) segun
su capacidad para producir enfermedad, y pueden ser: patogénicas, probablemente
patogénicas, inciertas, probablemente no patogénicas y no patogénicas. Ademas, se describe
su estado segun si es una mutacion conocida (estudios in-vivo o in-vitro), In silico
(simulacién con modelos matematicos y software), nueva, o si es un polimorfismo. Esta
informacion se describe en la tabla 3.

En nuestro estudio el 86,4% eran mutaciones patogénicas, siendo la minoria de caracter
incierto (9,1%, 2 pacientes); aca ademas se evidencié el caso de un solo paciente con
retinoblastoma bilateral (clasificado grado D y E) con antecedente familiar en la madre,
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diagnosticado con NGS quien presentd 2 mutaciones, una patogénica conocida en el exon 14
(c.1472T>C) y otra incierta In silico en el exdn 6 (¢.890T>C).

La mayoria de las mutaciones fueron descritas como conocidas (77.3%, 17 casos) y solo en
2 casos fueron nuevas. Llama la atencion que se encontrd un paciente con retinoblastoma
bilateral grupo D en ambos 0jos con mutacion incierta In silico; mientras que otro paciente
con retinoblastoma unilateral presentd una variante genética descrita como polimorfismo.
Ambos pacientes con mutacion In sillico tuvieron también significado incierto.

Los pacientes con retinoblastoma bilateral, con al menos un ojo clasificado en grupo E
tuvieron mutaciones patogénicas conocidas en su mayoria, como las 2 descritas
anteriormente (c.1333C>T, c¢.763C>T) entre otras como c.1659T>A, ¢.2284C>T vy
.1079delG. Sin embargo, un paciente presenté la mutacion ¢.1686dupA, descrita como
nueva e incierta en el exén 17. En la tabla 6 se resumen las caracteristicas de las mutaciones
en relacion a los pacientes correspondientes.

DISCUSION

El avance en el conocimiento acerca de la genética del retinoblastoma y las diferentes formas
de mutacion promotoras de este tumor, han llevado a un mejor entendimiento de la
enfermedad y abren la posibilidad de nuevas terapias mejorando la supervivencia y calidad
de vida de estos pacientes. A pesar de los avances cientificos en la genética del
retinoblastoma, aun sigue siendo limitada su aplicacion en paises en vias de desarrollo, lo
cual ha llevado a que la consejeria genética no tenga el alcance ni impacto esperado en el
abordaje multidisciplinario del paciente con retinoblastoma.

En nuestro estudio encontramos que la edad promedio de diagnostico de retinoblastoma
hereditario fue de 11 meses, siendo un poco menos de lo reportado en la literatura, la cual se
encuentra alrededor de los 18 meses(8)(17). Nuestro estudio fue realizado en pacientes con
retinoblastoma de tipo hereditario, el cual suele tener una presentacion clinica mas temprana
en la vida(9), se han reportado en otras poblaciones hispanicas como México, diagnosticos
tempranos incluso antes de los 6 meses de vida(18), en nuestro estudio la edad promedio de
los pacientes con retinoblastoma bilateral fue de 7.9 meses, obedeciendo asi el curso descrito
en la literatura donde el tumor unilateral sigue siendo de diagnostico mas tardio que el
bilateral a pesar de tener mutacion germinal. EI 95% de los pacientes con retinoblastoma se
diagnostican antes de los 5 afios, lo cual ocurrié en todos los pacientes de nuestro estudio.

Los sintomas principales en nuestro estudio fueron la leucocoria en el 59,09%, seguido de
estrabismo y disminucion de la agudeza visual en un 22% y 9 % respectivamente. El
glaucoma, desprendimiento de retina y sintomas de la superficie ocular en un 4,5%. Estos
hallazgos son equiparables a lo reportado en la literatura, puesto que la leucocoria y el
estrabismo son los 2 principales motivos de consulta en los pacientes con este tumor(8), otros
sintomas descritos como ojo rojo doloroso, hemorragia vitrea, celulitis o proptosis(19) no se
reportaron en nuestro estudio.
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El retinoblastoma hereditario tipicamente se presenta de forma bilateral, y se reporta que
alrededor del 10-15% de los unilaterales tiene mutaciones de tipo germinal(7), en nuestro
estudio encontramos compromiso bilateral en el 81,8% de los casos y 18,2% fueron
unilaterales.

