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l. RESUMEN

El sindrome de Hunter o mucopolisacaridosis tipo Il (MPSII) es causada por
variantes patogénicas del gen IDS. Este es el primer estudio que examina el
espectro mutaciones en 25 familias Mexicanas no relacionadas.

El genotipo responsable se identificd en el 96% de las familias (24/25) con diez
nuevas variantes patogenicas reportadas: ¢.133G>C, ¢.1003C>T, c.1025A>C,
€.463_464delinsCCGTATAGCTGG, c.754_767del, ¢.1132_1133del, c.1463del,
€.508-1G>C, ¢.1006+1G>T and c. (-217_103del).

Deleciones extensas del gen IDS fueron identificadas en cuatro de los pacientes;
por medio de andlisis de microarreglos de alta densidad, dos de ellos mostraron
perdida completa del gen AFF2. El desarrollo de epilepsia, sin embargo, fue
notado en so6lo uno de ellos.

Se demostré una gran heterogeneidad alélica, con rearreglos génicos complejos
(ej. Inversiones del gen IDS/IDSP1, deleciones parciales extensas del gen IDS, y
un alelo quimérico IDS-IDSP1) que ocurrieron en mas alta frecuencia que lo
previamente reportado en otras series (36% vs. 18.9-29%).

La frecuencia de madres portadoras (80%) fue consistente con las descripciones
previas (>70%). El estado de portadora permitio realizar diagnéstico molecular
prenatal. Notablemente, una familia resulté con mosaisismo somatico y germinal.
Dos pacientes presentaron purpura trombocitopenica idiopatica después del
tratamiento con terapia de reemplazo enzimatico con idursulfasa, situacién que al
menos ha sido descrita en literatura en un paciente de origen caucasico.

Los hallazgos sugieren que existe una amplia heterogeneidad alélica en los
pacientes Mexicanos con MPSII y que el estudio por microarreglos contribuye a la
delineacion del fenotipo resultante para deleciones de IDS y deleciones extensas
que involucran el gen IDS y loci aledafios.



Il. ANTECEDENTES:

Definicién y fisiopatologia.

Las mucopolisacaridosis (MPS) son errores innatos del metabolismo secundarios
a defectos enzimaticos que producen un acumulo lisosomal de diversos tipos de
glucosaminoglucanos (GAG), que son macromoléculas que proporcionan soporte
a la matriz extracelular y son parte importante de los procesos de regulacion y
comunicacién celular. Este acumulo  provoca consecuentemente sintomas
progresivos en todos los d6rganos y sistemas, por lo que se tratan de
enfermedades multisistémicas que requieren un tratamiento multidisciplinario

El Sindrome de Hunter, mucopolisacaridosis tipo Il (MPSII, OMIM #309900), fue
identificado por primera vez por John Thomson en Edinburgo en 1908; sin
embargo, los primeros casos publicados de MPS fueron en 1917 por Charles
Hunter quien describio la enfermedad en dos hermanos; pero fue solo hasta 1952
que Brante aislé las primeras muestras de MPS en dos pacientes con sindrome de
Hunter, y para 1970 se aislaron el dermatan y heparan sulfato

La MPS Il, se hereda de forma recesiva ligada al cromosoma X por mutaciones
gue alteran la funcién del gen IDS, las cuales, conllevan a una deficiencia de la
actividad de la lduronato 2-sulfatasa (I12S); enzima involucrada en el primer paso
metabdlico del catabolismo de los glicosaminoglicanos (GAGs) dermatan sulfato y
heparén sulfato

Esta falla de la 12S en la hidrolizacion de los ésteres de dermatan sufato y heparan
sulfato resulta en una acumulacién progresiva de estos sustratos no degradados
en los lisosomas, lo que ocasiona disfunciébn multiorganica con la apariciéon
de sintomas y complicaciones severas a edades tempranas.

Epidemiologia.

La MPSII, tiene una incidencia global estimada de 1.3 por 100,000 recién nacidos
masculinos En general los individuos afectados son hombres y las mujeres
pueden ser portadoras asintomaticas de la enfermedad, que aunque presentan
niveles enzimaticos bajos éstos, son suficientes para no presentar sintomas
clinicos. Sin embargo, a la fecha hay la descripciébn de menos de 15 pacientes
femeninos con una presentacion clinica de MPSII atribuible a inactivacion sesgada
del cromosoma X o aberraciones cromosOmicas que involucran al locus Xg28. Por
ejemplo, en el estudio realizado por . se describe a una paciente
Mexicana con el diagnoéstico de MPSII, en quien se documentd un genotipo
heterocigoto para una variante patogénica en el gen IDS acompafiada de un
patrén de inactivacion sesgado



Clasificacion.

En la actualidad se considera la existencia de un espectro entre fenotipos graves y
atenuados que dependen del involucro del sistema nervioso central; aunque
pacientes catalogados con fenotipos MPSII atenuados presentan, de cualquier
forma, sintomas y complicaciones que incrementan la discapacidad y la mortalidad
en comparacion de los individuos sanos

Manifestaciones clinicas.

Las caracteristicas clinicas de la MPS Il no son evidentes al nacimiento, pero
éstas ocurren aproximadamente a la edad de 2 a 4 afios. En individuos con formas
atenuadas de la enfermedad, el diagndstico se realiza aproximadamente entre los
4 y 8 afos de edad. La supervivencia de éstos pacientes a edad adulta es de
aproximadamente 20 a 30 afios de vida. En los pacientes con presentacion mas
severa, las caracteristicas clinicas pueden no ser tan evidentes de manera inicial;
algunos de ellos presentan hernia inguinal o umbilical, manchas mongdlicas de
mayor extension, ademas de presentar con mayor frecuencia infecciones de via
aérea de repeticion. La edad al diagnéstico de estos pacientes es en promedio de
18 a 36 meses

Durante el periodo de lactancia y la infancia se pueden presentar las siguientes
manifestaciones clinicas:

Las caracteristicas fenotipicas son muy similares a las de otras
Mucopolisacaridosis: facies tosca, macrocefalia con frente prominente, nariz
ancha, orejas de implantacion baja, labios gruesos y macroglosia. Estos rasgos
comienzan a ser evidentes entre los 18 y 24 meses de edad en formas graves de
la enfermedad

Sistema musculo-esquelético: Varian desde afeccion directa al hueso hasta
artropatia severa, lo que ocasiona una restriccion importante en el movimiento y
funcion . Los pacientes presentan 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 0seo y la artropatia severa, dan lugar a
incapacidad importante con restriccion motora. El ejercicio y rehabilitacion
temprana y preventiva son claves importantes en la preservacion de la funcion
articular.

