ISSN 1669-9106 MEDICINA (Buenos Aires) 0000: 00: 00-00

Articulo original

RETINOBLASTOMA EN ARGENTINA: ESTUDIO DE VARIANTES
GERMINALES DEL GEN RB1

MARIA EUGENIA DUCATELLI', MARIANA LAVIA?, ELIZABETH MARTINEZ', CANDELA FREYTES?,
NOELIA PIERGROSSI4, BARBARA CAMPOS*, MARIA GABRIELA OBREGON?,
PEDRO ZUBIZARRETA?, CRISTINA ALONSO*, PATRICIA RUBIO'

'Laboratorio de Biologia Molecular de Hematologia y Oncologia, ?Servicio de Genética, 3Servicio de Oncologia,
“Laboratorio de Secuenciacién Sanger, Coordinaciéon de Laboratorios, Hospital de Pediatria
Prof. Dr. Juan P. Garrahan, Buenos Aires, Argentina

Direccién postal: Marfa Eugenia Ducatelli, Hospital de Pediatria Prof. Dr. Juan P. Garrahan, Combate de los Pozos 1881,1245 Buenos

Aires, Argentina

E-mail: mducatelli@garrahan.gov.ar
Recibido: 18-VI-2025

Aceptado: 25-VIII-2025

Resumen

Introduccién: El retinoblastoma es una neoplasia de
origen embrionario de la retina en desarrollo. Repre-
senta el cancer ocular més frecuente en pediatria. Su
presentacién puede ser unilateral, bilateral o trilateral.
En pacientes con retinoblastoma bilateral se observan
variantes germinales en el gen RB1 en alrededor del 90%,
mientras que en unilateral en un 10-25% de los casos. Es
fundamental el estudio molecular para su asesoramiento
genético familiar.

Materiales y métodos: Se estudiaron 60 pacientes con
retinoblastoma que consultaron al Hospital Garrahan
entre 2018-2022. Para el estudio de variantes puntuales,
se realizé la amplificacién por PCR y secuenciacién San-
ger del gen RBI. Para la deteccién de alteraciones en el
numero de copias se utilizé Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification.

Resultados: De los 60 pacientes, se detectaron 22
variantes puntuales y 6 deleciones heterocigotas en los
bilaterales (n:32). En aquellos con retinoblastoma unila-
teral (n:28) se observaron 2 con alteraciones, siendo en
un caso una variante puntual y en el otro una delecién
del gen completo. Cuando fue posible, se realizé la segre-
gacién familiar y se procedié a realizar el asesoramiento
genético familiar.

Discusion: El presente trabajo permitié describir las
variantes genéticas de RB1 en pacientes con retino-
blastoma en la poblacién pedidtrica Argentina, con una
distribucién y tipo de variante similares a series descrip-
tas en otras poblaciones. Actualmente, se encuentra en
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proceso la incorporacién de la secuenciacién de nueva
generacioén, con el fin de lograr describir variantes con
tecnologia de mayor rendimiento.

Palabras clave: retinoblastoma, RB1, variante germi-
nal, secuenciacién Sanger, asesoramiento genético

Abstract
Retinoblastoma in Argentina: study of germline variants
of the RB1 gene

Introduction: Retinoblastoma is an embryonal origin
neoplasm of the developing retina. It represents the
most frequent ocular cancer in childhood. The presenta-
tion can be unilateral, bilateral or trilateral. In patients
with bilateral retinoblastoma, germline variants in the
RB1 gene are observed in approximately 90%, while in
unilateral retinoblastoma in 10-25% of cases. Molecular
study is essential for familial genetic counseling.

Materials and methods: Sixty patients with retino-
blastoma who consulted Garrahan Hospital between
2018-2022 were evaluated. For the study of single nucleo-
tide variants, PCR amplification and Sanger sequencing
of the RB1 gene was performed. Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification was used to detect copy
number alterations.

