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Enfermedad CLN8 congénita de lipofuscinosis neuronal
ceroidea: un nuevo fenotipo

Favio Pesaola, Romina Kohan, Inés A. Cismondi, Norberto Guelbert, Patricia Pons, Ana M. Oller-Ramirez,
Inés Noher de Halac

Introduccién. La enfermedad CLN8 es uno de los 13 tipos genéticos reconocidos de lipofuscinosis neuronal ceroidea, un
grupo de trastornos neurodegenerativos de acumulacién lisosémica, los mas frecuentes en la infancia. La causan muta-
ciones en la proteina transmembrana CLN8 de 286 aminodcidos, cuya funcién se desconoce. Las variantes patoldgicas en
el gen CLNS se asociaron con dos fenotipos diferentes: la variante infantil tardia en individuos de diversos paises alrede-

dor del mundo, y la epilepsia progresiva con retraso mental, que aparece en pacientes finlandeses y turcos.

Caso clinico. Nifia que mostrd retraso psicomotor y demencia desde el nacimiento, convulsiones tonicoclénicas, mioclo-
nia, ataxia con atrofia cerebelosa y muerte temprana a los 12 afios. La microscopia electrénica de la piel mostré una
mezcla de citosomas con patrones de depdsitos osmiofilicos granulares, curvilineos y de ‘huella digital’, y mitocondrias
hipertrofiadas. Se encontraron dos variantes patoldgicas de ADN en el gen CIN8 (ex6n 2 c.1A>G; p.?/ exdn 3 ¢.792C>G;
p.Asn264Llys), lo que confirmd un genotipo heterocigoto compuesto.

Conclusion. Este es el caso indice en América Latina para el nuevo fenotipo congénito de la enfermedad CLNS. La sospecha de
esta patologia deberia sustentarse genéticamente en casos de sindrome neurodegenerativo con retraso psicomotor des-
de el nacimiento, dificultad del habla y convulsiones. El curso clinico incluye ataxia, atrofia cerebelosa y muerte temprana.

Palabras clave. América Latina. Caso indice. Enfermedad CLNS8. Fenotipo congénito. Lipofuscinosis neuronal ceroidea. Mu-

tacién heterocigota compuesta.

Introduccion

La enfermedad CLNS8 es una de las 13 formas gené-
ticas reconocidas de lipofuscinosis neuronal ceroi-
dea, un grupo de trastornos neurodegenerativos he-
reditarios de acumulacién lisosémica. Esta causada
por variantes en el gen CLN8 (MIM *607837) [1], el
cual codifica para la proteina transmembrana CLN8
(CLN8p) de 286 aminoicidos, residente en el re-
ticulo endopldasmico [2]. El papel de CLNS8p atin se
desconoce; sin embargo, se ha asociado con lipidos
[3]. Dos fenotipos estédn relacionados con mutacio-
nes en el gen CLNS: epilepsia progresiva con retra-
so mental (EPRM), también conocida como sindro-
me de epilepsia del norte (OMIM 610003) [4], y una
variante infantil tardia (vIT) (OMIM 600143) [5].
Las principales caracteristicas de ambas variantes
se resumen en la tabla. Ningtan caso de CLN8 se ha
descrito hasta la actualidad en América Latina, ni
tampoco los fenotipos congénitos, infantil o adulto.

El objetivo de este trabajo es resignificar el valor
de un enfoque clinico y gendmico en el esclareci-
miento de un caso de una enfermedad neurodege-
nerativa poco frecuente desde el nacimiento.

Los procedimientos desarrollados estuvieron de
acuerdo con la Declaracién Universal de Derechos
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Humanos y Bioética de la Unesco de 2005, y la abue-
la (tutora) firmé un consentimiento informado apro-
bado por el Comité Interinstitucional de Etica de la
Investigacién en Salud (CIEIS-Cérdoba, Argentina).