Las alteraciones radioldgicas esqueléticas son tipicas de una disostosis multiple y,
aunqgue su gravedad varia con los tipos, suelen ser lo bastante especificas como



para realizar el diagnéstico preciso. No obstante, estas manifestaciones
radiolégicas cambian considerablemente durante la infancia. En un estudio
realizado por se encontr6 que dentro de las anormalidades
radiolégicas mas frecuentes en estos pacientes se encuentran: aumento en el
tamafio de los cuerpos vertebrales (80%), punteado talo calcaneo (86%),
adelgazamiento del periostio (74%), cuerpos vertebrales redondeados (50%). Otro
hallazgo reportado fue la esclerosis de cuerpos vertebrales (13%)

Sistema cardiovascular: Engrosamiento de las valvulas cardiacas, lo que ocasiona
regurgitaciébn o estenosis de las valvula mitral y aértica mas frecuentemente. La
cardiomiopatia es mucho menos comun pero se asocia a un alto riesgo de
arritmias. En un estudio realizado durante un periodo de 12 afios por Lin SM et al,
se encontré que las cardiopatias méas frecuentes son: Hipertrofia del septum
interventricular 55%, hipertrofia asimétrica septal 42% y prolapso mitral 33%.
Todas estas manifestaciones se acompafiaron de una disfuncion diastélica
progresiva

Sistema_respiratorio: Rinitis crénica recurrente sin  presencia de infeccion,
hipertrofia amigdalina y adenoidea, traqueomalacia, macroglosia y tejido
redundante en la via aérea superior, ocasionan sintomas obstructivos de la via
aérea; como la apnea obstructiva del suefio, que es una complicacion frecuente en
etapas tardias de la enfermedad Los episodios de hipoxia suelen manejarse
con oxigeno a presibn positiva. La adenoamigdalectomia se realiza
frecuentemente para corregir la disfuncion de la tuba faringotimpanica y para
mejorar la funcion respiratoria. La colocacion temprana de tubos de ventilacion se
recomienda en individuos severamente afectados

Sistema gastrointestinal: Los pacientes presentan abdomen protuberante y hernias
secundarias al crecimiento progresivo del higado y bazo. A pesar de este
almacenamiento masivo de glucosaminoglicanos en higado y bazo no ocurre
alteracion en cuanto a funcién. Estos pacientes de igual manera presentan
episodios de diarrea y posteriormente estrefiimiento secundario una pérdida de la
fuerza de la musculatura e inactividad fisica

Sistema nervioso periférico: Compresion nerviosa, sindrome del tanel carpiano.

Oftalmolégicos: Opacidad corneal, glaucoma, degeneracién retiniana, con la
consecuente disminucion de la agudeza visual y poca adaptacion a la obscuridad.
Adicionalmente presentan alteraciones en la electroretinografia. El papiledema
cronico sin evidencia de aumento de la presién intracraneal puede ser resultado
del depdsito de glucosaminoglucanos en la esclera

Audioldgicos: En un estudio realizado por Vargas- Gammarra et al, se estudio a 23
pacientes con el diagnostico de mucopolisacaridosis y encontraron que el 71.2%
de los pacientes presentaron cuadros de repeticion de otitis media secretora y el
54% de los pacientes presentan algun grado de pérdida auditiva. Dentro de otras



causas que conllevan a una pérdida auditiva se encuentran: Disfuncién de la tuba
faringotimpanica, disostosis de los huesecillos del oido medio, cicatrizacion de la
membrana timpanica y dafio nervioso

Sistema _nervioso central: Retraso psicomotor secundario a la acumulacion de
glucosaminoglicanos en el sistema nervioso central Las convulsiones son
comunes, usualmente tonico clénico generalizadas las cuales responden
adecuadamente al tratamiento estandar. La compresion progresiva de cordon
espinal con mielopatia cervical resultante, por engrosamiento de la dura 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, debe tratarse de
forma temprana con cirugia descompresiva

Piel: Es gruesa y poco elastica, suelen encontrarse papulas hipocromicas entre 2 y
10 mm, primariamente en escapulas y posteriormente se diseminan a tronco y
miembros toracicos, las cuales se consideran muy caracteristicas de la entidad

En los casos graves de la enfermedad la muerte ocurre en la primera o segunda
década de la vida, habitualmente a causa de enfermedad respiratoria obstructiva o
fallo cardiaco asociada a falla valvular. En las formas mas atenuadas los signos y
sintomas clinicos aparecen mas tardiamente siendo la disfuncion neuroldgica
minima. Estos pacientes tienen una inteligencia normal y pueden sobrevivir hasta
etapas tempranas de la edad adulta

Diagnostico.

Ante la sospecha clinica, el primer estudio que se debe de solicitar es una
determinacién de glucosaminoglicanos en orina. Usualmente se utiliza como
tamizaje en pacientes con la sospecha diagndstica, se puede realizar de manera
cuantitativa y cualitativa (electroforesis); un resultado anormal sugiere la presencia
de mucopolisacaridosis. Si se encuentran niveles normales se puede descartar el
diagnéstico aunque en ocasiones es preciso realizar una determinacién de
glucosaminoglicanos en orina de 24 horas. La sensibilidad de la prueba no es del
100%. La presencia de dermatan y heparan sulfato elevados no hace el
diagnéstico definitivo.

Posterior a dicho estudio, se debe de realizar la determinacion de la actividad
enzimatica de la 12S. Esta determinacion se suele realizar en gotas de sangre
seca total depositada en papel filtro, leucocitos aislados o fibroblastos. La
deficiencia de la actividad es diagnostica en varones, sin embargo no define la
severidad de la enfermedad. La actividad enzimatica no permite identificar mujeres
portadoras con certeza absoluta.



Una actividad enzimatica <10% es muy sugestiva de Mucopolisacaridosis y una
actividad <1% - 2% es diagndstica de la misma. Una vez que se confirma la
actividad enzimatica, es conveniente realizar el diagnostico genético-molecular
con la finalidad de corroborar diagndstico, predecir el fenotipo resultante,
identificar de manera certera a familiares femeninos portadores emparentados al
caso indice (madre, hermanas, tias, sobrinas, etc.) y, eventualmente, para ofrecer
diagnoéstico prenatal molecular en ellas. Se considera que el porcentaje de
mutaciones de novo es de aproximadamente 10-33%

Si bien, el diagnéstico prenatal se puede realizar mediante la determinacion de la
actividad enzimética en el cultivo de células del liquido amnibtico o en las
muestras de biopsias de vellosidades coriales (BVC), es un método mas laborioso
y que requiere de mayor tiempo (2-3 semanas) para lograr un resultado

Gen IDS

El gen IDS se localiza en el brazo largo del cromosoma X, y se organiza en 9
exones codificantes distribuidos en 24 kb de la regién Xqg28. El gen codifica la
principal isoforma de “a” la pre-proteina de la 12S "a" de 550' aminoacidos (73—
78kDa).

