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Resumen

Introduccion: La mucopolisacaridosis tipo IV - A (MPS IV-A, Sindrome de Morquio tipo
A) es un trastorno hereditario autosémico recesivo y una de las enfermedades lisosé-
micas comunes, causada por el déficit en la actividad de la hidrolasa lisosémica, N-ace-
tilglucosamina-6-sulfatasa (GALNS) lo cual conlleva a una acumulacion de
glucosaminoglucanos (GAG) como queratan sulfato (KS) y condroitin-6-sulfato (C6S) en
multiples tejidos. Como en las otras MPS, existen distintos fenotipos, que varian desde
formas graves también denominada MPS IV-A clasica hasta formas leves llamada MPS
IV-A atenuada o no clasica. Material y métodos: Reporte de caso clinico. Los analisis
realizados en aislamientos leucocitarios se realizaron por sedimentacién usando Dex-
tran-Heparina, liberando la enzima por sonicacion y ajustando la concentracién protei-
ca, la valoracion enzimética se realizé mediante un ensayo fluorométrico, el analisis de
secuencia de los genes de interés se realizd6 mediante secuenciacion de nueva genera-
cion (NGS) y el analisis in silico se realiz con herramientas de bioinformaticas para pre-
diccién del efecto biolégico de la variante. Resultados: Paciente masculino de 12 afios
con diagnéstico clinico, paraclinico, enzimético y estudio molecular con dos variantes
heterocigoticas, una con clasificacion de significancia clinica patogénica y la otra con
significancia clinica incierta de MPS IV-A, con posterior reclasificacion de significancia
de acuerdo con las recomendaciones del Colegio Americano de Genética Médica Y
GendmicaY La Asociacion de Patologia Molecular, y su correlacién fenotipo, endotipo y
genotipo. Conclusiones: La MPS IV-A de manera atenuada representa un reto
diagnostico para profesionales de la salud por lo que es de gran importancia identificar
de modo precoz manifestaciones clinicas leves de la enfermedad. A través del uso de
herramientas de bioinformatica se logré establecer la significancia patogénica de la va-
riante sin sentido ¢.1088T>C (p. lle363Thr) y de esta forma se reportarla como variante
nueva asociada a MPS IV-A.

Abstract

Introduction: Mucopolysaccharidosis type IV - A (MPS IV-A, Morquio Syndrome type A)
is an autosomal recessive hereditary disorder and one of the common lysosomal disea-
ses, caused by a deficiency in the activity of lysosomal hydrolase, N-acetylglucosamine-
6-sulfatase (GALNS) which leads to an accumulation of glycosaminoglycans (GAGs)
such as keratan sulfate (KS) and chondroitin-6-sulfate (C6S) in multiple tissues. As in the
other MPS, there are different phenotypes, ranging from severe forms also called classic
MPS IV-A to mild forms called attenuated or non-classic MPS IV-A. Material and met-
hods: Clinical case report. The analyzes carried out on leukocyte isolates were carried
out by sedimentation using Dextran-Heparin, releasing the enzyme by sonication, and
adjusting the protein concentration, the enzymatic assessment was carried out by
means of a fluorometric assay, the sequence analysis of the genes of interest was ca-
rried out by sequencing of new generation (NGS) and in silico analysis was performed
with bioinformatics tools to predict the biological effect of the variant. Results: A 12-
year-old male patient with a clinical, paraclinical, and enzymatic diagnosis and mo-
lecular study with two heterozygous variants, one with a pathogenic clinical significan-
ce classification and the other with uncertain clinical significance of MPS IV-A, with
subsequent reclassification of significance according to the recommendations of the
American College of Medical Genetics and Genomics and the Association for Molecular
Pathology, and their phenotype, endotype, and genotype correlation. Conclusions:
MPS IV-A in an attenuated manner represents a diagnostic challenge for health profes-
sionals, which is why it is of great importance to identify mild clinical manifestations of
the disease early. With bioinformatics tools, it was possible to establish the pathogenic
significance of the nonsense variant ¢.1088T>C (p. lle363Thr) and thus report it as a
new variant associated with MPS IV-A.
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Introduccion

Los errores innatos del metabolismo son enferme-
dades que individualmente se consideran raras o
huérfanas, pero colectivamente son comunes, es-
tos se deben al bloqueo de vias bioquimicas debi-
do a la deficiencia de una enzima, cofactor o
transportador [1,2].

