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RESUMEN

Introduccion: La mucopolisacridosis tipo | es una enfermedad genética de almacenamiento
lisosomal con un modo de herencia autosémico recesivo. El sindrome de Hurler es la forma més
severa de presentacion. La causa molecular es la deficiencia en la actividad de la enzima oL-
iduronidasa producto de mutaciones en el gen IDUA. La que con mayor frecuencia se ha
identificado en Europa y Ameérica es la ¢.1205G>A; p.W402X. En Cuba, hasta este momento, no
hay disponibles estudios moleculares.

Objetivos: Introducir una técnica de PCR con digestion enzimatica para la deteccion de la
mutacion p.W402X y caracterizar molecularmente a familias con sindrome de Hurler
identificadas entre el 2008 y el 2018.

Metodos: Se empled6 ADN obtenido a partir de sangre seca impregnada en papel de filto. Se
estandarizd un PCR con digestion enzimatica producto de modificaciones realizadas al método
descrito por Scott y otros en 1992. Se estudiaron cinco familias con algin miembro afectado con
fenotipo Hurler.
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Resultados: En todas las familias estudiadas se identificé la mutacion p.W402X; en tanto los
pacientes mostraron una actividad enzimatica de aL-iduronidase leucocitaria muy disminuida.

Conclusiones: Dentro del espectro mutacional del gen IDUA responsable del sindrome de Hurler
en Cuba en el periodo evaluado, la mutacion p.W402X es la mas frecuente. Por lo tanto, la
técnica de biologia molecular introducida debe ser muy efectiva para el diagndstico molecular de
esta entidad en el pais.

Palabras clave: mucopolisacaridosis; sindrome de Hurler; IDUA, alfa L-iduronidasa; p.W402X;
c.1205G>A.

ABSTRACT

Mucopolysaccharide type | is a genetic disease of lysosomal storage with an autosomal recessive
mode of inheritance. Hurler syndrome (MPS IH) is the most severe form of presentation. The
molecular cause is the deficiency in the activity of the enzyme alpha L-iduronidase because of
mutations in the IDUA gene. The main international databases on monogenic diseases describe
more than 160 mutations and about 30 polymorphisms. The one that has been most frequently
identified in Europe and America is ¢.1205G>A; p.W402X. In Cuba, no molecular studies have
been carried out.

Objectives: To introduce a PCR technique with enzymatic digestion for the detection of the
p.W402X mutation and molecularly characterize patients diagnosed with Hurler's syndrome
between 2008 and 2018.

Methods: DNA obtained from dried blood spot was used. PCR was standardized with enzymatic
digestion as a result of modifications made to the method described by Scott and colleagues in
1992. Five families with one member affected with MPS IH were studied.

Results: All patients with MPS IH were found to be homozygous for W402X and with very low
iduronidasa activities in leukocytes.

Conclusions: The W402X mutation must be the most frequent within the mutational spectrum of
the IDUA gene responsible for Hurler's syndrome in Cuba. Therefore, the molecular biology
technique introduced should be very effective for the molecular diagnosis of this entity in the
country.

Keywords: mucopolysaccharidoses, Hurler Syndrome, L-iduronidase, IDUA, p.W402X,
€.1205G>A
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Introduccion

La mucopolisacridosis tipo 1 (MPS 1) es una enfermedad genética de almacenamiento lisosomal
con un modo de herencia autosomico recesivo. La base molecular de este desorden es la
deficiencia en la actividad del biocatalizador oL-iduronidasa (EC 3.2.1.76) por afectacion
estructural del gen IDUA. Esta enzima forma parte de la ruta catabdlica de los
glicosaminoglicanos (GAGs) dermatan sulfato (DS) y heparan sulfato (HS). Esta situacion
metabolica provoca la acumulacion progresiva intralisosomal de estos GAGs en diferentes tejidos
y 0rganos, a lo que se atribuye en gran medida el fenotipo clinico.

Su incidencia global aproximada es de 1:100 000 nacidos vivos. Se han descrito casos en todas
las areas geograficas y en todos los grupos étnicos. Las caracteristicas clinicas comunes incluyen:
tosquedad facial, rinitis cronica, otitis media recurrente, hepatosplenomegalia, opacidad corneal,
hernias inguinales o umbilical, hipertrofia y valvulopatias cardiacas, insuficiencia respiratoria,
rigidez articular, disostosis multiple, talla baja, retraso del desarrollo y deterioro cognitivo
progresivo.