Los pacientes con retinoblastoma tienen gran variedad de desenlaces, no hubo metastasis ni
muerte en nuestro estudio, sin embargo, un paciente desarrollé un quiste en la glandula
pineal, lo cual generd una sospecha inicial de retinoblastoma trilateral (retinoblastoma
bilateral mas neoplasia maligna intracraneal), pero luego, con resonancia magnética nuclear
contrastada de cerebro, se concluyd que se trataba de un quiste pineal benigno, caso ya
reportado por nuestro grupo de retinoblastoma (20). En este estudio fueron enucleados 13
0jos de 12 pacientes, en la literatura suele haber un mayor salvamento ocular en general(21),
sin embargo, nuestro estudio incluye solamente retinoblastomas germinales los cuales tienen
pronostico mas pobre (11).

En este estudio tuvimos 22 pacientes que cumplieron los criterios de inclusion, en estos
pacientes encontramos 20 mutaciones en total, ya que 2 mutaciones se repitieron en 2
pacientes. Estas 2 mutaciones repetidas fueron ¢.1333C>T, ambos pacientes tuvieron tumor
en estadio avanzado, uno de los pacientes fue de presentacion unilateral y requirio
enucleacion de ese 0jo, el otro paciente con tumor bilateral requirio enucleacion de un ojo.
La segunda mutacion repetida fue c.763C>T, con presentacion bilateral en ambos casos con
estadios avanzados requiriendo enucleacion en un 0jo. Ambas mutaciones han sido también
reportadas como recurrentes en 3 y 2 pacientes respectivamente de un mismo estudio(22)

Las mutaciones ¢.1333C> T (exdén 14) y c¢.763C> T (exon 8) se describen con gran
frecuencia dentro del espectro mutacional de los pacientes con retinoblastoma sin distincion
geogréfica, de hecho hay literatura reportandolas en China, Singapur, Madrid, Argentina,
Tailandia.(23)(22)(24)(25)(26). En nuestro estudio éstas fueron las Unicas 2 mutaciones con
2 pacientes afectados cada una, lo cual, teniendo en cuenta el tamafio de muestra, nos da una
idea de lo frecuentes que pueden llegar a ser ambas mutaciones.

Como ya mencionamos anteriormente, cada tipo de mutacion producira uno o varios efectos
diferentes en el ADN llevando a una deficiencia variable de la proteina RB, en este estudio
la mas frecuente fue la mutacion Non-Sense — con pérdida de sentido (50%) lo cual concuerda
con lo descrito en la literatura en general, con un porcentaje cercano a lo descrito en
Amsterdan, Jordania y Singapur, pero ampliamente mayor a lo descrito en China (entre 28 —
30%).(24)(27)(28). En segundo lugar, tuvimos la mutacion del Sitio de splicing al igual que
lo reportado por Valverde y col(25), ademas en otras descripciones suele ser la tercera en
frecuencia. Mientras que en la mayoria de la literatura encontramos en segundo lugar el
Frameshift, que en este estudio ocupd los ultimos lugares.(23)(25)

Las mutaciones puntuales son mutaciones recurrentes conocidas, que se localizan en “hot
spots” mutacionales del RB1 ricos en CpG como lo son el exén 8, 10, 11, 14, 15,17, 18, 20
y 23, (22) que se reportan en la literatura con frecuencias variables. Dentro de nuestro estudio
un 20% de las mutaciones se ubico en el exon 14, otro 20% se ubico en el exdn 17 y el 4,5%
en el exon 8; con frecuencia codificaran para codones de parada prematuros.(22)(25) Hubo
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presentacion escasa de mutaciones en otros exones como el 1y el 6 similar a lo detectado en
otros estudios.(29) Nos llama la atencién que un 13,5% de las mutaciones recurrentes en
nuestro estudio se ubico en el exdn 22, el cual no esta descrito en la literatura como un “hot
spot”, por lo tanto es posible que en nuestra region geografica si sea un punto frecuente de
mutaciones, sin embargo al ser éste el primer estudio descriptivo sobre mutaciones del gen
RB1 en Colombia no es posible realizar comparaciones geogréficas.