Results: Of the 60 patients, 22 single nucleotide va-
riants and 6 heterozygous deletions were detected in
bilateral retinoblastoma (n:32). In 2 patients with uni-
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lateral retinoblastoma (n:28) alterations were observed,
being in one case a single nucleotide variant and in the
other a deletion of the whole gene. Family segregation
and genetic counseling were performed when feasible.

Discussion: This study allowed us to describe the
genetic variants of the RB1 gene in Argentine pediatric
patients with retinoblastoma. The distribution and types
of variants observed in this patient group are simi-
lar to those described in other populations. Currently,
next-generation sequencing is in the process of being
incorporated in order to describe variants with higher
throughput technology.

Key words: retinoblastoma, RB1, germline variant,

Sanger sequencing, genetic counseling

PUNTOS CLAVE
Conocimiento actual

e El retinoblastoma es el tumor ocular mas
comun en pediatria. Las variantes germi-
nales en el gen RBT estan presentes en la
mayoria de los casos bilaterales y en un
menor porcentaje de los unilaterales. El
analisis molecular es esencial para el ase-
soramiento genético familiar.

Contribucion del articulo al conocimiento
actual

* En este estudio se logré identificar y des-
cribir variantes moleculares del gen RBT en
pacientes argentinos con retinoblastoma,
confirmando hallazgos consistentes con se-
ries nacionales e internacionales. Permitié
realizar estudios de segregacion familiar y
brindar asesoramiento genético. Resalta la
necesidad de incorporar Next Generation
Sequencing para mejorar la deteccion.

El retinoblastoma es una neoplasia de origen
embrionario que afecta a las células de la retina
en desarrollo durante la primera infancia, sien-
do el cancer ocular méas frecuente en pediatria.
Seglin el Registro Oncolégico Hospitalario Ar-
gentino (ROHA), en el pais se diagnostican apro-
ximadamente 45 nuevos casos por afo, lo que
representa el 3.4% de todos los diagnosticos de
cancer en la edad pediatrical. Su presentacién
clinica puede ser unilateral, bilateral, cuando

Variantes germinales del gen RB1

afecta a ambos ojos o, excepcionalmente trila-
teral, cuando afecta al sistema nervioso central.
Cuando la historia familiar de enfermedad es
negativa, es importante diferenciar los casos
unilaterales unifocales vs. multifocales, dado
que en los Ultimos se identifican mayor porcen-
taje de variantes germinales (14% vs. 14-95%
respectivamente)?.

La proteina RB1, codificada por el gen del
mismo nombre, actia como un supresor de tu-
mores y desempena un rol importante en la re-
gulacién del ciclo celular, sobre todo en la tran-
sicién G1/S. El retinoblastoma se caracteriza por
la inactivacién bialélica del gen RB1, localizado
en el cromosoma 13 (13q14.2), es decir que re-
sulta de dos alteraciones genéticas, una en cada
alelo, que pueden incluir una variante germinal
y otra somadtica, lo que frecuentemente conduce
al desarrollo de retinoblastoma bilateral o trila-
teral (40%). Alternativamente, puede ocurrir que
las dos variantes estén presentes solo a nivel so-
matico, situacién que se observa en la mayoria
de los pacientes con retinoblastoma unilateral
(60%)3. En los casos de retinoblastoma bilateral
se observa una variante germinal en aproxima-
damente el 90% de los pacientes, en cambio, en
los de presentacién unilateral en un 10-25% de
los casos*.

Desde el punto de vista del asesoramiento ge-
nético, es relevante determinar la presencia de
variantes germinales en RB1, dado que pueden
ser heredadas y transmitirse a la descendencia.
Por otro lado, pueden predisponer a la aparicién
de otros tipos de neoplasia, tales como los osteo-
sarcomas, entre otros®.