En la MPS | hay una variedad de fenotipos con un rango continuo de gravedad. Los pacientes son
usualmente clasificados en tres subtipos clinicos, segun el grado de discapacidad intelectual, la
severidad del dafo visceral, la edad de apararicion de los primeros sintomas y la expectativa de
vida. Aquellos gue tienen una forma de presentacion mas grave se clasifican como fenotipo o
sindrome de Hurler (MPS IH; OMIM # 607014); en ellos generalmente se evidencia desde
edades tempranas una discapacidad intectual severa, deformidades esqueléticas,
hepatoesplenomegalia y contracturas articulares, y fallecen en la primera década de la vida. La
fascie tosca es una carateristica distintiva de estos pacientes, tanto que habitualmente se emplea el
término de fascie hurleriana para describir esta dismorfia.t-234)

Los primeros casos fueron reportados en 1919 por Gertrud Hurler,® pero no fue hasta 1972 que
se demostraron las bases bioldgicas de la MPS 1.©) En 1992 Scott y otros,” luego de clonar y
purificar el gen IDUA (locus 4p16.3), demostraron que contiene 14 exones y una extension de 19
kb. Por otra parte, su cCADN posee 2,3 kb cDNA, en tanto la proteina que codifica esta integrada
por 653 aminoéacidos.

Las principales bases de datos de mutaciones como ClinVar, HGMD, LOVD, dbSNP (Clinical
Variant, Human Gene Mutation Database, Leiden Open Source Variation Database, The Single
Nucleotide Polymorphism Database) describen mas de 160 mutaciones y alrededor de 30
polimorfismos. Algunas mutaciones muestran gran prevalencia en ciertas regiones geogréaficas.
La que con mayor frecuencia se ha identificado en varios paises de Europa y América es la
mutacion que se denomina ¢.1205G>A; p.Trp402Ter; p.W402X.@210.11)

La confirmacion del sindrome de Hurler, al igual que muchos errores innatos del metabolismo
implica el cumplimiento de un algoritmo diagndstico.Tras la sospecha clinica, es necesaria la
realizacion de pruebas bioguimicas complementarias para apoyar la sospecha diagnostica. La
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primera linea para el cribado incluye el analisis cualitativo y cuantitativo de GAGSs en orina, cuya
utilidad radica en que son pruebas muy rapidas y de facil acceso.® EIl segundo nivel lo ocupa la
evaluacion del fenotipo enzimético. El patron de oro para el diagnéstico es la medicion de la
actividad alL-iduronidasa a pH &cido en los leucocitos o fibroblastos de los pacientes. La actividad
enzimatica puede determinarse mediante métodos fluorimétricos, empleando sustratos
radioactivos, por inmunocaptura y espectrometria de masas.®® Finalmente, el estudio genético
permite localizar las mutaciones de cada uno de los alelos del gen IDUA. Esto permite confirmar
molecularmente el diagnostico, realizar estudios de portadores y un asesoramiento genético mas
efectivo a las familias.@3%

Actualmente, el estudio bioquimico se realiza en el Centro Nacional de Genética Médica
(CNGM). En el periodo comprendido entre 2008 y 2018 se han diagnosticado clinica y
bioguimicamente con sindrome de Hurler, ocho pacientes (dos de ellos, hermanos) procedentes de
siete familias. Previo a esta investigacion, aun no se disponia en el pais de estudios moleculares
para la mucopolisacaridosis | y tampoco se ha caracterizado el espectro mutacional de IDUA en
nuestros pacientes.

Mudltiples han sido los procedimientos de biologia molecular que se han empleado para identificar
esta mutacién en el gen IDUA; el mas empleado combina la reaccion en cadena de la polimerasa
y la digestion con enzimas de restriccion (PCR-RFLP, por sus siglas en inlgés).©21010

Los reportes de alta frecuencia de p.Trp402Ter en poblaciones étnicas similares a la de Cuba y
los datos de las familias cubanas caracterizadas, nos permiten presumir que dicha mutacion
pudiera ser la mas frecuente en nuestro pais.

Teniendo en cuenta todos estos elementos, nos propusimos introducir una técnica de PCR con
digestion enzimatica para la deteccion de la mutacion p.W402X y caracterizar molecularmente a
familias con sindrome de Hurler identificadas entre el 2008 y el 2018.

