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RESUMEN

Las mucopolisacaridosis tipo Il (MPS 1I), también conocida como sindrome de
Hunter, es una enfermedad genética ligado al cromosoma X, causada por
mutaciones en el gen iduronato-2-sulfatasa (IDS). La disminucion de la actividad
enzimatica del iduronato-2-sulfatasa (I2S) conduce a la acumulacion de los
glicosaminoglicanos (GAGs) dermatan sulfato (DS) y heparan sulfato (HS) en
maultiples drganos y sistemas que se ven afectados progresivamente, ademas de
alteraciones en el neurodesarrollo. En esta revision narrativa de la literatura
describiremos la utilidad clinica de los métodos en el laboratorio para el diagndstico
de MPS 11. En las pruebas bioquimicas, se han empleado muestras de orina para la
cuantificacion total de GAGs urinarios (UGAGS) mediante el método colorimétrico
azul de dimetileno/creatinina (DMB/Cre) y para la cuantificacion de disacaridos de
interés derivados de uGAG mediante el método de cromatografia liquida de
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS). En muestras de sangre, por el
método fluorométrico se realiza la medicion de la actividad enzimética de 12S en
leucocitos y es considerado el “estandar de oro” para confirmar el diagndstico de
laboratorio de MPS Il. Recientemente, en algunos paises, se aplica el método por
espectrometria de masas en tandem MS/MS en pruebas tamizaje neonatal para la
medicion de la actividad de 12S en gotas de sangre seca (DBS) como prueba de
primera linea. Finalmente, los analisis moleculares como secuenciamiento del gen
IDS, panel multigénico, analisis de deleciones/duplicaciones y recombinaciones

permiten complementar el diagnostico en el laboratorio.
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ABSTRACT

Mucopolysaccharidosis type 1l (MPS I1), also known as Hunter syndrome, is an X-
linked genetic disease caused by mutations in the iduronate-2-sulfatase (IDS) gene.
Decreased enzymatic activity of iduronate-2-sulfatase (12S) leads to accumulation
of the glycosaminoglycans (GAGs) dermatan sulfate (DS) and heparan sulfate (HS)
in multiple organs and systems that are progressively affected, in addition to
neurodevelopmental alterations. In this narrative review of the literature we will
describe the clinical utility of laboratory methods for the diagnosis of MPS 1. In
biochemical tests, urine samples have been used for the quantification of urinary
total GAGs (UGAGSs) by the colorimetric method dimethylene blue/creatinine
(DMB/Cre) and for the quantification of uUGAG-derived disaccharides of interest
by the liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) method. In
blood samples, the fluorometric method is used to measure the enzymatic activity
of 12S in leukocytes and is considered the “gold standard” for confirming the
diagnosis of MPS Il. Recently, in some countries, the MS/MS tandem mass
spectrometry method is applied in neonatal screening tests for the measurement of
I2S activity in dried blood spots (DBS) as a first-line test. Finally, molecular
analyses such as IDS gene sequencing, multigene panel, deletion/duplication and

recombination analysis allow complementing the laboratory diagnosis.
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I. INTRODUCCION

Las mucopolisacaridosis tipo Il (MPS Il, sindrome de Hunter, OMIM 309900 es
una enfermedad de almacenamiento lisosomal de origen genético y herencia
recesiva ligada al cromosoma X (1). Las mutaciones en el gen IDS provocan la
deficiencia de la enzima iduronato sulfatasa (12S), conduciendo a la acumulacion
progresiva de los glicosaminoglicanos (GAGs): dermatan sulfato (DS) y heparan
sulfato (HS) en casi todos los tipos de células, tejidos y érganos acortando la

esperanza de vida y con una morbilidad significativa (2,3).

El trastorno es de tipo progresivo y tradicionalmente se clasifica en una forma

severa 0 neuropatica y una forma atenuada o no neuropatica (4).

Los pacientes con fenotipo severo experimentan un inicio temprano de la
enfermedad y una rapida progresion de la afectacion del SNC. En pacientes con
fenotipo atenuado, la progresion de la enfermedad es mas lenta y el SNC no se ve
afectado (1,2). Los signos y sintomas somaticos se encuentran presentes en todos
los pacientes y pueden incluir rasgos faciales toscos, hepatoesplenomegalia,
anomalias articulares y esqueléticas, disfuncion pulmonar y enfermedad

cardiovascular (5).

Actualmente no existe cura para la MPS 11, sin embargo la terapia de reemplazo
enzimatico (ERT) a largo plazo es el Unico tratamiento aprobado en EEUU por la
FDA (Food and Drug Administration) desde el afio 2006 y en Europa desde el 2007
(6). La ERT aplicada tempranamente mejora la calidad de vida de estos pacientes,

pues la enzima recombinante idursulfasa 12S corrige los defectos asociados con



MPS Il disminuyendo la excrecion de mucopolisacaridos en orina y el tamafio del
bazo e higado, sin embargo no es capaz de atravesar la barrera hemato-encefalica,
por lo que el tratamiento de la ERT administrada a nivel intratecal se encuentran en
fase es estudio, al igual que el trasplante de medula 6sea y células madre

hematopoyéticas (6-8).

La administracion precoz de estrategias terapéuticas ha demostrado buenos
resultados, por lo tanto se requiere un diagndstico temprano correcto, algo poco
frecuente en la MPS I, pues a menudo ocurre que la ERT se aplica cuando ya se
ha establecido algin dafio irreversible en los tejidos, lo que reduce el posible efecto

terapéutico (9).

De acuerdo con las guias clinicas, luego del diagndstico clinico, el diagnéstico de
laboratorio es fundamental para identificar a los pacientes con MPS 1. La literatura
describe una variedad de métodos diagnosticos, entre ellos las pruebas bioquimicas
y analisis moleculares. Las pruebas bioquimicas en orina permiten la cuantificacion
de los GAG totales o disacaridos urinarios (10,11). La medicién de la actividad de
la enzima I2S en leucocitos se ha establecido como “estandar de oro” pues la
disminucion de su actividad permite confirmar el diagnostico de laboratorio en un
probando masculino (12). Recientemente se ha planteado una técnica novedosa, la
medicion de la actividad del 12S en gotas de sangre seca (DBS) empleado en
programas de tamizaje neonatal (13,14). Los analisis moleculares como
secuenciamiento del gen IDS o de paneles, analisis de deleciones/duplicaciones y
rearreglos permiten también complementar el diagnostico e identificar las

mutaciones presentes (15,16).



Il.  LAPREGUNTA DE INVESTIGACION

Actualmente en el Ecuador la MPS Il consta dentro del listado de enfermedades
raras o huérfanas definidas por el Ministerio de Salud Publica, sin embargo, para
llegar al diagndstico los pacientes emprenden largos y complejos viajes
denominados “odisea diagnostica”, puede durar afios e implica multiples consultas
médicas, andlisis y mucha frustracion e incertidumbre. Sumado a estos factores, el
desconocimiento de la existencia y utilidad de las pruebas de laboratorio por
métodos bioquimicos tanto en sangre y orina, como de los analisis moleculares, nos
ha motivado a plantearnos la pregunta de investigacion: ¢Cudles serian los mejores
métodos diagnosticos de laboratorio y su utilidad clinica, segun la literatura médica

actual para el diagnostico de Mucopolisacaridosis tipo 11?

Es por ello que el objetivo principal de este estudio es analizar la utilidad clinica de
los métodos diagnosticos en el laboratorio para la MPS 1, como lo son las pruebas
bioquimicas y moleculares, mediante una revision narrativa de la literatura en base

a la literatura cientifica disponible.



1. OBJETIVOS

Objetivo General

- Analizar la utilidad clinica de los métodos bioquimicos y moleculares para

el diagnostico de MPS 1.

Objetivos especificos

- Analizar la utilidad de las pruebas bioquimicas de GAGs en orina para el
diagnostico de MPS 1.