Las enfermedades de depdsito lisosomal pertene-
cen al grupo de los errores innatos del metabolismo
y entre estas encontramos el grupo de las Mucopoli-
sacaridosis de las cuales se han descrito siete tipos,
que como caracteristica habitual tienen la acumula-
cion intracelular de sustancias intermedias del meta-
bolismo de los mucopolisacaridos, también
denominados glucosaminoglucanos, secundario a
un déficit en la actividad enzimatica lisosomal [2,3].
En la MPS IV-A hay compromiso de la hidrolasa li-
sosémica, N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa, lo cual
conlleva a una acumulacién de glucosaminogluca-
nos como queratan sulfato y condroitin-6-sulfato en
multiples tejidos [2].

La MPS IV afecta a hombres y mujeres con igual fre-
cuencia, las estimaciones de prevalencia oscilan en-
tre 1/40.000 y 1/200.000 nacimientos, siendo la MPS
IV-A la mas frecuentes afectando a 95% de las perso-
nas con MPS IV [4]. Autores como Caciotti y cols.
(2015) informaron una incidencia poblacional de
MPS IV-A de aproximadamente 1 de cada 300.000
nacidos vivos en Italia [5].

En Colombia, los registros concernientes a la fre-
cuencia de las MPS IV-A son escasos, un estudio pu-
blicado en el 2012 reporto una frecuencia 0.68 casos
por 100.000 nacidos vivos para la MPS 1V, sin discri-
minar la frecuencia de MPS IV A [6]. Por otra parte,
Moreno y cols. (2018) hicieron una caracterizacion
clinica y molecular de 12 pacientes con diagnéstico
de MPS IV-A, el andlisis molecular se realizé median-
te el analisis de la secuencia del gen GALNS, las con-
secuencias de las mutaciones que afectan a las
estructuras moleculares de las proteinas y sus impli-

Revista Pediatrica de Panama

Pediatric Panama 2023; 52(1):25-30

caciones patoldgicas se determinaron mediante he-
rramientas bioinformaticas. Las muestras se prepara-
ron por dilucién a 100 ng/ul y se enviaron a lllumina
(San Diego, EE. UU.) para analisis de ADN. En este es-
tudio se informé una variante en el exén 5 c425A >
T p.H142L no descrita anteriormente, para la cual el
uso de herramientas de bioinformatica y biologia
computacional logro predecir un efecto deletéreo y
generar evidencia para clasificar la variante como
patogénica para MPS IV-A [7].

En otro estudio observacional descriptivo, Giraldo y
cols, realizaron busquedas en bases de datos propias
de secuenciacién completa de exoma de 320 pa-
cientes del sur occidente colombiano sin diagnosti-
co clinico de MPS. En cuanto a los alelos, el 14% de
ellos fueron identificados en el gen GALNS, caracte-
rizado por ser uno de los mds estudiados a nivel
mundial, y con altas frecuencias mutacionales. En
este estudio la variante c.1431G>A fue la mas fre-
cuente correspondiendo a 60% de los alelos, segui-
da en frecuencia por las variantes p.H36= y la
variante intrénica 634-19G>A con 41% y 34%, res-
pectivamente. Estos alelos no habian sido reporta-
dos en la poblacion afectada por MPS IV-A, por lo
que se consideraron variantes benignas [8,9].

Los pacientes con MPS IV-A generalmente no tienen
hallazgos clinicos caracteristicos al nacer, la afecta-
cién progresiva de huesos y articulaciones conduce
a talla baja y finalmente a dolor incapacitante. La
participaciéon de otros sistemas de érganos puede
provocar morbilidad significativa, que incluye com-
promiso respiratorio, valvulopatia cardiaca, discapa-
cidad auditiva, discapacidad visual por opacidad de
la cérnea, anomalias dentales y hepatomegalia [10].
La compresién de la médula espinal es una compli-
cacién comun que resulta en deterioro neurolégico
y a diferencia de otros tipos de MPS los nifios con
MPS IV A tienen capacidades intelectuales normales
al comienzo de la enfermedad [11].
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En la forma atenuada, algunos signos clinicos estan
relacionados con anomalias esqueléticas menores
por lo que se requiere de un alto indice de sospecha
y exclusién de otras patologias que comparten estas
caracteristicas, a medida que la enfermedad progre-
sa independientemente del fenotipo, comienzan a
aparecer mas signos y sintomas. La expectativa de
vida depende de las complicaciones de la enferme-
dad, presentando un margen que varia aproximada-
mente entre 20 y 70 anos [2,10]. El desarrollo del
conocimiento en las ciencias dmicas y su aplicacion
nos ha permitido realizar mejoras en los diagnésti-
cos moleculares, correlacién fenotipo, endotipo y
genotipo, asi como a la farmacogendmica y la medi-
cina personalizada [6,8].