Caso clinico

Una de dos mellizas argentinas de padres no con-
sanguineos fallecié a los 12 afios. La madre murié
debido a una cardiopatia y el padre abandond la fa-
milia un tiempo antes de la consulta médica. La ni-
fia mostro retraso psicomotor y demencia desde el
nacimiento, y convulsiones tonicoclénicas desde los
3 afios. Pudo caminar sola a los 2 aiios y nunca de-
sarroll6 completamente el habla. Los exdmenes de re-
sonancia magnética y tomografia axial computariza-
da a los 6 arfios revelaron atrofia cerebelosa (Fig. 1).
A los 7 afios, la nifa mostré ataxia grave, temblores
y caidas constantes, y retraso neuromadurativo im-
portante, aunque se mantenia conectada con sus tu-
tores. Los estudios neurometabdlicos realizados en
CEMECO (ensayos cualitativos de oligosacéridos
urinarios y aminoacidos plasmaticos, y mediciones
cuantitativas de acidos orgénicos urinarios) arroja-
ron resultados en el rango normal, y también los en-
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Tabla. Comparacién de las historias naturales de los fenotipos congénito, vIT y EPRM de CLN8.

Congénito viT EPRM
. . Varios paises Finlandia
Origen Argentina alrededor del mundo y Turquia
Edad de inicio Nacimiento 2-7 afios 5-10 afios

Retraso psicomotor, Convulsiones, mioclo-

Convulsiones

Sintomas iniciales dificultades del  nias o deterioro psico- PN
. tonicoclénicas
habla motor generalizado
Convulsiones refractarias Si Si Si
Mioclonias Si Si No
Sintomas Deterioro motor Si Si Si
Discapacidad intelectual Si Si Si
Fallos en la visién ? Si No
. - Atrofia Atrofia cortical Atrofia cortical
Resonancia magnética
cerebelosa y cerebelosa y cerebelosa
. o Sin linfocitos Neuronas globulares
Microscopia 6ptica - .
vacuolados sin vacuolas
Cuerpos en ‘huella  Cuerpos en ‘huella
Microscopia electronica digital’, cuerpos digital’, cuerpos GROD

de transmisién curvilineos, GROD y

atrofia mitocondrial

curvilineos y
raramente GROD

Edad de fallecimiento

Generalmente, des-
pués de los 50 afios

Generalmente, an-

12 anos tes de los 20 afios

Variantes genéticas
patoldgicas descritas

Mas de 30 mu-
taciones descritas

c1A>G, p.?
€.792C>G, p.Asn264Lys

€.70C>G, p.Arg24Gly
€.677T>C, p.Leu226Pro

EPRM: epilepsia progresiva con retraso mental; GROD: depdsitos osmiofilicos granulares; vIT: variante infantil

tardia.
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sayos enzimdticos para palmitoil proteina tioeste-
rasa 1 (PPT1; EC 3.1.2.22) y tripeptidil peptidasa 1
(TPP1; EC 3.4.14.9). Se observaron a los 9 afios con-
vulsiones cortas intratables, mioclonias, caidas até-
nicas, hiperreflexia osteotendinosa y clonia bilateral
espontdnea inextinguible en los pies y las manos. La
biopsia de piel revel6 gldandulas secretorias ecrinas
con acumulacién de pigmentos tipo lipofuscina-ce-
roidea agrupados en depésitos osmiofilicos granu-
lares, perfiles de ‘huella digital’ y cuerpos curvili-
neos (Fig. 2). Estos hallazgos caracterizan la patolo-
gfa de lipofuscinosis neuronal ceroidea.

Algoritmo diagndstico

Este trabajo es parte del estudio observacional de co-
horte de la distribucion de lipofuscinosis neuronal ce-

roidea en la poblacién argentina. El estudio diagnés-
tico de todos los pacientes incorporados al Progra-
ma de Investigacién Traslacional de Lipofuscinosis
Ceroidea Neuronal en Argentina se realizé siguiendo
el algoritmo previamente publicado [6]. Los méto-
dos de microscopia electrénica de transmisién y en-
sayo enzimdtico se publicaron previamente [6-9].