- Analizar la utilidad de la medicion de la actividad enzimatica de la 12S en
muestras de sangre para el diagndstico temprano de MPS 1.

- Evaluar la utilidad de los analisis moleculares para MPS Il y la correlacion

genotipo-fenotipo.



IV. DESARROLLO DEL ESTUDIO

1V.1. Antecedentes

La mucopolisacaridosis tipo Il fue descrita por primera vez por Charles Hunter en
1917, cuando estudié el caso de dos hermanos de ascendencia britanica que
presentaban rasgos dismorficos como: anormalidades Oseas, facies tosca,
organomegalia, talla baja e inteligencia normal que llamo su atencion (17,18), hasta

que Brante en 1950 describio sus bases bioquimicas (18,19).

En 1965 Danes y Bern cultivaron fibroblastos en pacientes con sindrome de Hunter
obteniendo como resultado la presencia de granulos metacromaticos como producto
de la acumulacion de GAGs a nivel intracelular (20), posteriormente en 1976 Lin,
Neufeld y Col, demostraron la reduccion de la actividad enzimética de la 12S por

medio del método radioactivo (21).

Upadhyaya en 1986 sento las bases moleculares de la enfermedad, mediante un
analisis de ligamento se demostrd el locus del gen IDS se ubicaba en Xq28 (22).
Wilson, Hopwood y Col en 1990 consiguieron aislar y clonar el cDNA del gen IDS,
y estudiar las mutaciones que revelarian el amplio espectro de la severidad de los

pacientes con MPS 11 (23).



V.2. Epidemiologia

La incidencia estimada en nacidos masculinos es de MPS Il es de 0,3 a 0,71 por
100,000 nacidos vivos (24). En Israel la incidencia es de 1 caso por 34,000, en
Columbia Britanica 1 caso por 111,000 y 1 caso por 132,000 en el Reino Unido
(25). En paises de la region como Brasil, la incidencia de MPS 11 es de 0,48 por
100,000 nacidos vivos, en Colombia la tasa de frecuencia es de 0,45 por 100,000

recién nacidos (26).

En Ecuador, en el 2016 existian 12 casos de E76.1 Mucoplisacaridosis tipo Il —

Hunter, como ha sido codificada por el Ministerio de Salud Publica en el pais.

Segun un estudio realizado en la provincia de Manabi, la prevalencia es de 1 por
cada 100,000 nacidos vivos. De las mucopolisacaridosis reportadas, la MPS 111 se
encuentra presente en el 53% de los pacientes, seguido del tipo Il con un 40%, y en
menor proporcidn el tipo VI con un 7%. Los rasgos dismoérficos mas frecuentes a
nivel fueron lengua protruyente y cejas gruesas, en relacién a los aparatos y
sistemas cuello corto, claviculas pequefias y engrosadas, huesos iliacos pequefios y

retraso del lenguaje (27).

1V.3. Genética

La mucopolisacaridosis tipo Il (MPS 1I) o sindrome de Hunter, es una enfermedad
de depdsito lisosomal de herencia recesiva ligado al cromosoma X, causado por
mutaciones del gen IDS (HGNC ID:5389; ENSG00000010404), ubicado en la

region cromosomica Xqg28 y abarca 44 kb, estructurado en nueve exones que



codifican la enzima lisosomal iduronato-2-sulfatasa (12S) de 550 aminoacidos

(17,23).

La enzima 12S cataliza la hidrolisis del enlace éster C2-sulfato de residuos de &cido
2-O-sulfo-a-L-idurdnico en DS y HS. La enzima es un polipéptido de 550
aminoacidos, que luego se procesa en una proteina madura de 517 aminoacidos

(28).

En el gen IDS, la secuencia del promotor 5" incluye multiples islas CpG (CpG46) y
5 sitios de union de factores de transcripcidn conocidos (29). La region no traducida
3' contiene 5 sitios objetivo para miRNA. Estas regiones reguladoras contribuyen a
la expresién genica diferencial de IDS en el cerebro (hipocampo, corteza, tejido
ocular) y otros tejidos del cuerpo, ademas son muy susceptibles a las mutaciones

que derivan en la enfermedad (30).

Un analisis de las mutaciones puntuales exdnicas en el gen IDS sefiala que el exon
3 posee una elevada tasa de mutaciones (3,71 mutaciones por 10 nucledtidos),
correlacionada con la alta densidad de islas CpG (Citosina-Guanina). Los exones 3

y 9 son mas susceptibles a este tipo de mutacién en comparacion con otros (31).

Segun las bases de datos, hasta la fecha se conocen 837 variantes en el gen IDS, de

las cuales 455 son patogénicas, como se muestra en la siguiente Tabla 1:



Total de variantes clasificadas
(UniProt, ClinVar, LOVD, MitoMap, VarSome y PubMed)

Significa
Patogénicas do Benignas
455 incierto 229

153

Impacto .
, . Pr lem nif .
en la Patogeni ob:f;e ¢ Slgdlolca Probableme Benig Tot

codificaci ca - o nte benigna na al
patogénica incierto

on
Synonym 3 0 5 136 20 164
ous
Missense 182 34 138 34 9 397
Nonsense 52 5 3 0 0 60
Start loss 1 0 1 0 0 2
Frame 99 20 1 0 0 120
shift
Inframe 9
) 4 0 0 0 13
indel
Splice
junction 38 2 0 0 0 40
loss
Non- 1 5 27 3 M
coding
Total 389 66 153 197 32 837

Tabla 1. Variantes del gen IDS (32).

Se ha reportado que el 49,6% de mutaciones son puntuales, el 38,4% son en el sitio
de empalme, inserciones y deleciones de nucleétidos, y aproximadamente el 11,8%

representa grandes deleciones, inserciones y reordenamientos de locus genético (3).

Recientemente en un estudio de revisién realizado por Zanetti et Al. (28), se
identificaron un total 2798 familias mediante analisis genéticos. La mayoria de las
familias (40,4%) presentaron variantes missense, seguidas de grandes deleciones-

inserciones y reordenamientos complejos (15,2%), pequefias



deleciones/inserciones por desplazamiento del marco de lectura (12,9%), nonsense
(10,5%), sinonimas (4,5%), splicing (4,5%), pequefas deleciones/inserciones en el
marco de lectura (1,5%), variantes intrénicas, ubicadas en 5' y 3' UTR (1,1%),
startloss (0,04%). Ademas, 24 pacientes (0,9%) presentaron dos 0 mas variantes en

cis, como se muestra en el Grafico 1 (28).

Distribucion de familias n: 2798 por tipo de variante

missense

large del/ins, complex rearrangement

small frameshift deletion/insertion

nonsense

synonymous

splicing (£1;+2)

small inframe deletion/insertion

intronic, 5'UTR and 3'UTR

other (pts carrying two or more variants in cis)
not reported/not found/not interpretable

FRNNERRNRN

Grafico 1. Base molecular de la mucopolisacaridosis tipo Il, primera revision y

clasificacion de las variantes genéticas del Sindrome de Hunter publicadas (28).

Un pseudogén Ilamado IDSP1 se encuentra ubicado a 3.9 kb del gen funcional IDS
en el lado telomérico en la orientacién opuesta y comparten regiones homologas
incluyendo los exones 2 y 3, asi como los intrones 2, 3 'y 7, mostrando una identidad

de secuencia del 100% con el gen IDS (3,33).

Se sabe que el alto nivel de similitud entre las regiones homdlogas de IDS e IDSP1
genera reordenamientos genéticos debido a eventos de recombinacién homologa
intracromosOmica, que conducen a la inversion de la region genémica entre el

intron 7 de IDS y su region homologa de IDSP1, sin eliminaciones o inserciones



apreciables (28). En otros casos, las recombinaciones se asocian con eliminaciones
del fragmento IDS involucrado en la recombinacion y la insercion de parte del
pseudogén. Se ha reportado que este fendmeno dificulta el analisis en ciertas las

pruebas moleculares (9).

