UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION
SECRETARIA DE SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

“ESTUDIO CLINICO Y MOLECULAR EN FAMILIAS
MEXICANAS CON MUCOPOLISACARIDOSIS TIPO Il
(SINDROME DE HUNTER)”

TESIS

PARA OBTENER EL TITULO DE
ESPECIALISTA EN GENETICA MEDICA

PRESENTA

Dra. Liliana Fernandez Hernandez

TUTOR DE TESIS

Dra. Ariadna Gonzalez del Angel

IHP MEXICO, D.F. 2011



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



“ESTUDIO CLINICO Y MOLECULAR EN FAMILIAS MEXICANAS CON
MUCOPOLISACARIDOSIS TIPO Il (SINDROME DE HUNTER)”

DR. JOSE N. REYNES MANZUR
DIRECTOR DE ENSENANZA

DRA. MIRELLA VAZQUEZ RIVERA
JEFE DEL DEPARTAMENTO DE PRE Y POSGRADO

DRA. VICTORIA DEL CASTILLO RUIZ
PROFESOR TITULAR DEL CURSO DE GENETICA MEDICA

DRA. ARIADNA GONZALEZ DEL ANGEL
TUTOR DE TESIS

DR. MIGUEL ANGEL ALCANTARA ORTIGOZA
COTUTOR DE TESIS



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Ariadna Gonzalez del Angel por su apoyo incondicional y su confianza en mi, por sus ensefianzas y
por guiarme en la realizacion de este trabajo, por su estimulo constante para mi crecimiento profesional, sin
usted no hubiera sido posible.

Al Dr. Miguel Angel Alcantara por su hospitalidad y disponibilidad para ayudarme a realizar mi tesis, por
aclarar mis dudas y por todo lo ensefiado y aprendido.

A la Dra. Victoria Del Castillo por haberme dado la oportunidad de ser su alumna, por compartir conmigo
conocimientos y experiencia, por guiarme en el camino de la educacion.

A los médicos adscritos al Servicio de Genética Médica, Esther, Camilo y Emiy por el tiempo que tomaron
para formarme y ensefiarme, por fransmitirme su conocimiento, por su apoyo y su carifio.

A todos los integrantes de Biologia Molecular, Citogenética y Cultivo de tejidos, por acogerme en sus
laboratorios, por toda la paciencia para ensefiarme y por su amistad.

A Astrid, Berna y Benilde por ser mis maestras y amigas, por mostrarme el camino.

A Alma, Rosa, David y Karla por ser mas que unos grandes maestros, por ser mis amigos y por haber hecho
de la residencia una experiencia inolvidable.

A Vianney y Ximena por haber sido unas grandes comparieras y mis mejores amigas, por haber caminado
junto a mi todo este tiempo, por haber dejado una huella en mi vida.

A mi mama por el apoyo total, por ser el andamio de mi vida, por su amor, carifio y comprension. Por las
noches de desvelo a mi lado.

A mi papéa por haberme ensefiado la forma de luchar en la vida y de alcanzar mis ideales, por su guia y
confianza en la realizacion de mis suefios.

A mi hermana, Lore, por ser mi mejor amiga, la persona que siempre me escucha, mi cémplice, por la vida
que hemos compartido juntas, por ensefiarme que no hay limites.

A ti, Rafael, mi compafiero de vida, por cada suefio compartido, porque desde el principio hasta el dia de hoy
sigues dandome animo para terminar este proceso, por ser una parte de mi.



INDICE

1. ReSUMEN ESIUCIUrAAO. ... e e e e e e e 1
2. Antecedentes y Marco tEOMCO. ... ..cciiuuirieei i 3
2.1 ASPECEOS ClINICOS .. vt ee ettt e e e a e e e e 3

2.1.1 DatoS NISLOMCOS. ... eeieeeeeeiiiiiii e 3

2.1.2 Incidencia y modo de herencia..............ooovvieiiiiiiiiiiiiiieeiecee e 3

2.1.3 Caracteristicas CliNICas.............cccvriieiiiieiiiiee e 3

214 DIagNOSHCO. ....evveeeee et 5

2.1.5 Prondstico y Tratamiento..............uvvvvviviviviiiiiiiiiiivieiiieieievevveeeeeveees 6

2.2 Caracteristicas enzZiMAtICAS. ... ......vvvreeiiiiee it 7

2.3 Caracteristicas MOIECUIAIES. ............veee it 7

2.3.0 GBI 7

2.3.2 Espectro mutacional del gen.............ccoee e 8

2.4 Correlacion fenotipo-genotipo.........oouveriiiiiiee e 9

3. JUSHICACION. ... e e 9
4. Planteamiento del problema ...........cooiiiiiiiiiie e 10
0. ODJBEIVOS. ..t 10
5.1 ODJEHIVO GENETAL. ...t 10

5.2 Objetivos ESPECITICOS. .......viiiiiiiiiiiie it 10

5.3 ObjetivOS SECUNTAIIOS. ......c.vveeeiiieeiiiee ettt 10

6. Material y MEtOdO........cooee e, 1
6.1 PODIACION ODJELIVO. .. .uvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieitie i 1

6.2 PODIACION €legibIE. .. . v uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii it 1

6.3 Tamano de 1a MUESHrA...........ooiiiiiiie e 11

6.4 Criterios de iNCIUSION.........cvvviiiiieie e 1"

6.5 Criterios de eXCIUSION. ..........cciiiiiiiiii e, 1

6.6 Ubicacion del eStUdIO...........vvvviiieiii i 1

6.7 Definicidn de variables..............oooiiiiiiiiiiiieee e 12

6.8 Descripcion general del @StUTIO. ...........coviiiiiiiiiiiiie e 16

6.8.1 Descripcion de etapas y estrategias moleculares en las fases del proyecto..16
a) Extraccion de DNA a partir de leucocitos totales de sangre periférica..16

D) FASE L. 16

C)FaSe Il .o 16

d) Asesoramiento genBtiCO. ..........covvuivriiiiiee e 17

e) Relacion fenotipo-genotipo...........eeeeviiiiiiiiiiiiii, 17

6.9 Consideraciones BHCAS. ...........ccoeeieicirrriiiririirrire e 18

7. RESURAAOS. ... 19
8. DS CUSION. ..ottt et et 38
0. CONCIUSIONES. ...ttt e e e e e e e 46
LU N3 1= o TR 48

11 BIDHOGIAfia. ... 58



“ESTUDIO CLINICO Y MOLECULAR EN FAMILIAS MEXICANAS CON MUCOPOLISACARIDOSIS TIPO Il
(SINDROME DE HUNTER)”

COAUTORES: Dr. Miguel Angel Alcantara Ortigoza (Jefe de Laboratorio de Biologia Molecular), Dra. Liliana
Ferndndez Hernandez (Médico residente de Genética Médica), Dra. Marcela Vela Amieva (Jefe de
Laboratorio de Errores Innatos del Metabolismo y Tamiz), Dra. Benilde Garcia de Teresa (Médico Especialista
en Genética Médica, Laboratorio de Biologia Molecular), Dra. Ariadna Gonzalez del Angel (Médico adscrito al
Laboratorio de Biologia Molecular y Subdirectora de Investigacion Médica, INP)

1. RESUMEN ESTRUCTURADO

ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO. El Sindrome de Hunter, Mucopolisacaridosis tipo Il, se hereda de
forma recesiva ligada al X. Su incidencia se calcula en 1.3/100,000 recién nacidos vivos varones. La causa
bioquimica es una deficiencia en la actividad de la enzima lisosomal iduronato-2-sulfatasa (12S), la cual
conlleva a una acumulacién progresiva de glucosaminoglucanos. En la mayoria de los pacientes los sintomas
son severos y la muerte ocurre a edades tempranas. El gen IDS se localiza en Xq27.3-g28. A |a fecha se han
descrito >300 mutaciones patogénicas, que en su mayoria son del tipo puntual (80%), el resto presentan
deleciones parciales o completas del gen IDS y loci aledafios e inversiones génicas entre el gen IDS y el
pseudogen /IDSP1. La mayoria de las mutaciones se originan en espermatogénesis y se transmiten con
mayor frecuencia a partir de mujeres portadoras (>90%).

JUSTIFICACION. A pesar de que la clonacion del gen /DS y la descripcion de las primeras mutaciones fueron
en 1990, a la fecha no se ha reportado el espectro mutacional en pacientes mexicanos. El diagnéstico
molecular confirma la sospecha diagnéstica y es el estandar de referencia para la deteccion del estado de
portadora y diagnéstico prenatal.

OBJETIVOS.

e Caracterizar las mutaciones del gen IDS condicionantes de sindrome de Hunter o MPS Il en una
muestra de pacientes de origen mexicano y latinoamericano.

o Clasificar a los pacientes con diagndstico confirmado de MPS Il de acuerdo a la severidad del cuadro
clinico por la presencia (forma severa) o ausencia (forma atenuada) de manifestaciones neurologicas
(retraso mental, crisis convulsivas, hidrocefalia comunicante).

e |dentificar a las mujeres emparentadas al caso indice como portadoras de la enfermedad con base al
estudio molecular del gen IDS, en aquellas familias en quienes se haya caracterizado la mutacion.

o Correlacionar el cuadro clinico de MPS Il (severo o atenuado) de acuerdo con el genotipo
identificado en los pacientes.

¢ Realizar diagnostico prenatal en aquellas familias con mutacion caracterizada y que asi lo soliciten.

MATERIAL Y METODO. En pacientes con sospecha clinica y/o bioquimica de MPS Il mediante la obtencion
de DNA genoémico se realizd la deteccion de la inversion génica por un ensayo de PCR restriccion. En una
segunda fase para los pacientes negativos a este cambio se realizd secuenciacion automatizada directa de
los 9 exones del gen IDS y sus bordes exon-intron. Se correlaciond el tipo de mutacién con el grado de
severidad consignado. Dependiendo de la mutacion caracterizada se buscé intencionadamente si la madre
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del paciente era portadora de la enfermedad. Se brindé asesoramiento genético a las familias captadas de
acuerdo a los genotipos observados, de igual manera a las familias que lo solicitaron se realizé diagndstico
prenatal mediante la obtencion DNA a partir de liquido amnidtico durante embarazo.

RESULTADOS Y DISCUSION. Se captaron 6 pacientes con MPS II, 2 casos familiares y el resto sin
antecedentes de la patologia. Las manifestaciones clinicas més frecuentemente observadas fueron: retraso
mental o psicomotor, artropatia, talla baja, visceromegalias e infecciones de vias aéreas de repeticion. Debido
al retraso mental todos se caracterizaron como fenotipo severo. La edad promedio de inicio de la
sintomatologia fue a los 19 meses de edad, concordante con la literatura, mientras que la edad promedio al
diagnéstico se realizé de manera tardia.

La tasa de deteccién de mutaciones fue de 83%, en su mayoria fueron deleciones y rearreglos génicos
(49.8%), seguidos de mutaciones puntuales (33.3%), en un paciente no fue posible la caracterizacién del
genotipo. Los porcentajes mencionados muestran diferencia a lo reportado en la literatura donde se refiere a
las mutaciones puntuales como las mas frecuentes (80%), lo anterior probablemente sea por el numero
pequefio de pacientes incluidos en el presente trabajo. Se identificaron dos mutaciones puntuales no
reportadas previamente en la literatura y un rearreglo complejo aln no caracterizado por completo, el cual se
ha descrito con anterioridad en una sola ocasion en la literatura.

Se logré la identificacién de madres portadoras en un 83% (4 de 5) muy cercano al porcentaje referido en la
literatura (90%). En dos familias se realizé con éxito diagnostico prenatal, lo que posterior a asesoramiento
genético permitié a ambas madres la toma de decisiones antenatales.

Dos de los pacientes se encuentran en tratamiento con TRE, sin embargo por el alto costo de esta terapia, no
se ha llevado a cabo en el resto de los pacientes, ademéas ninguno fue candidato a TMO debido a que se
recomienda su realizacién en el primer afio y los pacientes fueron diagnosticados en edades posteriores.

El presente estudio es el primero en México que permite la identificacién de genotipos responsables de
sindrome de Hunter (MPS II) lo cual permite ofrecer a las familias la deteccién certera de portadoras y la
opcion de diagndstico prenatal.



1. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO
1.1 ASPECTOS CLINICOS

1.1.1  DATOS HISTORICOS

Los errores innatos del metabolismo son un grupo raro de enfermedades, sin embargo en conjunto presentan
una frecuencia mayor a lo supuesto. Las mucopolisacaridosis pertenecen a esta familia consistiendo en un
defecto enzimético que conlleva a la acumulacién de glucosaminoglucanos (GAGs). Los pacientes con
mucopolisacaridosis se han beneficiado por el gran avance en la Ultima década en su diagnéstico y
tratamiento gracias a los métodos bioquimicos vy a la biologia molecular (Martin R., et al 2008). El Sindrome
de Hunter, Mucopolisacaridosis tipo Il, fue descrito por Charles Hunter, médico Canadiense en 1917, quien
describié la enfermedad en dos hermanos varones.

1.1.2  INCIDENCIA'Y MODO DE HERENCIA

La incidencia del sindrome de Hunter se calcula en 1.3/100,000 recién nacidos vivos varones y el modo de
herencia es recesiva ligada al X. Dos terceras partes de los pacientes por el involucro de sistema nervioso
central representan la forma mas severa. A pesar del tipo de herencia existen algunos reportes de mujeres
afectadas, quienes generalmente presentan niveles bajos de iduronato-2-sulfatasa (I2S) y un fenotipo
atenuado (Wraith JE., et al. 2008).

1.1.3  CARACTERISTICAS CLINICAS

La mucopolisacaridosis tipo Il, es una enfermedad multisistémica, progresiva, en la mayoria de los pacientes
los sintomas son severos y la muerte ocurre a edades tempranas. La edad de presentacion es variable, asi
como la aparicién de las complicaciones. Las manifestaciones clinicas suelen dividirse por aparatos y
sistemas y estas incluyen:

Facies: Los pacientes tipicamente tienen apariencia normal al nacimiento. La caracteristica mas comun es la
facies tosca, la cual se hace aparente entre los 2 y 4 afios de edad, presentan regiones supraorbitarias
prominentes, nariz ancha, labios gruesos, lengua grande, engrosamiento del [dbulo de la oreja progresiva
debido al acumulo de glucosaminoglicanos en tejidos blandos y 6seos, también se observa hipertricosis facial
y corporal (Martin R., et al 2008) (Burrow A., et al 2008).

Anormalidades esqueléticas: Talla baja debida a detencion en el crecimiento (talla final entre 120 y 150 cm),
cuello corto, térax en campana, xifosis, manos cortas en “garra’. Los hallazgos esqueléticos se conocen como
disostosis multiple, los cuales se caracterizan por engrosamiento 6seo, osificacion irregular de epifisis en
articulaciones de manos, hombros y codos, las costillas se observan engrosadas y los cuerpos vertebrales
irregulares. Las complicaciones ortopédicas causadas por el involucro 6seo y la artropatia severa, dan lugar a
incapacidad importante con restriccion motora. Los pacientes presentan erosion de articulaciones, la
deformidad del acetabulo hace la cirugia poco exitosa y generalmente requieren silla de ruedas para disminuir
el dolor articular, de predominio en cadera. El ejercicio y rehabilitacion temprana y preventiva son claves
importantes en la preservacion de la funcién articular (Martin R., et al 2008).



Sistema cardiovascular: El involucro valvular con engrosamiento conlleva a regurgitacion aortica y/o mitral, asi
como estenosis. La cardiomiopatia es menos comun pero se asocia a incremento del riesgo de arritmias. La
cirugia de reemplazo valvular suele ser necesaria y la evaluacion anual con ecocardiograma es esencial, en
estos pacientes la profilaxis antibiética para la prevencién de endocarditis bacteriana es apropiada (Martin R.,
et al 2008).

Sistema respiratorio: La rinitis cronica y rinorrea persistente sin evidencia de infeccién son muy consistentes.
Hipertrofia adenoidea y amigdalina, traqueomalacia, engrosamiento de cuerdas vocales y tejido redundante
en via aérea superior, asi como engrosamiento lingual son contribuyentes a complicaciones de vias aéreas.
Las manifestaciones como ronquido y respiracion oral son los componentes mayores de apnea obstructiva del
suefio, ésta suele empeorar con la edad, acompafiada de cambios esqueléticos toracicos. Los episodios de
hipoxia suelen manejarse con oxigeno a presion positiva. La adenoamigdalectomia se realiza frecuentemente
para corregir la disfuncién de la trompa de Eustaquio y mejorar la obstruccion respiratoria mientras que la
colocacion temprana de tubos de ventilacion se recomienda en individuos severamente afectados (Martin R.,
et al 2008) (Wraith JE., et al 2008).