El mRNA de la isoforma “b” es de 1.437 kb
y utiliza como exdn alternativo (exdn 7b) una secuencia residente
en el intrén 7. EIl mRNA de la isoforma “b” codifica a una proteina de 343 a.a., ya
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que en ella no se incluyen al exén 8 y 9 presentes en la isoforma “a

El no incluir a los exones 8 y 9 en el mMRNA de la isoforma “b”, sustituye a los
altimos 207 a.a. por 7 a.a. ausentes en la isoforma principal, que ademas de
generar una 3’ UTR mas corta, implica una enzima con un extremo carboxilo-
terminal modificado con un peso predicho de 38.3 kDa.

La isoforma “c” consiste en un mRNA de 5.832 kb
y se predice, sin que hasta el momento se haya llegado a
caracterizar in vivo, una proteina codificada de 460 a.a.

, este mRNA seria
traducido a una 12S 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
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isoforma “a”.

Telomérico al gen IDS, (20 kb), se encuentra un pseudogen homologo (IDSP1,
1.4kb) que contiene secuencias homologas del gen IDS de los exones 2 y 3, del
intron 2 ademas de un fragmento quimérico derivado del intron 3-7 que se
encuentra en orientacion invertida. Este ultimo es considerado un ‘hot spot’ para



recombinaciones homologas no alélicas entre el loci, que conlleva a deleciones
del gen IDS y rearreglos e inversiones del IDS/IDSP1.

Aproximadamente 10-20% de los pacientes con MPSII, presentan rearreglos
complejos del gen IDS, que incluyen inversiones IDS/IDSP1 y deleciones totales
del gen IDS (6-8%) mientras que el 80-90% de los pacientes presentan
mutaciones de tipo puntual o microinserciones, microdeleciones/duplicaciones o
microindels.

De acuerdo al a la base de datos del a la fecha se han
descrito 479 mutaciones diferentes del gen IDS, la mayoria de ellas corresponden
a mutaciones puntuales (52%) o microdeleciones (17%)

En un estudio realizado en pacientes Latinoamericanos por AC. Brusuis-Facchin
et al. se encontré un mayor niumero de pequefias duplicaciones /inserciones
en comparacion con microdeleciones (7 % vs 3.5%) pero otros estudios han
revelado una proporcion inversa (1.5 % vs 10%)

En pacientes con fenotipo severo de MPSII se han descrito deleciones completas
de los genes IDS, FRAXA y FRAXE; estos dos ultimos corresponden a genes
contiguos, los cuales son los genes que se ven involucrados en pacientes con
Sindrome de X fragil y una forma no sindromatica de discapacidad intelectual
respectivamente. Por lo anterior se cree que la afeccion de estos genes contiguos
podria relacionarse con un mayor grado de discapacidad intelectual en los
pacientes con MPSII portadores de estos genotipos severos , los cuales
pueden ser delimitados de forma precisa mediante el estudio cromosémico por
microarreglos de alta densidad (CMA)

El diagnéstico molecular confirma la sospecha diagnéstica de MPSII,
particularmente en pacientes con fenotipos atipicos o0 menos severos y es el
estandar de referencia para la deteccion del estado de portadora y el diagnéstico
prenatal. La identificacion de mutaciones en >80% de los casos se realiza
mediante secuenciacion automatizada de los 9 exones del gen IDS, seguida de
estudios como el Southern blot o ensayos basados en PCR para determinar la
inversién génica entre IDS e IDSP1 o el andlisis del transcrito por RT-PCR y
secuenciacion.

La amplia heterogeneidad alélica del gen IDS, ha dificultado el encontrar mas de
un paciente con la misma mutacién; lo anterior, aunado al hecho de que no existen
lineamientos claros para definir a las formas severas de las atenuadas y a que
existen pocos pacientes reportados con seguimiento clinico y genotipo
documentado, se ha obstaculizado la correlacion fenotipo-genotipo.
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Tratamiento.

El tratamiento de la mucopolisacaridosis debe de ser global en cuanto a las
diversas manifestaciones clinicas de los individuos afectados. El ejercicio fisico y
las distintas medidas fisioterapéuticas van dirigidos a mejorar las deformaciones
Oseas Yy articulares, mejorar la estabilidad vertebral y en general la movilidad del
paciente. Los pacientes deben de llevar un seguimiento estrecho por distintos
especialistas para evaluar e identificar problemas neurolégicos, oftalmolégicos,
cardiologicos y respiratorios.

En cuanto al trasplante de progenitores hematopoyéticos, s6lo se han comprobado
resultados satisfactorios en los pacientes afectados con Mucolisacaridosis tipo I, y
en el caso de sindrome de Hunter, cuando se realiza antes del afio de edad y sin
afeccién neuroldgica del paciente. Estos tienen resultados satisfactorios aunque
como ya se menciond, la mayoria de los pacientes en edades tempranas las
manifestaciones clinicas pueden pasar desapercibidas.

En cuanto al tratamiento, la forma recombinante de Iduronato 2- sulfatasa
humana (Idursulfasa, Elaprasa®, SHIRE) estd aprobada en mas de 50 paises
como tratamiento de reemplazo enzimético en pacientes con MPSI| La dosis
recomendada es de 0.5mg/kg/semana administrada via intravenosa.

La instauracién temprana (antes de los 5 afios de edad) de la terapia de
reemplazo enzimatico, antes de que el paciente presente dafios cardiovasculares,
musculo- esqueléticos, articulares, entre otros, permite una mejoria en la movilidad
articular, funciéon pulmonar, tolerabilidad para actividad fisica, asi como reduccion
del tamafio del higado y bazo; pero no tiene impacto en el sistema nervioso
central, dado que la enzima no atraviesa la barrera hemato-encefélica; por lo que
actualmente se encuentran en desarrollo protocolos de administracion de la
idursulfasa por via intratecal/intraventricular.