A pesar de que la MPS 11 afecta principalmente a varones, en la literatura también
se han descrito 24 casos de pacientes mujeres (28). Generalmente, los varones no
tienen hijos debido a la gravedad clinica de la enfermedad y su muerte precoz, por
lo tanto, las mujeres con MPS Il muy rara vez son producto de la combinacién de
dos alelos mutados heredados de cada uno de sus progenitores. En la mayoria de
los casos, son el resultado de dos eventos diferentes: la presencia de una variante
patogénica (de novo o heredada de la madre) y la inactivacién selectiva del
cromosoma X (inactivacion sesgada del cromosoma X) heredada del padre, lo que
conduce a la expresion del alelo mutado en un contexto heterocigotico; el curso

clinico en mujeres es similar al fenotipo clinico masculino (34).

V.4 Bioquimica

La funcion biologica de la enzima I12S es hidrolizar los grupos sulfato unidos a -O
en la posicion -C-2 del extremo terminal no reductor de los residuos de &cido L-
idurdnico (IdoA) en DS y HS. Si la actividad enzimatica de 12S cae por debajo de
un umbral para convertir el sustrato a una velocidad suficiente, se produce la
acumulacién de GAG en los lisosomas y la matriz extracelular, lo que provoca una
disfuncion celular progresiva, representando el fendmeno observado en los tejidos

y organos afectados, aunque en los ultimos afios se ha hecho evidente que otros

10



mecanismos moleculares posiblemente estén involucrados en la aparicion y

progresion de la MPS 11 (35).

La enzima I2S se expresa en 3 isoformas diferentes, la isoforma A que corresponde
la secuencia canonica mas larga y contiene 550 residuos de aminoacidos; se expresa
en abundancia en los tejidos, principalmente en el cerebro. La isoforma B posee
343 residuos amino y consta de un exon alternativo en el extremo 3'; su expresion
predomina en el sistema nervioso central. La isoforma C posee 312 residuos de
aminoacidos. La isoforma A es la mas estudiada debido a su amplia distribucién
entre los tejidos y su estrecha asociacidn con las manifestaciones de la enfermedad

pues todas las mutaciones conocidas se expresan en la isoforma A (3).

IV.5. Fisiopatologia

La degradacion de los GAGs, componentes de la matriz extracelular, liquido
articular y tejido conectivo, tiene lugar en los lisosomas. En condiciones
fisiologicas, las principales cadenas de GAG (DS y HS), son degradadas por
hidrolasas lisosomales (12S) mediante la eliminacion secuencial de monosacéridos
seguida de la eliminacion de grupos sulfato, lo que resulta en la degradacion
completa del polisacarido en sus componentes individuales. El déficit en la
actividad de la 12S genera la acumulacion progresiva de GAG en la mayoria de los

tejidos y sistemas de 6rganos (36).

Los niveles elevados de HS cerebral se encuentran cominmente en pacientes con
MPS 11 con alteracién significativa del sistema nervioso central mientras que el

tejido conectivo hay una mayor acumulacion de DS (37).
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A nivel del SNC, especificamente en las neuronas, la acumulacion de GAGs intra
y extra lisosomales genera cambios neuropatoldgicos microscopicos como
meganeuritas en la corteza cerebral y el tronco del encéfalo, y distrofia neuroaxonal
en las neuronas GABA (&cido gamma-aminobutirico). Estos eventos resultan en
una cascada de defectos en la neurotransmision, apoptosis y muerte neuronal
provocando el deterioro de la cascada de neurodegeneracion, lo que finalmente da

lugar a los sintomas en el SNC (38,39).

1V.6. Manifestaciones clinicas

Las caracteristicas clinicas de MPS Il son diversas y afectan a multiples tejidos y
sistemas. Tradicionalmente se reconoce una forma grave 0 neuropatica y otra
atenuada o no neuropética, que se distinguen clinicamente por la participacion del
SNC. Sin embargo, ambas impactan significativamente la calidad de vida de los
pacientes por lo que es apropiado describir la MPS Il como un trastorno
heterogéneo con un amplio espectro de caracteristicas clinicas. Aproximadamente
dos tercios de los pacientes con MPS 1l padecen de la forma neuropética y un tercio

padece de la variedad no neuropatica (5).

La forma neuropatica se caracteriza por una grave afectacion del SNC con deterioro
cognitivo, correlacionado con niveles elevados de HS en el liquido cefalorraquideo
(40). Aunque estos pacientes parecen saludables al nacer, los primeros sintomas se
manifiestan entre los 18 meses y los 4 afios de edad con infecciones frecuentes de
las vias respiratorias, otitis media, hernias umbilicales e inguinales, diarrea
persistente y hepatoesplenomegalia (41). También se presenta un retraso general en

el desarrollo (incapacidad para sentarse sin apoyo, dificultad de caminar y hablar).
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La disfuncion cognitiva y la regresion del desarrollo se evidencian ain mas entre
los 6 y 8 afios de edad (42). En estos casos, la muerte ocurre dentro de las primeras
dos décadas de vida, tipicamente entre los 10 y 15 afios de edad. (35). Las causas
de muerte mas comunes son el deterioro respiratorio (40,2%) y los problemas
cardiacos (5,1%), seguido de las infecciones (8,1%), las complicaciones del

tratamiento (1,4%) y los problemas cardiorrespiratorios (1,4%) (41).

La forma no neuropatica tiene un inicio ligeramente tardio de los signos y sintomas
clinicos en comparacion con la forma neuropatica y se diagnostica con mayor
frecuencia entre los 4 y 8 afios de edad (35). No manifiestan (o sélo minimamente)
afectacion del SNC por lo que no presenta una implicacién cognitiva significativa,
aunque otros 6rganos pueden verse afectados en un grado similar al de los pacientes
con la forma neuropatica (43). Si bien la enfermedad aln es cronica, estos pacientes
a menudo pueden sobrevivir hasta la edad adulta, a veces incluso hasta los 50 afios

0 mas (35).

La mayoria de las manifestaciones somaticas son comunes tanto en el fenotipo

neuropatico como en el no neuropatico, y se caracteriza por:

Facies tosca: Los pacientes parecen normales al nacer, posteriormente se
manifiesta un engrosamiento de los rasgos faciales entre los 2 y 4 afios de edad,
presentan narices anchas con fosas nasales ensanchadas, crestas supraorbitarias
prominentes y papada grande. Los labios pueden ser gruesos, lengua agrandada y

protuberante. La cabeza tiene una circunferencia grande durante toda la vida (24).
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Problemas respiratorios: El sistema respiratorio se ve profundamente afectado por
la acumulacion de GAGs en las vias respiratorias inferiores y superiores. La
macroglosia, la compresion de las vias respiratorias por lesiones de GAG vy la
traqueobroncomalacia son parte de una interaccién compleja que conducen al
deterioro de la respiracion (41). La traqueobroncomalacia, una debilidad de la
traquea o paredes bronquiales puede provocar obstruccion o colapso agudo de las
vias respiratorias que conlleva a la muerte; también se evidencia voz ronca,
adenoides y amigdalas con hipertrofia, secreciones nasales esperas, infecciones

recurrentes y apnea del suefio (24).

Enfermedad cardiaca valvular: Los signos y sintomas se manifiestan a los 5 afios
de edad con hipertrofia ventricular derecha e izquierda, insuficiencia cardiaca y
anomalias en las valvulas mitrales. Las alteraciones cardiacas son una de las

principales causas de muerte (42).