Métodos

Formaron parte de esta investigacion cinco de las siete familias cubanas con algin miembro
diagnosticado con sindrome de Hurler entre el 2008 y el 2018. Se estudiaron desde el punto de
vista bioquimico y molecular; posteriormente se relaciond el genotipo con los resultados del
ensayo enzimatico. Las dos familias restantes aunque se les realizé estudio biquimico, no se pudo
contar con muestras para estudiar el genotipo. Esta situacion constituye una limitante de este
estudio; no obstante a esta situacion, consideramos que los resultados obtenidos en esta
investigacion son de gran valor cientifico.

La determinacion de la actividad enzimatica de la Al-iduronidasa de todos los pacientes y sus
padres se realizd segun protocolo estandarizado en el laboratorio de genética bioquimica del
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CNGM;® se empléo para ello una técnica fluorimétrica y como muestra biolgica homogenato
de leucocitos séricos.

El genotipo de una familia fue identificado en el Centro de Diagndstico de Enfemedades
Moleculares de la Universidad Autonoma de Espafia (CEDEM). Para ello se utilizé
secuenciacion masiva empleando panel de exoma clinico y secuecion por método de Sanger.

Las cuatro familias restantes fueron estudiadas con un procedimiento de PCR-RFLP
estandarizado en el laboratorio de biologia molecular del CNGM.

Como muestra bioldgica para este estudio molecular se utiliz6 ADN nuclear obtenido a partir de
sangre seca impregnada en papel de filtro. Se empled el extractor automéatico QIAsymphony SP y
el estuche Investigator®, comercializado por QUIAGEN.

El procedimiento de PCR-RFLP estandarizado fue el resultado de algunas modificaciones de los
métodos descritos por Scott y otros®2 en 1992 y Clarke y otros en 1994.23) Las principales
transformaciones estuvieron en funcién de la ADN polimerasa empleada, las caracteristicas de la
mezcla de reaccion, los ciclos del PCR y las condiciones de la digestion enzimética.

En el PCR se emplearon los oligonucledtidos cebadores descritos por Scott y otros“? Estos
fueron sintetizados en el Centro de Ingieneria Genética y Biotenologia y presentaron las
secuencias:

- F5-TGGCGGGGCCTGGGGACTCCTTCACCTA-3'
- R:5-GCGGGTGTCGTCGCTCGCGTAGAT-3'

Se realizé la optimizacion de todos los parametros del PCR-RFLP.

Los reactivos utlizados para reaccion en cadena de la polimerasa fueron procedentes de
QUIAGEN, excepto los desoxinucléotidos trifosfatados (dNTPs) que fueron producidos por
Invitrogen. Paralelamente, se utilizaron reactivos comercializados por BIOLAB para obtener los
fragmentos de restriccion.

Para la estandarizacion de la digestion enzimética se utilizo como controles negativos ADN
procedentes de personas aparentemente sanas sin antecedentes de MPS; como control positivo
ADN del paciente cubano con genotipo homocigo6tico p.W402X, y el de sus padres para el
genotipo heterocigotico.

Este trabajo forma parte de un proyecto de investigacion asociado a un programa nacional del
Minsap luego de ser avalado por el Comité de Etica y Consejo Cientifico del CNGM. Los
participantes manifestaron su voluntariedad mediante la firma del consentimiento informado y
durante el transcurso de la investigacion se respetaron los principios éticos de la Declaracion de
Helsinki.(4
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Resultados

La mezcla de reaccion para el PCR resulté conformada de la siguiente manera:

— 1,0 uL de ADN (100 ng)

— 0,9 pL de cada cebador (9 pmoles/pL)

— 0,6 puL de cada dNTPs (2 mmol/L)

— 0,3 uL de la enzima ADN polimerasa Hot Start (5 Ul)
— 2,5 uL de Buffer Hot Start (10X)

— 0,5 uL de MgCl> (2 mol/L)

— 7,5 uL de solucién Q (5X)

El volumen final de reaccidn fue llevado a 25 pL con agua destilada.

Las condiciones del PCR que quedaron establecidas comienzan con una etapa a 95 °C para la
activacion de la TAQ polimerasa empleada. Seguidamente, se realizaron 35 ciclos de:
desnaturacion inicial a 95 °C por 30 s, alineacion a 68 °C por 30 s y elongacion a 72 °C durante
60 s. Una vez terminado este paso, se hizo una extension final a 72 °C por 300 s en un
termociclador QuantaBiotech Q-CICLER II. Al terminar los ciclos se mantuvieron los productos
de PCRa4 °C.