Sistema gastrointestinal: La distension abdominal y las hernias causadas por la hepatoesplenomegalia
progresiva son comunes; sin embargo, la acumulacién de glucosaminoglucanos en higado y bazo no causan
disfuncién de estos organos. Los pacientes son propensos a periodos de diarrea sin causa aparente, se ha
observado en biopsias rectales de pacientes afectados, acumulo de gluocosaminglucanos en células neurales
del intestino por lo que se ha postulado una etiologia autonémica de la diarrea (Peters C., et al 2000). Con la
edad, la pérdida de musculatura y la inactividad fisica contribuyen a constipacion. Las hernias abdominales
pueden ser reparadas quirirgicamente aunque suelen recurrir mientras que la diarrea puede ser manejada
con medicamentos antidiarreicos y dieta (Martin R., et al 2008).

Sistema nervioso central: Las convulsiones son frecuentes, usualmente tonico clonico generalizadas las
cuales responden adecuadamente al tratamiento estandar. La compresion progresiva de corddn espinal con
mielopatia cervical resultante por engrosamiento de la dura madre e hiperplasia del ligamento transverso es
comun. La resonancia magnética de union craneo-cervical muestra depésito de glucosaminoglucanos
alrededor del proceso odontoides. Sin tratamiento, la mielopatia puede ser irreversible por lo que debe
tratarse de forma temprana con cirugia descompresiva (Martin R., et al 2008).

Sistema nervioso periférico: El sindrome de tunel del carpo es muy comun (Burrow A., et al 2008), por lo que
estudios de conduccién nerviosa deben realizarse con periodicidad para monitoreo de los pacientes. La
descompresion nerviosa de forma temprana mejora la calidad de los pacientes (Martin R., et al 2008).

Oftalmolégico: La degeneracién retiniana resulta en disminucién de la agudeza visual y la poca adaptacion a
la obscuridad es comun, se puede confirmar el diagnoéstico mediante electroretinografia. El papiledema
cronico sin evidencia de aumento de la presidn intracraneal puede ser resultado del depdsito de
glucosaminoglucanos en la esclera. La revision oftalmolégica anual es requerida, asi como la medicion de la
presion intraocular (Martin R., et al 2008).



Audicion: La pérdida auditiva es comun en pacientes con manifestaciones severas y se correlaciona con la
severidad de las manifestaciones somaticas, éstas incluyen ofitis medias de repeticion secundaria a
disfuncion de la trompa de Eustaquio, disostosis de huesos del oido medio y dafio nervioso (Wraith JE., et al
2008). Las alteraciones audiolégicas usualmente consisten en sordera conductiva en etapas tempranas,
sumandose un componente neurosensorial en etapas posteriores, la mayoria de los pacientes presentan
ambos tipos al momento del diagnostico.

Tegumentos: la piel es gruesa y poco elastica, suelen encontrarse papulas hipocrémicas de entre 2y 10 mm,
primariamente en region escapular y posteriormente se diseminan a tronco y miembros toracicos, las cuales
se consideran muy caracteristicas de la entidad (Martin R., et al 2008).

Desarrollo psicomotor: en general es normal en los primeros meses de vida y el retraso en la adquisicion de
las habilidades inicia de forma progresiva entre los 18 y 24 meses de edad (Peters C., et al 2000). Dado el
retraso intelectual de los pacientes es importante el inicio de estimulacion temprana y terapia de rehabilitacién
para incrementar en lo posible su desarrollo. La mayoria de los pacientes muestran hiperactividad y
conductas agresivas por lo que el apoyo psicoldgico y el manejo de la conducta, asi como medicacion debe
ser considerada en estos pacientes; la hiperactividad generalmente responde al tratamiento con metilfenidato.
La resonancia magnética de craneo suele mostrar cambios de sustancia blanca y dilatacién de espacios
perivasculares (Martin R., et al 2008).

Complicaciones anestésicas: Las alteraciones por rigidez cervical se deben a la disostosis multiple. La
compresion medular puede presentarse en los pacientes incluso con manifestaciones leves lo que puede
resultar en deterioro neuroldgico con la manipulacién excesiva (Martin R., et al 2008).

114  DIAGNOSTICO

El diagnéstico inicial se puede realizar de forma bioquimica mediante la medicién de glucosaminoglucanos
urinarios (heparan y dermatan sulfato) lo cual usualmente se utiliza como tamizaje en pacientes con la
sospecha diagnostica, la medicion puede ser cuantitativa (medicién de &cido urénico urinario total) o
cualitativa (electroforesis), un resultado anormal sugiere la presencia de mucopolisacaridosis pero la
sensibilidad de la prueba no es del 100%. La elevacidén de dermatan y heparén sulfato no hace el diagnéstico
definitivo (Burrow A., et al 2008), sino que este se establece con la medicidn de la actividad enzimatica en
leucocitos, fibroblastos o plasma, la eleccion del tejido se basa en la facilidad de obtencion de la muestra.

La deficiencia enzimatica es diagndstica en varones, sin embargo no define la severidad de la enfermedad,
ademas la medicion de la actividad enzimatica no permite identificar portadoras. El anélisis molecular
confirma el diagnéstico de Sindrome de Hunter en varones ademés de ser la Unica opcién de diagndstico
certero en portadoras. La identificacién de la mutacién es de gran importancia para el consejo genético y
diagnéstico prenatal (Martin R., et al 2008).

El diagnostico prenatal se puede realizar mediante ensayo enzimatico en vellosidades coridnicas, permitiendo
el diagnostico rapido y temprano en fetos con riesgo para lo cual la determinacion del sexo es importante, el
estudio molecular es factible si se ha caracterizado la mutacién responsable en la familia (Martin R., et al
2008).



1.15  PRONOSTICO Y TRATAMIENTO

La clasificacién tradicional en formas ‘moderada” y “severa” se basa en la supervivencia y en las
manifestaciones en sistema nervioso central. La forma moderada se diagnostica entre los 4 y 8 afios de edad
y la mortalidad se presenta entre la segunda y tercera década por enfermedad cardiaca y respiratoria. Los
pacientes con formas mas severas presentan un cuadro progresivo con involucro multiorganico por lo que
habituaimente se diagnostican entre los 18 y 36 meses, en ellos, la mortalidad es debida al deterioro
neuroldgico y falla cardiorespiratoria en la mitad de la segunda década (Martin R., et al 2008).

El tratamiento sintomatico se basa en un manejo de soporte para la anticipacion de posibles complicaciones,
el cual puede incrementar la calidad de vida de los pacientes, por lo que el diagndstico temprano es esencial.
La terapia de reemplazo enzimatico se lleva a cabo mediante la administracién en infusion semanal de la
enzima recombinante iduronato-2-sulfatasa, esta fue aprobada para el tratamiento del Sindrome de Hunter
basado en ensayos controlados, doble ciego los cuales mostraron un beneficio clinico en los pacientes
tratados con la enzima recombinante comparados con los pacientes tratados con placebo. El tratamiento no
atraviesa la barrera hemato-encefalica por lo que el inicio temprano de la terapia retrasa de forma importante
el retraso mental en los pacientes aunque no lo detiene (Wraith JE., et al 2008).

La enzima recombinante idursulfasa se produce en una linea celular humana y se purifica de la enzima
lisosomal natural Iduronato-2-sulfatasa con el subsecuente catabolismo de los glucosaminoglucanos
acumulados (Wraith JE., et al 2008). Los pacientes muestran una mejoria estadisticamente significativa y el
tratamiento generalmente es bien tolerado, las reacciones adversas clasicas que suelen presentarse son
fiebre y urticaria (Wraith JE., et al 2008). Esta contraindicado durante infecciones activas o enfermedades
intercurrentes (Burrow A., et al 2008).

La respuesta temprana al tratamiento depende de la severidad de los sintomas en cada paciente, las
condiciones individuales y la edad de inicio del tratamiento. El primer signo observado en los pacientes, es un
aumento positivo en las actividades de la vida diaria. Se refiere que a los dos meses muestran disminucion de
niveles de GAGs urinarios cercanos a niveles normales, de igual manera reduccion en el tamafio hepatico y
esplénico, a los 3 meses inicia la mejoria de las contracturas articulares, a los 6 meses la mayoria de los
pacientes han mejorado la distancia de caminata a los 6 minutos y estabilizacion de las pruebas de funcién
pulmonar. La mayor respuesta se observa en los primeros 12 a 18 meses de tratamiento ya que después de
este periodo la mayoria de los pacientes se han estabilizado (Wraith JE., et al 2008).

Otra opciéon de manejo es el trasplante de células hematopoyéticas (TMO) el cual tiene una alta
morbimortalidad, especialmente los primeros dias postrasplante por infecciones y enfermedad injerto contra
huésped. En estudios de pacientes trasplantados se ha observado mejoria en la hepatoesplenomegalia y en
las contracturas; poca mejoria en cambios de disotosis multiple y nula en desarrollo cognitivo, ya que no
atraviesa la barrera hematoencefalica (Peters C., et al 2000). EI TMO tiene mayor efectividad cuando se lleva
a cabo de manera temprana; son pocos los estudios realizados en pacientes trasplantados en el mundo, sin
embargo los reportes coinciden en mejoria clinica y en la supervivencia en los pacientes, cuidando los efectos
adversos del tratamiento (Peters C., et al 2000).



EL TMO en los pacientes con Sindrome de Hunter tiene dos mecanismos principales: El reemplazo de
macrofagos enzimaticamente defectuosos con acumulo lisosomal y la transferencia de la enzima funcionante
del donador (Peters C., et al 2000).

1.2 CARACTERISTICAS ENZIMATICAS

La causa bioquimica del sindrome de Hunter es una deficiencia en la actividad de la enzima lisosomal
iduronato-2-sulfatasa (I12S), la cual cataliza la remocion del grupo sulfato en la posicion 2 del L-acido idurénico
en heparan y dermatan sulfato como el primer paso en la via de su degradacion. La degradacién de los GAGs
ocurre primariamente en el compartimento lisosomal mediante ruptura de enlaces glucosidicos de azlicares
terminales especificos; la deficiencia enzimatica conlleva a una acumulacion progresiva de
glucosaminoglucanos en células, tejidos y 6rganos (Lorne AC., 2008).

1.3 CARACTERISTICAS MOLECULARES
131 GEN

El gen IDS (GenelD: 3423, RefSeqGene NG_011900.1) abarca 24 kb de las bandas Xq27.3-g28 y se
organiza en 9 exones (figura 1) que codifican a la isoforma “a” principal y una secuencia en el intrén 7 que
funge como un exén alternativo (7b) que se utiliza para codificar una proteina méas pequefia (isoforma “b”)
(Wilson PJ, et al., 1990; Flomen RH, et al., 1993; Wilson PJ et al., 1993; Maimgren H et al., 1995). El gen IDS
carece de elementos promotores tipo caja TATA, sin embargo posee en la region 5’ elementos ricos en GC,
tipicos de los genes con expresion constitutiva (Wilson PJ et al., 1993). A través de estos elementos, el gen
IDS dirige la transcripcion de diferentes isoformas de mRNA sujetas a un amplio procesamiento post-
transcripcional, que genera al menos tres isoformas de mRNA de las cuales la isoforma “a” o principal de
5.876 kb con un marco de lectura abierto de 1,650 nucleétidos (NCBI Reference Sequence: NM_000202.4)
codifica a la proteina completa de 550 a.a. o isoforma principal de la iduronato 2-sulfatasa (12S, NCBI
Reference Sequence: NP_000193.1, EC 3.1.6.13, UniProtkKB/Swiss-Prot P22304-1). EI mRNA de la isoforma
‘b” es de 1.437 kb (NCBI Reference Sequence: NM_006123.4) y utiliza como exon alternativo (exon 7b) una
secuencia residente en el intron 7. EI mRNA de la isoforma “b” codifica a una proteina de 343 a.a., ya que en
ella no se incluyen al exén 8 y 9 presentes en la isoforma “a” (NCBI Reference Sequence: NP_006114.1, EC
3.1.6.13, UniProtkB/Swiss-Prot P22304-2). El no incluir a los exones 8 y 9 en el mRNA de la isoforma “b”,
sustituye a los ultimos 207 a.a. por 7 a.a. ausentes en la isoforma principal, que ademéas de generar una 3’
UTR mas corta, implica una enzima con un extremo carboxilo-terminal modificado con un peso predicho de
38.3 kDa (Malmgren H et al., 1995) La isoforma “c” consiste en un mRNA de 5.832 kb (NCBI Reference
Sequence: NM_001166550.1) y se predice, sin que hasta el momento se haya llegado a caracterizar in vivo,
una proteina codificada de 460 a.a. (NCBI Reference Sequence: NP_001160022.1; UniProtKB/TrEMBL
B4DGD7), este mRNA seria traducido a una I12S con un extremo N-terminal modificado por el empleo
alternativo de un sitio donador de splicing en el extremo 5’ del transcrito con el consecuente uso de un codon
de inicio diferente o alterno al utilizado por la isoforma “a”.

A 20 kb del extremo telomérico del gen IDS se encuentra un pseudogen no procesado de 1.63 kb (IDSP1,
IDS2 o IDS ) originado durante la evolucién por un evento de duplicacidn invertida, seguido de al menos
tres deleciones grandes que eliminaron: a) del exén 1 a una parte del extremo 5' del exon 2, b) parte del
extremo 3’ del intron 7 al exon 9 y finalmente c) dos tercios del intron 3 hasta una porcién del extremo 5’ del
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intrén 7. Asi, la secuencia del pseudogen IDSP1 s6lo se conforma de una porcién 3’ del exén 2, el intrén 2 y el
exon 3 completos, una porcion del extremo 5° del intron 3 y parte del extremo 5’ del intron 7. EI IDSP1 no se
expresa y esta orientado en direccion invertida a la secuencia del gen IDS, con quién muestra una homologia
del 88% (Rathmann M et al., 1995; Timms KM et al., 1995) (figura 1). Cabe mencionar, que la secuencia del
intrén 7 del locus IDSP1 presenta una homologia del 96% con el intron 7 del gen funcional IDS, y ello
representa un “hot-spot” natural para generar recombinacién en cis- entre ambos loci 0 incluso conversion
génica, los cuales dan como resultado mutaciones severas por rearreglos complejos (Lagerstedt K et al.,
1997; Bunge S et al., 1998).

a

cen %%:w:F'H: tel

987654321 2354321 12345
IDS IDSy W X
IDS

987654321

98 32 1234567 54321 123
IDS IDSwy 1DS W X

Figura 1. a) Esquema de la organizacion general del locus IDS, el pseudogen IDSP1 (IDS ) y los loci W y X aledafios. Nétese que el pseudogen se
encuentra en una posicion invertida en direccién telomérica al gen funcional. b) El alto grado de homologia a nivel de secuencia entre las secuencias
intronicas del pseudogen con el intrén 7 de IDS gen y el pseudogen provoca eventos de recombinacién homéloga en cis- entre ambos loci. c) El
resultado de la recombinacion de IDS ¥ con el intrén 7 de IDS provoca una inversion del gen funcional que separa los exones 8 y 9 del resto de la
secuencia codificante. Cabe mencionar que aunque este tipo de mutacion se considera severa, existe evidencia de que el gen IDS invertido continda
transcribiéndose a un nivel muy bajo, pero el mRNA resultante incluye secuencias de los loci aledafios W y X (ver texto). Este transcrito quimérico
puede caracterizarse mediante RT-PCR con fines diagnésticos para identificar a los pacientes con este tipo de mutacion (Timms et al., 1997).

1.3.2 ESPECTRO MUTACIONAL DEL GEN

En el locus IDS se ha evidenciado una gran heterogeneidad alélica responsable de MPS I, ya que a la fecha
se han descrito més de 300 mutaciones patogénicas que en su mayoria son del tipo puntual (~80%) en
regiones codificantes o en regiones intronicas reguladoras del splicing (~10%) (Lualdi S et al., 2006), asi
como pequefias deleciones/inserciones de menos de 20 pb (Rathmann M et al., 1996; Bunge S et al., 1998).

Practicamente el 85% de las mutaciones puntuales en regiones codificantes ocurren en los exones 3, 5, 8 y 9
(Rathmann M et al., 1996). Por otro lado, hasta el 20-25% de los casos pueden presentar deleciones parciales
0 completas del gen IDS y loci aledafios, entre otros rearreglos complejos como inversiones génicas
generados por eventos de recombinacion condicionados por un alto grado de homologia entre el gen
funcional IDS y el pseudogen aledafio IDSP1 ( Rathmann M et al., 1995; Bondeson ML et al., 1995b; Bunge S
etal., 1998).



En MPS |l se sabe que la mayoria de las mutaciones puntuales, particularmente del tipo transicion C>T en
islas CpG, se originan en espermatogénesis y por ende se transmiten con mayor frecuencia a partir de
mujeres portadoras que heredaron una mutacion de novo a través de linea germinal paterna (Rathmann M et
al., 1996). Ello conlleva importantes consideraciones dentro del asesoramiento genético, ya que la madre de
un caso Unico de MPS Il presenta un riesgo muy alto (>90%) de ser portadora del padecimiento de acuerdo a
datos obtenidos por Rathmann My cols. (Rathmann M et al., 1996).