Alteraciones esqueléticas: La acumulacion excesiva de GAG en las células
formadoras de tejido conectivo (como células mesenquimales, osteoblastos,
osteoclastos y condrocitos) causa disostosis multiple, la mayoria de los pacientes
presentan enanismo caracterizado por un tronco corto y una malformacion esternal.
Otros sintomas comunes incluyen pectus carinatum, displasia de cadera, genu
valgum, caminar de puntillas, dolor éseo, manos en garra y dedos en gatillo (44).
Las radiografias evidencian el grosor anormal de todos los huesos y epifisis
irregulares, las superficies laterales de los cuerpos vertebrales tienen una apariencia
de muescas irregulares. Los cambios esqueléticos resultan en una pérdida de rango

de movimiento articular y movilidad restringida (42).
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Alteraciones gastrointestinales: La acumulacion progresiva de GAG en las visceras
abdominales provoca hepatoesplenomegalia que eleva la presion intraabdominal.
Esto puede resultar en una hernia inguinal y umbilical. Los pacientes se quejan de

diarrea cronica con heces voluminosas y mucosas (44).

IvV.7. Pruebas diagndsticas

El diagnostico de la MPS 11 no suele ser sencillo ya que requiere el reconocimiento
de signos y sintomas no especificos que se superponen con los de otras
enfermedades y muchos otros trastornos neurometabdlicos (28).

Las guias clinicas de Espafia, México, Chile, Colombia y otros paises europeos
indican que posterior a la sospecha clinica, el siguiente paso para el diagnéstico
inicial de MSPII es el estudio de la eliminacion de GAG en orina (prueba indice),
sin embargo esta no se considera eficaz por lo que se debe realizar el diagndstico
de certeza a través del “estandar de oro” 0 prueba de referencia que consiste en la
determinacion de la disminucion de la actividad enzimatica de 12S en leucocitos, y
complementarlas con las pruebas moleculares en pacientes masculinos con un
fenotipo inusual o en quienes los resultados de las pruebas 12S no es concluyente

(45-50).

Recientemente, en algunos paises se han iniciado estudios en muestras de DBS en
papel filtro para la deteccion de MPS 11 en pruebas de tamizaje neonatal o0 New
Born Screening (NBS) en conjunto con otras enfermedades metabolicas neonatales

lo que resulta ser muy util y prometedor (4,42,45).
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A continuacién, en la Tabla 2, se resumen las pruebas diagnosticas bioquimicas y

moleculares:
Prueba Muestra | Molécula a analizar Método
diagnostica
Cuantificacion  total de
GAGs mediante ensayo
colorimétrico  azul de
dimetileno/creatinina
Orina Glicosaminoglicanos (DMB/Cre)
o (GAGSs) Cuantificacion de
Bioguimico disacaridos derivados de
GAG mediante ensayo de
espectrometria de masas en
tandem.
Sangre Estandar de oro: Método
(leucocitos) fluorométrico.
Enzima 12S
Gotas de Espectrometria de masas en
sangre seca tandem MS/MS vy cribado
(BDS) neonatal
Secuenciacion:
o Gen IDS
o Panel multigénico
. Andlisis de
Molecular | ADN ADN

duplicaciones/deleciones y
recombinaciones:

o MLPA

o PCR-RFLP

Tabla 2. Pruebas diagnosticas de laboratorio bioguimicas y moleculares basadas

en las guias médicas.

Elaborado por los autores.
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1V.8. Utilidad clinica

Bajo la denominacion de pruebas diagndsticas, se pueden distinguir las pruebas
iniciales cuyo resultado puede apoyar fuertemente la deteccion inicial de
enfermedades y por otra parte las pruebas confirmatorias. También se realizan
estudios genéticos moleculares para identificar las mutaciones en el probando (51).
La utilidad o el rendimiento de una prueba diagnéstica se cuantifica mediante
parametros:

Sensibilidad: Probabilidad de padecer la enfermedad con un resultado positivo en
la prueba. Una prueba diagnostica muy sensible significa que tiene un porcentaje
muy bajo de falsos negativos. Por el contrario, una prueba con baja sensibilidad
significa que tiene un porcentaje muy alto de falsos negativos. Asi, cuando una
prueba tiene alta sensibilidad, un resultado negativo, descarta la enfermedad
(52,53).

Especificidad: Probabilidad de no padecer la enfermedad con un resultado negativo
en la prueba. Una prueba diagndstica muy especifica significa que tiene un
porcentaje muy bajo de falsos positivos. Por el contrario, una prueba con baja
especificidad significa que tiene un porcentaje muy alto de falsos positivos. Asi,
cuando una prueba diagnoéstica tiene alta especificidad, un resultado positivo,

confirma la enfermedad (52,53).
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1V.9. Pruebas Bioquimicas

Pruebas bioguimicas en orina

En la clinica, la deteccion de GAG urinarios sirve frecuentemente como un método

de deteccion preliminar para MPS.

Cuantificacion total de glicosaminoglicanos urinarios (UGAGS) mediante

ensayo colorimétrico azul de dimetileno/creatinina (DMB/Cre)

La técnica colorimétrica se basa en la capacidad de la carga negativa de los GAG
para unirse a diferentes colorantes catiénicos de carga positiva como el DBM (44).
Bajo un entorno 4cido, los dos se combinan especificamente en un complejo y se
descomponen en la solucion de disociacién cuya intensidad del color se mide en el
espectrofotometro (520nm) y es proporcional al contenido de uGAGs (54). La
relacion DMB/Cre proporciona una estimacion de la concentracion total de uUGAGs
y depende de la edad, cuanto menor es la edad, mayor es la relacion DMB/Cre

(55,10).

Este método aplicado en pacientes que padecen de enfermedades por acumulacion
de GAGs, presenta una sensibilidad y especificidad del 100% (56). Para el
diagnostico de las mucopolisacaridosis posee una sensibilidad del 100%, pero la
especificidad alcanza el 74,5% (11). Los informes también indican que los
resultados falsos negativos por este método representan casi del 15% para todos los
pacientes con MPS, asi mismo la pureza del tinte también afecta la deteccion de

GAG vy puede contribuir a datos falsos negativos (57).
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Cuantificacion de disacaridos derivados de uGAGs mediante ensayo de

cromatografia liquida de espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS)

La cromatografia liquida/espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) es un
método que emplea hidrolisis quimica y digestion enzimatica, que permite
cuantificar y distinguir en muestras de orina el disacarido de interés, en el caso de
MPS 1I, HS y DS, pudiendo incluso identificar los distintos tipos GAGs y por lo
tanto de otras MPS, por lo que es un método preciso, sensible y confiable

(10,55,57,58).

Un estudio de casos y controles que aplico la técnica de LC-MS/MS comparando
muestras de orina de pacientes con MPS Il con pacientes sanos, y demostré que
este método posee una sensibilidad y especificidad 100%, pues todos los pacientes
con MPS 1l tenian valores elevados de DS y HS (media: 253 y 68.7ug/mg Cre,
respectivamente), mientras que el grupo control obtuvo valores normales tanto de

DSy HS (58).

Una de las limitaciones de esta técnica es el tiempo de procesamiento de cada
muestra y el transporte de las mismas hacia los laboratorios (59). En este ensayo se
debe aplicar la normalizacion de condrointin sulfato urinario (en ug/ml ) para evitar

falsos positivos y falsos negativos en la cuantificacion (60).
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Pruebas bioguimicas en sangre

Medicion de la actividad enzimatica de 12S en sangre: Estandar de Oro —

Meétodo fluorométrico

Este ensayo enzimético de espectrofluorometria, utiliza sustratos especificos para
la enzima IDS y asi generar un producto fluor6foro en un tiempo especifico (punto
final), cuya concentracion absorbera energia en una longitud de onda especifica
para determinar la cantidad de producto producido (61). Consta de dos pasos:
primero, la enzima 12S presente en la muestra elimina el grupo sulfato del sustrato.
Luego, se agrega otra enzima lisosomal purificada (alfa-iduronidasa), que escinde
el 4MU del sustrato, generando 4MU libre, que se mide por fluorometria y es
directamente proporcional a la cantidad de enzima I2S (umol de actividades

enzimaticas/g de proteina/hora) (62).

