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3. RESUMEN

Introduccidon. La Mucopolisacaridosis tipo | (MPSI) es una enfermedad genética con
herencia autosdmica recesiva causada por defectos del gen IDUA, que codifica la enzima
alfa-l-iduronidasa involucrada en la degradacién de dermatan y heparan sulfato a nivel
lisosomal. La incidencia es de 1 por cada 100,000 nacidos vivos. Los afectados nacen con
manifestaciones inespecificas como hernia umbilical o inguinal e infecciones recurrentes
de vias respiratorias; en el primer afo la facies se vuelve tosca, aparece cifosis lumbar
entre los 2 a 3 afios, posteriormente displasia esquelética y discapacidad intelectual
progresivos, opacidad corneal, hepato-esplenomegalia, cardiomiopatia, hipoacusia, rinitis
cronica e hidrocefalia; la muerte ocurre en los primeros 10 afos de vida por falla
cardiorrespiratoria. Las formas leves de la enfermedad pueden tener una sobrevida entre
los 20 y 30 anos o incluso puede ser normal.

Objetivo general. Confirmar el diagndstico de MPSI en una familia y explicar los
mecanismos bioquimicos y moleculares que causan la enfermedad.

Material y Métodos. Mediante andlisis clinico, radiolégico, bioquimico y genético, se
estudié a una familia conformada por 4 miembros, dos hijos del sexo masculino, uno de

ellos con datos clinicos compatibles con MPSI y ambos padres,

Resultados. Los resultados mas relevantes fueron: la actividad de la enzima a-l-
iduronidasa en el paciente bajo sospecha de MPSI fue baja, de 0,1 umol/I/h (referencia
normal: > 2,5 umol/l/h), en el hermano la actividad enzimatica fue normal de 5,6
umol/I/h. En los padres no se les realizé la determinacion de la actividad enzimatica. El
analisis molecular del gen IDUA en el paciente, mostré una mutacidn heterocigota
(c.46_57del) en un alelo y dos variantes (c.299G>A p.R100K) y (c.299+1G>T) en el otro
alelo, este genotipo es compatible con un fenotipo grave de la enfermedad; en el
hermano se encontraron las variantes (c.299G>A p.R100K) y (c.299+1G>T) en uno de sus
alelos, y se encuentra en estado portador asintomdtico; en el padre una mutacién
heterocigota (c.45_57del) en uno de sus alelos, también portador asintomatico, en la

madre no se reportaron variantes patogénicas .
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Conclusiones. — La MPSI en una enfermedad por almacenamiento lisosomal, comparte
muchas caracteristicas clinicas con otras mucopolisacaridosis, e incluso con otras
enfermedades lisosomales que dificultan su diagndstico. El andlisis molecular es
imprescindible para un adecuado asesoramiento genético. El presente trabajo permitié
identificar dos mutaciones no descritas previamente en la literatura, ademas los
resultados normales en los alelos maternos permiten concluir que presenta mosaicismo

germinal fendmeno no descrito en los casos de mucopolisacaridosis tipo I.

Palabras clave: Mucopolisacaridosis tipo |, gen IDUA, enzima a-L-iduronidasa, mosaicismo

germinal.
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4. ABSTRACT

Introduction. Mucopolysaccharidosis Type | (MPSI) is a genetic disease with autosomal
recessive inheritance caused by defects of the gene IDUA, that encodes the enzyme alpha-
I-iduronidase involved in the degradation of dermatan and heparan sulfate at lysosomal
level. The incidence of MPSI is 1 per 100,000 live births. Those affected are born with
nonspecific manifestations such as umbilical or inguinal hernias, and they recurrently
suffer from respiratory tract infections; In the first year the facies becomes crude, lumbar
kyphosis appears between 2 to 3 vyears, later, skeletal dysplasia and progressive
intellectual disability, corneal opacity, hepato-splenomegaly, cardiomyopathy, hearing
loss, chronic rhinitis and hydrocephalus happens; death occurs in the first 10 years of life
by cardiorespiratory failure. Mild forms of the disease may survive 20 to 30 years old or
may even be normal.

General Objective. Confirm the diagnosis of MPS | in a family and explain the biochemical
and molecular mechanisms that cause the disease.

Material and Methods. Through clinical, biochemical and molecular analyses, a family of
four members, two children of the male sex, one of them with clinical data compatible
with MPS1 and both parents, were studied.

Results. The activity of the enzyme a-l-iduronidase in the patient suspecting of MPSI was
atypical, of 0.1 umol/L/h (normal reference: > 2.5 umol/L/h), in the brother enzymatic
activity was normal of 5.6 umol/L/h. The determination of the enzymatic activity was not
performed in the parents. The molecular analysis of the gene IDUA in the patient, it
showed a heterozygous mutation (c .46 _ 57del) in one allele and two variants (c. 299G >
A p. R100K) and (c. 299 + 1G > T) in the other allele; this genotype is compatible with a
serious phenotype of the disease. In the brother the variants (c. 299G > P. R100K) and (c.
299 + 1G > T) were found in one of the alleles, then the brother is an asymptomatic
carrier; in the father, a heterozygous mutation (C .45 _ 57del) in one of it alleles was
found, then he was an asymptomatic carrier also. Pathogenic variants were not reported

in the mother.
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Conclusions. — MPSI is a lysosomal storage disease, shares many clinical features with
other mucopolysaccharidosis, and even with other lysosomal diseases that hinder their
diagnosis, molecular analysis is essential for a suitable Genetic counseling. The present
work allowed to identify two mutations not previously described in the literature, in
addition the normal results in the maternal alleles allow to conclude that it presents

germinal mosaicism phenomenon not described in the cases of mucopolysaccharidosis

type I.

Key Words: Mucopolysaccharidosis type |, Gene IDUA, enzyme a-L-iduronidase, Germinal

mosaicism.
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5. ANTECEDENTES GENERALES

Las enfermedades por almacenamiento lisosomal (EAL), son un grupo heterogéneo de
51 trastornos genéticos también conocidos como errores innatos del metabolismo, que
resultan de un metabolismo lisosomal defectuoso y subsecuente acumulo de sustratos no

degradados (1-4).

La incidencia de las EAL es muy poco conocida, individualmente la incidencia es baja,
sin embargo algunos estudios en diferentes poblaciones describen una incidencia
colectiva de 7.5 a 23.5 por cada 100,000 habitantes; en general actualmente se considera

que la incidencia es 1 por cada 8,000 nacidos vivos (2,4).

La principal caracteristica de las EAL es la acumulacidn de diferentes moléculas dentro
de los lisosomas alterando su homeostasis y aunque las proteinas lisosomales estan
ubicuamente distribuidas, la acumulacién de sustratos ocurre en aquellas células, tejidos y
o6rganos donde se mueve mayor cantidad de este tipo de compuestos organicos
complejos. El cuadro clinico es generalmente multisistémico y progresivo, el indice de
progresion y la edad de inicio es variable y depende de la actividad enzimatica residual.
Quienes las padecen, mayormente tienen afectacién a nivel ocular, hematoldgico,
esquelético, cardiovascular y neurolégico y existe sobreposicion en la sintomatologia de

los diferentes trastornos (1,2,5,6).