1.4 CORRELACION FENOTIPO-GENOTIPO

Debido a la amplia heterogeneidad alélica del gen IDS en pacientes no relacionados con MPS Il, se ha
dificultado el encontrar mas de un paciente con la misma mutacién (mutaciones “privadas”); ello aunado al
hecho de que existen pocos pacientes reportados con seguimiento clinico y genotipo documentado, ha
obstaculizado el establecimiento de una correlacidn fenotipo-genotipo (Froissart R et al., 1998; Vafiadaki et
al., 1998; Li et al., 1999; Moreira da Silva et al., 2001).

Se ha observado que los pacientes con deleciones completas que se extienden a secuencias aledafas
ademas de cursar con una actividad enzimatica nula de 12S, invariablemente tienen un involucro mas severo
del SNC (retraso psicomotor, deterioro cognitivo progresivo) (Timms KM et al., 1997) y otros datos clinicos
atipicos como ptosis y crisis convulsivas de inicio temprano (Wraith JE et al., 1991; Steén-Bondeson ML et al.,
1992; Froissart et al., 1993; Timms KM et al., 1997) que hacen suponer un sindrome de genes contiguos
(Wraith JE et al., 1991). Las crisis convulsivas se han descrito en pacientes cuya delecién del gen IDS se
extiende hacia regiones del extremo centromérico y las cuales eliminan parcialmente la secuencia del locus
FMR-2, un gen involucrado en una forma de retraso mental ligado al cromosoma X por inestabilidad de
trinucledtidos (Wilson PJ et al., 1991; Froissart et al., 1993).

2. JUSTIFICACION

La actividad minima o nula de la enzima iduronato 2-sulfatasa (I2S) condiciona la acumulacion de
glucosaminglucanos (GAG'’s) de tipo heparan y dermatan sulfato en los lisosomas. (Naufeld & Muenzer 2001)
La medicion de la actividad enzimatica de 12S en leucocitos, fibroblastos en cultivo o suero se considera el
estandar de referencia para el diagndstico de MPS 1.

El diagndstico molecular se utiliza para confirmar la sospecha clinica de los fenotipos atipicos 0 menos
severos de pacientes con sospecha de MPS II. Asi mismo, debido a que existe sobrelapamiento de los
valores de la actividad enzimatica de la I12S en leucocitos de mujeres no portadoras y mujeres portadoras
probablemente debido al patrén de inactivacion del cromosoma X (Lin SP et al., 2006), el diagndstico
molecular se emplea como estandar de referencia para la deteccién del estado de portadora y el diagnéstico
prenatal de fetos masculinos afectados a través de biopsia de vellosidades coriénicas o amniocentesis,
cuando la mutacion en la familia se ha identificado previamente (Bunge S et al., 1994, Neufeld EF & Muenzer
J, 2001).

A pesar de que la clonacidn del gen IDS y la descripcién de las primeras mutaciones patogénicas fueron en
1990 (Wilson PJ et al., 1990), a la fecha no se ha reportado el espectro mutacional del gen /DS en pacientes
mexicanos con MPS II. Adicionalmente, en nuestro Instituto no se cuenta con la estandarizacion del ensayo
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enzimatico de 12S para la confirmacién del diagnéstico de MPS Il y por ello, las muestras de los pacientes con
sospecha diagnéstica de MPS Il se envian al extranjero donde se realiza la prueba enzimatica en gota de
sangre seca depositada en papel filtro; lo anterior, por lo general implica un retraso en la confirmacion
diagndstica, la adecuada atencién médica y un asesoramiento genético de certeza al paciente y a su familia.
Cabe mencionar que el diagnéstico certero de MPS Il no puede realizarse con base solamente a criterios
clinicos, ya que la enfermedad comparte algunos datos con otras MPS como la tipo | y la deficiencia multiple
de sulfatasas. La importancia de establecer un diagnéstico certero determina la posibilidad de ofrecer a los
pacientes con MPS Il la terapia de reemplazo enzimético (TRE) con idursulfasa (Elaprase®), enzima
recombinante humana de la 12S recientemente aprobada por la FDA (FDA, 2006) o el incluir a los pacientes
en un programa de trasplante de células progenitoras hematopoyéticas, que aunque la experiencia en este
tratamiento es muy limitada, aparentemente detiene la progresion de la enfermedad.

El presente estudio podria dar las bases para futuras investigaciones tendientes a determinar si el genotipo de
los pacientes (mutaciones amorfas versus hipomorfas) predice la ocurrencia de potenciales efectos adversos
como son la resistencia al tratamiento por formacion de anticuerpos, ya que aunque se sabe que alrededor
del 60% de los pacientes desarrollan anticuerpos posterior al tratamiento con idursulfasa (Elaprase®)
(Okuyama T et al., 2010), se desconoce el impacto exacto de este hallazgo a largo plazo.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Cuales son los tipos y la frecuencia de mutaciones patogénicas en el gen IDS en una muestra de pacientes
referidos con sospecha diagnostica de mucopolisacaridosis tipo Il o sindrome de Hunter?.

4. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL: Caracterizar las mutaciones del gen IDS condicionantes de sindrome de
Hunter o MPS Il en una muestra de pacientes de origen mexicano y latinoamericano.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Clasificar a los pacientes con diagnostico confirmado de MPS Il de acuerdo a la severidad del cuadro
clinico por la presencia (forma severa) o ausencia (forma moderada) de manifestaciones
neurologicas (retraso mental, crisis convulsivas, hidrocefalia comunicante).

b) Caracterizacion de las mutaciones y polimorfismos en el gen IDS, asi como su frecuencia en
pacientes con diagnéstico confirmado de MPS II.

c) ldentificar a las mujeres emparentadas al caso indice como portadoras de la enfermedad con base al
estudio molecular del gen IDS, en aquellas familias en quienes se haya caracterizado la mutacion.

5.3 OBJETIVOS SECUNDARIOS
a) Correlacionar el cuadro clinico de MPS Il (severo o moderado) de acuerdo con el genotipo
identificado en los pacientes.

b) Determinar si las mutaciones patogénicas encontradas en pacientes con MPS |l son en su mayoria
heredadas u originadas como eventos de novo.
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5.

MATERIAL Y METODOS

6.1 POBLACION OBJETIVO

Pacientes masculinos con sospecha diagnostica de MPS Il basado en la presencia de fenotipo clinico
compatible, aumento en los niveles de glucosaminglucanos urinarios (GAG's), y/o niveles bajos de actividad
enzimatica de 12S documentada en gota de sangre seca, fibroblastos o leucocitos.

6.2 POBLACION ELEGIBLE

Pacientes masculinos con fenotipo clinico o bioquimico de mucopolisacaridosis tipo Il de origen Mexicano o
Latinoamericano, asi como sus familiares.

6.3 TAMANO DE LA MUESTRA

El tamafio de la muestra se obtuvo a conveniencia dada la baja frecuencia del padecimiento. Se conté con 6
familias de origen Mexicano no relacionadas entre si que se atienden en el INP.

6.4 CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes con diagnéstico clinico compatible con mucopolisacaridosis tipo Il, con valores elevados de
GAG's urinarios (>8-29 mg de acido glucuronico / g creatinina para nifios con edades de 1-3 arios; >6-23
para nifios con edades de 3-6 afios y >3-16 para mayores de 6 afos)

Pacientes con disminucién de la actividad enzimatica de 12S en leucocitos o fibroblastos.

Pacientes del sexo masculino.

De nacionalidad Mexicana o de cualquier pais de Latinoamérica.

De cualquier edad.

Pacientes con disponibilidad de la madre para obtener DNA y/o RNA de leucocitos de sangre periférica
que permita determinar el origen de la mutacion caracterizada.

Familiares de primer grado (madre y hermanas o hermanos) de pacientes con diagndstico molecular
confirmatorio de MPS |I.

Casos indice y sus familiares que autoricen su inclusion en el estudio mediante firma de carta de
asentimiento (menores de 10 afios) o consentimiento informado.

6.5 CRITERIOS DE EXCLUSION

Padres o hermanos no bioldgicos de los casos indice.
Temporalmente, pacientes transfundidos en un periodo menor a tres meses.

6.6 UBICACION DEL ESTUDIO

La captacion y evaluacion clinica de los pacientes se efectud en la consulta externa de Genética del INP a
través de las coautoras Médicos Especialistas en Genética Médica y el estudio molecular del paciente y sus
familiares se realiz en el Laboratorio de Biologia Molecular del INP.
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6.7 DEFINICION DE LAS VARIABLES

Edad Tiempo de existencia desde el nacimiento, en afios. -<5 afios Cuantitativa
-5a1m-10a
-10a1m-15a
Sexo Condicién organica que distingue a los hombres de -Masculino Cualitativa
las mujeres.
Edad de inicio de las Tiempo en afios de la iniciacién de las alteraciones -<5 afios Cuantitativa
manifestaciones clinicas
-5a1m-10a
-10a1m-15a
Edad al diagnéstico Tiempo en afios en que se establece el diagnéstico  -<5 afios Cuantitativa
de Sindrome de Hunter
-5a1m-10a
-10a1im-15a
Crisis convulsivas Contraccion involuntaria de uno 0 mas miembros o  -Presentes Cualitativa
musculos del cuerpo.
-Ausentes
Hidrocefalia Aumento anormal del liquido cefalorraquideo -Presentes Cualitativa
comunicante acompafado de dilatacién de ventriculos cerebrales.
-Ausentes
Retraso mental Coeficiente intelectual disminuido. -Leve Cuantitativa
-Moderado
-Severo
Retraso psicomotor Retraso en la adquisicién de los hitos del desarrollo  -Leve Cuantitativa
en comparacién con una cohorte de edad
relacionada. (menores de 5 afios) -Moderado
-Severo
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GAG’s urinarios

Cadenas largas de carbohidratos consistentes en
acido hexurénico y aminoazucares, azucares
sulfatados, azucares acidos y N- acetil derivados,
medidos en orina

-Normal

-Elevado
(dependiente de la
edad)

Cuantitativa

Facies tosca Rasgos faciales toscos -Presente Cualitativa
-Ausente
Talla baja Distancia entre la parte més alta de la cabezay el -PC menor a la Cuantitativa
talon (piso) de un individuo. familiar
-PC <3
Disostosis Alteracion  6sea  debida a acumulo de -Presente Cualitativa
mucopolisacaridos
-Ausente
Ptosis Caida o pérdida del tono muscular de parpados -Presente Cualitativa
-Ausente
Opacidad corneal Pérdida de la transparencia de la cornea -Presente Cualitativa
-Ausente
Degeneracion retiniana  Deterioro de la méacula -Presente Cualitativa
-Ausente
Artropatia Nombre genérico para las enfermedades de las -Presente Cualitativa
articulaciones.
-Ausente
Sindrome tunel carpal  Neuropatia periférica que ocurre cuando el nervio -Presente Cualitativa
mediano, se presiona o se atrapa dentro del tinel
carpiano, a nivel de la murieca. -Ausente
Canal medular Estenosis 0 angostamiento del canal medular, que -Presente Cualitativa
estrecho ejerce presion sobre la médula espinal.
-Ausente
Hepatomegalia Crecimiento del tamafio del higado -Presente Cualitativa
-Ausente
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Esplenomegalia Crecimiento del tamafio del bazo -Presente Cualitativa
-Ausente
Diarrea cronica Evacuaciones liquidas o heces no formadas, la cual -Presente Cualitativa
dura mas de 4 semanas.
-Ausente
Otitis media de Inflamacion de la mucosa del oido medio en -Presente Cualitativa
repeticion repetidas ocasiones
-Ausente
Voz grave Sonido que el aire expedido de los pulmones produce -Presente Cualitativa
al salir de la laringe haciendo que vibren las cuerdas
vocales -Ausente
Hipoacusia Disminucion en la percepcion del sonido. -Presente Cualitativa
-Ausente
Valvulopatia Alteracion valvular cardiaca por acumulo de -Presente Cualitativa
mucopolisacaridos
-Ausente
Cardiomiopatia Alteracion en tamafio o funcion corazén por acumulo  -Presente Cualitativa
de mucopolisacaridos
-Ausente
Mutacion Cualquier cambio permanente heredable en la -Presente Cualitativa
secuencia del DNA gendmico
-Ausente
Polimorfismo Presencia en una poblacion de dos o mas genotipos -Presente Cualitativa
alternativos, cada uno de los cuales presenta una
frecuencia mayor que la que podria ser mantenida “Ausente
so6lo por mutacién recurrente, frecuencia del 1% en la
poblacion general.
Mutacion puntual de Mutacion que cambia un codén especifico de un -Presente Cualitativa
sentido erréneo aminoacido por otro que especifica otro aminoacido
-Ausente
Mutaciéon puntual sin Sustitucion de una base en el DNA que produce un -Presente Cualitativa
sentido codon de terminacién de cadena.
-Ausente
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Mutacion tipo Segmento de DNA de un cromosoma que se inserta  -Presente Cualitativa
insercion en otro cromosoma
-Ausente
Mutacion tipo delecion  Pérdida de una secuencia de DNA de un cromosoma  -Presente Cualitativa
-Ausente
Delecion parcial Delecién pequefia dentro de un gen que lo inactivay  -Presente Cualitativa
intragénica tiene el mismo efecto que otras mutaciones nulas de
dicho gen, no son reversibles. -Ausente
Fenotipo Caracteristicas  bioquimicas,  fisiolégicas y -Presente Cualitativa
morfolégicas  observadas de un individuo,
determinadas por su genotipo y el ambiente en que “Ausente
se expresa.
Genotipo Constitucién genética de un individuo que puede -Presente Cualitativa
distinguirse a partir del fenotipo; los alelos presentes
en un locus -Ausente
Mutacion amorfa Mutacién asociada con pérdida de una o mas de las -Presente Cualitativa
funciones normales de una proteina.
-Ausente
Mutacion hipomorfa Mutacién asociada con reduccién de una 0 mas de -Presente Cualitativa
las funciones normales de una proteina.
-Ausente
Portadora de MPS II Mujer heterocigota con un alelo mutado ligado al X. -Presente Cualitativa
-Ausente
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6.8 DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Los pacientes incluidos en el estudio fueron evaluados por el servicio de Genética. El estudio molecular de las
familias se realiz6 en el Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de Genética Humana del INP. A
cada paciente y sus familiares se les realizd historia clinica con arbol genealégico y se asentaron los valores
de GAG’s urinarios y del resto de las variables a analizar en la Hoja de Recoleccion de Informacién (ANEXOS
1). La clasificacion de los pacientes en los fenotipos de MPS Il se realizé de acuerdo a si presentaban
involucro del SNC como retraso mental (IQ <70 puntos), hidrocefalia comunicante o crisis convulsivas para los
casos severos, y para las formas atenuadas, los pacientes debieron tener un 1Q >80 puntos y ausencia del
resto de las manifestaciones neuroldgicas.

6.8.1 DESCRIPCION DE LAS ETAPAS Y ESTRATEGIAS MOLECULARES EN LAS FASES
DEL PROYECTO:

a) Extraccion de DNA a partir de leucocitos totales de sangre periférica.

Previa obtencion del consentimiento informado de los padres y/o representantes legales de los casos
(ANEXO 2.1) que se incluyeron con diagnostico clinico sugestivo de MPS II, se tomaron 5-10 ml. de sangre
periférica, colectada en tubos Vacutainer con EDTA, para la obtencién de DNA gendmico. Para el estudio del
gen IDS en los familiares (madre, hermanos que aceptaron su inclusion al estudio, previa firma del
consentimiento informado, ANEXO 2.2), se obtuvo el DNA genomico a partir de leucocitos de sangre
periférica (2.5-5 ml.) mediante la técnica de adsorcién en columna de silica con el kit QlAamp® DNA Blood
Mini Kit (QIAGEN, Heidelberg, Germany). EI DNA gendmico obtenido se cuantifico y se valoré pureza e
integridad mediante espectrofotometria y electroforesis en agarosa. Las muestras de DNA obtenidas se
conservaron a 4°C hasta su andlisis.

b) FASE |. Deteccién de la inversion y conversién génicas de IDS por dos ensayos de PCR en DNA
gendmico y ensayo de restriccion.

Se emplearon las condiciones reportadas por Lualdi S et al., 2005 las cuales brevemente consisten en dos
PCR separadas (set de oligos 1F/1R y 2F/2R) a 40 ciclos, 1.5 mmol de cloruro de magnesio y 58° C de
alineacion, seguido de tres ensayos de restriccion con incubaciéon a 37° C por 12 horas con 10 Ul de las
enzimas Hinfl, Sacl'y Eco571 por reaccién. La secuencia de los oligonucleétidos y los fragmentos resultantes
para la inversion y conversion génica se sefialan en la Tabla 2. La misma técnica en pacientes que resultaron
positivos para la inversion o conversion génica de IDS, fue aplicada al DNA gendmico de sus madres y otros
familiares femeninos en riesgo de ser portadoras del rearreglo.