Para asegurar las calidad del ensayo se debe realizar de la medicion de la actividad
enzimatica normal de al menos otra sulfatasa ya que los bajos niveles de actividad
de 12S también son caracteristicos de la deficiencia multiple de sulfatasas, asi como
incluir siempre los controles positivos y negativos para confirmar la integridad de

la muestra (61).

Tradicionalmente, el "estandar de oro™ para confirmar el diagndstico de MPS Il en
un probando masculino es la demostracion de la deficiencia de la actividad de 12S
en aproximadamente el 5% del valor normal. La muestra estandar para el

diagnéstico definitivo son leucocitos de sangre con EDTA (55).
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Las muestras de leucocitos deben cumplir requisitos de transporte y
almacenamiento, y para evitar su deterioro se recomienda que lleguen al laboratorio
entre 24 y 48 horas después de la extraccion sanguinea. Los fibroblastos no se ven
afectados por la temperatura o el transporte, rara vez se utilizan en la practica clinica
debido a que su obtencion requiere de métodos invasivos y poseen un riesgo de

contaminacion sin crecimiento celular durante su cultivo (61).

En mujeres sospechosas de portar MPS 11 se requiere un analisis molecular pues los
niveles de 12S en mujeres portadoras y no portadoras muestran una superposicion

de actividad enzimatica (35).

Los estudios de casos (MPS I1) y controles (MPS 1) confirman que este método es
capaz discriminar entre pacientes con distintas MPS y se puede aplicar en diferentes

muestras con resultados 100% confiables, tal y como se muestra en la Tabla 3.

Actividad de la 12S 2P

Leucocitos ? Plasma P Fibroblastos @
Rango normal 18-57 167-475 26-108

(n=10) (n=16) (n=28)
Pacientes MPS Il 0-0.7 0-1.1 0-3.5

(n=3) (n=9) (n=17)
Pacientes MPS | 31:53 328:444 47:49

(n=2) (n=2) (n=2)

& Actividad en nmol/4 h por mg

b Actividad en nmol/4 h por ml

Tabla 3. Actividad de 12S en leucocitos, plasma y fibroblastos en pacientes con

MPS I 'y MPS 11 (12).
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Espectrometria de masas en tandem MS/MS en pruebas tamizaje neonatal

Una vez obtenida por puncion una muestra de 3 mm de DBS, se debe registrar en
la tarjeta la fecha de recoleccion para facilitar la interpretacion de los resultados.
Tras recoger la muestra debe secarse a temperatura ambiente durante 4 horas y
luego almacenar a4 ° C, enviar lo antes posible a laboratorio para su analisis, cuanto
mas largo sea el periodo de tiempo entre la recoleccion y el andlisis, mayor seréa el

riesgo de un resultado falso positivo (63).

Para el analisis de las enzimas se afiade una mezcla de sustratos a una Gnica solucion
tampon, que posteriormente se somete a incubacion, seguida de un protocolo de
procesamiento de muestra simple; la mezcla se analiza mediante cromatografia
liquida/espectrometria de masas combinada (LC-MS/MS). Se cuantifican los
productos y los estandares internos, lo que permite la determinacion de la actividad

especifica de cada enzima analizada (uMoles/hora/L) (14).

Un estudio demuestra que este método es capaz de distinguir a los recién nacidos
con MPS de los recién nacidos controles sanos. Pues mediante pruebas de
laboratorio confirmatorias (analisis enzimatico en leucocitos y/o analisis de
mutaciones) de pacientes diagnosticados (MPS I, MPS II, y MPS VII) a edades
tardias, se analizaron los niveles de DS y HS en muestras de DBS recuperadas de
aquellos pacientes recién nacidos (3 a 7 dias después de nacimiento), y se evidencio
que todos los pacientes presentaban niveles elevados de DS y HS, en comparacion
con los recién nacidos control, demostrando una alta especificidad y sensibilidad a
pesar de que las tarjetas se almacenaron durante mas de cuatro afios a temperatura

ambiente antes de realizar los andlisis por MS/MS (63).
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Es muy importante establecer valores de corte para cada enzima, y para todas las
muestras con actividades enzimaticas por debajo del limite para una correcta

interpretacion de los resultado (64).

En un estudio que se llevd a cabo para determinar la actividad enzimatica de 12S en
DBS tomando como referencia el “estandar de oro” en leucocitos y empleando
controles positivos y negativos, determind que realizando un punto de corte (4,42
umol/L de sangre/h) en el ensayo “estandar de oro”, la prueba en DBS es capaz de
tener el 100% sensibilidad y especificidad del 86,5%. Es decir, las muestras de DBS
pueden distinguir los resultados positivos de los negativos con una baja posibilidad

de error (13).

Dentro del Programa Nacional de Deteccion de Mucopolisacaridosis Tipos I, 1l 'y
VI en Recién Nacidos de Taiwan, se analizaron més de 100,000 muestras de DBS.
En el caso de la MPS II, la gran mayoria de los recién nacidos con baja actividad
enzimatica de I12S resultaron ser falsos positivos debido a los valores de corte.
Cuando la actividad enzimética en DBS cae por debajo del valor de corte, la tasa
de resultados positivos de pacientes con MPS Il se elevan, debido principalmente a
variantes comunes de significado incierto en la poblacion taiwanesa y la alta
frecuencia de alelos pseudodeficientes en el gen IDS, para evitar esta situacion es
imprescindible establecer un valor de corte 6ptimo junto con el analisis del genotipo
para la identificacion casos reales de MPS Il y asi descartar los casos falsos

positivos debido a las variantes que causan una baja actividad enzimatica (55).

En Estados Unidos también se realizo el programa deteccién poblacional de MPS

Il y durante su primer afio de experiencia se examinaron 162,000 recién nacidos.
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De ellos, 14 bebés obtuvieron un resultado positivo en DBS y otros 2 un resultado
dudoso; en total 16 bebés (todos varones). En un resultado dudoso, se tomé una
segunda muestra en la cual la actividad de 12S fue normal y por lo que no se
realizaron mas pruebas ni evaluaciones. En el segundo caso dudoso y los 14 bebés,
se enviaron a evaluacion. En 14 de ellos se determind pseudodeficiencia de 12S y
se obtuvo un solo diagndéstico positivo de MPS Il pues en este se detect6 una baja
actividad enzimética de 12S en plasma, ademas UGAGs elevados, y la
secuenciacion del gen IDS reflejé una variante patogénica. La tasa de resultados

positivos o dudosos fue de 0,01% (65).

También en Japdn se realizo un estudio retrospectivo, un total de 197.700 recién
nacidos fueron examinados para la actividad de 12S usando DBS. De ellos, 157
(0,08 %) se les realizé una nueva DBS, y 122 mostraron una disminucion de
actividad de 12S; todos ellos fueron varones. A estos 122 recién nacidos se les
realizaron exdmenes adicionales (bioguimicos y urinarios). Un recién nacido con

una nueva variante fue diagnosticado con MPS |1 (66).

1V.10. Pruebas Moleculares

El analisis molecular permite perfeccionar el diagnostico y facilita el asesoramiento
genético familiar. El analisis genético es la unica forma segura de identificar a las
mujeres portadoras, y en una mujer probando con caracteristicas clinicas sugestivas

permite la identificacion de la variante patogénica heterocigota del IDS (67).

En el caso de la MPS I, los andlisis moleculares permiten: (a) la confirmacién del

diagndstico cuando no es posible un ensayo enzimatico en leucocitos o fibroblastos
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(b) la confirmacién del diagnostico cuando los resultados del anélisis de la actividad
enzimatica no son claros (c) en casos con baja actividad enzimatica y uGAGs
normales, donde se requiere un analisis molecular para discriminar
pseudodeficiencia, estado de portador y estado normal (d) prediccion del fenotipo,
(e) identificacion de la idoneidad del paciente para una terapia especifica para la

mutacion y (f) diagndéstico prenatal (61).

Secuenciacion

Gen IDS

El andlisis de secuencia de un gen detecta pequefias deleciones/inserciones

intragénicas y variantes missense, nonsense Yy sitios de splicing.