La clasificacion mas utilizada de las EAL, es aquella que toma en cuenta el tipo de

substrato acumulado (1), asi las EAL se clasifican en:

e Esfingolipidosis; por acumulo de esfingolipidos.
e Mucopolisacaridosis; por acumulo de mucopolisacaridos o glucosaminoglicanos.
e Mucolipidosis; por acumulo de glucolipidos, glucosaminoglicanos y oligosacaridos.

e Glucoproteinosis; por acumulo de glucoproteinas.

La mayoria de las EAL, son causadas por mutaciones en los genes que codifican a las

enzimas hidrolasas lisosomales, sin embargo existen otros mecanismos como alteraciones
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en el exporte de catabolitos, alteraciones en el trafico de las membranas o en los canales

idnicos que también pueden ocasionar almacenamiento lisosomal de estos productos (7),
por lo tanto, es necesario revisar la fisiologia de los lisosomas para una mejor

comprensién de estos trastornos.

1. LOS LISOSOMAS

Los lisosomas son organelos celulares rodeados por una membrana, descritos
inicialmente en 1955 por Christian de Duve, considerados como los centros de reciclaje de
sustratos complejos, caracterizados por tener un pH acido y contener alrededor de 60
hidrolasas lisosomales, principalmente protesasas, lipasas y glicosilasas, responsables de
la degradacion de proteinas, polisacaridos y lipidos complejos en aminoacidos,
polisacaridos y acidos grasos libres. Los productos de degradacién son transportados fuera
de los lisosomas via exportadores especificos, incrustados en la membrana lisosomal o por
via vesicular, para mantener la homeostasis o para su reutilizacidn en las vias biosintéticas

(1,7).

2. SINTESIS DE ENZIMAS LISOSMALES

La sintesis de las hidrolasas lisosomales conllevan varios pasos; todas son
glucoproteinas sintetizadas en el reticulo endopldsmico rugoso, gracias a la sefial en el
extremo amino-terminal son traslocadas al reticulo endoplasmico liso, donde sufren
glicosilacion en el extremo N-terminal y pierden la secuencia sefal, posteriormente se
mueven al compartimento de Golgi donde adquieren un ligando manosa-6-fosfato, para
este ultimo proceso, se requieren de dos enzimas una fosfotransferasa (N-
acetilglucosamina-1-fosfotranserasa) y una diesterasa, esta marca asegura que la
hidrolasa llegue al compartimento lisosomal, una vez ahi, se une al receptor manosa-6-
fosfato, que internaliza a la enzima, y el ph bajo hace que se disocie esta marca y del
receptor, por lo que la parte final es la maduracién de la enzima a través de diferentes

mecanismos; protedlisis, plegamiento y agregacion (figura 1-A) (6).
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3. TRANSPORTE DE MACROMOLECULAS HACIA LOS LISOSOMAS

Los sustratos que son transportados hacia el interior de los lisosomas pueden ser
de origen extracelular o intracelular y pueden llegar por diferentes rutas, por la via de la
endocitosis y/o fagocitosis para los sustratos extracelulares o por la via de la autofagia
para sustratos intracelulares. Inicialmente son llevados a los endosomas tempranos, y
posteriormente a los endosomas tardios para finalmente llegar a los lisosomas donde son
digeridos y posteriormente eliminados de la células a través de exocitosis o dependiendo
de las moléculas que se traten muchas de ellas pueden ser recicladas dentro de la misma

célula (figura 1-B) (6,7).

A) B)

Precursor enzymes and receptors
separated and enzymes delivered Phagocytosis

I for final activation. Bacterium/particl
to lysosomes for fin: vation _— Jacterium/particle Natsriaitrom
= outside the cell
~ Residual -
body

Receptors return to Golgi
(i @ @@ )
lysosomes. A 5 .. o A Endocylmil/
/ e%&F\0
A/uO o

Inactive enzymes acquire
_— address for lysosomes
and bind to receptors

Vesicles containing

enzymes bud off from

ER and travel to Golgi

apparatus Material from <1
inside the cell

o Primary Endosome
lysosomes

" Inactive enzymes in
the lumen of the ER

~ Ribosomes on the RER Lysosomal
synthesise inactive precursor enzymes
enzymes.

Figura 1.- A sintesis de enzimas lisosomales, B fagocitosis, digestidon y eliminacion de moléculas por los

lisosomas (6)

Estudios recientes han permitido reconocer que los lisosomas no solo son
organelos de reciclaje de la célula, actualmente se sabe que también juegan un papel
importante en otras funciones celulares importantes incluyendo deteccién de nutrientes,

vias de sefializacién, trafico de vesiculas y crecimiento celular (2).

Como ya se comentd con anterioridad, para el buen funcionamiento lisosomal se
requiere de una accién orquestada de hidrolasas lisosomales, una maquinaria de
acidificacion controlada por los canales idnicos, proteinas de membrana y exportadores
de catabolitos. Cuando se altera alguno de estos mecanismos debido a mutaciones en

genes que codifican para cada uno de estos elementos indispensables para la homeostasis
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lisosomal, sobreviene la acumulacion de sustratos que condicionan las enfermedades por

atesoramiento lisosomal. De acuerdo con la deficiencia enzimdtica y al sustrato
acumulado las enfermedades se clasifican en varios tipos como se ha mencionado antes,

esfingolipidosis, mucopolisacaridosis, mucolipidosis y glucoproteinosis (2,3).

4. MUCOPOLISACARIDOSIS

Las mucopolisacaridosis, son las EAL mas frecuentes, su incidencia al nacimiento
varia segln el pais, region o grupo étnico y se calcula en 1.04 a 4.8 por 100,000
nacimientos (8). Son enfermedades causadas por almacenamiento de mucopolisacaridos o
glucosaminoglicanos (GAGs), estas macromoléculas estdn constituidas por cadenas largas
de dimeros formados por un aminoazulcar y un acido urdnico los cuales se encuentran

sulfatados y se unen a proteinas formando proteoglicanos.