Entre las alteraciones genéticas descritas en
este gen, se encuentran las variantes puntua-
les de tipo sin sentido (nonsense), que son alte-
raciones de cambio de nucledtido que llevan a
la generacién de un codén de terminacion pre-
maturo en la proteina; aquellas con cambio de
sentido (missense), que implica un cambio de nu-
cle6étido que genera un cambio de un aminoa-
cido por otro diferente; corrimiento de marco
de lectura (frameshift) que incluye deleciones o
duplicaciones/inserciones de pocos nucleétidos
que desencaden la generacién de un codén de
terminacién prematura en la proteina; o de spli-
cing, que implica un cambio de un nucleétido
por otro en el sitio dador o aceptor de splicing
que puede conducir a su alteracién. Por otro
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lado, se encuentran las grandes deleciones del
gen que involucran desde uno o varios exones
hasta el gen completo, pudiendo abarcar genes
contiguos a RB1.

El propésito del presente trabajo es describir
las variantes germinales en el gen RB1 eviden-
ciadas en un grupo de pacientes diagnosticados
con retinoblastoma en un hospital pediatrico
de Argentina para abordar un correcto asesora-
miento genético familiar.

Materiales y métodos

Pacientes

Fueron incluidos en este trabajo un total de 60 pacien-
tes consecutivos que consultaron al Servicio de Genética
del Hospital de Pediatria S.A.M.L.C. Prof. Dr. Juan P. Garra-
han para asesoramiento genético familiar en el periodo
comprendido entre enero de 2018 y mayo de 2022. Del
total de los nifios estudiados, 32 presentaban retinoblas-
toma bilateral y 28 unilateral. El origen étnico de nuestra
poblacién resulta de la combinacién de genes nativos con
otros de origen principalmente europeos, en su mayoria
provenientes de Italia y Espana.

Muestra estudiada

A todos los pacientes se les realizé extraccién de ADN,
a partir de 3 ml de sangre periférica anticoagulada con
EDTA (4cido etilendiaminotetraacético), mediante la uti-
lizacién del equipo automatizado de extraccién de acidos
nucleicos Chemagic™360 (Perkin Erlmer®, Massachusetts,
Estados Unidos). Para el estudio de variantes puntuales se
utilizé una solucién de trabajo de 10 ng/ply para el de va-
riantes en el nimero de copias una solucién de 20 ng/pl.
Se identificé para el presente trabajo cada paciente con
su numero de UPN (sigla del inglés unique patient number).

Estudio de variantes en el numero de copias
mediante MLPA (amplificacion de sondas tras
ligacion maltiple)

Se utiliz6 el kit MLPA SALSA P047-RB1 (MRC Ho-
lland®, Amsterdam, Paises Bajos), siguiendo las indica-
ciones del protocolo provisto por el fabricante. Para la
separacion electroforética de los fragmentos se utilizé
el equipo de secuenciacién capilar Applied Biosystems
3500 Series Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, Estados Unidos) y el software Fragment
Analysis®. Para la interpretacién de los resultados se
utilizé el Software Coffalyzer (MRC Holland, Amsterdam,
Paises Bajos).
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Estudio de variantes puntuales mediante PCR y
secuenciacion Sanger

Se realizé la amplificacién por PCR de la regién pro-
motora, los 27 exones del gen RB1 y sus regiones intréni-
cas flanqueantes (+/-25pb) utilizando oligonucleétidos de
disefio propio. Luego de verificar en un gel de agarosa al
1.75% el peso molecular de la banda del producto obte-
nido, se realizé su registro fotografico. Seguidamente, los
productos de amplificacién obtenidos fueron procesados
para la secuenciacién Sanger con ExoSAP-IT® (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos) para
lograr su purificacién, y luego se procedié a la reaccién
de secuenciacién. Se utilizé un equipo de secuencia-
cién capilar Applied Biosystems ABI 3500 Series Gene-
tic Analyzer (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
Estados Unidos) y el software Sequencing Analysis, previo
tratamiento con Big Dye Xterminator Purification Kit de
Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific, Massachu-
setts, Estados Unidos).

Analisis de variantes

Para la identificacién de las variantes se comparé la
secuencia de cada regién estudiada con la secuencia de
referencia genémica: NG_009009.1 y los resultados fue-
ron expresados segin la secuencia de referencia del
transcripto NM_000321.3, y de la proteina NP_000312.2,
siguiendo recomendaciones internacionales definidas
por expertos®.