Andlisis genémicos

Se aislé ADN genémico de la sangre periférica usan-
do Wizard DNA Purification Kit (Promega, Estados
Unidos) siguiendo el protocolo del producto. La re-
gion codificante del gen CLNS8 se amplificé por re-
accion en cadena de la polimerasa (oligos disponi-
bles bajo pedido). Las secuenciaciones se realizaron
en el University of Chicago Comprehensive Cancer
Centre (Chicago, Estados Unidos) y en el Laborato-
rio de Diagnoéstico Neurogenético del Centre for
Human Genetic Research, ambos en un secuencia-
dor Applied Biosystems 3730XL. Todas las secuen-
cias controles del gen CLNS, tanto humano (RefSeq
NM_018941, NP_061764) como de otras especies,
fueron obtenidas de la base de datos Ensembl v. 90.
Las variantes de ADN fueron excluidas de 100 indi-
viduos sanos de la poblacién local (muestras provis-
tas amablemente por el banco de sangre de la Uni-
versidad Nacional de Cérdoba) usando el programa
MEGA v. 5.05 [10] para los alineamientos. Las va-
riantes proteinicas no sindnimas fueron validadas
como de significacién patolégica por evaluacion con
los programas SIFT [11], PolyPhen [12] y Mutation
Taster. Las variantes no codificantes fueron analiza-
das usando el programa RESCUE-ESE [13,14].

Las secuenciaciones mostraron los cambios
c.1A>Gen el exén 2y ¢.792C>G en el exdn 3, am-
bos en estado heterocigoto. Ademads, se observaron
otras dos variantes en el exén 1: ¢.-257G>C y c.-280
_-279ins@. El cambio ¢.1A>@G se encontré también
en estado heterocigoto en la hermana melliza y la
abuela materna, lo que establecié que este cambio
proviene de la linea materna. El origen del cambio
¢.792C>G no pudo establecerse debido a la falta de
muestras de la familia paterna.

Ninguna de las variantes c.1A>G o ¢.792C>G se
encontré en los 100 controles de la poblacién local.
La primera metionina de CLN8p esta altamente con-
servada en todas las especies comparadas, a dife-
rencia de la asparagina en la posicién 264. El pro-
grama SIFT predijo ambas mutaciones como ‘per-
judiciales, PolyPhen las predijo como ‘probable-
mente perjudiciales; y el programa Mutation Tester
predijo ambas variantes como ‘patoldgicas’ La va-
riante c.-280_-279insG en el exdén 1 podria alterar el
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Figura 1. Imdgenes de resonancia magnética de la paciente a los 6 afios.
Se observa una formacién quistica en la fosa posterior que, segtn se
revela en el plano sagital, parece conectarse con el cuarto ventriculo y
se asocia con la dilatacion del sistema ventricular supratentorial, que
podria relacionarse con una variante del sindrome de Dandy-Walker.

exonic splicing enhancer predicho 5-GCAGAA-3
entre las bases -280 y -275. De acuerdo con las reco-
mendaciones de la Human Genome Variation So-
ciety, las mutaciones c.1A>G, p.? y ¢.792C>G, p.Asn-
264Lys deberian considerarse con significacién pa-
toldgica. Por otro lado, no fue posible confirmar la
patogenicidad de las variantes c.-280_-279insG y
c.-257G>C.