En un estudio multicéntrico se reportaron como efectos
adversos mas frecuentes, fiebre, rash, y vomito, pero por otro lado se demostro su
eficiencia en cuanto a la reduccion clinica del 20% del valor basal del volumen
del bazo, la disminucion en la excrecion urinaria de GAGs, Yy del volumen
hepatico
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

¢,Cuales son los tipos y la frecuencia de mutaciones patogénicas en el gen IDS en
una muestra de pacientes mexicanos referidos al Instituto Nacional de Pediatria
con sospecha diagnostica de MPSII o sindrome de Hunter?

V. JUSTIFICACION.

A pesar de que la clonacién del gen IDS y la descripcion de las primeras
mutaciones patogénicas fueron en 1990 a la fecha no se ha reportado el
espectro mutacional del gen IDS en pacientes mexicanos con MPSII.
Adicionalmente, en nuestro Instituto no se cuenta con la estandarizacion del
ensayo enzimatico de 12S para la confirmacion del diagnéstico de MPSII y por ello,
las muestras de los pacientes con sospecha diagnéstica de MPSII se envian al
extranjero donde se realiza la prueba enzimética en gota de sangre seca
depositada en papel filtro; lo anterior, por lo general implica un retraso en la
confirmacion diagnéstica, la adecuada atencion médica y un asesoramiento
genético de certeza al paciente y a su familia.

Cabe mencionar que el diagnostico certero de MPSII 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 MPSII la terapia de reemplazo enzimético (ERT) con ldursulfasa,
enzima recombinante humana de la 12S aprobada por la FDA o en su defecto,
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.

Lo anterior aunado a que el estudio molecular de acuerdo a la literatura, podria
identificar de manera certera mas del 90% de estos pacientes, pone de manifiesto
la importancia de implementar el estudio molecular del gen IDS en pacientes con
sospecha de MPSII. Adicionalmente, el estudio molecular en esta enfermedad se
considera el estandar de referencia para el diagndstico de mujeres portadoras de
MPSII y para el diagndstico prenatal en mujeres portadoras obligadas.

Finalmente, la implementacion del diagndstico certero por biologia molecular de
MPSII para conformar a nuestro grupo como un centro de referencia diagnostica a
nivel Nacional y posiblemente a nivel Latinoamericano.

12



V.

OBJETIVOS.

a) General:

Caracterizar las mutaciones del gen IDS condicionantes de sindrome de
Hunter o MPSIlI en una muestra de pacientes de origen Mexicano y
Latinoamericano

b) Especificos:

1.

Clasificar a los pacientes con diagnoéstico confirmado de MPSII de
acuerdo a la severidad del cuadro clinico por la presencia (forma
severa) o0 ausencia (forma atenuada) de manifestaciones neurologicas
(retraso mental, crisis convulsivas, hidrocefalia comunicante).

Caracterizacion de las mutaciones y polimorfismos en el gen IDS, asi
como su frecuencia en pacientes con diagndstico confirmado de MPSII.

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

c) Objetivos secundarios

1.

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

Determinar si las mutaciones patogénicas encontradas en pacientes con

MPSII son en su mayoria heredadas u originadas como eventos de
novo.
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VI. MATERIAL Y METODO.

Poblacion objetivo.

Pacientes masculinos con sospecha diagnéstica de MPSII basado en la presencia
de fenotipo clinico compatible con mucopolisacaridosis y aumento en los niveles
de glucosaminglucanos urinarios (GAG’s). También se incluyeron a pacientes con
todo lo anterior y niveles bajos de actividad enzimatica de 12S documentada en
gota de sangre seca, fibroblastos o leucocitos.

Poblacion elegible.

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

Criterios de inclusion.

e Pacientes con diagnéstico clinico compatible con mucopolisacaridosis, con
valores elevados de GAG’s urinarios (>8-29 mg de acido glucurénico / g
creatinina para nifios con edades de 1-3 afios; >6-23 para nifios con
edades de 3-6 afios y >3-16 para mayores de 6 afios) y con muestra
disponible de DNA y RNA obtenidos a partir de leucocitos totales de sangre
periférica.

e Pacientes con evaluacion enzimética de 12S en leucocitos o fibroblastos
sugestiva de 12S.

e Pacientes del sexo masculino.

¢ De nacionalidad Mexicana o de cualquier pais de Latinoamérica.

e De cualquier edad.

e 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.

e Familiares de primer grado (madre y hermanas o hermanos) de pacientes
con diagnastico molecular confirmatorio de MPSII.

e 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.

Criterios de exclusion

e Padres o hermanos no biolégicos de los casos indices.
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e Temporalmente, pacientes transfundidos en un periodo menor a tres
meses.

Ubicacion del estudio.

El estudio molecular del paciente y sus familiares se realizé en el Laboratorio de
Biologia Molecular del INP. El presente protocolo se registrd y aprob6 por los
Comités de Etica e Investigacion del Instituto Nacional de pediatria, bajo el nimero
de registro 22/2010.

Metodologia.

Los pacientes incluidos en el estudio fueron evaluados por el servicio de Genética
del Instituto Nacional de Pediatria (INP). El estudio molecular de las familias se
realiz6 en el Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de Genética
Humana del INP. A cada uno de los pacientes y sus familiares se les realizo
historia clinica con arbol genealdgico, determinacién de GAG’s urinarios.

La clasificacion de los pacientes en los fenotipos de MPSII se realiz6 de acuerdo
si presentan involucro del SNC como retraso mental (IQ <70 puntos), hidrocefalia
comunicante o crisis convulsivas para los casos severos, y para las formas
atenuadas, pacientes con un IQ >80 puntos y ausencia del resto de las
manifestaciones neuroldgicas.

Se realizd la deteccién de la inversiébn génica por ensayo de PCR de DNA
gendmico y ensayo de restriccion. En los pacientes positivos se dio por concluido
el estudio molecular, y se realiz6 la busqueda de la mutacion en sus madres,
hermanas y otros familiares femeninos con riesgo de ser portadoras del rearreglo.

En los pacientes negativos para el estudio anterior se realizd secuenciacion
automatizada directa de los 9 exones del gen IDS y sus bordes exdén-intron a partir
de DNA gendmico, para identificar deleciones de uno o méas exones y deleciones
completas.

Posteriormente se realizd andlisis por RT-PCR y secuenciacién automatizada del
transcrito del gen IDS en cuatro fragmentos sobrelapados y los cuales incluyen la
totalidad de la secuencia codificante.