El objetivo de este caso es sensibilizar al personal de
la salud que esta patologia es de gran importancia,
ya que esto impacta en el diagndstico mas tempra-
no y tratamiento oportuno con el fin de aminorar la
carga de morbimortalidad en estos pacientes.

Caso clinico

Paciente masculino con inicio a los 10 afios de de-
bilidad muscular en miembros inferiores, dificultad
para la marcha, subir y bajar escaleras. Sin antece-
dentes familiares de enfermedades neuromuscula-
res o genéticas, sin consanguinidad entre
progenitores. A los 12 afos la exploracion fisica
muestra un fenotipo de frente amplia, canto amplio,
prognatismo, pliegues epicanticos, peso y talla acor-
des para la edad y género, hiperlaxitud ligamentaria,
genu valgo, cifoescoliosis toracolumbar, marcha
inestable, aumento trigono de sustentacién, ante-
version femoral aumentada bilateral, torsion tibial
interna, debilidad de flexores de cadera y rodilla, pie
plano con retropié en valgo parcialmente estable
(Figura 1). Sin compromiso cardiovascular, viscero-
megalias o alteracidn cognitiva.

La radiografia panoramica de miembros inferiores
evidencia anteversion femoral aumentada bilateral,

torsion tibial interna (Figura 2). Resonancia de co-
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Figura 1: Fotografia del paciente: Se evidencia genu valgo, au-
mento trigono de sustentacién, anteversion femoral aumenta-
da bilateral, torsiéon tibial interna, con retropié en valgo
parcialmente estable.

Figura 2: Radiografia panoramica miembros inferiores: Se evi-
dencia anteversion femoral aumentada bilateral, torsion tibial
interna.

lumna evidencia alteracién en la configuraciéon de
los cuerpos vertebrales desde el nivel visualizado T9
hasta L5 con tendencia a la plastispondilia y acufa-
miento anterior con pico cortical en el nivel L2, por la
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morfologia de los cuerpos vertebrales se recomien-
da estudiar displasias espondiloepifisiarias o enfer-
medad de depdsito lisosomal.

Dada la sospecha clinica e imagenoldgica se solicita
medicion enzimdatica gota de sangre colectada en
papel de filtro GALNS < 0.03 umol/l/hr (valor normal:
> 0.39 pmol/I/hr). Con posterior confirmacion en
muestra leucocitaria: Galactosa-6-sulfato sulfatasa,
los andlisis fueron realizados en aislamientos leuco-
citarios por sedimentacion usando Dextran-Hepari-
na, liberando la enzima por sonicacién y ajustando
la concentracién proteica a 10ug.

La valoraciéon enzimdtica se realiz6 mediante un en-
sayo fluorométrico de punto final usando como sus-
trato 4 Metilumbelliferil-B-Gal 6 Sulfato 10mM.

Cuadro 1: Hallazgos moleculares identificados en el paciente

Pediatric Panama 2023; 52(1):25-30

Resultado: 0.10 nmol/mg prot/h (valores de referen-
Cia: 2.6 — 35.9 nmol/mg prot/h).

Se solicité estudio molecular del gen GALNS me-
diante andlisis de secuencia de los genes de interés
con secuenciacién de nueva generaciéon (NGS). Se
utilizé un kit de enriquecimiento Agilent SureSelect
personalizado para enriquecer los genes de interés
del ADN gendmico, seguido de una secuenciacién
de nueva generacién en un sistema Illlumina con lec-
turas de extremos emparejados de 100 pares de ba-
ses. Se evidencian dos variantes: Una de
significancia patoldgica: c.901G>T (p.Gly301Cys) en
estado heterocigoto; y otra variante de significancia
incierta: c.1088T> C (p. lle363Thr) en estado hetero-
cigoto (Cuadro 1).

GEN EXON ADN CAMBIO CIGOSIDAD ENFERMEDAD HERENCIA OMIM
PROTEINA ASOCIADA
CAMBIO
MPS Autosémico
GALNS 10 ¢.1088T>C p. 1le363Thr heterocigoto 612222
VA Recesivo

GALNS: N-acetilglucosamina-6- enzima sulfato sulfatasa; ADN: Acido desoxirribonucleico; OMIM: Herencia mendeliana en linea

en el hombre; MPS: Mucopolisacaridosis

Cuadro 2: Resultados de prediccion del efecto biolégico de la variante por diferentes programas de bioinformatica.