También encontramos 5 mutaciones en los intrones, todas con alteracién del Sitio de Splicing
menos una, lo cual concuerda con otras descripciones donde las mutaciones en dichos sitios
involucran exones continuos. (30)

En nuestro estudio tuvimos 11 mutaciones Non-Sense, de las cuales 7 (63,3%) son cambios
C por T, varios metaandlisis sobre el espectro de mutaciones en el gen RB1 revelan que entre
el 79 — 80% de estas mutaciones son efectivamente sustituciones de base Gnica (cambios de
Citocina por Timina), generalmente en codones CGA-Arginina produciendo codones de
parada (CGA> UGA), que al parecer sucede por desequilibrio entre metilacion del ADN vs
Reparacion de desajustes (22)(28)(27). Los cambios de C por T en general fueron de 31,8%
sin especificar mutaciones, similar a lo encontrado en otros articulos donde se acerca al 40%.
(22)

En algunos estudios se ha intentado correlacionar el tipo de mutacioén con la presentacion
clinica y el resultado final, se ha asociado la presentacion bilateral y temprana (antes de los
10 meses de edad) a las mutaciones tipo Non- Sense e Indel (inserciones y deleciones) y de
manera contraria con las alteraciones del Sitio de Splicing (presentacion tardia) como lo
describen Mustafa, Lan, y Alonso entre otros.(28)(31) Estos hallazgos pueden sugerir que las
mutaciones Non-Sense e Indel desarrollan tumores de manera temprana al detener
prematuramente la traduccion de ARNm, dejando un producto truncado e incompleto, no
funcional.(24) Sin embargo, otros autores como Lan y col, no encontraron que la edad de
diagnostico difiera segun los tipos de mutacion (24), al igual que en nuestro estudio donde
10 de 14 pacientes con mutaciones Non-Sense e Indel fueron diagnosticados tempranamente,
mientras que solo 1 de 5 pacientes que tenia mutacion del sitio de Splicing fue diagnosticado
tardiamente (39 meses).

La presentacion grave (Grupo D y E) en el momento de diagndstico se ha asociado a delecion
y cambio de marco de lectura, mientras que los pacientes con mutacion Non-Sense tienen
probabilidad variable de presentacidn grave. En nuestro estudio el tipo de mutacion tampoco
dict6 un patron de gravedad al momento del diagndstico. En cuanto al resultado final no se
ha asociado significativamente con el tipo de mutacion, sino con el estadio en el momento
del diagnostico. (28)

Solo 1 de nuestros pacientes tenia retinoblastoma con antecedente familiar, que concuerda
en parte con el bajo porcentaje (5-10%) de casos reportados con antecedente familiar(32,33),
nos llama la atencidn que este paciente tenia un retinoblastoma de comportamiento agresivo
requiriendo enucleacion y el examen encontré dos mutaciones germinales, una conocida
patogénica en el exdn 14 (c.1472T>C), y otra incierta en el exdn 6 (c.890T>C), existe la
posibilidad de que la agresividad pudiera estar asociada a la presencia de ambas mutaciones,
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en la literatura no encontramos otros casos con 2 mutaciones germinales reportadas; pero si
encontramos que los factores de severidad dependen de las mutaciones desarrolladas dentro
del tumor después de la inactivacion del gen RB1 (34).