Los GAGs forman parte de la matriz extracelular de todos los tejidos cumpliendo
multiples funciones en cada uno de ellos, como la retencién de grandes cantidades de
agua y sodio formando geles para mantener la hidratacion de la matriz extracelular. En el
cartilago esto permite el soporte de fuerzas de compresién, también puede unirse a
citocinas como IL-2, IL-7, IL-8, TNF-a, quimiocinas como MIP-1B, SDF-1, factores de
crecimiento como FGFs, receptores de FGF, HGF, VEGF, TGF-B etc. También se ha descrito
gue forman una estructura endotelial llamada glucocdlix, una estructura que se encuentra
en el endotelio vascular y que tiene la funcidn de conservar la distensibilidad y
permeabilidad vascular, proteccidon contra el estrés oxidativo endotelial y disminucion de
la agregacién leucocitaria y plaquetaria. En las membranas celulares sirven como
correceptores de algunos factores de crecimiento que tienen funcién tirosina-cinasa,
ademas interactian con integrinas y varias moléculas de adhesién celular controlando las
interacciones entre células vecinas y la movilidad celular. Alteraciones en el mecanismo de
degradacion y reciclaje a nivel lisosomal, condiciona trastornos Ilamados
mucopolisacaridosis y el sustrato almacenado dependera de la enzima lisosomal faltante.
Actualmente se conocen 6 tipos de glucosaminoglicanos de acuerdo a los grupos sulfato y

los radicales acidos que conforman los dimeros (tabla 1) (9).
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Tabla 1 Tipos de glucosaminoglicanos y composicién bioquimica (9)

Glucosaminoglicano Composicion bioquimica
Acido Hialurénico N-Acetilglucosamina, Acido-D-glucordnico
N-acetilglucosamina, acido-D-glucordnico, L-
Heparan sulfato idurénico

D.glucosamina/N-acetilglucosamina, acido-L-

Heparina idurénico/D-glucorénico
Queratan sulfato N-acetilglucosamina, D-Galactosa
Condroitin sulfato N-acetilglucosamina, acido-D-glucordnico
Dermatan sulfalto N-acetilgalactosamina, acido L-idurdnico

Las mucopolisacaridosis son enfermedades metabdlicas causadas por acimulo de
glucosaminoglicanos a nivel lisosomal y se debe a defectos en las enzimas que
metabolizan estas macromoléculas, su acumulo intra lisosomal causa dafio y estrés
metabdlico que conlleva a falla multiorganica con reduccidén importante de la expectativa
de vida. La mayoria de las MPS se heredan de forma autosémica recesiva (AR) excepto la
MPS tipo 2 que tiene un patrén de herencia ligada al X recesiva. Actualmente se conocen
11 tipos, que se clasifican de acuerdo a la deficiencia enzimatica, GAGs acumulados y tipo

de herencia (tabla 2) (3,10,11)
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Tabla 2. Clasificacion de las mucopolisacaridosis (modificado de 3,9)

TRASTORNO

MPSI (fenotipo leve,

moderado o grave)

MPS Il (sindrome de
Hunter)

MPS Il (sindrome de
Sanfilipo)

A

B

(o

MPS IV (sindrome de
Morquio)

A

B

MPS VI (sindrome de
Maroteaux Lamy)
MPS VI (sindrome de

Sly)
MPS IX

Para la

ENZIMA DEFICIENTE

a-L-lduronidasa

Iduronato-2- sulfatasa

Heparan-N-sulfatasa

o -N Acetilglucosaminidasa

Acetil-CoA:a-glucosaminida

acetiltransferasa.
N-acetilglucosamina-6

sulfatasa

Galactosa-6-sulfatasa

B- Galactosidasa

Arylsulfatasa B

B- Glucoronidasa

Hialuronidasa

degradacion de los

GAG
ACUMULADO
Dermatany

Heparan sulfato

Dermatany

Heparan sulfato

Heparan sulfato

Keratan sulfato
Condroitin
sulfato

Keratan sulfato
Dermatdny
Heparan sulfato
Dermatany
Heparan sulfato

Hialuronan

glucosaminoglicanos,

TIPO DE HERENCIA

Autosdémico recesivo

Recesivo ligado al X

Autosdmico recesivo

Autosdmico recesivo

Autosdmico recesivo

Autosdmico recesivo

Autosdmico recesivo

se requieren cuatro

exoglucosidasas, cinco sulfatasas y una transferasa no hidrolitica; su deficiencia puede
condicionar acumulo de estos GAGs y causar mucopolisacaridosis.

Las MPS, son enfermedades crdnicas progresivas, que muestran signos y sintomas en
multiples sistemas y érganos. Todos los tipos de MPS comparten muchas caracteristicas

clinicas, aunque en grados variables. Principalmente afecta el sistema musculoesquelético,
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ocasionando rigidez y contracturas articulares, sindrome del tunel del carpo, dedos en
garra, disostosis multiple, hipoplasia de las apdfisis odontoides, en algunos casos en vez
de rigidez, se presentan hipermovilidad articular, y anormalidades del crecimiento, otras
manifestaciones clinicas son opacidad corneal, valvulopatia, hernia inguinal, facies tosca y
en algunos casos retraso mental profundo. La severidad del cuadro clinico dependera del
porcentaje de actividad enzimatica residual. En los casos donde la ausencia es completa, la
enfermedad inicia la infancia y es de grado severo, en contraste en aquellos casos donde
la actividad enzimatica se conserva cercana a la normal, el inicio es tardio, incluso en la

adolescencia o edad adulta con signos y sintomas muy leves (10,12).

El diagndstico de las MPS debe de realizarse lo mas temprano posible para evitar
dano irreversible a los 6rganos y sistemas y optimizar los resultados del tratamiento,
particularmente en aquellos padecimientos donde existe tratamiento mediante trasplante
de células troncales hematopoyéticas o terapia de reemplazo enzimdtico. La
cuantificaciéon de los GAGs en orina es un método util para realizar tamizaje de
enfermedades lisosomales, con una alta sensibilidad, pero baja especificidad, por lo que
cada vez se usa menos para la deteccidon de estos trastornos. El estandar de oro para el
diagndstico de cada una de las MPS es la determinacién de la actividad enzimatica, en
cultivo de fibroblastos, leucocitos de sangre periférica, suero o plasma. También puede
realizarse este estudio enzimatico en biopsia de vellosidades coriales o amniocitos para
diagndstico prenatal. El estudio molecular puede seguir después del estudio bioquimico
para identificar mutaciones presentes en individuos afectados y asi establecer
asesoramiento genético a las familiares en riesgo, para la toma de decisiones en la

planeacion de futuros embarazos.

El tratamiento de los pacientes con MPS requiere de evaluaciones regulares y de
forma multidisciplinaria, ya que presenta muchas complicaciones sistémicas que
requeriran de varias especialidades médicas. Anteriormente los cuidados paliativos eran la
Unica opcidén de tratamiento, sin embargo, desde 1980, comenzaron a realizarse los

primeros trasplantes de células troncales hematopoyéticas con buenos resultados;
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actualmente este tipo de tratamiento y el trasplante de células troncales de cordon
umbilical, han mostrado ser efectivos en la prevencién de sintomas severos. Mas
recientemente la terapia de reemplazo enzimatico con enzima recombinante ha mejorado
aun mas el prondstico de los pacientes y las familias afectadas con estos padecimientos

(11).

6. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

1. MUCOPOLISACARIDOSIS TIPO |

La mucopolisacaridosis tipo |, es una enfermedad genética con herencia
autosémica recesiva ocasionada por deficiencia de la enzima a-L-lduronidasa, necesaria
para la degradacion de los glucosaminoglicanos heparan y dermatdn sulfato. Estos GAGs
parcialmente degradados, se acumulan a nivel lisosomal en forma progresiva, causando
dafio a células y tejidos y secundariamente falla organica multiple. La incidencia de la MPS
I, se estima de 1 por cada 100 000 nacimientos en la poblacién general.