Las aplicaciones de NGS incluyen la secuenciacion de un conjunto de regiones
gendmicas especificas amplificadas por PCR (panel de genes NGS o NGS dirigida,

y la secuenciacion de exoma completo (WES) y genoma completo (WGS)

En un estudio se realizo la secuenciacion del exoma del gen IDS en muestras de 30
nifios chinos con MPS 11 con diagndstico clinico y de laboratorio confirmado. Se
encontraron un total de 25 mutaciones. Entre ellas, 12 mutaciones missense (48%),
4 nonsense (16%), 6 cambios de marco de lectura (24%), 2 grandes eliminaciones
(8%) y 1 de empalme (4%). Las variantes se concentraron en el exon 9 (28%) y el

exon 3 (24%) (68).

Un estudio de sistematico ha recopilado hasta la fecha 2,852 individuos, incluidas

24 pacientes femeninas. La mayoria variantes que se encontradas son missense,
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seqguidas de grandes deleciones-inserciones y reordenamientos complejos,
pequefias deleciones/inserciones por desplazamiento del marco de lectura y
nonsense. El 62,9 % de las 779 variantes encontradas son puntuales se clasifican
como "patogenas”, el 35,4 % como "probablemente patogenas™ y las 13 variantes

restantes como de “significado incierto” (28).

Panel multigénico

Se puede considerar un panel multigénico de secuenciacién de préxima generacion
(NGS) que incluya el gen IDS y otros genes de interés para identificar la causa
genética de la mutacion y al mismo tiempo limitar la identificacion de variantes de
significado incierto. Los genes incluidos en el panel y la sensibilidad diagnostica
para cada gen varian segun el laboratorio y es probable que cambien con el tiempo

(55,62).

Analisis de duplicaciones/deleciones y recombinaciones.

Permiten la identificacion de grandes eliminaciones/duplicaciones vy
recombinaciones no detectables de forma rutinaria en el analisis de
secuenciamiento. Los métodos mas empleados para estudiar MPS Il son la

amplificacion de sonda dependiente de ligadura multiple (MLPA) y PCR-RFLP.

MLPA (Amplificacion de sonda dependiente de ligacion multiple) y PCR-

RFLP

MLPA se basa en la amplificacion de multiples sondas marcados con fluorescencia

para detectar una secuencia de ADN especifica. La PCR-RFLP permite identificar
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sitios de rotura donde se originan recombinaciones entre el gen IDS y el pseudogén

IDSP1.

En un estudio realizado en 50 pacientes masculinos italianos con diagnostico
clinico y de laboratorio de MPS I, 8 pacientes obtuvieron resultados negativos en
el secuenciamiento del gen IDS, por lo que, en una investigacion mas profunda, por
el método PCR-RFLP se identificaron reordenamientos de IDS-IDSP1. Se
concluyé que la PCR-RFLP es un método el ideal para detectar posibles

recombinaciones entre genes/pseudogenes (69).

Un estudio en Latinoamérica realizé el genotipados del gen IDS en 18 pacientes
colombianos con MPS Il utilizando las técnicas de MLPA, secuenciacion del gen
IDS y RFLP, a través de las cuales se pudo confirmar el diagndstico molecular en
el 100% de los pacientes. Con MLPA fue posible detectar una ganancia en el exon
4 de IDS y en el pseudogén IDSP1. Con la secuenciacion directa de IDS se confirmé
que esta ganancia consistia en una inserciéon de 1 nucle6tido. También se detectd
una delecion completa del exdén 7. Para los pacientes cuyos resultados de
secuenciacion y MLPA fueron negativos, se utilizd un método rapido de PCR -
RFLP para la deteccion de reordenamientos de IDS/IDSP1. Al emplear estos tres
enfoques moleculares, se identificaron reordenamientos macroscopicos en el 15,4%
de los pacientes, mientras que se identificaron pequefios indeles y mutaciones
puntuales en el 84,6% de los pacientes. Utilizando MLPA, secuenciamiento y
RFLP, se pudo confirmar el diagnostico molecular en el 100% de los pacientes de

este estudio y se logré una sensibilidad del 100% al emplear las tres técnicas (15).
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Se analizaron mediante MLPA y secuenciamiento Sanger a 24 pacientes mexicanos
con diagndstico confirmado de MPS 1l. Por MLPA se identificaron dos casos (8%)
de grandes deleciones del gen IDS y el pseudogén IDSP1. Los 22 casos negativos
para MLPA se analizaron por secuenciamiento Sanger, de ellos en 14 se
identificaron variantes patogenicas, siendo las missense las mas frecuentes (41%),
predominando el fenotipo severo (6 casos) sobre el atenuado (3 casos), seguidas de
las variantes intronicas en 3 pacientes (14%) con fenotipo severo y finalmente los
cambios en el marco de lectura por pequefias deleciones (<20pb) en 2 pacientes
(9%) ambos con fenotipo severo. El exén 3 y 8 fueron los mas afectados (ambos
con 4 de 22 casos), seguidos del exon 9 (2 de 22 casos) y 7 (1 de 22 casos). En 3 de
22 casos se encontraron variantes intronicas: 1 en el intron 2 y 2 en el intron 7. En

8 de 22 pacientes no se encontrd ninguna variante patogénica (70).

Correlacion fenotipo genotipo

Un estudio realizado en pacientes coreanos con MPS Il muestra que los pacientes
con fenotipo neuropatico o grave presentan mutaciones como: deleciones (30,6 %),
missense y recombinacion IDS-IDSP1 (24,5%), de empalme (8,7%), nonsense
(6%), inserciones (4%). En los 25 pacientes con un fenotipo atenuado o no
neuropatico, se encontraron mutaciones missense (38%), empalme (25%), nosense

(20%), inserciones (8%), deleciones (4%) (71).

En pacientes rumanos con MPS 11, se realizo un analisis molecular mediante PCR
y secuenciacion del gen 12S y se identificaron 15 mutaciones diferentes. Los 2
defectos geneticos mayores consistian la eliminacion del segmento exon/intrén 3-7

y eliminacion total del exén 8 (13%), los pacientes tenian un curso grave de la
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enfermedad. Los 13 defectos genéticos menores (87%) eran microdeleciones y
mutaciones puntuales (missense, nonsense) en exones e intrones. Las mutaciones
puntuales en el exon 6 y 9 mostraron un fenotipo atenuado, al igual que la
microdelecion el exdn 1. Las microdeleciones en el exdn 4 determinaron un curso
severo de la enfermedad. Los resultados de este estudio respaldan la evidencia de
la heterogeneidad mutacional del gen IDS, asi como la dificultad de correlacionar

genotipo y fenotipo en los pacientes con MPS 11 (72).

Otro estudio en un grupo de 6 pacientes de Tunez con diagnostico de MPS I,
mediante técnicas de secuenciamiento de PCR-FRLP se identificaron 7 mutaciones:
2 missense, 1 en el sitio de empalme, 1 nonsense, y una delecion grande del exén 1
al 7. También se encontraron 2 variantes probablemente patogénicas. En este
estudio, no hubo relacién entre el genotipo y el fenotipo en estos pacientes con MPS

11 (50).

1V.11. Tratamiento.

Aunque hasta la fecha no existe cura para la MPS I, la terapia de reemplazo
enzimatico (ERT) administrada a largo plazo es el Gnico tratamiento aprobado por
la FDA (Food and Drug Administration) en EEUU desde el afio 2006 y en Europa

desde el 2007 (6).

El inicio temprano de la ERT intravenoso con 12S humano recombinante, antes de
que se produzca un dafo tisular irreversible, proporciona un resultado favorable de
la enfermedad convirtiéndose en el estandar actual de atencion para pacientes con

MPS 1I. Se ha demostrado que la idursulfasa intravenosa (Elaprase; Takeda
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Pharmaceuticals USA, Inc., Lexington, MA, EE. UU.) alivia o estabiliza una
variedad de manifestaciones somaticas de MPS II, sin embargo, no se espera que
tenga efecto sobre el area del SNC debido a que no cruza la barrera

hematoencefalica en cantidades terapéuticas (5,6,42).