La variante c.1A>G elimina el cod6n de la pri-
mera metionina; por lo tanto, mueve el origen de
traduccién ‘aguas abajo, causando un corrimiento
del marco de lectura y un nuevo coddn de parada,
lo que genera un péptido de 22 aminoacidos. Un
analisis de BLAST posterior no revelé una secuen-
cia homdloga confiable para este polipéptido (datos
no publicados). De acuerdo con la nomenclatura de
mutaciones de la Human Genome Variation Socie-
ty, esta mutacién deberia codificarse como c.1A>G,
p-?. Son necesarios andlisis posteriores para confir-
mar la expresion de este péptido aparentemente no
funcional. Ambas variantes patégenas se incorpo-
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Figura 2. Imdgenes de microscopia electrénica de transmision en una biopsia de piel. a, b) Diferentes perfi-
les de acumulacién asociados con granulos de lipidos; frecuentemente se observan mitocondrias hiper-
trofiadas en microscopia electrénica de transmision de pacientes CLNS; c, d) Perfiles mixtos asociados con
granulos de lipidos; e, f) Perfiles mixtos asociados con mitocondrias vacuoladas hipertrofiadas; g) Gran
nuimero de mitocondrias hipertréficas; h) Citosoma con una acumulacién compuesta de GROD. CB: cuer-
pos curvilineos; FP: cuerpos en ‘huella digital’; G: aparato de Golgi; GROD: depdsitos osmiofilicos granu-
lares; L: granulo de lipidos; M: mitocondria; N: ndcleo; PM: membrana plasmatica.

GROD

GROD

raron a NCL-Resource, la principal base de datos de
mutaciones relacionadas con lipofuscinosis neuro-
nal ceroidea, y a ClinVar (n.° deacceso SCV000676930
y SCV000660961).
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Figura 3. Esquema del gen CLN8 y la proteina que indica la posicién de ambas variantes patégenas en-
contradas en la paciente de este estudio.
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Discusion

La nifla mostré un fenotipo congénito con dos va-
riantes génicas en heterocigosis con significacién
patolégica (exén 2 c.1A>G, p.? [rs143730802], y
exdn 3 ¢.792C>G, p.Asn264Lys [rs587779411]) (Fig.
3), y otras dos sin significacién patolégica (exén 1
¢.-257G>C [rs71499040] y ex6n 1 c¢.-280_-279insG
[rs71209699]).

La historia natural de la enfermedad se resume
en la tabla en comparacién con los fenotipos vIT y
EPRM. El curso clinico se relaciona mas con la for-
ma vIT que con la EPRM, principalmente debido a
su rdpida evolucion y a los movimientos miocléni-
cos. Los aspectos visuales no se examinaron. El ini-
cio de los sintomas en el nacimiento es signo de un
fenotipo congénito, el cual debe afiadirse a los feno-
tipos aceptados para la enfermedad CLNS8: vIT y
EPRM [15]. Una relacién genotipo/fenotipo congé-
nito podria explicarse por la falta de expresién y
disfuncién de la proteina CLN8p. Hasta la actua-
lidad, la enfermedad CLN10 (OMIM 610127) es la
Unica forma de lipofuscinosis neuronal ceroidea
congénita [16]. La variante c.1A>G se cit6 previa-
mente en un caso de CLN3 (enfermedad de Batten,
OMIM 204200), sin una descripcién del curso clini-
co del paciente [17].

Ambas variantes con significacién patologica re-
sultan nuevas para la enfermedad CLN8. La varian-
te c.1A>G, p.? en el ex6n 2 se describié previamente
en estado heterocigoto en el gen CLNS8 de cuatro
individuos como parte de una cohorte analizada en
proyectos de secuenciacién masiva: 1000 Genomes,
UK 10Ky NHLBI GO Exome Sequencing Project. Sin

embargo, esta variante no se ha descrito como aso-
ciada a la enfermedad CLNS.

Segun nuestro conocimiento, esta nifia es el pri-
mer caso en América Latina de la enfermedad CLN8.
Se informé de dos hermanos con el fenotipo CLN8
vIT de Canadd. Otro caso de heterocigosis com-
puesta en el gen CLNS (exon 2 ¢.1A>G, p.?/ exon 2
c.80T>C, p.Leu27Pro) se diagnosticé en Estados
Unidos. Dos individuos sintomaticos de México y
Argentina mostraron una variante heterocigota en
CLNS, c.685C>G, p.Pro229Ala, y se les describié
preliminarmente como sospechosos de la enferme-
dad CLN8 [18]. Posteriores andlisis revelaron que
esta variante de ADN es un polimorfismo local fre-
cuente [19].