Los sintomas y signos se presentan con un espectro que va de la forma mas severa
conocida como sindrome de Hurler, a la forma intermedia conocida como sindrome de
Hurler/scheie hasta la forma leve conocida como sindrome de Scheie, esta variabilidad
clinica esta relacionada con la actividad enzimatica residual, a menor actividad de la
enzima el fenotipo clinico es mas severo y de inicio mas temprano, a mayor actividad
enzimatica residual el fenotipo es mas leve y de inicio tardio, aunque se ha hecho esta
clasificacién en realidad la sintomatologia es muy similar entre ellas, bioquimicamente
también es dificil diferenciarlos ya que todas presentan elevacion de los GAGs heparan y

dermatdn sulfato en orina, por lo que la clasificacién es meramente clinica (13-15).

Las caracteristicas clinicas comunes incluyen talla baja, dismorfismo craneofacial
secundario e infiltracion de tejidos blandos, ocasionando facies tosca que se presenta en
el sindrome de Hurler y Hurler/scheie, en el 84 % y 72 % respectivamente. La opacidad
corneal y hepatomegalia, se presenta en el 70 %, la disostosis multiple en 43 %, y las

hernias en el 53 %, Otros sintomas y signos descritos son glaucoma, hidrocefalia
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comunicante, compresion medular, obstruccion de vias respiratoria, que condicionan

apneas frecuentemente, hipoacusia, contracturas articulares, presencia de giba lumbar,
anormalidades valvulares cardiacas, displasia de cadera, sindrome del tunel del carpo,
macroglosia, deterioro cognitivo, hipertrofia de amigdalas etc., el cuadro clinico esta

directamente relacionado con la forma de presentacién (12,14-17).

La mucopolisacaridosis tipo | es causada por deficiencia de la enzima a-L-
Iduronidasa, una hidrolasa lisosomal sintetizada en el reticulo endopldsmico rugoso y
traslocada a los lisosomas via reticulo endopldsmico liso y aparato de Golgi a través de la
agregacion de un ligando manosa-6-fosfato. Una vez en los lisosomas esta enzima se
encarga de hidrolizar el residuo terminal a-L-Idurénico del dermatdn y heparan sulfato

(figuras 2y 3) (13).
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Figura 2. Metabolismo del dermatan sulfato. La deficiencia de a-L-lduronidasa, no permite eliminar el
residuo terminal a-L-Idurdnico, acumulandose el dermatan sulfato a nivel lisosomal (13).
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Figura 3. Metabolismo del heparan sulfato. La deficiencia de a-L-Iduronidasa, no permite eliminar el residuo
terminal a-L-ldurdnico, acumulandose el heparan sulfato a nivel lisosomal (13).

La enzima a-L-lduronidasa, es codificada por el gen IDUA, que se localiza en el locus regién

4p16.3, contiene 14 exones y se expande aproximadamente 19 kb (figura 4). La proteina

o-l-lduronidasa precursora tiene 653 aminoacidos, la cual es glucosilada y posteriormente

procesada para su maduracién (15,18,19).

Las mutaciones en este gen causan sintesis anormal de la enzima alterando su

funcién, y como consecuencia alteracién en el metabolismo y acimulo de heparan vy

dermatan sulfato condicionando Mucopolisacaridosis tipo I.

B
o

o

w
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|

Gen IDUA
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Figura 4. Gen IDUA, localizacidon cromosémica en 4p16.3 y sus 14 exones.
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La base de datos HGMD del inglés (The Human Gene Mutation Database)

http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/qgene.php?gene=IDUA, actualmente tiene registradas 221

variantes patogénicas del gen IDUA. Incluidas variantes sin sentido (nonsense) y de
sentido erréneo (missense), en los sitios de splicing, en las regiones reguladoras, pequefias
deleciones, inserciones pequefias, ins/del pequefia, grandes deleciones,
insersiones/duplicaciones grandes y rearreglos complejos, todas condicionan fenotipo de

mucopolisacaridosis tipo | (Tabla 3).

Tabla 3. Variantes patogénicas en el gen IDUA, causantes de MPSI (HGMD)

TIPO DE VARIANTES NUMERO VARIANTES

Mutaciones de sentido erréneo y sin sentido 128
(missense, nonsense)

En el sitio de splicing 36
En las secuencias regulatorias 1
Pequenias deleciones 31
Pequefas inserciones 16
Insercién/delecidn pequefia 1
Deleciones grandes 4
Inserciones/duplicaciones grandes 1
Rearreglos complejos 3

Es probable que mas variantes patoldgicas intragénicas existan, pero aun no han sido
publicadas; en su mayoria han sido descritas a lo largo de los afios, algunos como reporte

de casos y otros como parte de estudios dirigidos al analisis molecular del gen (20-28).

La combinacidn entre la sintomatologia inespecifica y el poco conocimiento acerca de la
enfermedad, asi como la baja incidencia, confunde a los padres y a los médicos,
condicionando retraso en el diagndstico; por lo tanto, pacientes con fenotipo leve
permanecen sin diagndstico durante muchos anos, incluso aquellos casos severos llegan a
diagnosticarse hasta el afio o afio y medio de edad. Regularmente los médicos generales y

los pediatras son los de primer contacto, sin embargo, por las multiples manifestaciones
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pueden llegar inicialmente a cardiologia, ortopedia, oftalmologia etc. Debido a que

actualmente existen métodos de tratamiento efectivos, es imperativo su diagndstico
temprano, por lo que mas médicos deberian tener conocimiento acerca de esta patologia

(29-31).

La cuantificacion de mucopolisacaridos es un método sensible pero no especifico
para tamizar mucopolisacaridosis tipo |, puede haber falsos negativos, por lo que un
resultado negativo no excluye la enfermedad. Para el diagnostico bioquimico, se requiere
de la cuantificacion de la actividad enzimatica en fibroblastos, en leucocitos de sangre
periférica, en suero o en gotas de sangre seca en papel filtro. El estudio molecular seguido
del estudio enzimdtico confirma el diagndstico y facilita el adecuado asesoramiento

genético a las familias. Asi mismo permite buscar portadores dentro de la familia.

Ademds de la confirmacion diagndstica se requieren evaluaciones
multidisciplinarias, ya que se trata de una enfermedad multisistémica, por lo que es
indispensable la valoracién neurolégica, oftalmoldgica, auditiva, cardiovascular,

respiratoria, musculoesquelética, gastrointestinal y nutricional (29).

Anteriormente, el tratamiento de los pacientes con mucopolisacaridosis tipo 1, se
limitaba a la prevenciéon y manejo de las complicaciones por el equipo multidisciplinario,
hasta la llegada del trasplante de células troncales hematopoyéticas. Actualmente este
tipo de tratamiento es la Unica opcidn para prevenir la enfermedad neurodegenerativa,
sin embargo, su aplicacién es limitada debido a las complicaciones que conlleva el
trasplante, el alto riesgo de falla del injerto y la alta tasa de mortalidad, este método de
tratamiento esta indicado en pacientes menores de 2 afios con un coeficiente intelectual

mayor a 70 (32).