El rendimiento y especificidad de este procedimiento fue evaluado mediante electroforesis en un
gel de agarosa al 2 % (250 V, por 15 minutos) tefiido con bromuro de etidio. Concluida la corrida
electroforética, el gel fue colocado sobre un transiluminador de luz ultravioleta y fotografiado
para su analisis. El producto de la PCR obtenido bajo estas condiciones es un fragmento de 274
pb del gen del IDUA.

La digestion se realizo con la enzima de restriccion Bfal durante 4 horas a 45 °C. Para ello se
mezclaron 3 pL de la enzima y 3,5 pL de buffer con 10 pL de producto de PCR. Los productos
de la digestion se analizaron mediante corrida electroforética en un gel de agarosa al 1,8 %.
(250V, por 20 minutos). Se empled similar método de tincion y visualizacion. Se coloco siempre
muestras controles negativas (genotipo sin la mutacion) y controles positivas (genotipos
homocigdticos y heterocigoticos), ademas del marcador de peso molecular de Promega.

Los posibles fragmentos de ADN que se obtienen son: para el alelo sin la mutacion p.W402X (26
pb +248pb) y para el alelo mutado (26pb+ 110pb+138 pb).

En la figura 1 se muestra la imagen de un corrida electroforética de productos del PCR-RFLP
para la deteccion de la mutacién p.W402X. Se observan los patrones de bandas obtenidos para
muestras con diferentes genotipos.
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Fig. 1 - Electroforesis en gel de agarosa al 1,8 % para andlisis de digestién del producto de PCR con
enzima Bfal. Carril 1: patron de peso molecular. Carril 2: genotipo homocig6tico (bandas 110bp +
138bp). Carril 3: genotipo sin la mutacion (banda 248pb).

De las 11 muestras de ADN procesadas, 3 pertenecian a pacientes (incluido control positivo) y
seis a sus respectivos padres. Las otras dos muestras de ADN corresponden a los padres de los
dos hermanos diagnosticados en este periodo, pero que fallecieron antes de ser estar disponible el
estudio molecular.

En la tabla 1 se describen los datos de los miembros de las familias estudiadas, asi como los
resultados del estudio enzimatico y molecular.

Tabla - Resultados del fenotipo enzimatico y genotipo de los sujetos de la investigacion

Actividad enzimética
especifica y relativa a Resultado estudio molecular

SIUEHTES ESHIE RIS control sano de al- para la mutacion p.W402X

iduronidasa

ADN 1. Control positivo homocigético. Paciente 1:

Diagnostico de MPS IH a los 7 meses. Procedente de de 0,043 (< 1 %) Homocigotico en CEDEM y

Guantanamo. Miembro de la Familia 1. CNGM

ADN 2. Control positivo heterocig6tico 1: Madre del paciente 5,04 (65 %) Heterocig6tico en CEDEM y
1. Procedente de Guantdnamo. Miembro de la Familia 1. ! 5 CNGM

ADN 3. Control positivo heterocigdtico 2: Padre del paciente 4,26 (56 %) Heterocigotico en CEDEM y
1. Procedente de Guantanamo. Miembro de la Familia 1. ! 0 CNGM

ADN 4. Paciente 2. Diagnostico clinico y bioquimico de MPS N s

IH al afio. Procedente de Matanzas. Miembro de la Familia 2 B (=4, 520) Al EEAENEL
ADN 5. Madre del paciente 2. Procendente de Matanzas. 4,35 (57 %) Heterocigotico en CNGM
Miembro de la Familia 2.

ADN 6. Padre del paciente 2. Procendente de Santiago de a -

Cuba. Miembro de la Familia 2. 4,7 (58 %) Heterocigdtico en CNGM
ADN 7. Paciente 3. Diagndstico clinico y bioquimico de MPS

IH al afio. Procedente de Ciego de Avila. Miembro de la 0,12 (1,7 %) Homocigético en CNGM
Familia 3. )

ADN 8. Madre de p_ag:lente 3. Procedente de Ciego de Avila. 3,36 (45 %) Heterocigotico en CNGM
Miembro de la Familia 3. i

ADN 9. Padre de paciente 3. Procedente de Ciego de Avila. 2,98 (38 %) Heterocigdtico en CNGM

QCD) ev-nc |
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Miembro de la Familia 3.

ADN 10. Madre de dos pacientes fallecidos (pacientes 4 y 5)

diagnosticados con MPS IH. Procendente de Guantanamo. 3,29 (52 %) Heterocigético en CNGM
Miembro de la Familia 4.