Se ha demostrado que después de 1 afio de tratamiento con idursulfasa con
administracion semanal (dosis de 0,5 mg/kg de peso corporal) se puede mejorar el
rango de movimiento articular de 8,1 grados a 19,0 grados, reducir los niveles
urinarios de GAG, el tamafio del higado y el bazo disminuyen en méas del 30%, se
evidencia mejoria en la prueba de marcha de 6 minutos, el indice de masa

ventricular izquierda se reduce en mas de un 12% (73).

Actualmente, se encuentra en investigacion y en fase de ensayos clinicos moléculas
terapéuticas como la Pabinafusp alfa, un farmaco intravenoso eficaz contra los
sintomas somaticos y del SNC, especialmente para los pacientes con MPS Il
neuropética, sin embargo se espera que mas datos a largo plazo proporcionen

evidencia suficiente del uso de este nuevo farmaco (74).

En cuanto a la terapia génica, la enzima terapéutica producida después de la
modificacion genetica por un organo de deposito, puede ser captada por otras
células y drganos obteniéndose un estado saludable con al menos un 5-15% del
nivel normal de enzima. Sin embargo en los Gltimos afios se han intentado varios
enfoques de terapia génica dirigida especificamente al cerebro; con este objetivo,
se encentran en fase de estudio a diferentes vectores y vias de administracion, asi

como procedimientos in vivo y ex vivo (37).
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Con el trasplante de médula dsea y el trasplante de células madre hematopoyeéticas,
los informes de casos y los estudios retrospectivos han encontrado cierta mejoria
en las manifestaciones somaticas, no obstante, se ha informado de morbilidad y
mortalidad significativas, ademas el impacto de la enfermedad de injerto contra
huésped cronica. Hasta la fecha no existe evidencia consistente de un beneficio
clinico general y las guias de expertos sugieren gque estos enfoques generalmente

no son aconsejables en el tratamiento de los pacientes (42).

V.12, Disponibilidad de la pruebas, tratamientos y costos en Ecuador.

Es importante sefialar que las pruebas uGAGs, a pesar de ser relativamente simples,
no estan disponibles en todos los paises de América Latina (75). La dificultad en el
transporte de muestras de orina a través de fronteras internacionales puede ser un
desafio debido a largos procesos burocréaticos que podrian afectar la viabilidad de

las muestras.

En el Ecuador hasta la fecha, a nivel del sistema gubernamental, principalmente el
Ministerio de Salud Publica, no ha emitido guias para el diagnéstico y tratamiento
de las MPS. A pesar de la existencia del Centro Especializado en Genética
(CEGEMED), la cartera de servicios se especializa Unicamente en pruebas
citogenéticas, pero no cuentan con pruebas indice o pruebas diagndsticas para MPS

11 (76).

A nivel privado, los laboratorios especializados de caracter internacional realizan
pruebas de anélisis de uUGAGs y analisis molecular. Para el analisis de uGAGs de

24 horas, la muestra de orina se envia al laboratorio de la Red de Apoyo
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Internacional bajo condiciones adecuadas de estabilidad (muestra congelada a -15°
C, estable 1 semana). El analisis es mediante la técnica de espectrofotometria, el
tiempo de entrega es de 35 a 40 dias habiles y el costo aproximado 200,20 délares

americanos.

En cuanto al andlisis molecular, para el estudio del gen IDS por NGS se envia al
laboratorio la Red de Apoyo Internacional una muestra de sangre venosa
(aproximadamente 7ml) con EDTA (estable a temperatura ambiente o hasta 25°C
por 72 horas, o refrigerada de 2 - 8° C, estable 1 semana). Los resultados se entregan
a partir de 30 a 35 dias habiles y el costo es de 2136,40 ddlares americanos. Si se
requiere una andlisis por MLPA, la muestra se envia en condiciones similares y

costo aproximado es de 1149,40 dolares americanos (77).

Inicialmente en el Hospital Baca Ortiz se habia brindado atencion dirigida al
tratamiento paliativo de los signos y sintomas de MPS I, asi como el manejo
médico multidisciplinario de cada caso en las diferentes especialidades, sin
embargo, no se dispone de la terapia de reemplazo enzimatico. Solo una dosis del
tratamiento de reemplazo enzimatico tiene un costo de alrededor de 1600,00 délares
americanos y en la mayoria de los casos los pacientes requieren de 2 a 3 dosis por
semana. A traves del Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social (IESS) o la
Defensoria del Pueblo, muchos pacientes con MPS han logrado que el estado
ecuatoriano les otorgue legalmente el tratamiento de reemplazo enzimatico con el
fin de mejorar su calidad de vida evitando la invalidez total y muerte prematura

(78).
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V. DISCUSION

Respecto a las pruebas bioquimicas en muestras de orina y la cuantificacion de
GAGs, si bien es cierto que la cuantificacion total uUGAGs mediante ensayo
colorimétrico DMB/Cre puede orientar a la sospecha inicial de cualquier
enfermedad de depdsito lisosomal, no es especifico ni sensible para el diagndstico
de MPS 1I. Ademas, el nivel de uGAGs varia con la edad y puede estar aumentado
en otras patologias como diabetes, leucemia, obesidad, artritis reumatoide, funcién

renal, fenotipo y otros factores lo que limita la especificidad del diagnéstico (11)

Por otro lado, la cuantificacion de disacéaridos (DH y HS) derivados de uGAGs
mediante LC-MS/MS, requiere tiempo, su costo de aplicacion es alto, al igual que
la dificultad técnica, sin embargo se ha demostrado que posee alta sensibilidad y
especificidad (100%) en pacientes con MPS 11(58). Es recomendable aplicar la
normalizacion de condrointin sulfato urinario (en ug/mL) para evitar falsos

positivos y falsos negativos en el ensayo (60).

Para comparar ambos métodos, se realiz6 un estudio en pacientes taiwaneses con
MPS y se demostré que la técnica DMB/Cre obtuvo una baja sensibilidad para
pacientes con MPS 11 con fenotipo grave y leve, con falsos negativos del 65% vy el
14% respectivamente. Por el contrario, la técnica LC-MS/MS demostré poseer alta
sensibilidad pues no se detectaron falsos negativos de DS y HS urinarios en estos

pacientes (10).

En cuanto a las pruebas en sangre, el método fluorométrico para la medicion de la

actividad 12S, considerado el estandar de oro, sin embargo, se debe asegurar la

33



calidad del ensayo con la medicion de al menos otra sulfatasa y el uso de los
controles positivos y negativos para confirmar la integridad de la muestra. La
muestra estandar son los leucocitos de sangre con EDTA y debe ser transportado
bajo requisitos estrictos, aunque otra opcion son los fibroblastos, la dificultad radica
en que su obtencion requiere de métodos invasivos y poseen un riesgo de

contaminacion sin crecimiento celular durante su cultivo (64).

La prueba debe ser aplicada en un probando masculino, no obstante, en el caso de
mujeres sospechosas se requiere un analisis molecular debido a que los niveles de
I2S en mujeres portadoras y no portadoras muestran una superposicién de actividad

enzimatica (35).

Respecto a la espectrometria de masas en tindem MS/MS en pruebas tamizaje
neonatal, es una técnica reciente con la ventaja de utilizar un solo instrumento para
detectar simultaneamente varias deficiencias enzimaticas, incluyendo la I12S para el
diagnéstico de MPS 1I, ademas de otras enfermedades por almacenamiento
lisosomal. Se emplea una pequefia cantidad de sangre que brinda facilidad de

transporte, estabilidad a temperatura ambiente y bajo riesgo biologico (14).