En la actualidad existe también la terapia de reemplazo enzimatico aprobada por la
FDA (Food and Drug Administration), la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) en el
2003 y en Brasil por la Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) en el 2005. La
enzima recombinante, es una variante polimérfica de la enzima humana, obtenida a

través de tecnologia recombinante de células ovéricas de hamster chino, llamada
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Laronidasa y se administra en forma parenteral a razon de 0.58 mg/kg semanalmente en

forma indefinida. La terapia de reemplazo enzimatico es usualmente indicada en
pacientes de cualquier edad quienes presenten al menos una manifestacién clinica

conocida que pueda ser mejorada con la terapia (33).

Debido a la dificultad de los pacientes y cuidadores primarios de acudir
semanalmente a recibir la terapia enzimatica a las unidades médicas, se ha propuesto la
terapia cada dos semanas administrando doble dosis en una sesidn, los estudios
realizados a la fecha reportan que no hay diferencia significativa entre la terapia semanay
bisemanal, en los monitoreos de niveles de glucosaminoglicanos en orina, por lo que en
muchas partes se han adoptado estas forma de tratamiento, sobre todo para pacientes a

quienes se les dificulta cumplir con la terapia semanal (34).

2. JUSTIFICACION

La baja incidencia del padecimiento en la poblacién general 1 por cada 100,000
nacimientos y el poco conocimiento clinico bioquimico y molecular del mismo, predispone
al retraso en el diagndstico temprano y al tratamiento oportuno del padecimiento. La
mayoria de los casos se diagnostican tardiamente cuando el daifo es irreversible;
actualmente aunque existe mayor indice de deteccién, no existen centros de referencia
para diagndstico enzimatico y molecular; asi mismo no se conocen todas las mutaciones
en el gen IDUA relacionadas con el padecimiento, por lo tanto es indispensable analizar la
secuencia del gen en todos los pacientes con diagndstico clinico de mucopolisacaridosis
tipo |, para identificar las mutaciones causantes de la enfermedad, hacer una correlacién
genotipo-fenotipo, que permita establecer los mecanismos especificos causantes de la
enfermedad, para iniciar el tratamiento y mejorar la calidad de vida de los pacientes y sus

familias.

3. HIPOTESIS

El analisis genético del gen IDUA, confirmara el diagndstico de mucopolisacaridosis

tipo 1
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4. OBIJETIVOS

GENERALES

Confirmar el diagndstico de MPSI en una familia y explicar los mecanismos bioquimicos y

moleculares que causan la enfermedad.

PARTICULARES

1. Realizar evaluacion clinica a la familia en busca de sintomas y signos de MPSI.

2. Realizar estudios radiograficos en busca de disostosis multiple.

3. Realizar estudios bioquimicos, incluidos, biometria hematica, quimica sanguinea,
examen general de orina, pruebas de funcién hepatica, perfil de enzimas musculares y
determinacién de actividad de la enzima alfa-l-iduronidasa para identificar alteraciones
bioquimicas relacionadas con MPSI.

4. Secuenciar el gen IDUA, para identificar variantes patogénicas relacionadas con MPSI.
5. Analizar los mecanismos moleculares que causan la enfermedad con base en las

variantes patogénicas que se identifiquen.

5. MATERIALY METODOS

TIPO Y DISENO DEL PROYECTO

Se trata de un estudio observacional, descriptivo y transversal.

CLASIFICACION DE FEINSTEIN:

Por su objetivo: Descriptivo

Por la recoleccidn de los datos: transversal
Por la asignacion del agente: Examen

Por su temporalidad: Transversal

Por los componentes del grupo: homodémico
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DEFINICION DEL UNIVERSO DE TRABAJO

Se estudiara a una familia conformada por 4 miembros, dos hijos del sexo masculino, y

ambos padres.

DEFINICION DE UNIDADES DE OBSERVACION Y DEL GRUPO CONTROL

Criterios de inclusién:
No se consideran para este estudio

Criterios de exclusién:
No se consideran para este estudio

Criterios de Eliminacion:
No se consideran para este estudio

ESTRATEGIA DE MUESTREO

No se considera tamafo ni tipo de muestreo para el estudio.

RECOLECCION DE LA INFORMACION

Fuentes de Informacion

Para el presente trabajo los datos se obtuvieron de la entrevista médica, y del expediente

clinico del paciente.
METODOS ANALITICOS

Analisis clinico. Se realizd6 una historia clinica de la familia, mediante interrogatorio
directo, y exploracion fisica para identificar antecedentes de la enfermedad en otros
miembros de la familia, asi como signos y sintomas de MPSI.

Analisis radiografico. Tiene como principio obtener imagenes del sistema esquelético de
los individuos a través de la emisidn de rayos X, fue realizado en el Instituto Tlaxcalteca de
Atencion Especializada a la Salud, ubicado en el Tlaxcala Tlaxcala.

Analisis bioquimico. Mediante equipo automatizado se realizé biometria hematica,

guimica sanguinea, examen general de orina, pruebas de funcidon hepatica y perfil de

Pagina | 24



enzimas musculares. Estos analisis se hicieron en el laboratorio clinico del Hospital Infantil

de Tlaxcala.

Determinaciéon de la actividad enzimatica. Tiene como principio evaluar la actividad
residual de la enzima alfa-l-iduronidasa, en linfocitos de sangre periférica, mediante
espectrometria de masas en tandem. Realizado en el laboratorio de Centogene the rare

disease company, ubicados en Rostock Alemania

Andlisis Genético. Tiene como principio analizar la secuencia de nucledtidos del gen
IDUA, mediante secuenciacidn tipo Sanger, en este caso, de todas las regiones
codificantes del gen y las uniones altamente conservadas exdn-intrén. Realizado en el

laboratorio de Centogene the rare disease company, ubicados en Rostock Alemania

11. RESULTADOS

Analisis clinico

La familia en estudio estd conformada por la madre de 28 afios, padre de 30 aifios ambos
aparentemente sanos, sin antecedente de consanguinidad y dos hijos, el mayor de 5 afios
y el paciente de 1 afio 8 meses. El hijo de 5 afios, estaba aparentemente sano. El paciente
bajo sospecha de MPSI proviene de la gesta 2, cursé con un embarazo normal, nacimiento
de término por parto normal, peso al nacimiento de 3500 gramos y talla de 54 cm, con
apgar de 7-9-9. En el periodo neonatal, cursé con asfixia leve recuperada, dificultad
respiratoria, neumonia congénita e hiperbilirrubinemia, que requirié tratamiento
hospitalario por 25 dias, durante su estancia requirid ventilacidn mecanica,
antimicrobianos y fototerapia. Su desarrollo psicomotor tuvo la siguiente cronologia, fijé
la mirada al mes, presentd sonrisa social al mes, sostén cefalico a los 5 meses, sedestacion
a los 8 meses, se gird a los 9 meses, emitid sonidos guturales a los 6 meses, balbuceé a los
8 meses; a su ingreso su lenguaje estaba a nivel de 7 palabras. Fue diagnosticado con
retraso en el desarrollo psicomotor secundario a las complicaciones neonatales y enviado
a estimulacidn temprana en su unidad médica.