¢) FASE Il. Secuenciacion automatizada directa de los 9 exones del gen IDS y sus bordes exén-intron a partir
de DNA genémico.

Se emplearon las condiciones de PCR y los oligonucleétidos (Tabla 1) descritos por Chang JH et al., 2005.
Brevemente, con un programa de PCR de 35 ciclos, con temperaturas de alineacion que oscilan entre los 52 y
60° C con 1-1.5 mmol de cloruro de magnesio se obtuvieron los amplicones de los pesos sefialados en la
tabla 1; éstos contienen la totalidad de la secuencia codificante del gen IDS, asi como los sitios donador y
aceptor de splicing de cada exdn. Una vez corroborado el peso molecular y la calidad del amplicén mediante
electroforesis en gel de agarosa, éstos fueron purificados directamente del gel con el kit QlAquick Gel
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Extraction Kit (QIAGEN, Heidelberg, Germany) para llevar al cabo la secuenciacion automatizada de ambas
cadenas en el Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Biologia de la UNAM. Los electroferogramas
resultantes fueron analizados con el programa Alamut version 1.51 para la identificacién rapida y certera de
las mutaciones y/o polimorfismos, su efecto a nivel de proteina y si afectan a los sitios donador y aceptor de
splicing 0 ESE’s 0 ISE’s, predecir in silico su efecto en la maduracion del mRNA. Se buscé si las mutaciones
encontradas ya han sido reportadas como patogénicas o como variantes polimorficas, en caso de no haber
sido previamente descritas fueron sometidas al andlisis in silico a través del programa Pmut
(http://mmb2.pch.ub.es:8080/PMut/), PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/index.html) o Alamut
version 1.51, ademas de su busqueda dirigida en el DNA gendmico de 100 controles masculinos sanos cuyas
muestras se manejaron como andnimas, para excluirla como polimorfismo. Cuando se identifico una mutacion
puntual o delecion/insercion <20 pb, se buscaron de manera dirigida (s6lo se secuencio el exdn involucrado)
en el DNA genémico de sus madres y otros familiares femeninos en riesgo de ser portadoras del defecto.

En los casos en que no se obtuvo amplicdn en alguno de los 9 exones, se considerd que el paciente presenta
una delecion parcial intragénica o completa del gen.

d) Asesoramiento genético.

Se brind6 asesoramiento genético de certeza a las familias captadas de acuerdo a los genotipos observados
(familias con alelos IDS caracterizados) o con riesgos empiricos (familias con alelos IDS sin mutacion
identificada). Todas las mutaciones caracterizadas en los casos indice se buscaron en sus madres para
determinar la proporcién de mutaciones heredadas u originadas como evento de novo. Esta informacion fue
de especial utilidad para brindar a las familias un asesoramiento genético de certeza sobre los riesgos de
recurrencia y las estrategias de prevencidn, como el diagnostico molecular prenatal. Asi, aquellas mujeres
que resultaron portadoras del padecimiento con una mutacién caracterizada y se encontraban en etapa
reproductiva, se les brindd la opcion de diagnéstico prenatal molecular a través de biopsia de vellosidades
coriales 0 amniocentesis.

e) Relacioén Fenotipo-Genotipo

El genotipo caracterizado en los alelos IDS de cada paciente, fue comparado con el fenotipo observado. De
acuerdo a la literatura, la correlacién fenotipo-genotipo no esta clara del todo (Froissart et al., 2002), pero
existen mutaciones amorfas descritas como condicionantes siempre de fenotipos graves (por ejemplo: la
inversién génica, las deleciones completas del gen o las mutaciones puntuales como la p.R468Q, p.R468L o
p.R468G) (Neufeld EF&Muenzer J, 2001) y algunas que permiten la sintesis de una proteina con funcién
residual (mutaciones hipomorfas) en ocasiones asociadas a un fenotipo “atenuado” de MPSII (por ejemplo:
p.P231L) (Guffon N et al., 2009).

Se determind en nuestros casos si cumplian la hipétesis que menciona que los pacientes con el fenotipo mas
severo con compromiso neurolégico importante presentan una mutacién amorfa grave. Se verificd en nuestra
poblacién si datos clinico atipicos descritos en formas severas de MPS Il como crisis convulsivas y ptosis, se
encuentran en pacientes con la delecién completa del gen, lo cual sugiere que el defecto se extiende a loci
aledafios como el gen FMR-2 (Wraith JE et al., 1991; Steén-Bondeson ML et al., 1992; Froissart et al., 1993;
Timms KM et al., 1997).
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Por otro lado, en pacientes con fenotipos atenuados de MPS Il, se verificé si cursan con una mutacién
descrita como “leve” 0 cuya evaluacién in silico prediga un efecto hipomorfo. Todas las mutaciones
caracterizadas en los pacientes se correlacionaron con el efecto en la sintesis de proteina (codones de paro
prematuro) o en los dominios afectados (mutaciones de sentido erréneo en sitios cataliticos o dominios
altamente conservados de las sulfatasas humanas o en la secuencia de sefializacién para el lisosoma) a
través de los programas BLAST de alineamiento de secuencias (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) con los
genes parélogos de IDS del humano (familia de sulfatasas) y los ortélogos /DS de otros organismos (por
ejemplo: Mus musculus, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Saccharomyces cerevisiae,
Arabidopsis thaliana, etc.).

6.9 CONSIDERACIONES ETICAS

Se solicito el consentimiento informado de los padres de los casos indice menores de edad que cumplieron
con los criterios de inclusién, para la obtencion de 5-10 ml. de sangre venosa periférica, extraccion del DNA'y
su posterior analisis, lo que representa un riesgo minimo para el paciente.

Se pidi6 al padre o tutor del paciente que firme la carta de consentimiento informado del paciente o de los
hermanos (hombres o mujeres) y al caso indice 0 hermanos carta de asentimiento informado si tiene la
capacidad para emitir su voluntad de participar en el estudio (mas de 10 afios de edad y sin retraso mental);
también se solicité carta de consentimiento informado a la madre (ver ANEXOS 2.1, 2.2, 2.3 y 2.4). La
informacion personal, de identidad y del genotipo fue manejada en forma estrictamente confidencial,
siguiendo las normas establecidas por la Declaracion de Helsinki, las Buenas Practicas Médicas y del ELSI
(del inglés “Ethical, Legal and Social Issues”). El asesoramiento genético se brindd en todos los casos de
acuerdo a los resultados obtenidos del estudio molecular.
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Tabla 1. Secuencia de los oligonucleétidos para la amplificacién por PCR y subsecuente secuenciacion

automatizada para la caracterizacion de mutaciones puntuales y pequefias deleciones/inserciones en los 9
exones y sus bordes exon-intron del gen IDS (Chang JH et al., 2005 y disefio nuevo con Primer-BLAST).

OLIGONUCLEOTIDO | Tm SECUENCIA OLIGONUCLEGTIDO (5'-3) | TAMANO  DEL
AMPLICON (pb)

IDS Exén 1-(F) 60°C ACG AGG AGG TCT CTG TGG CT 240

IDS Exén 1-(R) GGA GGA AGG GAG AAG AGA TG

IDS Exén 2-(F) 55°C TCA GTG TCA GTG CAG GTT AC 276

IDS Exén 2-(R) CTG TGC CAT CTG ACA ATA GC

IDS Exén 3-(F) 58°C AGA TGG CAG ACA TGT TTT GC 266

IDS Exén 3-(R) GAG AAC CCA GAC TCT GGA CA

IDS Exén 4-(F) 60°C TGG GGA GTG GGG TGT TGAAAG ACT | 320

IDS Exén 4-(R) TCG GGC CTA ATG CTG AAG ATC CCA

IDS Exén 5-(F) 60°C TGG CCC CTG CCT GGA AAA CA 492

IDS Exén 5-(R) TGC CTG GCG ATG GCA GGA TG

IDS Exén 6-(F) 60°C TTC CAG GTC AGG GCC GAG CA 483

IDS Exén 6-(R) AGG ACA CCT CCA CCC CAG CA

IDS Exoén 7a-(F) 59°C GGG AGA GAT GCA CAG GCAAGCA | 359

IDS Exén 7a-(R) TGC CCC AGG ATC CCACTT TGT T

IDS Ex6n 7b/8-(F) 60°C CGC ATG TGT GGG AAC CGC CA 437

IDS Exén 7b/8-(R) TCG CCT GCC TCC GGA AGT GA

IDS Ex6n 8-(F) 55°C CCC TTT CTG TGG TAATTC CAAGTG | 516

IDS Ex6n 8-(R) ACC CAG AGT ATG GGA GAT GTT CAG

IDS Exén 9-(F) 60°C AGG GTG AGG TGC CGA GGT GG 692

IDS Exén 9-(R) TCA CCA GCT GGA AGG GAG CAC A
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Tabla 2. Secuencia de los oligonucleétidos para la caracterizacion por PCR y ensayo de restriccion a los
fragmentos de union resultantes de la inversion génica entre los loci IDS e IDSP1, asi como la conversién
génica de IDS (Lualdi S et al., 2005).

Primer | Secuencia oligonucleétidos | Enzima Producto de PCR y | Alelo /DS sin
(5°-3) productos de la | recombinacion
restriccion de un alelo
IDS recombinante
IF TGG GCA TGG GAT TTA | Hinfl 1,310 pb 1315 pb
ACAGGCT
(556,397,271,71y 15 pb) | (451,397,271,110,71
y 15 pb)
0
(556,451,397,271,110,71
y 15 pb)
IR AAC AGT GAG CTG TGG | Sacl 1310 pb (Rec A o D)* NA
AACTGCA
(en caso de | 679,631 (RecBoC)
recombinantes
identificados
por Hinfl)
2F AGC CGC GTT TCT TTC | Eco571* 1,300 pb Sin producto
CTCACT G

(771,403 y 126 pb):
Presencia de secuencias
de IDSP1

0
(1,174 y 126 pb):

Presencia de secuencias
de IDS

Ambos  patrones de
restriccion:  sugestivos
de conversion génica.

2R GTG GCG GGA ATC TAA
AAGGTCG

* Los cuatro tipos de rearreglos descritos en la inversion génica entre IDS e IDSP1 se han denominado A, B, C y D basado en la numeracion de
nucledtidos involucrados en los intercambios gendmicos de la unién proximal entre los intrones 7 de ambos loci.

** Ensayo de restriccion para caracterizar las secuencias en la unién proximal en el “hot-spot” del intron 3, necesario para identificar eventos de
conversion génica.
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6. RESULTADOS

Se analizaron las muestras obtenidas de 6 pacientes con diagndstico clinico, bioquimico y/o enzimatico de
Sindrome de Hunter (mucopolisacaridosis tipo Il), asi como la de sus familiares. La edad de los pacientes
oscilo entre los 4 y los 12 afios de edad, el promedio de edad fue 7.5 afios. El promedio de edad de inicio de
los sintomas fue al afio 7 meses de edad y la edad del diagnéstico en promedio fue a los 3 afios 3 meses de
edad. Todos los pacientes presentaban un fenotipo severo, caracterizado por retraso psicomotor importante,
dos pacientes presentaban crisis convulsivas.

Afos Edad promedio

14
12
10

B Promedio 7.5 afios

O N &~ O X

IDS1 IDS3 IDS5 IDS7 IDS9 IDS11 Pacientes

Figura 2: Gréfica que muestra las edades de los pacientes incluidos en este estudio
con diagnéstico clinico, bioquimico y/o enzimético de sindrome de Hunter (Mucopolisacaridosis tipo Il).

v Edad de inicio de los sintomas

1.5 -
1 - i Promedio 1.7 a

0.5 -

0 - Pacientes

IDS1 IDS3 IDS5 IDS7 IDS9 IDS11

Figura 3: Gréfica que muestra la edad de inicio de los sintomas de los pacientes incluidos
en el presente trabajo.
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Aos Edad al diagndstico

j H . H -‘ ki Promedio 3.3

Pacientes

IDS1 IDS3 IDS5 IDS7 IDS9 IDS11

Figura 4: Gréafica que muestra la edad al diagndstico de los pacientes incluidos con diagnéstico
de sindrome de Hunter (Mucopolisacaridosis tipo Ii).

- + - - + -
+ + + + + +
+ + + + + +
+ + + + + +
+ + + + + +
+ + + + + +
- - + - + +
+ + + + + +
- - - - + -
- - + - - -
+ + + + + +
- + + + - +
+ + - - +
+ + + - -
+ + + - - +
- - + + - -
+ - + - -

- + - + -

Tabla 3: Caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en este estudio, (-) Ausente, (+) Presente
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100%
100%
100%
100%
66.66%
66.66%
66.66%
66.66%
50%
50%
50%
33.33%
33.33%
16%
16%
0%
0%
0%

Tabla 4: Frecuencia de caracteristicas clinicas en los pacientes al momento de incluirlos en el estudio.

Caracteristicas Clinicas

M Retraso Mental

W Retraso Psicomotor
M Artropatia

W Hepatomegalia

m Esplenomegalia

W Otitis Media de Repeticidn
M Hipoacusia

W Voz Grave

W Ptosis

m Valvulopatia

m Cardiomiopatia

m Crisis Convulsivas
W Diarrea Crénica

mSindrome de Tunel Carpal

Figura 5: Grafica que muestra la frecuencia de las caracteristicas clinicas observadas en los pacientes incluidos.
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ESPECTRO MUTACIONAL DEL GEN IDS

TIPO DE MUTACION NUMERO DE PACIENTES PORCENTAJE
N=6

Mutaciones puntuales 2 33.6%

Inversién IDS/IDSP1 1 16.6%

Delecion completa del gen 1 16.6%

Rearreglos intragénicos 1 16.6%

Mutacién no caracterizada 1 16.6%

Tabla 5: Espectro mutacional del gen IDS en 6 pacientes analizados.

Espectro mutacional del gen

H Mutaciones puntuales
H |nversion IDS/IDSP1

4 Delecién completa del

gen

B Rearreglos

Figura 6: Espectro mutacional del gen IDS, el mayor porcentaje encontrado fue de mutaciones puntuales 33%, mientras que la inversion IDS/IDSP1,
delecién completa del gen y rearreglos intragénicos se observaron en el 16% cada uno.

Productode PCR
Sin restriccion Normal Hemicigoto Heterocigoto

1310 pb >

€556 pb
<451 pb
€397 pb

&271pb

Figura 7: Ensayo de PCR (primer F especifico de IDSP1 y primer R comuin para IDS e IDSP1. En los alelos IDSP1 sin la inversion, con ambos primers
se logra amplificar solamente un segmento del intron 3 y del intron 7 de 1315 pb ubicados en el extremo telomérico de IDSP1; aunque el primer R
comun hibride en el intrén 7 de alelos IDS sin la inversion, la ausencia de hibridacién de un primer F dentro de IDS impide la generacion de un
amplicén. El amplicon normal de IDSP1 presenta 5 sitios de restriccion reconocidos por la enzima Hinfl, lo cual genera 6 fragmentos de 451, 397, 271,
110, 71y 15 pb. Cuando existe la inversion IDS/IDSP1, se yuxtapone la secuencia del intrén 3 del pseudogen donde hibrida el primer F y el intron 7 de
IDS donde hibrida el primer comin R. Asi el rearreglo permite la generacion de un amplicdn de 1,310 pb correspondiente a una secuencia hibrida del
IDS e IDSP1. Este amplicon presenta sdlo 4 de los 5 sitios de restriccién Hinfl presentes en el amplicdn del alelo IDSP1 normal, por lo que se obtienen
s6lo 5 fragmentos de 556,397, 271, 71y 15 pb. Asi la banda de 556 pb indica la presencia de un genotipo hemicigoto con un alelo positivo para la
inversion IDS/IDSP1, en tanto la coexistencia de ambas bandas indica un estado heterocigoto para esta mutacion.
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MPM Ex1 Ex2 Ex3 Ex4 Ex5

240pb  276pb  266pb 320pb 492pb

MPM Ex6 Ex7 Ex8 Ex9

500 pb 2
200 pb =2

483pb  437pb  516pb  692pb

Figura 8: Esquema que representa el producto de amplificacién mediante PCR de los 9 exones del gen IDS de acuerdo a los pesos moleculares de
cada exon, mediante los oligonucledtidos descritos en la tabla 1; con ellos se amplifica la totalidad de la secuencia codificante del gen, asi como los
sitios donador y aceptor de splicing de cada exén. Posteriormente los amplicones se secuenciaron para la caracterizacion de las mutaciones puntuales.
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IDS 1

Paciente masculino de 12 afios 2 meses de edad con cuadro de MPS tipo Il severo, sin antecedentes
familiares del padecimiento. El inicio de las manifestaciones clinicas fue a los 2 afios y la edad al diagnéstico
3 anos. Niveles de GAGs urinarios de 145mg/gr de creatinina (5-50 mg/gr de creatinina) y la cuantificacién de
12S de 26.2 pmoles/l.h. (71-187 pmoles/I.h.)