El presente trabajo se trata de un estudio observacio-
nal retrospectivo sobre practicas médicas habituales en
nuestra institucién y cuenta con la aprobacién del proto-
colo de registro por parte del Comité revisor y de ética en
investigacién de la institucién, el cual eximié del consen-
timiento informado.

Resultados

Fueron analizadas muestras de sangre peri-
férica pertenecientes a 60 pacientes que con-
sultaron al Servicio de Genética del Hospital
de Pediatria S.A.M.I.C. Prof. Dr. Juan P. Garrahan
para asesoramiento genético familiar, de ellas,
32 correspondieron a ninos con retinoblastoma
bilateral y 28 a unilateral. En las Tablas 1y 2 se
puede observar la descripcién detallada de las
variantes halladas en cada grupo de pacientes.
Se detectaron variantes germinales en el 50% de
los niflos estudiados.

En el grupo de pacientes con retinoblastoma
bilateral, se evidenciaron variantes en el 88% de
los casos (n: 28 ninos), de las cuales 22 (57%) fue-
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Tabla 1 | Variantes puntuales evidenciadas en el gen RB1

UPN

2134,1
4249,1
4253,1
4274,1
4281,1
4312,1
4183,1
2405,3
2056,4
3124,4
4594,1
4728,1
4848,1
4874,1
4893,1
4901,1
4944,1
2190,2
5213,1
5326,1
5339,1
5348,1
5417,1
5578,1
5579,1
5582,1
4212,1
4265,1
4279,1
4297,1
2767,1
4157

2975,4
4436,1
4557,1
3146,4
4664,1
4690,1
4717,1
4741,1
4777,1
4821,1
4849,1
4871,1
4892,1
4900,1
5108,1
5350, 1
5364,1
5442,1
5481,1
5506, 1
5600, 1

Lateralidad

Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Bilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral
Unilateral

Ex6n

L S R T I I R R I I R I R R I I I

Cambios a nivel
del ADN
(NM_000321.3)

c.1215+1G>A
c.473T>A
C.929G>A
c.1633T>G
c.2011_2014del
c.1735C>T
c.1351del
c.2425dup
c.1735C>T
c.1216+2T>C
c.1770del
Sin variantes
c.1811A>G
Sin variantes
c.171del
c.1215+1G>A
€.2288_2289del
c.1694C>A
c.1072CT
c.1363C>T
c.1389+5G>A
c.1363C>T
c.1363C>T
c.2087del
Sin variantes
Sin variantes

c.1961T>A /c.1964A>G

Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes
Sin variantes

UPN: unique patient number; ND: no determinada

Cambio a nivel
de proteina
(NP_000312.2)
Splicing
p.(Leu158X)
p-(Gly310Glu)
p.(Glu545X)
p.(Glu672Thrfs*4)
p.(Arg579Xx)
p.(Arg451Alafs*6)
p.(Leu809Profs*6)
p.(Arg579X)
Splicing
p.(Pro591Leufs*20)

*

p.(Asp604Gly)

*
p.(Phe57Leufs*8)
Splicing
p.(Arg763Thrfs*31)
p.(Ser565X)
p.(Arg358X)
p.(Arg455Xx)
Splicing
p.(Arg455Xx)
p.(Arg455Xx)
p.(Arg696Lysfs*9)

*

*

p.(Val654Glu)/p.(Tyr655Cys)
*

E N R S T T I R R R N I I R T I S R R I
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Herencia

De novo
De novo
Materna
Materna
ND
De novo
Mama sin variante
ND
De novo
ND
ND

*

De novo
*
ND
ND
ND
De novo
ND
Mama sin variante
De novo
Paterna
ND
ND

*

*

Paterna
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ron alteraciones puntuales y 6 (43%) variantes
en el nimero de copias (CNV). Todas ellas fueron
deleciones heterocigotas. De las CNV, 2 presen-
taron delecién completa del gen RB1 y 4 pacien-
tes deleciones parciales, afectando los exones 1,
8, 16 en tres pacientes, y un caso adicional con
una delecién que abarcaba los exones 22 y 23.