Evoluciond sin mejoria en la adquisicién de los hitos del neurodesarrollo, cursaba con

cuadros repetitivos de infeccion respiratoria, que mejoraban con tratamiento,
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gradualmente se agregd deformidad de la columna, por lo que fue enviado al hospital

para valoracién pediatrica, en su primera evaluacion fue enviado a ortopedia vy
neurocirugia por sospecha de tumoracidon en columna y a neurologia por el retraso en el
neurodesarrollo. Las primeras valoraciones descartaron tumoracién y se concluydé una
escoliosis congénita, la valoracion neuroldgica concluyé retraso en el desarrollo
psicomotor, con sospecha de etiologia genética por facies anormal del paciente y enviado
al servicio de genética.

Durante la evaluacion se realizdé el drbol genealdgico familiar donde se muestra al
paciente, individuo IlI-4, su hermano IlI-3 y ambos padres [I-9 y II-10. La familia refirio la
presencia de dos primos del paciente con las mismas caracteristicas, pero no fue posible

localizarlos por cambio de domicilio (figura 5).

. O (O

: #‘Qéi d¢ bj—obiéobith
. ol

[:‘ Maseuling sano

. Enfermo cansultante
. Enferma

L1, lll. Generaciones

Figura 5. Arbol genealdgico familiar de 3 generaciones.

La exploracidn fisica del paciente permitid identificar signos y sintomas de enfermedad
por atesoramiento lisosomal, presentaba evidente retraso en el desarrollo psicomotor, no
lograba mantenerse de pie, tenia la cara infiltrada, opacidad corneal, el puente nasal
deprimido, las narinas antevertidas, con ronquido constante, mejillas prominentes, la
cavidad oral mostré encias hipertréficas, erupcion dental retrasada, cuello corto, térax
ancho, hepatomegalia a 3 centimetros del reborde costal, columna con giba lumbar, y
presencia de manchas mongélicas en regiéon lumbosacra, extremidades superiores e
inferiores con piel infiltrada, limitacidon de los arcos de movilidad en articulaciones de
codos, rodillas y ambas manos con tendencia a la deformidad en garra (figura 6). Ambos

padres y el hermano mayor eran asintomaticos.
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Figura 6. Fenotipo del paciente

Analisis radiolégico

Las radiografias del paciente mostraron signos clinicos de disostosis multiple, en la
radiografia de la mano presentaba ensanchamiento de los huesos metacarpianos y las
falanges, con evidencia de retraso en la maduraciéon 6sea, en la radiografia lateral de
columna se observa cifoescoliosis lumbar y vertebras ovoideas con espiculas en forma de

gancho. (figura 7). los padres y el hermano no presentaron alteraciones esqueléticas.

Figura 7. Signos radiolégicos de disostosis multiple
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Analisis biogquimico

Los estudios bioquimicos del paciente mostraron los siguientes resultados.

La biometria hematica con linea celular eritrocitaria, plaquetaria y leucocitaria en
parametros normales, la quimica sanguinea mostré glucemia normal, nitrégeno ureico,

urea, creatinina en pardmetros normales.

El examen general de orina con caracteristicas macroscdpicas y microscépicas normales,
no se realizé determinacién de glucosaminoglicanos en orina debido a que la prueba no
estuvo disponible, las enzimas musculares creatina fosfoquinasa total y creatina
fosfoquinasa fraccién MB se reportaron normales, las pruebas de funciéon hepatica
mostraron niveles de bilirrubinas normales y elevacidon de la transaminasa aspartato
aminotransferasa y la transaminasa alanino aminotransferasa. No se realizd
determinacién de glucosaminoglicanos en orina debido a que la prueba no estuvo
disponible. No fue necesario solicitar estudios bioquimicos a ambos padres debido a que

estaban asintomaticos.
Analisis enzimatico

La cuantificacién de la actividad enzimatica de alfa-l-iduronidasa en leucocitos de sangre
periférica del paciente; se reporté disminuida con valor de 0.1 umol/I/h (referencia: > 2.5
umol/l/h). Esta misma cuantificacion se realizé en una muestra de sangre del hermano de
5 afios, reportandose en rangos normales, 5.6 umol/I/h. En los padres este estudio no fue

realizado.

Analisis genético

La secuenciacidn de los 14 exones y las uniones exén/intrén del gen IDUA en el paciente,
mostré una variante patogénica heterocigota en el exén 1 de uno de los alelos,
consistente con una delecidn de 12 nucleétidos, (c.46_57del) que condiciona la pérdida de
4 aminodcidos en la cadena polipeptidica de la proteina (p.S16_A19 del) previamente

descrita en la literatura; también mostré dos variantes heterocigotas en el exdn 2
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observandose un cambio del nucleétido G por A (c.299G>A p.R100K) y en el intrén 2 un

cambio del nucledtido G por T (c.299+1G>T) del otro alelo, previamente no descritas en la

literatura. (figura 7 y 8).

v

Secuencia normal cTesGecCccCcTCGCTCCTGGCCGCGCCCCC
Secuencia del paciente T GG G CG

Deslizamiento del marco de lectura TG G GCG GGTGG
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Figura 8. Secuencia normal del gen IDUA y secuencia del paciente que muestra la delecion (c.46-57del), en el
exon 1, lo que condiciona que se recorra el marco de lectura.
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Figura 9. Secuencia normal del gen IDUA, y secuencia del paciente con dos variantes en la union
exon/intrén; c.299G>A en el exdn 2 y ¢.299+1G>T en el intron 2.

En el hermano se encontraron las mismas dos variantes en el exdn e intrén 2; en el padre
la variante patogénica del exdn 1, mientras que en la madre no se encontraron variantes
patogénicas en ambos alelos. En todos los individuos estudiados se observaron ademas

algunos polimorfismos, en la secuencia del gen, sin relevancia clinica (Tabla 3).

Tabla 4. Resultados del estudio genético en los 4 miembros de la familia

Localizacion Variantes en el Variantes en el Variantes en el Variantes en la Resultado
paciente hermano padre madre

Exén 1 €.24C>A (het) €.24C>A (het) €.24C>A (het) c.24C>A (homo)  SNP

Exén 1 c.46-57del (het) - c.46-57del (het) - Patogénica

Exdn 2 €.299G>A(het) €.299G>A(het) - - Incierto

Intrén 2 c.299+1G>A (het) ¢.299+1G>A (het) - - Probable patogénica

Exén 7 c.891C>T (het) - c.891C>T (het) - SNP
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12. DISCUSION DE RESULTADOS

La mucopolisacaridosis tipo 1 es una enfermedad ocasionada por mutaciones en el gen
IDUA, localizado en la regién 4p16.3 (18,19). En el presente estudio se encontrd la
variante patogénica c.46_57del, que corresponde con la delecidn de 12 nucledtidos en el
exon 1, lo que condiciona la pérdida de 4 aminodcidos, en la posicion 16 al 19 de la
proteina, previamente reportada en la literatura. Esta delecidn probablemente impida el
transporte correcto de la proteina al reticulo endopldsmico asi como su procesamiento y
transporte hacia el lisosoma (28). El analisis molecular mostré también dos variantes,
€.299G>A en el exén 2, que condiciona el cambio del aminodcido arginina por lisina en la
posiciéon 100 de la proteina y ¢.299+1G>T en el intrén 2 que afecta secuencias altamente
conservadas necesarias para el splicing durante el procesamiento postranscripcional,
ambas variantes no habian sido reportadas previamente en la literatura (figura 9), aunque
una mutacién parecida ha sido reportada previamente en la misma posicion ¢.299+1G>A ,
esta variante podria condicionar fendmeno de exon skiping o salto del exdn e incluir el
intron 2 durante el procesamiento postranscripcional y durante la traduccion, en el caso

previamente descrito la actividad de la enzima estaba patolégicamente disminuida (27).