Es de anotar la presencia de una mutacion incierta cuyo analisis in silico sugiere
patogenicidad en un paciente con retinoblastoma bilateral grupo D, y es posible que con
estudios futuros se pueda definir la patogenicidad de esta variante, consideramos la
posibilidad de que sea una mutacion patogénica. Ademas, en este estudio encontramos 2
nuevas mutaciones germinales, la mutacién ¢.1686dupA en un paciente con enfermedad
bilateral diagnosticada en el primer mes de vida por leucocoria con estado avanzado en
ambos 0jos, y la mutacion ¢.1389+6T>C en un paciente con cuadro unilateral diagnosticado
a los 5 meses por estrabismo. Ambos sin antecedente familiar. Consideramos transcendental
resaltar tanto las mutaciones nuevas como las inciertas junto con sus caracteristicas clinicas
en este tipo de estudios, con el fin de atribuir patogenicidad cuando sean encontradas en otros
pacientes no relacionados (22).

Este es uno de los pocos trabajos realizados en nuestro medio que ha reportado la presencia
de mutaciones en pacientes con retinoblastoma. El primero en Colombia en caracterizar las
mutaciones de estos pacientes, su presentacion clinica y caracteristicas demograficas,
comparando los resultados con lo descrito en la literatura mundial.

Reconocemos como limitaciones de nuestra investigacion, que es un estudio de tipo
retrospectivo, con informacién obtenida de fuentes secundarias. Otra limitacion fue el
tamafo de muestra restringido, esto debido a las fallas en el sistema de salud de nuestro pais
que retrasa la adquisicion de estudios genéticos. Por lo ya expuesto recomendamos la
realizacion de estudios prospectivos con mayor nimero de pacientes.

CONCLUSIONES

Nuestro estudio permitid no solo la identificacion de mutaciones sino el fenotipo de la
enfermedad, caracterizando edad de diagnostico y lateralidad entre otros, en pacientes
colombianos con retinoblastoma hereditario.

Describimos el espectro de mutaciones germinales de los pacientes del grupo de
retinoblastoma del HUSVF, encontrando 2 nuevas mutaciones que no habian sido descritas
previamente, asi como una mutacion de comportamiento incierto que en nuestro estudio tuvo
comportamiento patogeénico.

La alta tasa de mutaciones en el gen RB1 indica el beneficio de la realizacion de pruebas y
el asesoramiento genéticos en pacientes con retinoblastoma y sus familias, ya que el resultado
define la heredabilidad y el tipo de seguimiento a largo plazo en estos pacientes.
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Tabla 1. Caracteristicas sociodemogréficas y clinicas de los pacientes con retinoblastoma

hereditario
Variables N %
n: nimero de pacientes: 22
Edad, meses Me (RIQ) 5 (2-15.5)
Género, masculino 13 59,1
Procedencia (n: 22 pacientes)
Antioquia 10 45,5
Otros departamentos 11 50
Ecuador 1 4,5
Lateralidad (n: 22 pacientes)
Unilateral 4 18,2
Bilateral 18 81,8
Motivo consulta, (n: 22 pacientes)
Leucocoria 13 59,09
Estrabismo 5 22,7
Disminucion agudeza visual 2 9,1
Glaucoma + desprendimiento de retina 1 4,5
Ojo rojo + epifora + blefaroespasmo 1 4,5
n: namero de ojos: 40
Estadio en el momento del diagnéstico. (n: 40
namero de 0jos)
A 2 5
B 5 12,5
C 6 15
D 17 42,5
E 10 25

Me (RI1Q): Mediana (Rango intercuartil)
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Tabla 2. Resultados de pruebas genéticas realizadas a la poblacion de estudio

Resultado de las pruebas n* % *

NGS (n= 15 pacientes)

Positivo (con mutacién) 15 100

Negativo (sin mutacion) 0 0
Sanger (n= 11 pacientes)

Positivo (con mutacién) 9 81,8

Negativo (sin mutacion) 2 18,2
MLPA (n= 6 pacientes)

Positivo (con mutacién) 1 16,7

Negativo (sin mutacion) 5 83,3
Microarrays (n=1 paciente)