O O
I i < = )
b MO G

- Sindrome de Hunter (MPS II)

@ Portadora de Sindrome de Hunter (MPS 1)

Se realizd la deteccidn de la inversion y conversion génica de IDS por ensayo de PCR vy restriccion, la cual se
encontré negativa, por lo que posteriormente se llevo a cabo la amplificacién y secuenciacion directa de los 9
exones del gen IDS y sus bordes exdn-intron. Se encontré una mutacién puntual. ¢.1003C>T en el exén 7, la
cual a nivel de proteina cambia una Histidina por una Tirosina (p.His335Tyr). El electroferograma se analizd
con el programa Alamut version 1.51 que permite la identificacidn rapida y certera de la mutacion, su efecto a
nivel de proteina y la afeccion a los sitios donador y aceptor de splicing. La mutacién no habia sido
previamente reportada y su evaluacién in silico con el programa Pmut (http:/mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut/) la
predice como patogénica con una sensibilidad de 0.27 y una especificidd de 0.97 (score 0.998).

Se realiz6 la busqueda intencionada mediante la amplificacién del exdn 7 y la secuenciacién de éste de la
mutacidn en la madre, quien se encontré heterocigota para la mutacién.
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Hemicigoto
€.1003C>T
(p.His335Tyr)
IDS1

Heterocigota
€.1003C>T
(p.His335Tyr)
IDS2

Figura 9: Secuenciacion automatizada de una region del exén 7 del gen IDS. Se muestra al paciente IDS1 hemicigoto para la mutacién de sentido
erroneo ¢.1003C>T (p.His335Tyr) y la identificacion del estado heterocigoto en la madre (IDS 2), la cual no referia antecedentes familiares de MPS .

La madre del paciente IDS1 solicitd posterior a la caracterizaciéon de su genotipo diagnéstico prenatal, por
ultrasonido obstétrico se determiné que el feto era del sexo masculino, a las 20 SDG se realizé6 amniocentesis
y se obtuvo el DNA genomico de los amniocitos sin cultivo. Se amplificé el exon 7 del gen IDS, detectando por
secuenciacion directa la mutacion patogénica en el producto de la gestacion, ademas se realizé amplificacion
por PCR del gen SRY lo cual corroboro el sexo masculino, se brindd asesoramiento genético y posterior a él,
la madre decidio la interrupcion de la gestacion.

His

i¥o 160
c A T T T A © ¢ T ©€ © o T A e €

n c.1003

SECUENCIA

=

Heterocigota
c.1003C=>T
(p.-His335Tyr)
1DS2

Hemicigoto
c.1003C=>T
(p-His335Tyr)

Feeee \WNNANANY

Figura 10: Secuenciacién automatizada del exén 7 del gen IDS. Se muestra a la madre IDS 2 heterocigota para la mutacion de sentido erréneo
¢.1003C>T (p.His335Tyr) y la identificacion del estado hemicigoto en el producto de embarazo de 20 SDG. Se realizé deteccion de SRY comprobando
sexo masculino (resultado no mostrado).
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IDS 3

Paciente masculino de 9 afios 2 meses de edad con cuadro de MPS tipo Il severo, sin antecedentes de la
enfermedad en la familia. El inicio de las manifestaciones clinicas fue a los 2 afios y la edad al diagndstico 8
afos. Los datos de niveles de GAGs urinarios y la cuantificacion de 12S no se registraron en el expediente al

momento de inclusion al estudio.
D O
= 0

I {-J)

L

v

. Sindrome de Hunter (MPS II)
@ Portadora de Sindrome de Hunter (MPS I1)
Se realiz6 la deteccion de la inversion y conversién génica de IDS por ensayo de PCR vy restriccion, la cual se

encontré positiva. En el estudio familiar se determind que la madre y hermana son heterocigotas para la
inversion IDSP1/IDS. El paciente inicio terapia de reemplazo enzimatico a la edad de 9 afios y medio.

1 2 3 4 5
MPM CNF(-) CNF(-) IDS3 DS4 CNM(-)

€556 pb
€451 pb
€397 pb
€271 pb

Figura11: Ensayo de PCR (primer F especifico de IDSP1 y primer R comtn para IDS e IDSP1) y restriccion con la enzima Hinfl para la identificacién
de heteroduplex (banda de 556 pb,) resultantes de la inversion génica por recombinacion IDS/IDSP1. El paciente IDS3 muestra patrén de hemicigoto y
su madre, IDS4, muestra patrén de heterocigota (portadora). La hermana del paciente también es portadora de la inversién génica IDS/IDSP1
(resultado no mostrado) CNF(-): control femenino normal, CNM(-): control masculino normal.
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IDS 5

Paciente masculino de 4 afios 2 meses de edad con cuadro de MPS tipo Il severo, se considerd un caso
familiar por antecedente de dos tios por rama materna fallecidos con el mismo diagnéstico. El inicio de las
manifestaciones clinicas fue a los 2 afios 8 meses y la edad al diagnéstico 3 afios. Los niveles de GAGs
urinarios no se registraron en el expediente al momento de inclusién al estudio. La cuantificacion de 12S fue
de 1.2 pumoles/l.h (71-187 pumoles/l.h.)

| N2

T

A

- Sindrome de Hunter (MPS 1)

@ Portadora de Sindrome de Hunter (MPS 11)

Se realizo la deteccion de la inversion y conversién génica de IDS por ensayo de PCR vy restriccion, la cual se
encontré negativa por lo que posteriormente se realizé la amplificacién directa de los 9 exones del gen IDS'y
sus bordes exdn-intron para su secuenciacion directa. En el analisis de los electroferogramas no se encontrd
ninguna mutacién patogénica en el paciente ni polimorfismos.
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IDS 7

Paciente masculino de 2 afios de edad con cuadro de MPS tipo Il severo, sin antecedentes familiares
relacionados al padecimiento de base. El inicio de las manifestaciones clinicas fue a los 6 meses y la edad al
diagnostico 1 afio. Niveles de GAGs urinarios de 204.6mg/gr de creatinina (5-50 mg/gr de creatinina) y la
cuantificacién de 12S de 9.9 pmoles/L.h (71-187 Pmoles/l.h.)

o
&

- Sindrome de Hunter (MPS II)

Se realizo la deteccion de la inversion y conversién génica de IDS por ensayo de PCR vy restriccion, la cual se
encontrd negativa, en el anélisis por amplificacién directa de los 9 exones del gen IDS y sus bordes exén-
intrén, no se logré la amplificacién de ningln exdn en varias repeticiones por lo que se establecioé que el
paciente presenta una delecion completa del gen IDS. Se llevo a cabo el anélisis por PCR del gen FMR?2, ya
que se encuentra aledafio, se amplifico la regién polimérfica 5'UTR (exon 1) de éste, la cual se encontrd
deletada, se amplificd de igual manera la region polimorfica del gen FMR1(Xq27.3), la cual mostrd
amplificacién.

MPM  Ex2 Ex3 Ex4 Ex5 Ex6 Ex7 Ex7 DMD
1DS7 CN(-) IDS7 CN(-) IDS7 CN({-) IDS7 CN(-) I DS7 CN(-) IDS7 CN(-) 1DS7 CN(-)

Figura 12: Amplificacion por PCR de los 9 exones del gen IDS, mediante los oligonucledtidos descritos en la tabla 1; éstos contienen la totalidad de la
secuencia codificante del gen, asi como los sitios donador y aceptor de splicing de cada exén. Se muestra que en los carriles del paciente (IDS7) no se
obtuvo amplicén en ninguno de los exones, por lo que se determind que el paciente presenta una delecion completa del gen. En el dltimo carril se
amplificé el exén 7 del gen DMD como control positivo dentro del cromosoma X, el cual mostré amplicon en el paciente como en un control. CN(-)
Control masculino normal (se observa amplicén en todos los exones), (-) control blanco de la reaccion.
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Figura 13: PCR de dos STS (secuencias etiqueta cortas) polimérficos ubicados en region 5’ no traducible de los genes FMR2 (Xq28) y FMR1 (Xq27.3)
en el paciente IDS7 con sindrome de Hunter atribuible a una delecion completa del gen IDS y del pseudogen aledafio IDSP1 (datos no mostrados).
Nétese la ausencia de amplificacion del segmento polimérfico de FMR2 y la integridad de STS de FMR1 en IDS7, hallazgo compatible con un sindrome
de genes contiguos en el paciente. XFRA: Control masculino positivo a la mutacion por expansion de trinucledtidos (CGG) en el gen FMR1
condicionante del sindrome de X frégil; MASC NL.: control masculino normal. ,(-) control blanco de la reaccion.
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Figura 14: Esquema que muestra la localizacion del gen IDS (Xq28) y la localizacion aledafia del gen FMR2, se ejempilifica el fragmento que se postula
deletado en el paciente IDS 7, correspondiente aproximadamente a 1.2 Mb

Se busco de manera dirigida en la madre del paciente el riesgo de ser portadora a través de la evaluacion de
dosis génica de los exones mediante el disefio de un ensayo de PCR multiple semicuantitativo y el analisis
densitométrico con el programa Alphalmager® de los exones 4 y 8 del gen IDS (exones problema) y del exén
3 del gen DMD (ex6n control). El calculo de los cocientes de los valores promedios en pixeles del area bajo la
curva de cada uno de los amplicones problema y el amplicon control obtenidos son compatible con una dosis
génica normal, con lo cual se asume que la delecién completa del gen IDS en IDS7 se origind como evento de
novo, aunque el estudio no descarta la posibilidad de mosaicismo germinal.
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Figura 15: Evaluacioén de la dosis génica mediante PCR mdltiple semicuantitativo (A) y andlisis densitométrico con el programa Alphalmager® (B) de
los exones 4 y 8 del gen IDS (exones problema) y del exén 3 del gen DMD (exdn control) con la finalidad de asignar o descartar el estado de portadora
en la madre (carril IDS8) de un caso tnico con sindrome de Hunter (carril IDS7, exones 4 y 8 de IDS ausentes) atribuible a una delecion completa del
gen IDS, la cual abarca hacia el extremo telomérico al pseudogen IDSP1 (datos no mostrados) y hacia el extremo centromérico al gen FMR2. Como
controles, se utilizaron el DNA genémico de una mujer portadora obligada de una delecion parcial intragénica que elimina a los exones 4 al 7 del gen
IDS (carril IDS12 PO), el de una mujer normal (carril FEM NL) y el de un varén sano (MASC NL). (-) control blanco de la reaccién. El célculo de los
cocientes de los valores promedios en pixeles del area bajo la curva de cada uno de los amplicones problema y el amplicén control obtenidos en las
muestras IDS8 y FEM NL, fueron de 0.9-1.14 y de 2.0-2.7, respecto a la muestra MASC NL. Lo anterior es compatible con una dosis génica normal
para los tres segmentos en IDS8, con lo cual se asume que la delecion completa del gen IDS en IDS7 se originé como evento de novo, aunque el
estudio no descarta la posibilidad de mosaicismo germinal. Asi mismo se aprecia que el area bajo la curva para el exén 4 en IDS12 PO se encuentra
reducida en un ~50% respecto al control femenino sano, mientras que el exén 3 del gen DMD y el exén 8 del gen IDS, muestran una dosis génica
similar a dicho control.
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IDS 9

Paciente masculino de 12 afios 5 meses de edad con cuadro de MPS tipo Il severo, aparentemente caso
unico en la familia. El inicio de las manifestaciones clinicas fue al afio 5 meses y la edad al diagnéstico 2 afios
5 meses. Niveles de GAGs urinarios de 723mg/gr de creatinina (5-50 mg/gr de creatinina) y la cuantificacion
de 12S no se registrd en el expediente al momento de inclusion al estudio
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- Sindrome de Hunter (MPS II)

Se analizd la inversidn y conversion génica de IDS por ensayo de PCR y restriccion, la cual se encontro
negativa. Se llevo a cabo la amplificacién directa de los 9 exones del gen IDS y sus bordes exén-intrén para
posteriormente realizar la secuenciacion directa. Se encontré una mutacién puntual. ¢.133G>C en el exén 2,
la cual a nivel de proteina cambia un Acido Aspartico por una Histidina (p.Asp45His). El electroferograma se
analizé con el programa Pmut (http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut/) para la identificacién rapida y certera de la
mutacidn, su efecto a nivel de proteina y la afeccién a los sitios donador y aceptor de splicing. La mutacion no
habia sido previamente reportada, sin embargo se predice como patogénica con una especificidad de 1.00
(score 1.00).
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Figura 16: Secuenciacién automatizada del exon 2 del gen IDS. Se muestra al paciente IDS9 hemicigoto para la mutacién de sentido erréneo
¢.133G>C (p.Asp45His). La mutacion no ha sido previamente reportada.

Se realiz6 la busqueda intencionada mediante la amplificacion del exén 2 y la secuenciacion de éste para
determinar si la madre portaba la mutacion, el andlisis de secuenciacién mostré que ella es heterocigota para
la mutacion por lo que se establece que es portadora de la enfermedad.
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Figura 17: Secuenciacion automatizada del exén 2 del gen IDS. Se muestra a IDS10, madre del caso indice IDS9, quien es heterocigota para la
mutacién de sentido erroneo ¢.133G>C (p.Asp45His).
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IDS 11

Paciente masculino de 6 afios 4 meses de edad con cuadro de MPS tipo Il severo, caso familiar. El inicio de
las manifestaciones clinicas fue al afio 6 meses de edad y la edad al diagndstico a los 2 afios 7 meses. Los
niveles de GAGs no se registraron en el expediente al momento de inclusion al estudio, la cuantificacion de
12S fue de 24.37 pmoles/I.h (71-187 pumoles/l.h.)
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1]
- Sindrome de Hunter (MPS I1)

@ Portadora de Sindrome de Hunter (MPS 1)

Se realiz6 la deteccion de la inversion y conversién génica de IDS por ensayo de PCR vy restriccion, la cual se
encontré con patrén de heterocigoto. Al llevar a cabo la amplificacién directa de los 9 exones del gen IDS y
sus bordes exoén-intron se encontrd una delecién que involucra los exones 4 al 7, ante este resultado se
establecio que el paciente presenta un rearreglo complejo en el gen IDS debido a que mostr6 un patrén de
hemicigoto para la inversion IDSP1/IDS. También se establecié que la madre es heterocigota para la inversién
IDSP1/IDS.

1 2 3 4 5 6
MPM IDS11 [DS12 CNM(+) CNF(+) CNF(-) CNM(-)

€556 pb
€4Sl pb
€397 pb

€271 pb

Figura 18: Ensayo de PCR (primer F especifico de IDSP1 y primer R comun para IDS e IDSP1) y restriccion con la enzima Hinfl para la identificacién
de heterodplex (banda de 556 pb,) resultantes de la inversién génica por recombinacién IDS/IDSP1. Se identificd un rearreglo complejo que involucra
un patrén de restriccion anémalo en el ensayo de IDS11, IDS 12 muestra patron de heterocigota. CNF(+): control femenino positivo, heterocigota,
CNM(+): control masculino positivo, hemicigoto. CNF(-): control femenino normal, CNM(-): control masculino normal. (-) control blanco de la reaccion.
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Figura 19. Electroforesis de los productos de PCR correspondientes a los 9 exones del gen IDS. Carril IDS-7: Paciente con la delecién completa del
gen IDS que se extiende hacia los loci IDSP1y AFF2 (FMR2); nétese la ausencia de producto de PCR en las 9 reacciones monoplex de PCR de punto
final. Carril IDS-11: Paciente con un rearreglo complejo del gen IDS atin no caracterizado completamente, pero el cual involucra la delecién de los
exones 4 al 7 del gen IDS; nétese la presencia de sélo los productos de PCR correspondientes a los exones 1al 3 y del 8 al 9. Carril CTL NL: control
masculino sano. Carril (-): control negativo de la reaccén. MPM: marcador de pesos moleculares, escalera de 100 pb.