SIFT: Prediccién de
Anélisis funcional Analizador de
cambios de
Cambio UMD- a través de Polimorfismo Catador de efecto de
aminoacidos que
proteina predictor modelos ocultos fenotipado V2 mutaciones variacion de
afectan la funcion de
de Markov proteinas
las proteinas
p. le363Thr Prejudicial Patogenica Patogénica Probablelm'ente Causa Prejudicial
(Clase 5) Patogénica enfermedad
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Luego de tener todos los estudios se realiza analisis
in silico con herramientas de bioinformaticas para
prediccion del efecto biolégico de la variante
¢.1088T>C: Sorting intolerant from tolerant, Muta-
tion taster, UMD- predictor, funcional analysis th-
rough hidden Markov models, polymorphism
phenotyping V2, y protein variation effect analyzer.
Se realiza ejercicio de reclasificacion de la variante
con cambio en la clasificacion de significancia clini-
ca de variante de significancia incierta a patogéni-
ca (Cuadro 2).

Discusion

Segun el Registro Internacional Morquio A, en el que
se tom6 como referencia 326 pacientes con
diagnéstico clinico y enzimatico de MPS IV A de 42
paises incluido Colombia. El 68% de los pacientes
tenian fenotipo grave, 15% fenotipo intermedio,
10% fenotipo leve, y 7% desconocido [2,6,12].

El promedio de edad de aparicién de los sintomas
fue 2,1 afos y menos del 50% de los pacientes fue-
ron diagnosticados antes de los 5 afos. Los datos de
este registro también mostraron que los signos ini-
ciales mas comunes son estatura baja (86%), defor-
midad 6sea, incluidas las rodillas (81%), columna
vertebral (72%), torax (66%), mufecas (66 %), cade-
ras (65,6 %), piernas (61%) y tobillos (58%), laxitud
articular (64%), dificultad de movimiento articular
(62%) y marcha anormal (59%) [9].

En un estudio descriptivo transversal de caracteriza-
cién de 12 paciente con MPS IV A en el sur occidente
colombiano se evidencié que todos los pacientes
tenian deformidad osteoarticular, talla baja y altera-
ciones de la marcha.

Otros hallazgos encontrados incluyeron alteraciones
cardiovasculares como insuficiencia mitral leve y es-
clerosis mitral y adrtica, cambios pulmonares restric-
tivos moderados a severos, defectos refractivos,
hipoacusia neurosensorial, hipoplasia vertebral,
plastispondilia, cifosis e hiperlaxitud articular, estre-
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chamiento del canal espinal entre C2 y C3, genu val-
gum bilateral y displasia de cadera [7].

El caso presentado muestra caracteristicas atenua-
das de la enfermedad con compromiso osteoar-
ticular como manifestaciéon clinica principal sin
involucrar la talla, sin compromiso de otros érganos
y sistemas que por lo general se asocian a esta pato-
logia.

La variante sin sentido c.1088T>C (p. 1le363Thr) da
como resultado la sustituciéon del aminoacido iso-
leucina de la posicién 363 de la proteina por treoni-
na. Esta variante no ha sido reportada en las
diferentes bases de datos como ClinVar y LOVD co-
mo causante de la enfermedad. Tampoco se ha ob-
servado en la poblacion general en la busqueda en
bases de datos de poblaciones de genomas como
dbVar.

Los analisis in silico predicen un efecto potencial-
mente perjudicial de este cambio en la funcién de la
proteina. La variante sin sentido ¢.1088T>C da como
resultado la sustitucién del codén de isoleucina en la
posiciéon de aminodcido 363 con un codoén de treo-
nina (p. lle363Thr), hasta el momento no habia prue-
bas suficientes para determinar la patogenicidad de
esta variante, por lo tanto, se clasificé6 como una va-
riante de significado incierto. Pero a través del uso
de herramientas de bioinformatica como SIFT: Pre-
diccién de cambios de aminoacidos que afectan la
funcién de las proteinas, UMD- predictor, Andlisis
funcional a través de modelos ocultos de Marko, Po-
limorfismo fenotipado V2, Catador de mutaciones y
Analizador de efecto de variacién de proteinas y me-
diante ejercicio de reclasificacion de variantes se lo-
gra establecer la significancia patogénica de la
variante, de esta forma se reporta como variante
nueva asociada a MPS IV-A.

Conclusion

La MPS IV-A de manera atenuada representa un reto
diagnéstico para profesionales de la salud por lo que
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es de gran importancia identificar de modo precoz
manifestaciones clinicas leves de la enfermedad y
remitir de manera oportuna a medicina especializa-
da para realizar un abordaje completo, hacer un
diagnéstico oportuno y disminuir la carga de morbi-
mortalidad en esta poblacion. A través del uso de
herramientas de bioinformatica se logré establecer
la significancia patogénica de la variante sin sentido
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