El genotipo caracterizado en los alelos IDS de cada paciente, serd comparado con
el fenotipo observado. Se verificara la hipotesis de que los pacientes con el
fenotipo mas severo con compromiso neurolégico importante presentan una
mutacion grave; En pacientes con fenotipos atenuados de MPSII, se verificara si
cursan con una mutacion descrita como “leve” o cuya evaluacion in silico prediga
un efecto hipomorfo. Todas las mutaciones caracterizadas en los pacientes se
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correlacionaran con el efecto en la sintesis de proteina y a través de los
programas BLAST con genes paralogos y ortologos IDS.

El genotipo caracterizado en los alelos IDS de cada paciente, fue comparado con
el fenotipo observado. De acuerdo a la literatura, la correlacion fenotipo-genotipo
no esta clara del todo pero existen mutaciones amorfas descritas como
condicionantes siempre de fenotipos graves (ej. la inversién génica, las deleciones
completas del gen o las mutaciones puntuales como la p.R468Q, p.R468L o
p.R468G) y algunas que permiten la sintesis de una proteina con funcion
residual (mutaciones hipomorfas) en ocasiones asociadas a un fenotipo
“atenuado” de MPSII (ej. p.P231L)

Al caracterizar una mutacidbn no descrita en este tipo de pacientes y cuya
evaluacion in silico se clasifica como patogénica y se encuentra ausente en 100
controles masculinos sanos, se report6 como amorfa o grave. Se verific6 en
nuestra poblacién si datos clinico atipicos descritos en formas severas de MPS 1l
como crisis convulsivas y ptosis, se encuentran en pacientes con la delecién
completa del gen.

Por otro lado, en pacientes con fenotipos atenuados de MPSII, se verificd si
cursan con una mutacion descrita como “leve”. Todas las mutaciones
caracterizadas en los pacientes se correlacionaron con el efecto en la sintesis de
proteina o en los dominios afectados a través de los programas BLAST de
alineamiento de secuencias con los genes
paralogos de IDS del humano (familia de sulfatasas) y los ortélogos IDS de otros
organismos.

Se brindd asesoramiento genético de certeza a las familias captadas de acuerdo a
los genotipos observados 0 con riesgos empiricos. 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. A las
mujeres que resultaron portadoras de padecimiento, que tengan la mutacion
caracterizada y se encuentren en etapa reproductiva, se les brind6 la opcion de
diagndstico prenatal molecular a través de biopsia de vellosidades coriales (BVC)
0 amniocentesis.
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VII. RESULTADOS

Se incluyeron un total de 25 pacientes masculinos mexicanos no relacionados (2-
16 afos de edad) con deficiencia de la actividad de 12S (n=14), con deficiencia de
la actividad 12SB confirmada por genotipo (n=4), con sospecha clinica de MPSII
(n=7), y a las madres de los pacientes (n=24) vy otros parientes afectados
masculinos y femeninos (n=16).

Se documentdé en 7 de 24 pacientes antecedentes familiares de MPSII. Se
clasificaron fenotipicamente como severos (n=20/25, 80%), moderados (n=3/25,
12%) y desconocido (n= 2/25, 8%) segun el involucro neuroldgico.

Se realizaron tres diagnosticos de manera prenatal en dos madres no
relacionadas portadoras (madres de los pacientes IDS1 e IDS11).

La extraccion de DNA se llevd a cabo mediante métodos estandares para
procesar leucocitos de sangre periférica y fibroblastos. El diagndstico prenatal se
hizo entre las semanas 16-20 de edad gestacional, se obtuvo DNA de cultivado
(n=1) y no cultivado (n=3, 2 de un embarazo gemelar) de células de liquido
amniotico.

La asignacion de género se realizé via PCR, y amplificacion del fragmento 270bp
del gen SRY

Se identificaron variaciones patogénicas del gen IDS en 24/25 pacientes (96%).
Se detectaron 15 variantes patogénicas de tipo puntual y pequefias variantes con
desplazamiento de marco de lectura (60%), cada una fue identificada en una sola
familia

Nueve de las variantes fueron nuevas, incluyendo: ¢.133G>C, ¢.1003C >T,
c.1025A>C, c.463 464del, CCGTATAGCTGG, c.754 767del, ¢.1132 1133del,
c.1463del, ¢.508-1G >C, c.1006+1G>T, ademas de la delecién del ex6n 1 c.
(-217_103del).

Tres nuevas variaciones de sentido erréneo ¢.133G>C &6 p. (Asp45His),
c.1003C>T 6 p. (His335Tyr) y ¢.1025A >C 6 p. (His342Pro) afectan la cadena de
42KdA de 12s. (a.a. 34-455) y afectan los residuos altamente conservados de la
superfamilia de fosfatasa alcanina (alkPPC)

El andlisis in silico de estas variantes predicen que son dafiinas y no se
identificaron en los 133 alelos analizados de IDS de controles sanos.
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Se identificaron transiciones de C>T y G>A en 6 de 10 parientes puntuales con
€.253G>A o p.(Ala85Thr), c.262C>T o p.(Arg88Cys), ¢.1265G >A o p.(Cys422Tyr)
y ¢.1403G>A o p.(Arg468GlIn) localizadas entre los dinucleotidos CpG.

Se observaron dos tipos de variantes patogénicas comunes: deleciones extensas
de IDS/IDSP1, que fueron delineadas con el estudio de microarreglos (n=4, 16%)
y la inversion recurrente del gen IDS mediado por IDP1 (n=3, 12%). El tamafio de
las deleciones extensas fueron muy variables con un rango entre 157 kb (IDS28) a
1.8 Mb (IDS7). La region deletada en el paciente IDS28, que incluye a IDS e
IDSP1, también estuvo presente en otros tres pacientes. Los pacientes IDS7 e
IDS76 presentaron las deleciones mas largas en el estudio de microarreglos (1.8
and 1.3Mb, respectivamente) e incluyeron al gen AFF2

Una restriccion anormal de la inversion de IDS/IDSP1 en el ensayo PCR-RFLP y
la delacion parcial de IDS de los exones 4 a 7 fueron detectados en el paciente
IDS11, en su madre portadora y su hermano gemelo afectado. Estos hallazgos
sugieren la presencia de un complejo rearreglo que involucra una insercién de
IDSP1, que estaba previamente reportada como un alelo quimérico IDS/IDSP1.