En el grupo de pacientes con retinoblastoma
unilateral, 2 ninos (7%) presentaron variantes en
el gen RBI, siendo una de ellas una alteracién
puntual (doble missense que segrega como un
haplotipo en varios integrantes de esa familia) y
la segunda una delecién completa del gen. Esta
distribucién se puede observar en las Figuras 1y
2.En ambos casos no pudo ser descripto su com-
promiso unifocal o multifocal por no contar con
dicha informacioén.

Tabla 2 | Variantes en el nimero de copias en el gen RB1

Articulo original

De las 22 variantes puntuales detectadas en
grupo de pacientes con retinoblastoma bilateral,
9 fueron variantes del tipo sin sentido (41%), 2
con cambio de sentido (9%), 7 frameshift (32%) y 4
fueron en el sitio dador/aceptor de splicing (18%).

Respecto a la distribucién de las variantes a lo
largo del gen, se pudo observar una tendencia de
las variantes a agruparse entre los exones 12 y
18, con una mayor frecuencia de variantes en el
exén 14 (23%), luego en el exdén 18 (18%) y el exén
12 (14%), la distribucién puede observarse en la
Figura 3. En cuanto a las variantes de splicing, 3
de las 4 descriptas ocurrieron en el exén 12.

Segregacion familiar de los hallazgos
En los 18 casos que fue posible, se realiz6 la
segregacién de la variante detectada en todos

UPN Lateralidad Alteracion Herencia
4226,1 Bilateral Del het de RB1 De novo
4356,1 Bilateral Del het de RB1 ND

4486, 1 Bilateral Del het E16 Materna
4644,1 Bilateral Del het Ex 22 y 23 Materna
5165, 1 Bilateral Del het Ex 1 Materna
5486, 1 Bilateral Del het Ex 8 Mama sin variante
4530,1 Unilateral Del het de RB1 ND

UPN: unique patient number, Del: delecion, Het: heterocigota, Ex: exon; ND: no determinado

Figura 1 |Tipo de alteracion detectada en pacientes con retinoblastoma bilateral y unilateral
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Figura 2 | Distribucion del tipo variante puntual (N: 22)

TIPO DE VARIANTE PUNTUAL

Con cambio de
sentido
9%

Splicing
18% _ :
Sin sentido
41%
Corrimiento de marco
de lectura
32%
Figura 3 | Distribucién de variantes puntuales en el gen RB1
6
w5 *
3
=
4 S
©
-
S 3 .
©
7]
3
22 * *
(3]
o
w1 * o * o *e

0 5 10 15 20 25 30
Exones

Puntos rojos: exones con mayor frecuencia de variantes detectadas

6 MEDICINA (Buenos Aires) 0000; 00: 0000



Variantes germinales del gen RB1

Articulo original

Figura 4 | Estudio familiar paciente con delecion del exon 1.A: Caso indice: delecion del exon 1. B: Padre: estudio de CNV normal.
C: Madre: delecion del exdn 1. D: Abuela rama materna: estudio de CNV normal. E: Hermana: delecion del exon 1
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CNV: variantes en el numero de copias

Resultado familiar de variantes en el nimero de copia del paciente 5165

los miembros disponibles de cada familia. De
este andlisis se pudo conocer que, en el grupo de
pacientes con retinoblastoma bilateral, 8 fueron
variantes puntuales de novo y 3 habian heredado
la alteracién de alguno de sus progenitores. En
11 pacientes no fue posible realizar el estudio de
segregacioén por no contar con muestras dispo-
nibles.

De las deleciones heterocigotas del gen com-
pleto, se pudo observar que una de ellas fue
heredada y la otra de novo. Por otro lado, pudo
ser confirmado que las deleciones parciales de
los exones 1, 16 y la de los exones 22-23 fueron
heredadas, mientras que la delecién del exén 8
resultd ser una alteracioén de novo.