Posee un alto rendimiento, alta especificidad y sensibilidad, medicién rapida,
protocolo experimental simple y la disponibilidad de sustratos comerciales de alta
calidad. Para la correcta interpretacion de los resultados y evitar falsos positivos,
en necesario establecer valores de corte para cada enzima analizada, y para todas
las muestras con actividades enzimaticas por debajo del limite. En casos de
resultados no concluyente, se deberéa reevaluar una nueva muestra de DBS, y si ésta

resulta positiva se procede a realizar una segunda prueba confirmatoria en
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leucocitos y/o detectando mutaciones en el gen IDS para asegurar un diagndstico y

evitar falsos positivos (14,48).

Actualmente, en paises como Estados Unidos y Taiwan, la MPS 1l se ha incluido
en los programas de tamizaje neonatal como un prometedor método de cribado de

alto rendimiento y potencial desarrollo (62,79).

Finalmente, las pruebas moleculares permiten complementar y perfeccionar el
diagndstico. El secuenciamiento del gen IDS permite detectar pequefias mutaciones
como deleciones/inserciones intragénicas y variantes missense, nonsense (28). Los
paneles de secuenciacion multigénico son disefiados en cada laboratorio y la
mayoria de ellos destinados para genes de enfermedades LSD, que incluye MPS II;
ademas tampoco detectan mutaciones mayores (55,62). Respecto a los analisis de
duplicaciones/deleciones y recombinaciones; estos que aplican cuando no se
obtienen resultados positivos por secuenciamiento, pues permiten detectar
mutaciones grandes. La técnica de MLPA es (til para la identificacion de grandes
duplicaciones/deleciones del gen IDS (68). Mediante la PCR-RFLP se pueden

identificar recombinaciones entre IDS/IDSP1 (69).

Segun la literatura a través de estos métodos moleculares se ha logrado identificar
las mutaciones mayores en el 15,4% de los pacientes, mientras las menores en el

84,6 % (15).

Respecto a la relacion fenotipo — genotipo, los estudios revelan la evidencia de la
heterogeneidad mutacional del gen IDS, asi como la dificultad de correlacionar

genotipo y fenotipo en los pacientes con MPS 1.
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En pacientes coreanos con fenotipo neuropatico, las mutaciones en su mayoria son
deleciones, mutaciones missense y recombinaciones, en pacientes con un fenotipo
atenuado también se encontraron mutaciones missense , de empalme, nosense,
inserciones , deleciones (71). En pacientes rumanos con fenotipo severo se
observaron grandes deleciones (todo el exon 8) y micro deleciones (exon 4). Las
mutaciones puntuales en el exon 6 y 9 mostraron un fenotipo atenuado, al igual que
la microdelecidn el exén 1 (72). En pacientes mexicanos las variantes patogénicas
missense predominan el fenotipo severo, seguidas de las variantes intrénicas,

cambios en el marco de lectura por pequefias deleciones (70).
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VI. METODOLOGIA
Para elaborar la presente revision narrativa de la literatura, se utilizaron las
siguientes palabras clave: "mucopolysaccharidoses” y “diagnostics", “urinary”,

“newborn”, “genetic”, “glycosaminoglycans”, “iduronate-2-sulfatase”, las cuales

se asociaron entre si mediante el conector booleano “AND”.

El periodo de busqueda abarco desde el 2017 hasta el 2024, y la sistematizacion de
lainformacidn se realizo en el 2025. La busqueda bibliografica se estructurd a partir
de un arbol de basqueda y se llevd a cabo en las siguientes bases de datos: PubMed,
ScienceDirect y SpringerNature.

Fuentes de informacién secundaria

Buscador Resultado
PubMed 2,403 Total
ScienceDirect 20,724 27,983
SpringerNature 4,856

Tabla 4. Resultado de busqueda de fuentes de informacién secundaria.

Elaborado por los autores.

Criterios de inclusion: publicaciones de los tltimos ocho afios (debido a la rareza
de la enfermedad), articulos en espafiol e inglés, en seres humanos, de acceso libre,
revisiones sistematicas, metaanalisis, estudios observacionales, ensayo controlado,

estudios de cohorte, estudios de validacion, estudios de evaluacion.
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Criterios de Inclusién

Buscador Resultado
PubMed 123 Total
ScienceDirect 214 542
SpringerNature 205

Tabla 5. Resultados de busqueda al aplicar los criterios de inclusion.

Elaborado por los autores

Criterios de exclusion: Estudios que no competen al tema de investigacion del area
de estudio, estudios repetidos, estudios de métodos diagnosticos diferentes a los
sefialados en las guias clinicas para el diagndstico de MPSI|I.

Después de una primera seleccidn, se procedié al analisis del titulo y resumen de
los articulos, y finalmente se realizd una lectura detallada de cada uno para
seleccionar el contenido relevante y para ello elaboramos una tabla de Excel
indicando el buscador, titulo, autor, afio y resumen de los articulos que revisamos
en el presente estudio.

Resultado Final

Buscador Resultados
PubMed 18 Total
ScienceDirect 3 22
SpringerNature 1

Tabla 6. Resultados al aplicar los criterios de exclusion.

Elaborado por los autores.
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VII.  LIMITACIONES
Restriccion temporal de la literatura: Se consideraron Unicamente publicaciones
realizadas en los ultimos ocho afios (2017-2024)- Sin embargo, esta restriccion
pudo haber excluido estudios previos relevantes que siguen teniendo vigencia o que
han contribuido significativamente a los métodos diagnosticos.
Limitacion de fuentes y bases de datos: La busqueda bibliografica se realiz6 en
bases de datos cientificas como PubMed, ScienceDirect, SpringerNature. No se
incluyeron documentos no indexados, literatura gris (tesis, reportes técnicos o actas
de congresos) ni articulos de acceso restringido, lo que puede haber afectado la
exhaustividad de la revision.
Sesgo de idioma: Solo se incluyeron estudios publicados en inglés y espafiol.
Sesgo de seleccion: La eleccion de articulos fue realizada con base en titulos,
resumenes y palabras clave. Esto puede haber llevado a la omisidn de estudios que,
aunque relevantes, no incluian los términos seleccionados o no reflejaban su

enfoque principal en el titulo o resumen.
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VIIl. CONCLUSIONES

Luego de la revision de la literatura se podria concluir que, la cuantificacion de
disacaridos derivados de uGAGs mediante LC-MS/MS, debido a su sensibilidad
(100%) y especificidad (100%) permitiria el diagndstico de MPS I, mientras que
la cuantificacion total de glicosaminoglicanos urinarios (UGAGS) mediante ensayo
DMB/Cre debido a su baja sensibilidad y especificidad, no seria capaz de
diferenciar el tipo de MPS, ni entre las enfermedades de depdsito lisosomal por lo

que su utilidad clinica es baja.

En las pruebas en sangre, la medicion de la actividad enzimatica de la I12S en
leucocitos, denominado el “estandar de oro”, por el método fluorométrico deberia
ser 100% confiable, siempre que se realice el ensayo bajo condiciones adecuadas.
Por otra parte, la MS/MS en pruebas tamizaje neonatal en DBS ha demostrado ser
atil, rentable, sensible y especifico, por lo que se podria aplicar a todos los recién

nacidos en los programas nacionales de cribado neonatal.

Finalmente, la prueba molecular mediante andlisis de secuenciacion del gen IDS
tendria una mayor utilidad clinica por su potencial para detectar pequefias
mutaciones que son las mas frecuentes, y ante un resultado negativo se deberia
realizar un analisis por MLPA o PCR-FRLP para detectar mutaciones mayores. La
heterogeneidad de las mutaciones genéticas de la MPS Il dificulta la correlacion

genotipo- fenotipo.
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IX. RECOMENDACIONES

Recomendamos que se analice la pertinencia de incluir la medicion de la actividad
enzimatica de 12S en DBS, dentro de los programas de tamizaje neonatal de las

instituciones pablicas de salud para el diagnostico temprano de la MPS II.
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