ADN 11. Padre de dos pacientes fallecidos (pacientes 4y 5)

diagnosticados con MPS IH. Procendente de Guantanamo. 3,7 (59 %) Heterocigético en CNGM
Miembro de la Familia 4.

Paciente 4. Diagn6stico de MPS IH a los 13 meses. Fallecido a Posible homocigético a partir de

4 i 0,
:gas mli?i ;njses Procendente de Guantanamo. Miembro de la 0,14 (1 %) resultados de los padres
Paciente 5. Diagnostico de MPS IH a los tres meses. Fallecido Posible homociabtico a partir de
a los 5 meses. Procendente de Guantanamo. Miembro de la 0,18 (1,5 %) Itad 3 | g
Familia 4. resultados de los padres
ADN 12. Madre de paciente con diagnéstico de MPS IH a los
meses. Fallecido a los *** meses. Procedente de Ciego de Heterocig6tico en CNGM

Avila. Miembro de la Familia 5.

ADN 13. Padre de paciente con diagnéstico de MPS IH a los 6
meses. Fallecido a los14 meses. Procedente de Ciego de Avila. Heterocig6tico en CNGM
Miembro de la Familia 5.

Paciente con diagnostico de MPS IH a los 6 meses. Fallecido a
los 14 meses. Procedente de Ciego de Avila. Miembro de la
Familia 5.

Posible homocigotico a partir de
resultados de los padres

Discusion
La reaccion en cadena de la polimerasa es una técnica relativamente simple para producir in vitro
grandes cantidades de fragmentos especificos de ADN. Este procedimiento fue originalmente
desarrollado por Saiki y otros en 1985.15 Desde entonces, numerosos han sido los PCR
disefiados con multiples propdsitos, entre los que resalta su empleo en el diagnéstico de
enfermedades genéticas.®
Una mezla de reaccién estandar contiene, ademas del ADN a amplificar, una ADN polimerasa

termoestable, dos moléculas cebadoras de oligonocleoticos, dNTPs, buffer de reaccion e iones
Mg?*. La optimizacion de cualquier procedimiento debe considerar cada una de estos factores.®?

En el PCR desarrollado se emplearon las condiciones descritas por Scott y otros,” solo se
realizaron algunas modificaciones como: incorporacion de solucién Q y el empleo de la ADN
polimerasa Hotstar. La incorporacion de la solucidén Q a la mezcla de reaccion se hizo necesaria,
pues la region a amplificar es rica en residuos G-C, lo que dificulta la desnaturalizacién de la
molécula. Este aditivo facilita la ruptura de los tres puentes de hidrogenos que se establecen entre
esas bases complementarias que estabilizan la doble cadena de ADN en esas regiones. Por otra
parte, el empleo de la polimerasa Hot Start posibilita que la reaccion comience solo cuando la
temperatura de la mezcla es suficientemente alta, ya que la enzima esta inactiva a temperaturas de
menos de 95 °C. Esta situacion garantiza que no se produzcan hibridaciones y amplificaciones
inespecificas, lo que reduce el riesgo de contaminacion cuando la preparacion de la mezcla de
reaccion se realiza a temperatura ambiente.®

La presencia de esta mutacion en el exon 9 del gen IDUA genera un nuevo sitio de restriccion
para la enzima Bfal; De esta manera todos los productos de PCR que presentan una talla
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molecular de 274 pb, poseen un sitio que genera la banda 26 pb y los que posean la mutacion
generaran ademas los fragmentos 110 pb y 148 pb. Por las condiciones de la electroforesis la
banda de 26 pb no se visualiza; pero esto no es importante para la interpretacion de los resultados
con vista al diagnéstico molecular, pues 26 pb debe aparecer en todas las posibles combinaciones
genotipicas.

La mutacion motivo de estudio es el producto de la sustitucion del nucleétido G por A en la
posicion 1205 del gen IDUA. Esto provoca la aparicion de un codon de terminacion temprano en
el ARNm. La proteina Al-iduronidasa que se sintetiza solo posee 402 residuos de aminoacidos, lo
que provoca una gran alteracion estructural y funcional. La condicion de homocigosis para esta
mutacién estd asociada a manifestaciones clinicas extremadamente severas y actividades
enziméticas residuales muy bajas. Paralelamente, los pacientes con genotipos heterocig6ticos
compuestos que poseen un alelo del tipo p.Trp402Ter han mostrado gran variedad de fenotipos
clinicos y de niveles de actividad enzimatica. La condicidn de portador de esta mutacién implica
actividades relativas en el rango entre 40 y 65 %.12 20