En el estudio familiar del paciente identifica-
do como UPN: 5165 que presentd una delecién
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del exdn 1, se pudo corroborar la presencia de la
misma alteracién en su madre (30 anos) y una
hermana (4 afnios), ambas sin diagnéstico de reti-
noblastoma al dia del estudio. Ademas, se pudo
estudiar al padre y a la abuela por rama materna
quienes no presentaron la alteracién descripta
(Fig.4).

Respecto a la familia del paciente UPN: 4486,
que presenté delecion del exén 16, se observo la
misma alteracién en un hermano y en su ma-
dre, ambos pacientes con retinoblastoma bilate-
ral. En la genealogia se destaca también una tia
por rama materna de 29 anos con antecedente
de retinoblastoma bilateral (sin descendencia al
momento de la consulta).

En la madre del paciente identificado como
UPN: 4644, diagnosticada en su infancia de re-
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tinoblastoma bilateral, resulté portadora de la
misma delecién en los exones 22 y 23 que su
hijo.

En el paciente UPN: 5486, quien portaba dele-
cién del exdn 8, no se evidencid la alteracién en
el nimero de copias en sus padres.

Con respecto al estudio familiar en los pa-
cientes con alteraciones puntuales, se confirmé
que el inico paciente con retinoblastoma unila-
teral que present6 una variante puntual, la ha-
bia heredado del padre quien hasta el momento
no tenia diagnostico de retinoblastoma. Ade-
mas, fue posible estudiar a dos primas de este
nino, ambas con diagndstico de retinoblastoma
bilateral que presentaron las mismas variantes
heredadas por rama paterna. Este hallazgo fue
considerado como un haplotipo que segrega en
la familia tanto en maultiples integrantes afecta-
dos con expresién variable como en familiares
sanos.

En el paciente identificado como UPN:4274,
quien presento retinoblastoma bilateral, se evi-
dencié la misma variante en su madre, que te-
nia diagnoéstico de retinoblastoma unilateral; y
en el paciente UPN:5348 se demostré que heredd
la variante de su padre, quien tenia diagnéstico
de retinoblastoma bilateral. La paciente identifi-
cada como UPN:4253 presenté una variante del
tipo cambio de sentido que se evidenci6é tam-
bién en su madre, quien no tiene fenotipo de
retinoblastoma.

Discusion

El presente trabajo describe la distribucién
y el tipo de variantes génicas evidenciadas en
el gen RB1 de 60 pacientes con diagndstico de
retinoblastoma que consultaron al Hospital de
Pediatria Garrahan para asesoramiento genético
familiar.

En el grupo de pacientes con retinoblastoma
bilateral se evidenciaron variantes germinales
en un alto porcentaje de los casos (88%), mien-
tras que, en el grupo de unilaterales, solo el 7%
presentd alteraciones en el gen. Este hallazgo
concuerda con lo esperado, ya que la literatu-
ra postula que aproximadamente el 90% de los
pacientes con retinoblastoma bilateral presenta
variantes germinales y solo lo presentan entre
un 10-25% de los niflos con retinoblastoma uni-
lateral#.

Variantes germinales del gen RB1

Dentro del grupo de variantes puntuales, se
evidencié un predominio de variantes del tipo
cambio de sentido/sin sentido seguido de alte-
raciones de tipo frameshift y de splicing, lo cual
coincide con los datos reportados en la literatu-
ra tanto de nuestro pais’® como en otros grupos
internacionales®..

Cabe destacar que 3 de las 4 variantes de spli-
cing observadas afectaron el exén 12. Particular-
mente, la variante ¢.1215+1G>A que se encontr6
en 2 de estos pacientes, se encuentra registra-
da en alta frecuencia en la base de datos Leiden
Open Variation data base (LOVD) tanto en pacien-
tes con retinoblastoma unilateral como bilate-
ral?. Ambos resultados, llevan a pensar que el
ex6én 12 podria ser una regién muy susceptible
a este tipo de variantes, ya que diversas altera-
ciones de splicing en este mismo sitio han sido
descriptas en LOVD.