La madre del paciente IDS11 solicitd diagndstico prenatal de un embarazo gemelar bicorionico biamniético
cuyos fetos eran del sexo masculino por ultrasonido obstétrico. Se realizé amniocentesis a las 16 SDG de
ambos sacos amnioticos y se obtuvo el DNA genémico de los amniocitos sin cultivo. Se demostrd la delecion
de los exones 4 al 7 asi como la amplificacion de SRY lo que corrobord que ambos productos eran
masculinos y afectados. El diagndstico se corroboré posteriormente en ambos cordones umbilicales, posterior
a la interrupcion de la gestacion.
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Figura 20: Resultados del diagndstico prenatal molecular. El ensayo de PCR del gen SRY por duplicado resulté positivo en ambas muestras (gemelo
‘A”y “B”).Carrriles 1y 2: Gem A, carriles 3 y 4: Gem B. La identificacion de la delecion de los exones 4 al 7, se realizd con ensayo PCR monoplex por
duplicado de los exones 2 (no deletado en IDS11), 4 y 6 (deletados en IDS11), el cual revelé la ausencia de los exones 4 y 6 involucrados en la
delecién de IDS11. Carriles CNM(-): control masculino sano, CNF: control femenino sano. (-) control blanco de la reaccién. El resultado una vez
recibidas ambas muestras de liquido amnictico, se obtuvo en un lapso de 6 horas y debido a que ambos fetos masculinos se encontraban afectados, la
madre decidié interrumpir la gestacion a las 17 SDG. La corroboracion de los genotipos se hizo en muestras de DNA provenientes de material de
aborto (corddén umbilical), sin encontrar discrepancias de resultados (datos no mostrados).
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7. DISCUSION

Las manifestaciones clinicas en el sindrome de Hunter se clasifican de manera tradicional en formas
‘moderada” y “severa’, de acuerdo al involucro a nivel de SNC. Dos terceras partes de los pacientes se
considera que cursan con la forma severa debido a la presencia de: retraso mental grave, crisis convulsivas e
hidrocefalia comunicante, siendo lo mas frecuente el retraso mental. EI 100% de nuestros pacientes fueron
clasificados con fenotipo severo debido a que cursaban con retraso mental, dos de ellos tenian ademas crisis
convulsivas y ninguno mostré hidrocefalia comunicante al momento de su inclusion en el estudio. La forma
moderada generalmente se diagnostica entre los 4 y 8 afios de edad y su mortalidad es entre la segunda y
tercera década de la vida, por enfermedad cardiaca y respiratoria. Los pacientes con formas mas severas
presentan progresidn con mayor rapidez, con involucro multiorganico y generalmente se diagnostican entre
los 18 y 36 meses. Dentro de las formas severas, la mortalidad es secundaria al deterioro neurolégico y a falla
cardiorespiratoria durante la mitad de la segunda década (Martin R., et al 2008).

La edad promedio de inicio de sintomatologia en las formas severas es aproximadamente al afio y medio de
edad; en el presente estudio, encontramos que la edad de inicio de la sintomatologia concuerda con la
literatura, siendo en promedio a los 19 meses de edad; mientras que la edad promedio al diagnéstico se
realizd de manera tardia (3.3 afios) comparado a lo reportado en la literatura (18 a 36 meses), probablemente
lo anterior se deba a que el estudio se realizd en un Instituto Nacional de tercer nivel y la referencia de los
pacientes a este nivel de atencion médica suele ser tardado en nuestro medio o bien al hecho de que los
médicos de primer contacto no sospechan el diagnostico ante las primeras manifestaciones clinicas.

Las manifestaciones clinicas descritas en la literatura en el sindrome de Hunter méas frecuentes son: facies
tosca, la cual se hace aparente entre los 2 y los 4 afios de edad, la talla baja, los hallazgos esqueléticos
conocidos como disostosis multiple, las infecciones de vias aéreas crénicas, la hepato-esplenomegalia, el
retraso mental y el sindrome de tunel carpal (Martin R., et al 2008). Los pacientes incluidos en el presente
estudio concuerdan en la presencia de manifestaciones mas frecuentemente reportadas en la literatura, a
excepcion del sindrome del tanel carpal, el cual presenta una menor incidencia en nuestro estudio (16%)
comparado a lo reportado en la literatura (> 50%) (Froissart et al., 2007), lo cual puede ser debido al nimero
pequefio de casos descritos en este trabajo. Sin embargo, también se menciona que el sindrome de tinel
carpal puede iniciar a edades tan tempranas como 29 meses pero los sintomas clinicos inician en promedio a
los 7 a 8 afios de edad, por lo que el diagnostico definitivo debe realizarse mediante velocidades de
conduccién nerviosa (Kwon, et al., 2011), este ultimo estudio no se llevo a cabo en este trabajo por lo que
podria ser otra explicacién por la que observamos una frecuencia menor de esta complicacién en nuestros
pacientes.

El sindrome de Hunter (MPS Il) presenta un espectro mutacional con heterogeneidad importante, a la fecha
se han descrito mas de 330 mutaciones patogénicas en la base de datos HGMD (Human Gene Mutation
Database; http://www.hgmd.org), se han documentado hot-spots que predisponen sitios de mayor
susceptibilidad a mutaciones ya que practicamente el 85% de las mutaciones puntuales en regiones
codificantes ocurren en los exones 3, 5, 8 y 9; sin embargo, la gran mayoria de las mutaciones identificadas
son unicas o privadas ya que sélo se describen en una familia. La mayoria de las mutaciones descritas son de
tipo puntual (Chkioua, et al; 2011) y algunas de estas mutaciones se han examinado en estudios de
expresion, sin embargo, la correlacion entre genotipo-fenotipo sigue siendo no certera (Sukegawa, et al;
2006).
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Lo descrito en la literatura ejemplifica que la secuenciacion automatizada de los 9 exones y los bordes exén-
intrén del gen IDS (Xq28) detecta alrededor del 82% de las mutaciones puntuales responsables del fenotipo.
En este apartado se incluyen las mutaciones de sentido erroneo (missense), sin sentido (non-sense) y las que
alteran el splicing. En el restante 17% de los pacientes, se demuestran pequefias deleciones e inserciones
intra-exodnicas que conservan (in-frame) o corren el marco de lectura (frameshift) del gen IDS y rearreglos
gen/pseudogen que en ocasiones como consecuencia deletan uno 0 mas exones del gen (Froissart et al.,
2007).

Durante el presente estudio se pudieron definir de manera objetiva los rearreglos derivados de la inversion y
conversion génica del gen IDS mediante el ensayo PCR y restriccion; las deleciones intragénicas y las
deleciones completas por medio de la amplificacion directa de los 9 exones del gen IDS y sus bordes exon-
intron; asi como las mutaciones puntuales con base a la secuenciacién directa de cada uno de los exones. En
el 33.3% de los pacientes se caracterizaron mutaciones puntuales y en el 49.8% deleciones y rearreglos,
contrario a lo referido previamente en la literatura, ya que el porcentaje mayor lo ocupan los cambios
puntuales, lo anterior puede deberse al nimero pequefio de casos analizados en el presente trabajo. En el
restante 16.6%, que representa un paciente, no se ha caracterizado la mutacién responsable, sin embargo,
esa pendiente realizar el analisis de mRNA.

El estudio del mRNA del gen IDS mediante RT-PCR y secuenciacion automatizada de la regién codificante
del cDNA, puede ser complementario al anélisis de secuenciacién automatizada de los 9 exones del gen IDS,
ya que puede identificar de manera indirecta mutaciones en la regién promotora que impidan la expresion del
gen IDS o la identificacion de mutaciones intronicas (creacion de sitios cripticos de splicing) que alteran el
procesamiento del transcrito (Timms KM, et al; 1998), por lo que este estudio debera realizarse en un futuro
en el paciente IDS5 en quien ain no se caracteriza la mutacion responsable.

El estudio molecular del gen IDS mediante el analisis de DNA gendmico y mRNA, permite identificar de
manera eficaz méas del 90% del total de las mutaciones responsables de la patologia, en el presente estudio
se han identificado el 83% de éstas al analizar el DNA genémico; con la realizacion del analisis del mMRNA
mediante RT-PCR esperamos aumente este porcentaje de deteccion.

IDS 1

En este paciente, se caracterizd una mutacion puntual ¢.1003C>T en el exén 7, la cual a nivel de proteina
cambia una Histidina por una Tirosina (p.His335Tyr), esta mutacion de sentido erréneo no ha sido
previamente reportada, sin embargo, en la revision de la literatura se identifico una mutacién previamente
descrita en el mismo codén pero con el cambio de otro aminoacido (p.Hys335Arg) en dos familias con un
fenotipo severo dentro de una muestra de 121 pacientes no relacionados realizado en Francia. (Froissart et al;
2002).

Las mutaciones de sentido erréneo en las regiones codificantes del gen son consideradas de importancia
funcional cuando cambian la polaridad de un aminoacido en una region altamente conservada o en regiones
funcionalmente documentadas codificantes de proteinas. El residuo His335 corresponde a una posicion
conservada en la familia de las sulfatasas y funge como sitio de union a calcio por lo que un cambio de
aminoacido en esta posicién muy probablemente es patoldgico (Froissart et al; 2002).
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La evaluacién in silico con el programa Pmut (http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut/) predice a la mutacién como
patogénica con una sensibilidad de 0.27 y una especificidd de 0.97(score 0.998), Consideramos que la
localizacién cercana (3 nt) al sitio donador del intron 8 podria alterar un sitio enhancer exénico de splicing, lo
cual debera corroborarse a través de RT-PCR y secuenciacién automatizada.

El 80% de las mutaciones en el gen IDS son de tipo puntual, asi como del tipo transicion C>T, en
concordancia con la mutacién observada en nuestro paciente, ademas con relacion a su localizacion, el exén
7 tiene una tasa de mutacion de aproximadamente del 6% (Rathmann, et al; 1996). El fenotipo esperado para
los pacientes con mutaciones puntuales es de moderado a severo, dependiendo de la ausencia total o parcial
de la funcion proteica, en nuestro paciente el fenotipo es severo por lo que es posible que la mutacion
identificada altere de manera importante la funcion de la proteina. La madre del paciente se caracterizdé como
heterocigota para la mutacion, en congruencia con lo previamente reportado en la literatura, donde el riesgo
de ser portadora de la enfermedad es >90% ya que éstas mutaciones se originan en espermatogénesis y por
ende se transmiten con mayor frecuencia a partir de mujeres portadoras que heredaron una mutacién de novo
a través de linea germinal paterna (Rathmann M et al., 1996).

IDS 3

El gen IDS, como se ha explicado previamente, contiene la secuencia de un pseudogen ubicado a 20kb hacia
el extremo telomérico y en la orientacion opuesta del gen funcional, este pseudogen (IDSP1) tiene una region
altamente homoéloga a los exones 2 y 3 del gen IDS, asi como a los intrones 2, 3 y 7. Esta regién es
responsable de los rearreglos génicos ya que facilita la recombinacion intracromosémica. Estas
recombinaciones sugieren ser resultado de inversiones debido a la orientacion invertida de las secuencias
involucradas (Lualdi, et al; 2005). El estudio molecular mediante PCR restriccion, permite la identificacion
certera de las mutaciones originadas por rearreglos debidos a inversiones y conversiones que no pueden ser
caracterizados por secuenciacion del gen, el método presenta ventajas significativas sobre otros métodos
convencionales como el analisis mediante Southern blot utilizado para identificar alelos complejos, debido a
su menor costo, menor tiempo, menor cantidad de DNA requerida y sobre todo no requiere la utilizacion de
radioactividad, asi mismo, la PCR restriccidén también permite la identificacion de portadoras de manera eficaz
y rapida (Lualdi, et al; 2005).

El fenotipo reportado en la literatura de los pacientes con inversion IDSP1 se considera severo en
congruencia con lo caracterizado en nuestro paciente, debido a que la recombinacion entre IDS y IDSP1
puede generar deleciones parciales o totales e inversiones del locus IDS. Este tipo de rearreglo complejo por
recombinacion homoéloga se ha observado en cerca del 9% de los pacientes (Bondenson ML et al.).

IDS 7

En este paciente se identificé mediante el andlisis por amplificacién directa de los 9 exones del gen IDS y sus
bordes exon-intrén una delecion completa del gen. Ademas, se llevo a cabo el andlisis por PCR del
pseudogen IDSP1y de la region polimérfica 5'UTR (exon 1) del gen FMR?2, ya que se encuentra aledafio, los
cuales se encontraron deletados, mientras que si se obtuvo amplificacion de la region polimorfica del gen
FMR1(Xq27.3), lo anterior permitié definir que el paciente presenta un sindrome de genes contiguos.

El fenotipo en nuestro caso es severo debido a retraso mental profundo, sin embargo no muestra crisis
convulsivas de inicio temprano y/o ptosis palpebral, los cuales se han descrito en la literatura en un escaso
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numero de pacientes en los que se ha evidenciado un sindrome de genes contiguos, los reportes de Steén-
Bondeson ML et al., 1992 y Timms KM et al., 1997, sugieren que las crisis convulsivas son debidas a la
delecion completa del gen IDS que se extiende hacia regiones del extremo centromérico y las cuales deletan
parcialmente la secuencia del locus FMR-2, gen condicionante de retraso mental ligado al cromosoma X por
inestabilidad de trinucledtidos. La ptosis palpebral se ha definido en tres pacientes con este genotipo y se
sugiere que podrian deberse a deleciones grandes que involucran al menos otros 6 genes y pseudogenes
ubicados en una regién duplicada hacia el extremo 3’ o telomérico de /DS y cuya funcién es desconocida.
Finalmente, Froissart, et al en el 2002, identificaron a un paciente con una delecién completa del gen IDS la
cual incluia el locus FMR-1, los autores concluyen que el involucro de FMR-1 en la delecién contribuyé a que
su paciente tuviera un retraso mental mas severo.

Nuestro paciente inicié terapia de reemplazo enzimatico a los 8 meses de edad, actualmente tiene 2 afios y
ha presentado mejoria clinica en las manifestaciones ortopédicas, con disminuciéon de la hepato-
esplenomegalia y con menor frecuencia de cuadros de infecciones de vias aéreas.

Se busco de manera dirigida en la madre del paciente el riesgo de ser portadora a través de la evaluacion de
dosis génica de los exones mediante el disefio de un ensayo de PCR mdiltiple semicuantitativo y el andlisis
densitométrico con el programa Alphalmager®, con los resultados encontrados se asume que la delecion
completa del gen IDS en IDS7 se origind como evento de novo. El estudio que realizamos no descarta la
posibilidad de mosaicismo germinal en la madre; sin embargo, dado que no existen reportes de mosaicismo
germinal corroborados molecularmente en MPSII, consideramos que la posibilidad de que la madre de
nuestro paciente presente este evento con riesgo de recurrencia en futura descendencia es sumamente baja.

IDS 9

Se caracteriz6 una mutacion puntual ¢.133G>C en el exdn 2, la cual a nivel de proteina cambia un Acido
Aspartico por una Histidina (p.Asp45His), esta mutacién de sentido erréneo no ha sido previamente reportada,
pero en la revisién de la literatura se menciona una mutacién en el mismo coddn pero con el cambio de otro
aminoacido (p.Asp45Asn) acido Aspartico por Asparagina, en un paciente de 4 afios de edad con un fenotipo
moderado (sin afeccién a nivel de SNC), los autores corroboraron mediante la utilizacion de un modelo
proteico de estructura terciaria que este residuo es altamente conservado en la familia de las sulfatasas, junto
con Asp46, Cys84, Lys135 y Asp335 (Vafiadaki, et al; 1998). El fenotipo del paciente reportado se define
como moderado en contraste con el paciente de nuestro estudio, quien presenta retraso mental profundo, por
lo que se requeriran describir mas casos con mutaciones en este codén para determinar si se puede hacer
una correlacion fenotipo-genotipo.

La mutacion caracterizada en nuestro paciente afecta una region altamente conservada en la familia de las
sulfatasas, el residuo Asp45. (Sukegawa, et al; 2006) y la evaluacién in silico con el programa Pmut
(http://mmb2.pch.ub.es:8080/PMut/) predice a la mutacién como patogénica con una especificidad de 1.00
(score 1.00), lo cual considera al cambio como altamente patoldgico, pero también predice que por la
localizacién del cambio es muy poco probable que altere algun sitio de enhancer exénico de splicing, por lo
anterior, consideramos que el cambio observado en nuestro paciente es patolégico, aun cuando no se haya
descrito previamente en la literatura, sin embargo para corroborar esto y descartar que no se trata de un
polimorfismo, debemos buscarlo de manera dirigida en 100 controles sanos.
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La mayoria de las mutaciones descritas en el gen IDS corresponden a cambios de sentido erréneo, a pesar
de que nuestro paciente presenta una mutacion de este tipo, lo mas frecuente es encontrar transiciones tipo
C>T, a diferencia de nuestro caso que es una transversion G>C, debido al cambio de purina por pirimidina los
cuales siempre se predicen con mayor patogenicidad. Por otro lado, el exédn 2 donde se localiza esta
mutacién presenta una tasa mutacional de aproximadamente 5%, lo cual lo hace uno de los menos
frecuentemente involucrados en esta patologia.