Positivo (con mutacion) 0 0

Negativo (sin mutacion) 1 100

NGS: Secuenciacion de segunda generacion

MLPA: Amplificacion dependiente de sondas de ligandos

*La informacion corresponde al nimero total de pacientes al que se le realizé cada prueba. Varios
pacientes tienen mas de una prueba en este tipo de estudios.
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Tabla 3. Tipo y caracteristicas de mutaciones en pacientes con retinoblastoma

hereditario

Mutacion

N (22 paciente)

2520+1_2520+4delGTGA
C. 2664-10T>A

€.103C>T (p.GIn35%)
¢.1079delG

€.1333C>T

€.1389+6T>C

c.1448 1449delAT
€.14727>C, ¢.890T>C

€.1526delG

c.1529C>T
c.1659T>A
.1686dupA
c.1735C>T
c.1821C>T
€.2284C>T
€.264+2T>G
€.265-1G>A
c.607+1G>A

C.763C>T
Delecion 8 nucle6tidos

P PR NR R R

P NP R PR P PR R R

Categorizacion (n: 22pacientes)

%

Patogénica

19

86,4

Incierto

91

Patogénica e Incierto

4,5

Estado ( n: 22 pacientes)

Conocida

77,3

Nueva

91

In silico

4,5

Polimorfismo

4,5

conocida, In silico

Rl

4,5
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Tabla 4. Pacientes y caracteristicas de mutaciones

Edad
Caso Sexo | Lateralidad | Diagnostico Localizacion Mutacion Tipo de mutacion

(meses)
Paciente 1 M B 10 EXON 14 €.1529C>T NON SENSE
Paciente 2 M B 14 EXON 8 c.763C>T NON SENSE
Paciente 3 M B 3 EXON 18 c.1735C>T NON SENSE
Paciente 4 M B 3 EXON 17 €.1448 1449delAT FRAMESHIFT
Paciente 5 F B 11 EXON 21 al 27 Delecién 8 nucledtidos DELECION
Paciente 6 F U 3 :ENXT(?,\CI) i\ll 24- 2520+1 2520+4delGTGA |SITIO SPLICING
Paciente 7 F B 9 EXON 17 c.1659T>A NON SENSE
Paciente 8 M B 2 EXON 14 €.1333C>T NON SENSE
Paciente 9 F B 2 INTRON 14 €.265-1G>A SITIO SPLICING
Paciente 10 F B 10 INTRON 4 €.264+2T>G SITIO SPLICING
Paciente11 | M B 1 EXON 17 €.1686dupA NON SENSE
Paciente 12 F B 3 EXON 22 €.2284C>T NON SENSE
Paciente 13 F B 2 EXON 22 €.1079delG NON SENSE
Paciente 14 | M B 5 EXON 20 €.1821C>T MISSENSE
Paciente 15 | M B 3 EXON 1 €.103C>T (p.GIn35%) NON SENSE

. 36 SINGLE NUCLEOTIDE

Paciente 16 | M U INTRON 25 C. 2664-10T>A VARIANT
Paciente 17 | M B 20 EXON 14, EXONT . 1472T>C, ¢.890T>C MISSENSE
Paciente 18 | M B 1 EXON 6 c.607+1G>A SITIO SPLICING
Paciente 19 | M B 43 EXON 17 €.1526delG FRAMESHIFT
Paciente20 | M B 2 EXON 8 c.763C>T NON SENSE
Paciente21 | F U 5 INTRON 14 €.1389+6T>C SITIO SPLICING
Paciente 22 | F U 21 EXON 14 €.1333C>T NON SENSE

M: masculino, F: femenino U: unilateral B: bilateral
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Tipo de mutacion

m NON SENSE - sin sentido

® MISSENSE - de sentido erroneo

m DELECION

" FRAMESHIFT — cambio marco de
lectura.

m SITIO DE SPUCING

m Variante de nucleotido simple: single
nucleotide variant

Fig 1: Distribucion del tipo de mutacion encontrada.
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