El estado de portador fue asignado en 20/25 (80%) de las madres. Dos madres
portadoras obligadas de MPSII (pacientes IDS1 e IDS11) solicitaron tres estudios
prenatales y se diagnosticaron 4 fetos afectados. Este diagnéstico se basoé en los
resultados de la amplificacién de SRY vy la identificacion del alelo quimérico IDS-
IDSP1 (en fetos gemelos) o del genotipo hemicigoto IDS c¢.1003 C>T. La
terminacion médica del embarazo fue solicitada, y el genotipo mutado fue
confirmado sélo en los productos del embarazo gemelar en muestras de corddn
umbilical.
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VIIl. DISCUSION:

El espectro de mutaciones de MPSII en la poblacion Latino-Americana fue
reportado recientemente a pesar de esto no se incluia pacientes Mexicanos.
En este estudio se describié el espectro de mutaciones de gen IDS en una
muestra de pacientes mexicanos con MPSII y sus familiares.

En el locus IDS se ha evidenciado una gran heterogeneidad alélica responsable
de MPSII, ya que a la fecha se han descrito mas de 300 mutaciones patogénicas
gue en su mayoria son del tipo puntual, en regiones codificantes 0 en regiones
intronicas reguladoras del splicing

Esta muestra aunque fue pequefia (n=25) mostré una gran heterogenicidad
alélica, la cual incluia la mayor parte de las mutaciones ya descritas en otras
series de MPSII, nueve cambios nuevos, una delecion nueva del exdnl c.
(-217_103del), un nuevo efecto de splicing, un alelo quimérico IDS/IDSP1, y
cuatro deleciones completas IDS/IDSP1 que fueron delineadas usando analisis de
microarreglos.

Un estudio con 101 pacientes con MPS Il revel6 que practicamente el 85% de las
mutaciones puntuales en regiones codificantes ocurren en los exones lll, V, VIl y
IX Por otro lado, hasta el 20-25% de los casos pueden presentar deleciones
parciales o completas del gen IDS y loci aledafios, entre otros rearreglos
complejos como inversiones génicas generados por eventos de recombinacion en
cis- (intracromatidica), condicionados por un alto grado de homologia entre el gen
funcional IDS y el pseudogen aledafio IDSP1

Las cuatro mutaciones puntuales que ocurrieron en los dinucleétidos CpG
identificados en este estudio (4/10, 40%) son altamente recurrentes C>T o G>A
en el MPSII, de acuerdo a los registros LOVD y HGMD, por lo que son
considerados como “hot spots”.

En MPSII 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

De las cinco pequeias variantes con desplazamiento del marco de lectura, solo
c.596_599delAACA es recurrente, y ha sido reportada en otras poblaciones

lo que puede reflejar la tendencia de deslizamiento de cadenas durante la
replicacion del DNA, ya que la microdelecion se encuentra flanqueada por dos
secuencias con repeticiones directas.

Asi mismo, debido a que existe sobrelapamiento de los valores de la actividad
enzimatica de la 12S en leucocitos de mujeres no portadoras y mujeres portadoras,
probablemente debido al patrén de inactivacion del cromosoma X decidimos
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emplear el diagnéstico molecular se emplea como estandar de referencia para la
deteccion del estado de portadora y el diagnostico prenatal de fetos masculinos
afectados, cuando la mutacion en la familia se ha identificado previamente.

La estrategia molecular utilizada, determino el genotipo responsable de MPSII en
96% de los pacientes. Esta proporcion es comparable con las obtenidas usando
estrategias similares en grandes poblaciones de pacientes Caucasicos 100% de
155 pacientes, Latinoamericanos 100% de 103 pacientes y Coreanos 69 de 70
pacientes (98.5%).

Las alteraciones génicas como la inversion del gen IDS mediado por IDSP1 (n=3),
deleciones completas (n=4), deleciones parciales (n=1), y los alelos quiméricos
IDS-IDSP1 (n=1) fueron mas frecuentes en nuestra muestra (9/25, 36%)
comparado con reportes previos en pacientes caucasicos (27/155, 17.4%), Latino
Americanos (20/103, 19.4%), Chinos (11/38, 29%) y Coreanos (14/74, 18.9%).

El alelo quimérico IDS-IDSP1 en donde los exones 4 a 7 de IDS son
reemplazados por una secuencia del pseudogen IDSP1, fue reportada
previamente como un rearreglo poco comun en 1 de 155 y 1 de 18 de los
pacientes estudiados con MPSII. La insercion del pseudogen IDSP1 en el gen
deletado funcional IDS produce un rearreglo que es idéntico al observado en la
inversién recurrente de IDS/IDSP1.

Estudios en grandes series de pacientes, han estimado que deleciones completas
de IDS son responsables del 3 - 4.5 % de los casos de MPSII, y se han asociado a
fenotipos severos.

Se ha observado que los pacientes con el alelos IDS con deleciones completas
que se extienden a secuencias aledafas (en una serie ~17% de los casos),
ademas de cursar con una actividad enzimatica nula de I2S, invariablemente
tienen un involucro méas severo del SNC (retraso psicomotor, deterioro cognitivo
progresivo) y otros datos clinicos atipicos como crisis convulsivas de inicio
temprano que hacen suponer un sindrome de genes contiguos. Las crisis
convulsivas se han descrito en pacientes cuya delecién del gen IDS se extiende
hacia regiones del extremo centromérico y las cuales deletan parcialmente la
secuencia del locus FMR-2 o AFF2, un gen involucrado en una forma no
sindromatica de discapacidad intelectual ligada al cromosoma X por inestabilidad
de tripletas.

Pacientes con MPSII con deleciones de IDS que abarcan a FMR1 y AFF2
presentan una alteracion neurologica significativa y/o discapacidad intelectual,
hidrocefalia, hipotonia severa y crisis convulsivas

Las deleciones continuas de AFF2-IDS.-IDSP1 identificadas en los pacientes
IDS7 e IDS76 son similares a la deleciones continuas previamente descritas.
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Con la excepcion de hipotonia, el fenotipo del paciente IDS7 es consistente con el
reportado, lo que guia a un diagndstico temprano de MPSII a la edad de 1 afio. En
este paciente la terapia de reemplazo enzimatico con idursulfasa fue iniciado a los
23 meses de edad. A la edad de 4 afios y 5 meses, presenta en evento vascular
cerebral, con hemiparesia derecha; hasta ese momento, la resonancia magnética
y tomografia computada revelaron hidrocefalia comunicante de alta presion que
fue manejada con sistema de derivacién ventricular. A pesar del procedimiento
presentd de manera gradual pérdida bilateral de la vision, audicion, movilidad y
perdida de la comunicacion verbal, al igual que crisis convulsivas (15 episodios al
dia).