Con relacion al estudio en la familia de nuestro caso, la madre del paciente se caracterizd como heterocigota
para la mutacion, acorde a lo previamente reportado en la literatura, donde el riesgo de ser portadora de la
enfermedad es >90% (Rathmann M et al., 1996). Esta familia es un ejemplo de la ventaja de identificar la
mutacién responsable en el caso indice y la deteccidn de portadoras, ya que en el asesoramiento genético se
puede ofrecer la opcion de diagndstico prenatal molecular en futuras gestaciones.

IDS 11

Los rearreglos complejos se han caracterizado dentro del 20% de las alteraciones estructurales grandes que
involucran al gen IDS, dentro de las cuales se incluyen las deleciones completas del gen y las deleciones
intragénicas. Nuestro paciente muestra una delecion de los exones 4 al 7 del gen /DS mostrando un patrén de
heterocigoto (fragmentos de 556, 451, 397 y 271 pb) en el ensayo de PCR restriccion con enzima Hinfl
(Lualdi, et al; 2005). Existen hasta la fecha casos reportados de rearreglos intragénicos complejos que como
consecuencia producen la delecién de uno o varios exones del gen IDS, especificamente se ha reportado el
caso de un paciente con un genotipo aparentemente igual al de nuestro paciente y con fenotipo severo. (Birot,
et al; 1996).

Los autores observaron una delecién intragénica de 12 kb (que abarcaba del exén 4 al 7 del gen IDS) y por
secuenciacion del fragmento de 2.4kb resultante de la unién evidenciaron una secuencia hibrida (ya que se
encontraba formado por secuencias tanto del gen IDS como del pseudogen IDSP1), este fragmento contenia
491 pb del intrén 3 y 1.6 kb del intrén 7 del pseudogen y 300 pb del extremo 3°del intron 7 del gen, lo que
ejemplifica un mecanismo de recombinacion homéloga desigual entre IDS/IDSP1.

IDS Gene IDS Pseudogene
— } /e -

*Genemeudugena exchange

ryi
— (. 77 L

Figura 21: Esquema que muestra un fenémeno de recombinacién homéloga desigual en meiosis femenina entre el gen IDS y el pseudogen IDSP1
como un mecanismo propuesto para explicar la delecion parcial intragénica de los exones 4 al 7 de IDS con insercion de secuencias pertenecientes a
IDSP1 (Birot, et al; 1996).
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Figura 22: Esquema que representa el mecanismo propuesto para explicar la generacion de la delecién intragénica de los exones 4 al 7 y su
reemplazo con secuencias de IDSP1 resultado de una recombinacién homdloga desigual entre secuencias con alto grado de homologia (HR) del exén
2, intrén 3 e intrén 7 de IDSP1 y las secuencias correspondientes del gen funcional IDS (Birot, et al; 1996). Nétese que el pseudogen insertado en IDS
se encuentra en direccion invertida.

El analisis extendido mediante la amplificaciéon de los puntos de ruptura entre los exones 3y 7 y la
secuenciacion de estos, asi como del segmento de unién como fue realizado por Birot, et al; 1996 se podria
realizar en nuestro caso en un futuro con la finalidad de entender mejor la formacién de este rearreglo
complejo, sin embargo para fines diagndsticos y de asesoramiento genético, el resultado mostrado en el
presente trabajo es suficiente.

La madre del paciente presenta el genotipo heterocigoto mediante el estudio de PCR restriccion. En el reporte
de Birot, et al; 1996, no mencionan a la madre del paciente, por lo que desconocemos si el caso era de novo
0 era un caso familiar. Se realizd diagnostico prenatal a esta familia en un embarazo bicoriénico biamniético,
identificando a ambos productos masculinos y afectados, lo cual evidencia otra de las aplicaciones del
diagndstico molecular en las familias que tienen caracterizado su genotipo.

El diagnéstico definitivo de portadoras del sindrome de Hunter no puede establecerse mediante la actividad
enzimatica, ya que pueden mostrar niveles normales, debido al fendmeno de inactivacion al azar del
cromosoma X (Lin SP et al., 2006), por lo anterior, el analisis molecular se considera el estandar de referencia
para ello en mujeres emparentadas al caso indice (madre, hermanas, tias o primas), como se ejemplifica en
esta familia.

En MPS |l se sabe que la mayoria de las mutaciones puntuales, particularmente del tipo transicion C>T en
islas CpG, se originan en espermatogénesis y por ende se transmiten con mayor frecuencia a partir de
mujeres portadoras que heredaron una mutacion de novo a través de linea germinal paterna (Rathmann M et
al., 1996). Ello conlleva importantes consideraciones dentro del asesoramiento genético, ya que la madre de
un caso unico de MPS Il presenta un riesgo muy alto (>90%) de ser portadora del padecimiento. Segun lo
observado en el presente estudio donde hasta la fecha se ha podido realizar el estudio de 5 madres de los
pacientes y el 83% de ellas han resultado heterocigotas aun cuando no existian antecedentes familiares del
padecimiento y sélo una de ellas (16%) no resulté portadora de la enfermedad. Como se discuti6
anteriormente, no se puede descartar en esta madre la presencia de un mosaicismo germinal, sin embargo, la
posibilidad es muy baja ya que en MPS Il no se ha corroborado molecularmente este fendomeno en alguna
familia (Froissart, et al. 1997).
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La correlacion fenotipo-genotipo debido a la gran heterogeneidad genética en sindrome de Hunter ha sido
dificil de establecer, lo que es evidente en todos los estudios reportados en la literatura es que depende del
tipo de mutacién, siendo las puntuales las mas frecuentes y dentro de ellas las de sentido erréneo las de
mejor prondstico, recalcando que si el cambio se encuentra en un dominio conservado de la familia de las
sulfatasas presentan un fenotipo severo. Las deleciones parciales o totales del gen y los rearreglos complejos
asi como las inversiones con el pseudogen predicen poca funcion residual por lo que el fenotipo tiende a ser
més severo (Froissart, et al; 2002); concordante con lo observado en el presente estudio.

Cuando la mutacién se encuentra caracterizada en la familia, mediante la obtencion de biopsia de
vellosidades coriales (BVC) o amniocentesis en etapas tempranas del embarazo, es posible identificar el
genotipo en el feto y determinar si se encuentra afectado o sano, de acuerdo a estos resultados en el
asesoramiento genético se le debe brindar a la familia la opcion de inicio de tratamiento temprano (ejem. TMO
o TRE), con la finalidad de disminuir y manejar a tiempo las complicaciones o bien la interrupcion de la
gestacion como medida de prevencién ante una enfermedad en la que no se cuenta tratamiento curativo
(Bunge S et al., 1994, Neufeld EF & Muenzer J, 2001).

La identificacion certera del espectro mutacional en el sindrome de Hunter (MPS 11), ademas de establecer la
posibilidad de la deteccién temprana del padecimiento, el inicio precoz del manejo médico y del diagndstico
prenatal en las familias, podria orientar hacia la respuesta al tratamiento. Se han iniciado estudios respecto a
la correlacion del genotipo con la respuesta al trasplante de médula ésea (TMO) y reemplazo enzimatico
(TRE), con resultados prometedores. Froissart, y cols, en el 2002, siguié a ocho pacientes con genotipos
caracterizados posterior a TMO, el 75% correspondia a mutaciones puntuales y el 25% a deleciones
completas del gen y rearreglos intragénicos; la mayoria de los pacientes presentaron mejoria a nivel visceral
(funcion respiratoria, cardiaca y ortopédica). La mejoria en el desarrollo cognitivo tuvo respuestas muy
variables, éstas dependiendo del fenotipo, la edad de realizacién de TMO vy el tipo de mutacion, teniendo
mejores resultados algunas mutaciones puntuales como por ejem. ¢.1715C>T en el exdn 9 que a nivel de
proteina (p.GIn531X), condiciona el cambio de una Glutamina por un codon de paro y la cual fue
caracterizada en un paciente de 30 afios de edad con un fenotipo moderado. Las mutaciones puntuales en los
residuos A85 y P86, por ejemplo ¢.377G>A que condiciona el cambio de una Alanina por una Treonina y
¢.381C>T que condiciona el cambio de una Prolina por una Leucina (p.P86L) afectan dominios conservados
de sulfatasas, por lo que el fenotipo identificado en ellos fue severo y la respuesta al tratamiento media
(resolucion de visceromegalias y recuperacion ortopédica a excepcion del sindrome de tanel carpal, del cual
requirieron manejo quirtrgico pero el desarrollo neuropsicologico no tuvo cambios que revelaran mejoria),
mientras que los pacientes con deleciones grandes tuvieron pobre respuesta al tratamiento (disminucién de
coeficiente intelectual de 65-75 a 30-40, sin mejoria en la frecuencia de infecciones de via aéreas de
repeticion).

A pesar de los multiples esfuerzos por encontrar manejos terapéuticos para el sindrome de Hunter, es
conocido que ninguno de los tratamientos actuales tiene un efecto sobre SNC debido a que ninguno de estos
traspasa la barrera hemato-encefalica; multiples estudios apoyan el manejo con reemplazo enzimatico con
idursulfatasa como el de primera eleccion debido a la seguridad y eficacia confirmada, ademas de que se han
reportado efectos adversos con una frecuencia baja, con poca morbilidad, dado que lo mas cominmente
observado es fiebre y urticaria (65%), mientras que el desarrollo de una reaccion anafildtica no es habitual
(<1%) (Wraith JE., et al 2008). La incidencia de las reacciones adversas es mayor entre las semanas 4 y 12
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pero disminuye gradualmente; cuando se presentan los eventos adversos, se interrumpe la infusién y para
prevenirlos se puede premedicar con antihistaminicos y/o corticosteroides. (Burrow et. al, 2008)

Se han detectado anticuerpos contra la idursulfatasa en el 50% de los pacientes, la prevalencia mayor se
detecta a las 27 semanas de inicio del tratamiento (44.4% de los pacientes), sin embargo sélo el 31.7% de los
pacientes continian con anticuerpos positivos después de 53 semanas de manejo médico. A pesar de la
presencia de estos 1gG anti-idursulfatasa se ha observado disminucion de la excrecidon de los
glucosaminoglucanos urinarios por lo que parece que no interfieren con el efecto deseado de la TRE; sin
embargo se requiere un seguimiento a mas largo plazo para establecer con certeza si tienen un significado
bioldgico en los pacientes (Burrow, et al. 2008, Burton et al, 2011).

El trasplante de células hematopoyéticas (TMO), presenta una alta morbi-mortalidad, especialmente los
primeros dias post-trasplante por infecciones y enfermedad injerto contra huésped (Peters C., et al 2000). En
los pocos estudios que hay en la literatura, donde los pacientes con sindrome de Hunter han sido
trasplantados, se describe una mejoria clinica asi como una mayor supervivencia, pero dado que no tiene
efecto sobre el deterioro intelectual, el uso del TMO en estos pacientes es controversial (Peters C., et al
2000).

El presente estudio es el primero en México que permite el diagnostico certero de mutaciones en pacientes
con MPSII, aunado a esto, el hecho de conocer el genotipo permite ofrecer a las familias la deteccidn certera
de portadoras y la opcién de diagnostico prenatal en futuras gestaciones, ya sea como medida de prevencion
0 para toma decisiones con relacion a las opciones de tratamiento a utilizar al nacimiento. Finalmente, es
probable que mediante el conocimiento del genotipo en algunos casos también se pueda predecir la
respuesta al tratamiento ya sea con TRE o TMO.
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8. CONCLUSIONES

Las manifestaciones clinicas mas frecuentemente observadas en nuestros pacientes con sindrome de
Hunter fueron: retraso mental o psicomotor, artropatia, talla baja, visceromegalias e infecciones de vias
aéreas de repeticion; mientras que no observamos casos con hidrocefalia o degeneracion retiniana.

El sindrome del tinel carpal present6 una menor incidencia en nuestro estudio comparado a lo reportado
en la literatura.

La edad promedio de inicio de la sintomatologia en nuestros pacientes fue a los 19 meses de edad,
concordante con la literatura, mientras que la edad promedio al diagnéstico se realizd de manera méas
tardia, comparado con lo referido en literatura.

Si bien el diagndstico de Sindrome de Hunter (MPS Il) se realiza convencionalmente de manera clinica, y
bioquimica, el abordaje molecular permite confirmar la sospecha clinica y brindar un asesoramiento
genético certero asi como la deteccién de portadoras y el diagnéstico prenatal como lo muestra el
presente trabajo.

Mediante la técnica de PCR restriccion se logré la identificacion de los rearreglos derivados de la
inversion y conversién génica en un paciente (16.66%). Por medio de la amplificacién directa de los 9
exones del gen IDSy sus bordes exdn-intron se identificaron deleciones completas del gen y parciales en
dos pacientes (33.3%) y con base a la secuenciacion directa de cada uno de los exones mutaciones
puntuales en dos pacientes mas (33.3%), sélo en un caso no se logrd identificar la mutacién patogénica
(16.6%).

El estudio molecular del gen IDS permite identificar de manera eficaz més del 90% del total de las
mutaciones responsables de la patologia, en el presente estudio se han identificado el 83% de éstas; con
la realizacion del analisis del mRNA mediante RT-PCR, en un futuro esperamos aumentar este
porcentaje.

En el presente estudio se identificaron dos mutaciones puntuales no reportadas previamente en la
literatura y un rearreglo complejo, el cual se ha descrito con anterioridad sélo en una ocasion.

Las mutaciones caracterizadas correlacionan con el fenotipo severo observado en todos los pacientes
incluidos en el estudio, dado que presentan retraso mental.

Durante el presente estudio se logré la identificacién de madres portadoras en un 83% (4 de 5), de las
cuales sélo dos referian antecedentes familiares del padecimiento, muy cercano al porcentaje referido en
la literatura (90%), lo que permitié brindar un asesoramiento genético de certeza.

La caracterizacion del genotipo responsable de la enfermedad permiti6 que se realizara con éxito
diagnéstico prenatal en dos familias, lo que posterior a asesoramiento genético permitié a ambas madres
la toma de decisiones antenatales.
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Dos de los pacientes se encuentran en tratamiento con TRE, sin embargo por el alto costo de esta
terapia, no se ha llevado a cabo en los otros pacientes, ademas, ninguno de los pacientes del presente
estudio fue candidato a TMO debido a que se recomienda su realizacion en el primer afio y los pacientes
fueron diagnosticados en edades posteriores.

El presente estudio es el primero en México en el cual se realiza la identificacién de genotipos
responsables de sindrome de Hunter (MPS Il) lo cual permite ofrecer a las familias la deteccion certera
de portadoras y la opcion de diagndstico prenatal.

Es probable que mediante la caracterizacion del genotipo en algunos casos también se pueda predecir la
respuesta al tratamiento ya sea con TRE o TMO.
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9. ANEXOS

ANEXO 1: HOJA DE RECOLECCION DE INFORMACION: PACIENTES.

“ESTUDIO CLINICO Y MOLECULAR EN FAMILIAS MEXICANAS CON MUCOPOLISACARIDOSIS TIPO I
(SINDROME DE HUNTER)”

NOMBRE:

No. EXPEDIENTE:

EDAD:

MANIFESTACIONES CLINICAS:

EDAD DE INICIO DE LAS MANIFESTACIONES CLINICAS
EDAD AL DIAGNOSTICO

CRISIS CONVULSIVAS Sl ] NO[]
HIDROCEFALIA COMUNICANTE Sl [] NO[]
RETRASO MENTAL Sl [] NO[]
RETRASO PSICOMOTOR Sl [] NO[]
F ACIES TOSCA Sl [] NO[]
TALLA BAJA S NO[]
DISOSTOSIS MULTIPLE sI ] NO[]
PTOSIS S NO[]
OPACIDAD CORNEAL Sl [] NO[]
DEGENERACION RETINIANA Sl [] NO[]
ARTROPATIA SI [] NO[]
SX TUNEL CARPAL SI [] NO[]
CANAL MEDULAR ESTRECHO SI ] NO[]
HEPATOMEGALIA Sl ] NO[]
ESPLENOMEGALIA S| NO[]
OTITIS MEDIA DE REPETICION Sl ] NO[]
HIPOACUSIA S| [ NO[]
VOZ GRAVE Sl ] NO[]
DIARREA CRONICA SI ] NO[]
VALVULOPATIA S NO[]
CARDIOMIOPATIA S NO[]
DIARREA CRONICA SI ] NO[]

GAG’S URINARIOS:
CUANTIFICACION I2S:



MUTACION

POLIMORFISMO

ANALISIS MOLECULAR EN LA MADRE

HERMANOS
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ANEXO 2.1

PROYECTO DE INVESTIGACION:

“ESTUDIO CLINICO Y MOLECULAR EN FAMILIAS MEXICANAS CON MUCOPOLISACARIDOSIS
TIPO Il (SINDROME DE HUNTER)”.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO. POBLACION OBJETIVO: OBTENCION DE DNA Y
RNA.