Sibien enla mayoria de las publicaciones don-
de se describen variantes en el gen RB1 destacan
el hecho de que no existe una regién hotspot, en
este trabajo se puede observar una tendencia
hacia una regién mas enriquecida en variantes,
comprendida entre los exones 12 y 20. Esto con-
cuerda con lo publicado por grupos reconocidos
en el area, los cuales describen que el 65% de
sus variantes se localizan entre los exones 12 y
23, sitio que codifica para una regién pocket ne-
cesaria para la regulacién transcripcional de la
proteina®’. Ademas, estos autores reportan que
el 31% de las variantes se sitiia entre los exones
12-18 correspondientes al dominio A y el 35%
afecta a los exones 19-23 del dominio B*®.

Respecto a los estudios de segregacion fa-
miliar de las variantes observadas, fue posible
identificar a los familiares que requirieron ase-
soramiento genético por presentar la misma
variante que el caso indice. De acuerdo a los
resultados observados en estos casos, se eviden-
cia que esta enfermedad puede presentar pene-
trancia incompleta con expresividad variable,
dado que hay individuos en una misma familia,
con la misma variante sin manifestacion clinica
y casos con retinoblastoma bilateral y unilate-
ral****. Por otro lado, en los casos que no pudo
realizarse el estudio de segregacién familiar fue
debido a la falta de acceso al material de los pro-
genitores. Resulta fundamental poder disponer
de dicho material para completar el correcto
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asesoramiento familiar. Una sugerencia a tener
en cuenta seria la posibilidad de hacer hincapié
en la importancia de estudiar a la familia en el
momento de la firma del consentimiento infor-
mado, o bien directamente obtener muestra bio-
légica de los padres en el mismo momento que
se recepciona la de los pacientes y guardarla en
un biobanco para su uso en caso de necesidad.

Si bien en los pacientes con retinoblastoma
unilateral la frecuencia de deteccién de varian-
tes germinales es baja, resulta fundamental su
estudio. El riesgo de recurrencia familiar de ca-
sos unilaterales varia del 6% (lesiones unifoca-
les) al 50% (lesiones multifocales); ante la difi-
cultad para establecer la focalidad de la lesion en
muchos casos, el estudio genético es primordial
para poder asesorar correctamente al paciente
y su familia. Por otro lado, la identificacién de
una variante germinal provee las herramientas
necesarias para poder estudiar tanto a los pro-
genitores como a otros familiares en riesgo. Sin
embargo, se trata de un enfoque que requiere un
esfuerzo considerable y un extenso tiempo para
su realizacién.

En cuanto a la metodologia utilizada en el
presente trabajo para la deteccién de variantes
puntuales, se trata de una técnica robusta y ac-
cesible para todo laboratorio de biologia molecu-
lar que cuente con un equipo de secuenciacién
capilar. Sin embargo, es un método muy laborio-
so que requiere de un tiempo considerable para
su realizacién. Ademas, al tratarse de un trabajo
artesanal resulta ser muy costoso comparado
con métodos de nueva generacién. La tecnologia
de Next Generation Sequencing (NGS) resulta una
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excelente alternativa porque permite obtener
una gran cantidad de informacién en tiempos
relativamente cortos. Adicionalmente, debido a
la mayor sensibilidad de esta técnica, se podria
llegar a identificar variantes germinales en un
mayor nimero de pacientes, asi como detectar
variantes en mosaico'**8 Es por esto que a partir
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el Hospital de Pediatria Garrahan se ha decidido
migrar la metodologia utilizada para la caracte-
rizacién de los pacientes hacia la tecnologia de
NGS esperando lograr optimizar los resultados
del laboratorio y, en consecuencia, mejorar el
alcance del asesoramiento familiar en un gran
porcentaje de familias con retinoblastoma del
pais.

En este estudio, se lograron identificar y des-
cribir las variantes moleculares en el gen RB1 en
una serie de pacientes diagnosticados con reti-
noblastoma en un hospital publico pediatrico de
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analizar la segregacién de las variantes en los
progenitores. Todos los hallazgos fueron fun-
damentales para brindar el adecuado asesora-
miento genético a las familias.
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