Todos los pacientes fueron diagnosticados clinicamente como sindorme de Hurler, para lo que se
tuvo en cuenta la presencia de hallazgos clinicos caracteristicos de esta enfermedad, la edad
temprana de aparicion de los sintomas y la severidad del cuadro clinico.?® Posteriormente, el
estudio enzimatico de cada paciente arrojo una actividad enzimatica relativa muy disminuida
(menor del 2 %). En el analisis enzimatico de los padres los resultados fueron en el rango de 38-
60 % de actividad relativa. Estos resultados son indicativos de la presencia de variantes alélicas
que afectan considerablemente la estructura y funcion de la aL-iduronidasa, como es el caso de la
mutacion motivo de estudio.t%29

Analizando los resultados obtenidos del estudio molecular, podemos afirmar que los pacientes
estudiados por este método resultaron ser homocigoticos para ¢.1205G>A, lo que correponde con
los bajos niveles de actividad enzimatica. La caracterizacion de los exones 9 de sus padres
permitid evidenciar la segregacion mendeliana de ambos alelos, tal como se espera de una
enfermedad con patron de herencia autosémico recesivo.®

Los resultados obtenidos del procesamiento de las muestras de ADN 10-14 (portadores de
p.W402X) nos permiten suponer una condicion de homocigocis para esta mutacion en sus hijos
fallecidos. Si bien es cierto que la imposibilidad de estudiar directamente el genotipo en estos tres
pacientes constituye una limitante de este estudio; consideramos que durante el desarrollo de esta
investigacion se obtuvieron datos que permiten considerar la condicion descrita. Ademas de la
similitud en los resultados de actividad enzimatica, en los hallazgos clinicos y en la historia
natural de estos pacientes con relacion a otros estudiados directamente, el modo de herencia
autosomico recesivo de esta entidad, y la baja tasa de mutaciones de novo reportada para el gen
IDUA, aportan elementos suficientes como para avalar nuestra interpretacion.
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Teniendo en cuenta que todas las muestras de ADN analizadas en esta investigacion poseen la
mutacion p.W402X, nos permitimos asegurar que esta mutacion en la resposable de la aparicion
de la MPS IH en las familias estudiadas.

Entre el 2008 y 2018 se diagnosticaron 8 pacientes con MPS IH, en seis de ellos se plantea una
condicion de homocigocis para p.Trp402Ter; lo que nos permite afirmar que esta mutacion es la
responsable de la enfermedad en el 75 % de los casos diagnosticados con MPS IH en Cuba
durante ese periodo. Lo que no descarta la presencia de esta mutacion en los otros casos
diagnoticados.

Al comparar ese resultado con lo reportado internacionalmente (35-56 % de frecuencia) podemos
plantear que, al igual que en paises de América y Europa, esta mutacion es la de mayor
frecuencia en Cuba. Sin embargo, ninguno de los reportes realizados describen una frecuencia tan
alta de este alelo y de pacientes homocigoticos diagnosticados en un periodo de tiempo
determinado.®2101112.21)

Teniendo en cuenta la limitante de esta investigacion de no poder caracterizar molecularmente a
todos los pacientes cubanos con diagnoéstico clinico y bioquimico de MPS IH; los autores de esta
investigacion consideramos que no tenemos suficientes evidencias como para determinar la
frecuencia alélica de esta mutacion en el pais. De cualquier manera, consideramos por los
resultados de esta investigacion, que p.W402X es una mutacion muy frecuente en el gen IDUA
de pacientes cubanos con Sindrome de Hurler.

Concluyendo, esta investigacion permitid estandarizar una técnica de PCR-RFLP para la
deteccidn de la mutacion p.W402X del gen IDUA en el Centro Nacional de Genética. Ademas,
permite sugerir que p.W402X es la mutacion que con mayor frecuencia esta presente en los
pacientes cubanos con MPS IH. El procedimiento analitico introducido sera muy Util para
determinar datos de epidemiologia genética relacionados con las MPS | en Cuba. Finalmente,
mas alla de ser el primer estudio de caracterizacion molecular de estos pacientes realizado en
Cuba; pensamos que el mayor aporte de este investigacion es el poner a disposicion del Sistema
Nacional de Salud una técnica efectiva para el diagnostico molecular de MPS IH en el pais, tanto
en etapa prenatal como posnatal.
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