México, D.F.,a___ de de 20

Por medio de la presente hago constar que estoy de acuerdo en que mi
hijo participe  en el
proyecto “ESTUDIO CLINICO Y MOLECULAR EN FAMILIAS MEXICANAS CON
MUCOPOLISACARIDOSIS TIPO Il (SINDROME DE HUNTER)”, que se lleva a cabo en el Instituto
Nacional de Pediatria. Se me ha explicado que para la realizacion del estudio, se requiere una
muestra de sangre periférica de 5-10 ml. tomada por personal calificado y bajo todas las medidas de
seguridad, como son el uso de equipo estéril y desechable, asi como el uso de guantes. Se me ha
explicado que por la toma de la muestra ocasionalmente se presenta leve molestia al momento
de la venopuncién y de manera infrecuente, hematoma (moretén) e inflamacién local que
resuelve alos pocos dias.

De igual forma, me han informado que de esta muestra se obtendra el material genético (DNA
y RNA) de mi hijo el cual determina sus caracteristicas fisicas y de éste se analizaran regiones que
pueden ser las responsables de la enfermedad Mucopolisacaridosis tipo Il o sindrome de Hunter. Se
me ha explicado, que el presente estudio busca conocer las causas genéticas de la enfermedad y la
probabilidad de que esta se repita en mi familia.

Entiendo que los datos personales de mi hijo en el estudio seran mantenidos en estricta
confidencialidad y no sera compartida con terceros como empleadores, aseguradoras, escuelas, otros
familiares, etc., si no es con mi autorizacidon expresa y por escrito. Sin embargo, autorizo que la
informacion necesaria para el analisis de los resultados, pueda ser evaluada y revisada por los
médicos e investigadores del presente Proyecto. De igual forma, se me ha asegurado que toda la
informacion clinica e impresa de mi hijo recabada para el presente proyecto, quedara resguardada
bajo llave y los datos clinicos y genéticos en archivos electronicos quedaran encriptados. Sélo los
investigadores responsables del proyecto tendran la llave y la clave de acceso a esta informacion
para preservar la confidencialidad.

Se me ha informado que la muestra de DNA/RNA de mi hijo quedara codificada bajo una clave
que no incluya mi nombre y datos clinicos en el contenedor de dicha muestra, y ésta quedara bajo el
resguardo del Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto Nacional de Pediatria, de la Secretaria
de Salud por un periodo indefinido y acepto que esta muestra sea empleada para futuros estudios de
investigacion encaminados al estudio del sindrome de Hunter y preservando siempre la
confidencialidad de la informacion derivada. Ademas, en el entendido que la participacion de mi hijo
es total y absolutamente voluntaria, podemos abandonar el estudio y retirar el consentimiento
informado en cualquier momento sin que esto tenga ningun tipo de repercusion en la atencién de mi
hijo en cualquier servicio de la Institucién.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO
Declaro que en forma libre y sin que nadie me presione decido que mi hijo participe en este

estudio, una vez que he leido cuidadosamente esta forma y se me ha explicado en forma clara en
que consiste este estudio. Asi mismo entiendo que nuestra participacion no conlleva ningun tipo de
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compensacién econdmica. Finalmente hago constar que se me ha informado que ninguno de
los estudios derivados del presente proyecto de investigacién, tendran un costo para mi.

Atentamente,

Padre, Madre o tutor Firma Fecha
Nombre Testigo Direccion Fechay Firma
Nombre Testigo Direccién Fechay Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Investigador responsable: Dra. Ariadna Estela Gonzéalez del Angel. Laboratorio de Biologia Molecular,
9° Piso de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel. 10840900 ext. 1306.

Presidente del Comité de Etica: Dr. Marco Antonio Yamazaki. Tel. 10 84 09 00 ext. 1581.
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ANEXO 2.2

PROYECTO DE INVESTIGACION:

“ESTUDIO CLINICO Y MOLECULAR EN FAMILIAS MEXICANAS CON MUCOPOLISACARIDOSIS
TIPO Il (SINDROME DE HUNTER)”.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO. PADRES Y OTROS FAMLIARES DE LOS
PACIENTES DE LA POBLACION OBJETIVO.

México,D.F.,a___ de de 20

Por medio de Ila presente, yo con parentesco (padre, madre u otro
parentesco) , del paciente
hago constar que estoy de acuerdo en
participar en el proyecto “ESTUDIO CLINICO Y MOLECULAR EN FAMILIAS MEXICANAS CON
MUCOPOLISACARIDOSIS TIPO Il (SINDROME DE HUNTER)”, que se lleva a cabo en el Instituto
Nacional de Pediatria. Se me ha explicado que para la realizacién del estudio, se requiere de 3 a 5
ml. de sangre periférica, la cual serd obtenida por personal calificado y bajo todas las medidas de
seguridad, como son el uso de equipo estéril y desechable, asi como el uso de guantes. Se me ha
explicado que por latoma de la muestra ocasionalmente se presenta leve molestia al momento
de la venopuncién y de manera infrecuente, hematoma (moreton) e inflamacion local que
resuelve alos pocos dias.

De igual forma, me han informado que de esta muestra se obtendrd mi material genético
(DNA) el cual determina mis caracteristicas fisicas y de éste se analizaran regiones que pueden estar
implicadas en el sindrome de Hunter o mucopolisacaridosis tipo Il en mi descendencia. Se me ha
explicado, que el presente estudio busca conocer las causas genéticas del sindrome de Hunter o
mucopolisacaridosis tipo Il y que dicho estudio posiblemente podria ayudar a prevenir la ocurrencia
de esta enfermedad en otro miembro de mi familia. Se me ha explicado que los resultados del estudio
genético se me explicardn a través de un asesoramiento genético por parte de las Dras. Ariadna
Estela Gonzélez del Angel (tel. 10 84 09 00 ext. 1306) y Liliana Fernandez Hernandez, donde se me
explique el riesgo de recurrencia del del sindrome de Hunter o mucopolisacaridosis tipo Il en otro
miembro de mi familia.

Entiendo que mis datos personales en el estudio serdan mantenidos en estricta
confidencialidad y éstos no seran compartidos con terceros como empleadores, aseguradoras,
escuelas, otros familiares, etc., si no es con mi autorizaciébn expresa y por escrito. Sin embargo,
autorizo que la informacién necesaria para el andlisis de los resultados, pueda ser evaluada y
revisada por los médicos e investigadores del presente Proyecto. De igual forma, se me ha
asegurado que toda la informacién clinica e impresa de mi persona recabada para el presente
proyecto, quedara resguardada bajo llave y los datos clinicos y genéticos en archivos electronicos
quedaran encriptados. Sélo los investigadores responsables del proyecto tendran la llave y la clave
de acceso a esta informacion para preservar la confidencialidad.

Se me ha informado también que mi muestra de DNA quedara codificada bajo una clave que
no incluya mi nombre y los datos clinicos en el contenedor de dicha muestra, y ésta quedara bajo el
resguardo del Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto Nacional de Pediatria, de la Secretaria
de Salud por un periodo indefinido y acepto que esta muestra sea empleada para futuros estudios de
investigacion encaminados al estudio del sindrome de Hunter o mucopolisacaridosis tipo Il, siempre y
cuando se preserve la confidencialidad de la informacion derivada. Se me ha asegurado que toda
informacion derivada del analisis de mi muestra de DNA para este estudio es absolutamente
confidencial y con fines exclusivamente destinados al desarrollo del trabajo de investigacion. Ademas,
en el entendido que mi participacion es total y absolutamente voluntaria, puedo abandonar el estudio
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y retirar el consentimiento informado en cualquier momento sin que esto tenga ningun tipo de
repercusion en la atencion de mi hijo (a) en cualquier servicio de la Institucion.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Declaro que en forma libre y sin que nadie me presione decido participar en este estudio, una
vez que he leido cuidadosamente esta forma y se me ha explicado en forma clara en que consiste
este proyecto de investigacion. Asi mismo entiendo que nuestra patrticipacion no conlleva ningdn tipo
de compensacion econémica. Finalmente hago constar que si deseamos no participar, ello no
repercutira en la atencibn médica brindada a mi hijo (a) dentro de la Instituciéon y que se me ha
informado que ninguno de los estudios derivados del presente proyecto de investigacion, tendran un
costo para mi.

Atentamente,

Padre, Madre o tutor Firma Fecha
Nombre Testigo Direccion Fechay Firma
Nombre Testigo Direccion Fechay Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha
Investigador responsable: Dra. Ariadna Estela Gonzalez del Angel. Laboratorio de Biologia Molecular,
9° Piso de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel. 10840900 ext. 1306.

Presidente del Comité de Etica: Dr. Marco Antonio Yamazaki. Tel. 10 84 09 00 ext. 1581.
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ANEXO 2.3

PROYECTO DE INVESTIGACION:
“ESTUDIO CLINICO Y MOLECULAR EN FAMILIAS MEXICANAS CON
MUCOPOLISACARIDOSIS TIPO Il (SINDROME DE HUNTER)”.

CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO. POBLACION OBJETIVO PACIENTES,
HERMANOS O HERMANAS: OBTENCION DE DNA Y RNA.

México, D. F., a de de 20

Yo, quien
soy (Paciente, Hermano o]
Hermana) de por medio de la

presente hago constar que estoy de acuerdo en participar en el proyecto “ESTUDIO
CLINICO Y MOLECULAR EN FAMILIAS MEXICANAS CON MUCOPOLISACARIDOSIS
TIPO Il (SINDROME DE HUNTER)”, que se lleva a cabo en el Instituto Nacional de
Pediatria. Se me ha explicado que para la realizacién del estudio, se requiere una muestra
de sangre periférica de 5-10 ml. tomada por personal calificado y bajo todas las medidas de
seguridad, como son el uso de equipo estéril y desechable, asi como el uso de guantes. Se
me ha explicado que por la toma de la muestra ocasionalmente se presenta leve
molestia al momento de la venopuncion y de manera infrecuente, hematoma (moretén)
e inflamacion local que resuelve a los pocos dias.

De igual forma, me han informado que de esta muestra se obtendra el material
genético (DNA y RNA) de mi persona el cual determina mis caracteristicas fisicas y de éste
se analizardn regiones que pueden ser las responsables de la enfermedad
Mucopolisacaridosis tipo Il o sindrome de Hunter. Se me ha explicado, que el presente
estudio busca conocer las causas genéticas de la enfermedad y la probabilidad de que esta
se repita en mi familia.

Entiendo que mis datos personales en el estudio serdn mantenidos en estricta
confidencialidad y no serd compartida con terceros como empleadores, aseguradoras,
escuelas, otros familiares, etc., si no es con mi autorizacion expresa y por escrito. Sin
embargo, autorizo que la informacién necesaria para el andlisis de los resultados, pueda ser
evaluada y revisada por los médicos e investigadores del presente Proyecto. De igual forma,
se me ha asegurado que toda la informacién clinica e impresa de mi persona recabada para
el presente proyecto, quedara resguardada bajo llave y los datos clinicos y genéticos en
archivos electronicos quedaran encriptados. Solo los investigadores responsables del
proyecto tendrédn la llave y la clave de acceso a esta informacién para preservar la
confidencialidad.

Se me ha informado que mi muestra de DNA/RNA quedara codificada bajo una clave
gue no incluya mi nombre y datos clinicos en el contenedor de dicha muestra, y ésta quedara
bajo el resguardo del Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto Nacional de Pediatria, de
la Secretaria de Salud por un periodo indefinido y acepto que esta muestra sea empleada
para futuros estudios de investigacién encaminados al estudio del sindrome de Hunter
preservando siempre la confidencialidad de la informacion derivada. Ademas, en el entendido
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que mi participacion es total y absolutamente voluntaria, puedo abandonar el estudio y retirar
el consentimiento informado en cualquier momento sin que esto tenga ningun tipo de
repercusion en la atencién médica que recibo en cualquier servicio de la Institucion.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Declaro que en forma libre y sin que nadie me presione participar en este estudio, una
vez que he leido cuidadosamente esta forma y se me ha explicado en forma clara en que
consiste este estudio. Asi mismo entiendo que mi participacion no conlleva ningun tipo de
compensacion econdémica. Finalmente hago constar que se me ha informado que ninguno de
los estudios derivados del presente proyecto de investigacion, tendran un costo para mi.

Atentamente,

Padre, Madre o tutor Firma Fecha
Nombre Testigo Direccion Fechay Firma
Nombre Testigo Direccion Fechay Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Investigador responsable: Dra. Ariadna Estela Gonzalez del Angel. Laboratorio de Biologia
Molecular, 9° Piso de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel.
10840900 ext. 1306.

Presidente del Comité de Etica: Dr. Marco Antonio Yamazaki. Tel. 10 84 09 00 ext. 1581.
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ANEXO 2.4

PROYECTO DE INVESTIGACION:
“ESTUDIO  CLINICO 'Y MOLECULAR EN FAMILIAS MEXICANAS CON
MUCOPOLISACARIDOSIS TIPO Il (SINDROME DE HUNTER)”.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO. HERMANAS Y HERMANOS MENORES DE
EDAD: OBTENCION DE DNA Y RNA.

México, D.F.,a___ de de 20

Por medio de la presente hago constar que estoy de acuerdo en que mi hijo
) quien es
(Hermano o Hermana) de participe en

el proyecto “ESTUDIO CLINICO Y MOLECULAR EN FAMILIAS MEXICANAS CON
MUCOPOLISACARIDOSIS TIPO Il (SINDROME DE HUNTER)”, que se lleva a cabo en el
Instituto Nacional de Pediatria. Se me ha explicado que para la realizacion del estudio, se
requiere una muestra de sangre periférica de 5-10 ml. tomada por personal calificado y bajo
todas las medidas de seguridad, como son el uso de equipo estéril y desechable, asi como el
uso de guantes. Se me ha explicado que por la toma de la muestra ocasionalmente se
presenta leve molestia al momento de la venopuncién y de manera infrecuente,
hematoma (moretén) e inflamacion local que resuelve a los pocos dias.

De igual forma, me han informado que de esta muestra se obtendra el material
genético (DNA y RNA) de mi hijo (a) el cual determina sus caracteristicas fisicas y de éste se
analizaran regiones que pueden ser las responsables de la enfermedad Mucopolisacaridosis
tipo 1l o sindrome de Hunter. Se me ha explicado, que el presente estudio busca conocer las
causas genéticas de la enfermedad y la probabilidad de que esta se repita en mi familia
(saber si mi hija es portadora del padecimiento).

Entiendo que los datos personales de mi hija en el estudio seran mantenidos en
estricta confidencialidad y no ser4d compartida con terceros como empleadores,
aseguradoras, escuelas, otros familiares, etc., si no es con mi autorizacion expresa y por
escrito. Sin embargo, autorizo que la informacién necesaria para el analisis de los resultados,
pueda ser evaluada y revisada por los médicos e investigadores del presente Proyecto. De
igual forma, se me ha asegurado que toda la informacion clinica e impresa de mi hijo (a)
recabada para el presente proyecto, quedara resguardada bajo llave y los datos clinicos y
genéticos en archivos electrénicos quedaran encriptados. Sélo los investigadores
responsables del proyecto tendran la llave y la clave de acceso a esta informacion para
preservar la confidencialidad.

Se me ha informado que la muestra de DNA/RNA de mi hijo (a) quedara codificada
bajo una clave que no incluya mi nombre y datos clinicos en el contenedor de dicha muestra,
y ésta quedara bajo el resguardo del Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto Nacional
de Pediatria, de la Secretaria de Salud por un periodo indefinido y acepto que esta muestra
sea empleada para futuros estudios de investigacién encaminados al estudio del sindrome
de Hunter y preservando siempre la confidencialidad de la informacion derivada. Ademas, en
el entendido que la participacién de mi hijo (a) es total y absolutamente voluntaria, podemos
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abandonar el estudio y retirar el consentimiento informado en cualquier momento sin que
esto tenga ningun tipo de repercusion en la atenciéon de mi hijo (a) en cualquier servicio de la
Institucion.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Declaro que en forma libre y sin que nadie me presione decido que mi hijo (a) participe
en este estudio, una vez que he leido cuidadosamente esta forma y se me ha explicado en
forma clara en que consiste este estudio. Asi mismo entiendo que nuestra participacion no
conlleva ningun tipo de compensacion econdmica. Finalmente hago constar que se me ha
informado que ninguno de los estudios derivados del presente proyecto de investigacion,
tendran un costo para mi.

Atentamente,

Padre, Madre o tutor Firma Fecha
Nombre Testigo Direccion Fechay Firma
Nombre Testigo Direccion Fechay Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Investigador responsable: Dra. Ariadna Estela Gonzalez del Angel. Laboratorio de Biologia
Molecular, 9° Piso de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel.
10840900 ext. 1306.

Presidente del Comité de Etica: Dr. Marco Antonio Yamazaki. Tel. 10 84 09 00 ext. 1581.
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