Individuos con el fenotipo CLNS8 vIT [5,20,21]
mostraron retraso en el desarrollo psicomotor a
temprana edad (p. €j., comenzar a caminar después
de los 15 meses o a hablar a los 3 afios) y una pro-
gresiva pérdida de capacidades mentales y motoras
mds tarde, aproximadamente después de los 3,5 afios.
Todos fueron diagnosticados con el fenotipo CLN8
vIT, y tomaron como sintoma de inicio el que llevé
a la consulta médica: marcha inestable, convulsio-
nes, mioclonia o discapacidad intelectual. Previa-
mente se discutié una correlacién genotipo/fenoti-
po en CLNS8 [5]. En concordancia con nuestros ha-
llazgos, los pacientes que poseen sintomas neuro-
logicos congénitos deberian ser agrupados en un
fenotipo diferente: la forma congénita de la enfer-
medad CLNS.

En conclusidn, hemos identificado el caso indice de
CLNS8 congénito en América Latina causado por va-
riantes genéticas en heterocigosis: una variante ge-
nética patoldgica (ex6n 2 c.1A>@G, p.?) y una varian-
te missense (ex6n 3 c.792C>Q, p.Asn264Lys). Este
caso expande la frontera de distribucién de la enfer-
medad CLN8 a Argentina y amplia la informacién
acerca de su espectro clinico, sumando un fenotipo
congénito que debe sospecharse en recién nacidos
con retraso psicomotor desde el nacimiento, difi-
cultades del habla, sindrome convulsivo con poste-
rior trastorno mioclénico del movimiento y ataxia.

La metodologia de la reaccién en cadena de la
polimerasa y la secuenciacion de Sanger ‘de gen en
gen’ y ‘de ex6n en exén’ usada en este caso implicd
mucho tiempo, con una deficiente relacién coste-
efectividad. Este estudio sugiere que el uso sistema-
tico de herramientas analiticas de la tecnologia de
secuenciaciéon de nueva generacién podria acelerar
el reconocimiento de casos desafiantes de trastor-
nos neurodegenerativos poco frecuentes en recién
nacidos. El esclarecimiento de estos casos por andli-
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Congenital CLN8 disease of neuronal ceroid lipofuscinosis: a novel phenotype

Introduction. CLN8 disease is one of the thirteen recognized genetic types of neuronal ceroid lipofuscinosis, a group of
neurodegenerative lysosomal storage disorders, most frequent in childhood. A putative 286 amino acids transmembrane
CLN8 protein with unknown function is affected. Pathological variants in the CLN8 gene were associated with two different
phenotypes: variant late-infantile in individuals from many countries worldwide, and epilepsy progressive with mental
retardation, appearing in Finnish and Turkish subjects.

Case report. The girl showed psychomotor delay and dementia since birth, tonic-clonic seizures, myoclonus, ataxia with
cerebellar atrophy, and early death at 12 years old. Electron microscopy of the skin showed mixed GROD, curvilinear,
fingerprint cytosomes and mitochondrial hypertrophy. Two pathological DNA variants in the CLNS gene (exon 2 c.1A>G; p.?/
exon 3 ¢.792C>G; p.Asn264Llys) were found confirming a compound heterozygous genotype.

Conclusion. This case is the Latin American index for a new congenital phenotype of the CLN8 disease. The congenital
phenotype has to be added to the clinical spectrum of the CLN8 disease. The suspicion of CLN8 disease should be genetically
sustained in challenging cases of a neurodegenerative syndrome with psychomotor delay since birth, speech difficulty and
seizures. The course includes ataxia, cerebellar atrophy, and early death.
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