Gen IDUA
4ple3 =
Exones

I 2 3 4 5 6 7 8 9101112 13 14

c.46_57del  ©.299G>A

11 NEIE Hal
1N NEEE Eaii|

€.299+1G>A

Figura 10. Locus, estructura del gen y sitio de las variantes encontradas en el estudio molecular de la familia
en el presente estudio.

En el presente caso de MPS tipo |, se observa que el paciente presenta los datos clinicos
de la enfermedad y los analisis radioldgicos y bioquimicos coincidian con la posibilidad
diagnostica, finalmente el estudio genético permitio identificar las variantes patogénicas

en el gen IDUA, relacionadas con la sintesis defectuosa de la enzima alfa-l-iduronidasa que
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condiciond el acumulo de dermatan y heparan sulfato a nivel lisosomal en sus tejidos y
organos condicionandole la enfermedad. En la figura 10 se puede observar la segregaciéon
de estas variantes patogénicas, en el paciente, ambos alelos estdn mutados, la variante
c.46_57del, proviene del alelo paterno, quien es portador asintomatico y las dos variantes
€.299G>A en el exén 2 y ¢.299+1G>T en el intrén 2, proviene del alelo materno. En el
hermano, un alelo sano y las dos variantes ¢.299G>A en el exén 2 y ¢.299+1G>T en el
intréon 2 proveniente del alelo materno, le condiciona un estado de portador asintomatico.
El estudio genético de ambos alelos del gen IDUA en la madre no mostré variantes
patogénicas, por lo tanto podria considerarse la posibilidad de presentar mosaicismo

germinal (35-37).

=
)
o

: ?
: é

c.46_57del (exon

.

7] 8m

= NN Do
NEIn

€.299G>A ¢.46_57del (exor
.299+1G>A

) ©.299G>A (exon 2)
€.299+1G>A (intrén 2)

O Femenina sana
B Masculino, portador sano.
. Masculino, consultando, enfermo

Figura 11. Modo de herencia de la mucopolisacaridosis tipo 1 en la familia estudiada.

13. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se realizd un andlisis clinico, radiolégico, bioquimico y genético en
una familia con la finalidad de confirmar el diagnéstico de MPSI en uno de los hijos y
evaluar la situacion clinica del otro hijo y de ambos padres.

La evaluacion clinica de la familia, permitié identificar signos y sintomas de las EAL,

aunque los datos clinicos estaban presentes desde antes del afio, el diagnostico fue tardio
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debido a que las valoraciones médicas previas no identificaron el padecimiento,

probablemente debido a que no estan familiarizados con este tipo de trastornos.

Con la sospecha clinica se solicitaron en un primer tiempo, auxiliares de diagndstico por
imagen y bioquimicos, los estudios radiograficos de extremidades y columna, mostraron
datos compatibles con disostosis multiple, los estudios bioquimicos iniciales, mostraron
algunos cambios bioquimicos inespecificos, los datos previos apoyaron la sospecha
diagndstica por lo que se solicitd la determinacién de la actividad de la enzima alfa-I-
iduronidasa en leucocitos de sangre periférica, reportandose en niveles muy bajos en el
paciente y normales en el hermano. Con estos resultados, se concluyé que el paciente
presenta mucopolisacaridosis tipo | fenotipo grave también conocido como sindrome de
Hurler.

Para completar el abordaje diagndstico, justificar la terapia de reemplazo y dar
asesoramiento genético a la familia, se realizd analisis genético del gen IDUA en los 4
miembros de la familia. Esto permitié identificar que el individuo afectado, tiene ambos
alelos con variantes patogénicas causantes de enfermedad, en un alelo presenta una
delecién de 12 nucledtidos en el exédn 1 c.46 57del lo que condiciona la pérdida de 4
aminodcidos en la posicion 16 al 19 de la proteina, previamente reportada en la literatura,
esta delecién probablemente impida el transporte de la proteina al reticulo endoplasmico,
asi como su procesamiento y transporte hacia el lisosoma, lo que finalmente ocasiona

ausencia de la enzima a nivel lisosomal.

En el otro alelo se identificaron dos variantes, ¢.299G>A en el exén 2, que origina el
cambio del aminoacido arginina por lisina en la posicidon 100 de la proteina y ¢.299+1G>T
en el intrén 2 que afecta secuencias altamente conservadas necesarias para el corte y
empalme de exones, (splicing) durante el procesamiento postranscripcional, ninguna de
estas variantes ha sido reportadas previamente en la literatura. La variante ¢.299+1G>T
podria condicionar el fendmeno de salto del exén (exdn skiping) e incluir el intrén 2
durante el procesamiento postranscripcional del RNA mensajero y traduccidon de la
proteina, condicionando alteraciones en el transporte y procesamiento postraduccional o

alterando completamente la funcién. Una variante patogénica similar ha sido reportada

Pagina | 32



previamente en la misma posicién ¢.299+1G>A; en ese caso la actividad de la enzima

estaba patolégicamente disminuida.

En el otro hijo se identificaron las dos variantes ¢.299G>A y ¢.299+1G>T, sus niveles
enzimaticos estuvieron en rangos normales, lo que hace suponer que ambas variantes se
encuentran en un mismo alelo y le condiciona a este individuo un estado de portador

sano.

En el analisis molecular del genoma paterno, se identificd la variante c.46_57del en un

alelo y secuencia normal en el otro, lo que le condiciona un estado de portador sano.

Ambos alelos maternos se reportaron con secuencia normal del gen IDUA, analisis que se
realiz6 por duplicado, considerando la situacién clinica de ambos hijos, se podria
considerar en este caso la posibilidad de mosaicismo germinal materno lo que explicaria el

origen de las variantes ¢.299G>A y ¢.299+1G>T descritas previamente.

14. PERSPECTIVAS

Las mucopolisacaridosis son enfermedades metabdlicas de baja frecuencia sin embargo
no por ello de menor importancia para la salud publica en nuestro pais, desde que la
terapia de reemplazo enzimatico estd disponible en México, se han sumado cada vez mas
los esfuerzos para identificar y tratar estas enfermedades antes que se presenten las
complicaciones irreversibles. Conocer el perfil genético de los pacientes con MPSI en
nuestro pais seria de mucho interés para establecer estrategias de diagndstico genético en

poblacién afectada.