El paciente IDS76 que tenia la delacion AFF2-IDS.IDSP1, fue referido para el
diagnéstico molecular a los 10 afios de edad, con un severo involucro neurolégico,
sin hidrocefalia o crisis convulsivas, lo que apoya que las deleciones contiguas de
AFF2 o FMR1 no aseguran la presencia de crisis convulsivas en pacientes con
MPSII

también reportaron a un paciente con una delecion continua de
AFF2-IDS.IDSP1, que no presento crisis convulsivas a la edad de 23 meses Sin
embargo, como en nuestro paciente IDS7, se debe de dar un seguimiento clinico e
imagenologico para la vigilancia de hidrocefalia y epilepsia en pacientes donde
se identifican deleciones contiguas extensas

En nuestro estudio se observé un 20% de mutaciones de novo, cifra similar a la
previamente descrita en otras series. (15.6 — 24%)

El diagndstico molecular se emplea como estandar de referencia para la deteccion
del estado de portadora y el diagndéstico prenatal de fetos masculinos afectados a
traves de BVC o amniocentesis, cuando la mutacion en la familia se ha
identificado previamente. Sin embargo, el asesoramiento genético puede
complicarse en familias donde exista mosaicismo germinal, mecanismo no
tradicional de herencia reportado ocasionalmente en MPSII.

La identificacién de moisaisismos somaticos y germinales en una 1 de 20 de las
madres portadoras de MPSII, sugiere que esta condicion debe de ser considerada
durante el consejo genético.

Los moisaisismos somaticos y germinales se reportaron solo en otras dos familias
con MPSII (1/155, 1,29%), sin embargo un mosaisismo germinal puro no se ha
reportado hasta el momento.

Nosotros identificamos la variante patogénica c.463_464delinsCCGTATAGCTGG
en el DNA gendmico obtenido del sedimento urinario de la madre del paciente
IDS31. A pesar de ello niveles muy bajos de moisaisismo somatico en las
muestras de DNA de leucocitos de sangre periférica, fibroblastos de cavidad oral y
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de raiz de cabello, no pudieron ser descartados porque los ensayos de
secuenciacion automatizada no son ensayos cuantitativos.

De hecho, la prevalencia real de mosaisismos somatico y/o germinales en casos
de MPSII secundarios a mutaciones de novo podrian estar subestimados debido a
que el alelo mutado es raramente cuantificado en el DNA gendmico de diferentes
muestras de tejido en las madres.

Por lo anterior, enfatizamos que el estudio molecular debe de ser extendido a
todos los miembros de la familia que se encuentran en riesgo, y se debe de
ofrecer un diagndstico prenatal a pesar de que se documente un genotipo
IDS normal en la mama de un caso unico de MPSII.

Como regla, las mujeres heterocigotas para MPSII, se asume que son
asintomaticas, aunque estas pueden mostrar un nivel significativamente bajo de
activad plasméatica de 12S en comparacion a mujeres no portadoras de la
enfermedad.

Un caso de MPSII en mujeres es raro; son aproximadamente 15 casos
reportados hasta la fecha en donde esta incluida un paciente con descendencia
Mexicana. El mecanismo frecuentemente implicado es la inactivacion de X en
mujeres heterocigotas y translocaciones o deleciones largas de cromosoma X.
Ninguna de las 24 madres y 16 parientes femeninos en este estudio se refirieron
con alguna sintomatologia relacionada con MPSII.

Los tres diagndsticos prenatales que se realizaron en el estudio, mostraron que
esta estrategia debe de ser considerada como preventiva en familias Mexicanas
con MPSII. Esto es relevante porque la experiencia en diagnésticos prenatales
en pacientes Latinoamericanos es limitada. Solo un feto afectado con MPSII de
descendencia Latino Americana ha sido identificado mediante diagnéstico con
DNA vy actividad de 12S Ademas la caracterizacion del genotipo
responsable de MPSII en parejas de riesgo abre la posibilidad de ofrecer
diagndstico genético preimplantacional (PDG), aunque éste método no esta
ampliamente disponible en nuestro pais.

La correlacion entre la terapia de reemplazo enzimatico y los efectos adversos con
genotipos IDS no han sido reportados. Los hermanos gemelos afectados del
paciente IDS33 (con inversion IDS/IDSP1) desarrollaron trombocitopenia vy
pancitopenia después de la descontinuacibn de la terapia de reemplazo
enzimatico 0.5mg/kg/semana).

La Idursulfasa fue iniciada a los 7 afios de edad, sin embargo el primer gemelo
desarrollo rash urticaria y edema glotis después de 6 sesiones que causo la
suspension del tratamiento. Dieciséis meses después de la suspension, presentd
hemorragia gingival severa con conteo plaquetario de 2x10 ° /L.
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El aspirado de médula dsea, permitio establecer el diagnostico de Purpura
trombocitopénica Idiopatica (PTI). Se inicié tratamiento con metilprednisolona
intravenosa e inmunoglobulina, sin embargo la respuesta fue poco satisfactoria.
Se le realiz6 esplenectomia a los 8 afios con 6 meses de edad lo que mejoro la
cifra plaquetaria (37x10%L). Después de 1 afio, el paciente desarrollo infeccién de
via respiratoria inferior y sangrado gastrointestinal, que le ocasiono la muerte a los
9 aflos con 6 meses de edad.

El segundo gemelo afectado recibié 25 sesiones de Idursulfasa pero sus padres
decidieron suspender la terapia de reemplazo enzimético, a los 9.5 afios de edad
debido a progresién de la enfermedad y aumento de infecciones respiratorias.
Cuatro meses después de la suspension el paciente desarrollo neumonia, edema
generalizado y petequias. Su hemograma reveld leucopenia (0.5x109/L) y
trombocitopenia (25x10°L) requiriendo de transfusion plaquetaria y tratamiento
con metilprednisolona, pero a pesar de ello la respuesta a las 24 horas de
tratamiento fue discreta (42x10°%L). Se le realiz6 biopsia de médula ésea la cual
resulté sugestiva de PTI. A la edad de 9 afios 9 meses el paciente murié por
choque séptico secundario a neumonia y pancitopenia. El paciente 1DS33
(hermano pequefio de los gemelos) ha sido tratado por 7 afios con terapia de
reemplazo enzimético y hasta donde llega nuestro conocimiento nunca ha
presentado por clinica ni por laboratorio datos sugestivos e PTI u otro efecto
adverso relacionado a la administracion de Idursulfasa.