15. LINEAMIENTOS BIOETICOS

El presente trabajo se realizo con una familia que se atiende en el Hospital Infantil de
Tlaxcala y actualmente recibe terapia de reemplazo enzimatico en el Hospital Para el Nifio
Poblano, los resultados previamente descritos fueron solicitados bajo autorizacion de los
padres y fueron entregados personalmente, como parte de la atencién médica, los

resultados fueron utilizados para complementar el asesoramiento genético.
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Previa autorizacion de la familia a través de la carta de consentimiento informado, los

datos del presente trabajo se pretenden publicar en una revista internacional,
salvaguardando los datos de acuerdo con la Ley Federal de Proteccion de Datos
Personales en Posesion de Sujetos Obligados y la Ley de Proteccién de Datos Personales

para el Estado de Tlaxcala.
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17. ANEXOS

Anexo 1. Hoja de registro del protocolo en la institucion donde se realizé el estudio

HOSPITAL INFANTIL DE TLAXCALA

E vcas SALUD pE TLAXCALA @f?;; &

FYreWie cFTTcWTF )
GO0 B‘I EIFI'!ID_D E!. EiTle o

San Matias Tepetomatidan, Apetatitlin de Antonio Carvajal, Tlaxcalz, A 29 de febraro de 2016

Asunto: Registro de Protocolo

Dr. Federico Osorio Antonio

PRESENTE

Por medio de la presents le envio un cordial saludo, v a la vez me permito informarle que de
acuerdo a la solicitud realizada a esta Jefatura de Enssfianza e Investigacion para registro de su
Proyecto de Investigacién titulado: “Caracterizacion Molecular del Gen IDUA en una Familia
Afectada con Mucopolisacaridosis tipo 17, se le ha otorgado el nimero de registro:
HIT/CI/2016/004, mismo gue sera sometido a evaluacion por el Comité de Investigacion y al
Comité de Etica en Investigacidn de éste Hospital Infantil de Tlaxcala en la siguients reunién
ordinaria.

Sin-mas por el momento le reitero el saludo ¥ mi mas distinguida consideracicn

\ ' DralEnei Sa'n%lﬁz Medina
Jefa de Ensefianza e Investigacicn

{ ~ 5 A('ISAMEN(E

o.Cp. arctm f ) '(J-hu
/ )
\ <)
Desarrollo
para Todos:
N\
20 de noviembre sin San Matias Tel. [246) 46 5 17 00
Tepetomatitian, Antonio Carvajal Tax wwwe_hit. gob.ms
C.P. 90606

Pagina | 39



Anexo Il. Aprobacidn del comité ética en investigacion

HOSSTAL INFANTIL DE TLAXCALA

San Maties Tepstomatitidn, Apetatitian de Antonio Carvajal Tiaxcala, a 25 de marzo de 2016

Asunto: Dictamen de evaluacién del
protocolo de investigacién

Dr. Federico Osorio Antonio
PRESENTE

Por medio de |8 presente me permito informarke que de acoerdo 2 la sobictud reslizace & la
Jefaties de Ergefianza & Investigacin para evallacin de < proyecto de [nvestigacisn ttulado:
“"Caracterizacién molecular del gen IDUA en una Familia afectada con
mucopolisacaridosis tipo 1" @n ndmero de reglstro  HIT/CI/2016/004, ke informo que <&
ha dictaminado como aprobado, por 10 que a partir de & fecha podrd empezar con su proyedo de
Investigaciin, comunicandole que presantar un informe de jos avancss del mismo cada 6 meses én
forma escrita 8l comité de investigacidn del hospital

Sin més por & momento le emdd un cordial saludo

4 ' ( ()"‘a
/ ‘ RS ol
=

\ Desarrollo
para Todos

ﬁﬁm.ﬁhm Tol Q4G AE5 1700
Tepetomatitan, Avizria Carvajsl, Tha. www. hRgob
CF. 20

| LaxcaL $ALUD pe TLAXCALA @ @.
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Anexo lll. Carta de consentimiento informado

s Tl AW R F, _‘h
mw /rl...‘ iJL) DE J,_-.r.x)..(.’.n-\l E ’3&:’ ﬁ

o HOSPITAL INFANTIL DE TLAXCALA
SORVINT AT

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

San Matias Tepetomatitidn, Apetatiidn de Antonio Carvajal, Tlaxcala, A 15 de febrero de 2016

w_ Uun  thsten Ualades

¥ Nicotosa _\_«.\..\4\; s~ ViarL

Doy mi consentimiento, en forma bbre, voluntana y sin presiones al Dr. Faderco O<orio Antonio del
senddo de Gendtica del Hospital Tnfantd de Tlaxcala, para que realice los estudios y procedimientos
necesanios, para & diagnostico de @ enfarmedad de mi hijo vy para que realice ks estudios
necesanios en toda mi famila para poder establecer, la cousa de la enfermadad, ncluyendo
estudios de imagen y estudios de sangre, y estudios de genetica, con la finalidad de conocer 1a
enfermedad, su origen y &l tratamiento para Que mejone su salud,

B docior Federco Osovio Antono me ha eaphcado, que emtos extudio e reafoaran como parte de
W proyecto de investigacidn titulado “Caracterizacién Molecular del Gen JDUA en una
Familia Afectada con Mucopolisacaridosis tipo 1%, y pora tal estudo, serd necesario tomar
fotografias de mi hijo y de los resultados de los estudios que se realiosn, asi mismo me ha
explicado que los datos que se obtengan de este peoyedo de investigactn podeén ser publicados

en foros médioos y en revistas centificas,
\ . 2 7 AP
Nombre y firma del padre. ")*-"J 4 H“l‘al‘?t? \.,."c:_J(;r do_p M
Nombre y firma de la madre, Nicolasa  Sa.des Diaa
Nombre y Firma del Trvestigacor |)| E .ikll (e | Y o ) /Xt l".( N °
e
‘;:,__ )
Deasarrolio
pora Todos
20 de nowiscrbre i S NMatis T (M &S 1700
Tepetormatidas, 2onovo Carvagel Tax W el gobs ma
<P 0%
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Anexo IV. Hoja de autorizacion de la tesis firmada por todos los directores de la tesis.

U [UPAEP

Pusbla, Puebla a 18 de mayo d= 2018
Asunto: Autorizacion de impresion de tesis

Mtra. Rosaura Rosas
Directora de la Maestria en Ciencias de la Salud

Le saludo cordialments v le informo que el alumno Federico Osorio Antonic estudiante de |a
Maestria en Ciencias de la Salud con ID no. 3377460 y matricula no. 18540002, termind
satisfactoriaments su trabajo de tesis titulado:

Caracterizacion Molecular del Gen IDUA en una Familia Afectada con Mucopolisacaridosis tipo |

Como asesora metodologica de dicho proyecto, autorizo su impresidn.

Quedo a sus drdenes,

Dra. Ma. del Rocio Bafios-Lara

Profesor-Investigadar UPAEP
Miembro del Sistema Macional de Investigadores COMACYT, nivel |

Centro de Investigacian Oncolégica Una Nueva Esperanza-UPAEP
Directora.

UPAEP

W, AR, M
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