En otro paciente con MPSII fue reportado que desarrollo PTI relacionada al
tratamiento con idursulfasa después de 8 meses del tratamiento. Este paciente
caucésico de 20 afios de edad respondié de manera adecuada al tratamiento con
inmunoglobulina, y la terapia de reemplazo enzimatico fue considerada como el
agente etiolégico principal para el desarrollo de PTI Sin embargo no se han
reportado otros casos serios de PTI u otros efectos adversos hematologicos en un
estudio reciente de tratamiento con Idursulfasa en pacientes con MPSII. Solo 1 de
28 pacientes tratados desarrollo eosinofilina

Existen otras explicaciones de las alteraciones hematologicas presentadas en
nuestros pacientes, tales como infecciones virales, bacterianas sin embargo la
trombocitopenia ha sido descrita después del tratamiento con Gasulfasa para
MPSVI.

Por ello, consideramos que la PTI podria considerarse un efecto adverso a largo
plazo y de tipo idiosincratico secundario a la terapia de reemplazo enzimatico.
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IX. CONCLUSION.

Nuestros hallazgos apoyan una amplia heterogeneidad alélica en pacientes
Mexicanos con MPSII, en donde los rearreglos de gran tamafio ocurrieron con
mas alta frecuencia respecto a las previamente reportadas en otras poblaciones
(36% vs 18.9-29%).

El analisis de microarreglos permite una posterior delineacién del fenotipo
resultante para deleciones extensas de IDS, y este sugiere que la pérdida de IDS
y AFFS no es un genotipo penetrante total para el desarrollo de crisis convulsivas.
En adicion, la identificacion de mosaisismos somaticos y germinales en nuestra
muestra de estudio (1/25 familias, 4%) enfatiza la necesidad de considerar este
fendbmeno de herencia no tradicional en el consejo genético de las familiar con
MPSII.

El desarrollo de PTI y pancitopenia en dos pacientes hermanos con MPSII
después del tratamiento con terapia de reemplazo enzimatico requiere especial
atenciébn para determinar si se trata de un posible efecto adverso de
consecuencias letales en la poblacién de pacientes con MPSII tratados con
idursulfasa.
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XI. ANEXOS

Localizacion IDS Paciente Ensayo Historia Estado
ID-MPSII 12S Familiar portador
fenotipo materno
Variantes patogénicas de sentido erréneo y sin sentido (n=8, 32%)
€.133G>C/p.(Asp45His) Exén 2 IDS9 NA Ausente Portadora
Severe obligada
€.223C>T/p.(GIn75%) Exén 2 IDS47 POS Ausente Portadora
Moderado obligada
€.253G>A/p.(Ala85Thr) Exén 3 IDS39 NA Desconoci | Portadora
Desconoci do obligada
do
€.262C>T/p.(Arg88Cys)b Exén 3 IDS62 POS Ausente No portadora
Severo
€.1003C>T/p.(His335Tyr) Ex6n 7 IDS1 POS Ausente Portadora
Severo obligada
¢.1025A>C/p.(His342Pro) Exo6n 8 IDS22 NA Presente Confirmado
Severo Portadora
obligada
€.1265G>A/p.(Cys422Tyr) Ex6n 9 IDS45 POS Presente Confirmado
Moderado Portadora
obligada
€.1403G>A/p.(Arg468GIn)c Ex6n 9 IDS71 POS Ausente Portadora
Severo obligada
Variantes patogénicas con desplazamiento del marco de lectura (n=5, 20%)
€.463_464delinsCCGTATAGCTGG/ Exon 4 IDS31 POS Ausente Portadora
p.(Phel55Profs*12)c Severo obligada  por
mosaisismo
somatico y
germinal
¢.596_599del/p.(Lys199Argfs*13) Exén 5 IDS24 POS Ausente No portadora
Severo
€.754_767dellp.(Asp252*) Exén 6 IDS37 NA Ausente No portadora
Severo
€.1132_1133del/p.(Phe378Profs*7) Exén 8 IDS43 NA Presente Confirmado
Severo Portadora
obligada
€.1463del/p.(Met488Argfs*8) Exén 9 IDS64 POS Ausente Portadora
Severo obligada
Variantes patogénicas de splicing (n=2, 8%)
¢.508-1G>C Sitio aceptor | IDS13 POS Ausente Portadora
intrén 4 Severo obligada
€.1006+1G>Tc Sitio donador | IDS51 POS Ausente Portadora
intron 7 Severo obligada
Deleciones parciales y completas del gen IDS N=5, 20%)
c.(-217_103del) Delecion Exén 1 IDS78 POS Presente No disponible
Desconoci
do
arrxXq28(148,467,083 148,624,248)x0 mat Delecion completa | IDS28 NA Ausente Portadora
IDS/IDSP1 Severo Obligada
(157kb).eAFF2 y
FMR1 preservado
arr Xq28(148,176,414-148,738,845)x0 mat Delecién completa | IDS58 POS Ausente Portadora
IDS/IDSP1 Severo obligada
(562kb).eAFF2 vy
FMR1 preservado.
arr Xq28(147,340,291-148,731,894)x0 Delecion completa | IDS76 POS Ausente No portadora
IDS/IDSP1 Severo
(1.39Mb).e AFF2 y
FMR1 preservado
arr Xq28(147,392,284-149,225,394)x0 Delecion completa | IDS7 POS Ausente No portadora
IDS/IDSP1 Severo

(1.83Mb).e AFF2y
FMR1 preservado
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Localizacion IDS Paciente Ensayo Historia Estado
ID-MPSII 12S Familiar portador
fenotipo materno
Inversiones IDS - IDSP1-mediadas (n=3, 12%
Inversion IDS3 POS Ausente Portadora
IDS/IDSP1 Severo obligada
Inversion IDS33 NA Presente Confirmado
IDS/IDSP1 Severo Portadora
obligada
Inversion IDS60 POS Ausente Portadora
IDS/IDSP1 Moderado obligada
Otros rearreglos complejos (n=1, 4%)
NG_011900.3:9.6129 22625delins Alelo quimérico | IDS11 POS Presente Confirmado
AC244197.3:9.45710_48426 IDS-IDSP1  (IDS | Severo Portadora
delecién  parcial obligada
del exén 4 a 7
aunado a
insercion IDSP1)
Desconocida (n=1, 4%)
r.1007_1180del/p.(Trp337_Gly394del) Exon 8 IDS5 POS Presente Confirmado
Severo Portadora
obligada

** NA. No disponible. PCR. Reaccién de polimerasa en cadena; POS, iduronate 2-sulfatase (12S)-

based evaluation diagnostic of MPSII.
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